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Résumé 

L’infection au virus du papillome humain oncogénique (VPH-HR) est associée au 

développement du cancer du col de l’utérus. L’expression des oncogènes viraux E6 et E7, 

qui favorisent la progression vers le cancer, est régulée par la région de contrôle longue ou 

LCR qui contient des sites de liaison pour plusieurs facteurs de transcription cellulaires et 

pour le répresseur viral E2. L’expression des oncogènes E6 et E7 est souvent dérégulée 

dans les cancers du col de l’utérus, une résultante de l’intégration du génome viral qui 

détruit fréquemment le cadre de lecture du gène E2. Plusieurs isolats ou variantes du VPH 

de type 33 (VPH33) avec une séquence nucléotidique du LCR différente du prototype ont 

été identifiés dans des spécimens de femmes infectées par le VPH et présentant des lésions 

intraépithéliales au niveau du col utérin. Deux polymorphismes, une délétion de 79 pb et la 

transversion C7732G, ont été associés à la persistance de l’infection et à un plus grand 

risque de développer une lésion intraépithéliale de haut-grade, respectivement. L’effet 

fonctionnel des polymorphismes du LCR du VPH33 sur l’expression génique virale, en 

particulier de la délétion de 79 pb et de C7732G, n’a jamais été caractérisé.  

Dans une première étude, l’activité transcriptionnelle des variantes de LCR du 

VPH33 a été comparée à celle du prototype dans les lignées cellulaires C33A et HeLa par 

des études de gènes rapporteurs suite à leur introduction en amont du gène de la Renilla 

luciférase. Nos résultats indiquent que l’activité transcriptionnelle des variantes du LCR du 

VPH33 reflète leur classification phylogénétique; les variantes issues de la lignée A2 étant 

les plus actives dans les C33A que le prototype du groupe A1. Des analyses par mutagenèse 

dirigée ont établi que l’activité accrue des LCRs de ces variantes est due à plusieurs 

variations, incluant la délétion de 79 pb et C7732G, et dont leur effet individuel est assez 

modeste. Dans les cellules HeLa, les niveaux de transcription des variantes de la lignée A2 

étaient similaires à ceux observés chez le prototype. Cet effet a été attribué à la variation 

A7879G qui induit la répression du LCR dans ces cellules. Ces résultats indiquent que la 

combinaison de plusieurs variations dites faibles altère significativement l’activité 

transcriptionnelle du LCR du VPH33. 
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D’un autre côté, les résultats rapportés dans notre deuxième étude indiquent que la 

mutation d’un élément important pour la régulation de la transcription virale peut tout 

autant altérer l’activité du LCR. La variante rare LCR10 de la lignée B montre une activité 

transcriptionnelle accrue comparée au prototype. Des analyses par mutagenèse dirigée ont 

identifié la variation T7791C comme étant responsable de l’activité augmentée du LCR10. 

L’effet stimulateur de ce polymorphisme est dû au fait qu’un site répresseur pour le facteur 

cellulaire C/EBPβ est aboli, tel que déterminé par des essais de liaison à l’ADN in vitro et 

de gène rapporteur. Un deuxième site C/EBPβ a également été identifié, cette fois-ci, 

agissant comme activateur de l’expression génique.  

Finalement, dans une troisième étude, nous montrons que C/EBPβ est un régulateur 

commun de l’expression des gènes chez les VPHs oncogéniques. Effectivement, plusieurs 

sites C/EBPβ sont retrouvés dans la région amplificatrice du LCR des VPHs à haut-risque 

tel que déterminé par des prédictions basées sur des matrices d’énergie et de fréquence. 

Certains de ces éléments sont similaires aux sites répresseurs et activateurs retrouvés dans 

le VPH33. Dans l’ensemble, nos études démontrent l’importance de caractériser l’effet 

individuel des polymorphismes du LCR pour mieux comprendre les mécanismes de 

modulation de la transcription des VPHs. De plus, nous montrons que C/EBPβ joue un rôle 

central autant dans la répression que dans l’activation de l’expression des gènes viraux.  

 

Mots-clés : VPH33, LCR, variante, polymorphisme, phylogénie, luciférase, C/EBPβ, 

polarisation de la fluorescence, prédiction, matrice énergétique, matrice de fréquence.  
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Abstract 

The infection by the oncogenic human papillomavirus (HR-HPV) is associated with 

the development of cervical cancer. The expression of the E6 and E7 viral oncogenes 

favors progression towards cancer and is driven by the long control region (LCR) which 

contains binding sites for both cellular factors and the viral E2 protein. The expression of 

these oncogenes is often upregulated in cervical cancer due to the integration of the viral 

genome which frequently disrupts the open reading frame of the repressor E2 gene. Several 

isolates or variants of HPV type 33 (HPV33) with a slightly different nucleotide sequence 

were previously identified in clinical samples from women infected with HPV33 and 

presenting squamous intraepithelial lesions of the uterus. Two polymorphisms, a 79-bp 

deletion and the C7732G transversion, were previously associated with an increased risk of 

persistence of infection and of developing high-grade lesions, respectively. The functional 

effect of polymorphisms in the HPV33 LCR on viral gene expression has never been 

assessed in particular for the 79-bp deletion and C7732G. 

In the first study presented here, the transcriptional activity of the HPV33 LCR 

variants were compared to that of the prototype in C33A and HeLa cell lines using gene 

reporter assays following their introduction upstream of the Renilla luciferase. Our results 

indicate that the LCR activity of the variants reflects their phylogenetic classification. As 

such, variants from the A2-sublineage were the most active in C33A cells when compared 

to the A1-sublineage prototype. Mutational analysis showed that the increased in LCR 

activity was the result of several weakly-acting variations, including the 79-bp deletion and 

C7732G. In HeLa cells, the lower transcriptional activity of the A2 variants was caused by 

A7879G which induces repression of the LCR in these cells. These results show that the 

combination of weakly-acting variations in the LCR significantly alters viral gene 

expression.  

In the second study, we show that the mutation of important regulatory elements 

also significantly enhances the transcriptional activity of the LCR. The rare HPV33 LCR10 

variant from the B lineage exhibits increased transcriptional activity compared to the 

prototype. Mutational analysis shows that the T7791C variation is responsible for this 

phenotype. The stimulating effect of this variation is caused by the disruption of a repressor 
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C/EBPβ site as determined in an in vitro DNA-binding assay and gene reporter assays. A 

second site necessary this time for the activation of the LCR was also identified.  

Finally, in the third study, we show that C/EBPβ is a common regulator of the 

oncogenic HPV gene expression. Several C/EBPβ sites were found in the enhancer region 

of the LCR of these HPV types as determined by our prediction using both energy- and 

frequency-based matrices. Some of these sites were found to be similar to the repressor and 

activating sites in the HPV33 LCR. Taken together, our studies highlight the importance of 

characterizing individual variations in the LCR in order to improve our knowledge on the 

mechanisms involved in the regulation of viral gene expression. We also show that the 

activating and inhibitory functions of C/EBPβ are important for the modulation of viral 

transcription.  

 

Keywords : HPV33, LCR, variant, polymorphism, phylogeny, luciferase, polarization 

fluorescence, prediction, C/EBPβ, energy-based matrix, frequency-based matrix. 
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TSS : site d’initiation de la transcription 

VIH : virus de l’immunodéficience humaine 

VLP : particule de type viral 

VPB : virus du papillome bovin 

VPH : virus du papillome humain 

VPH-HR : virus du papillome humain à haut risque 

VPH-BR : virus du papillome humain à bas risque 

WT : sauvage (wild type) 
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Chapitre premier : revue de la littérature 

Le rôle des virus du papillome humain (VPH) oncogéniques comme agent 

étiologique du cancer du col de l’utérus (CC) est très bien documenté, en particulier pour 

les types 16 et 18 (1). Un ensemble de facteurs de risque autant viraux 

qu’environnementaux contribue à la pathogénicité de ces VPHs. Un de ces éléments 

concerne la variabilité génomique du VPH qui dans plusieurs cas, altère les activités de 

transcription et de réplication du virus. L’infection par certaines variantes du VPH16, 

particulièrement par les isolats non-prototypiques, est fortement associée au développement 

de CC (revu dans (2)). Alors que la majorité des études sur la variabilité intratypique des 

VPHs portent sur les types 16 et 18, peu d’information est disponible concernant les 

variantes de types moins prévalents, tels que le VPH33, et surtout par rapport à leur 

implication dans l’oncogénicité des VPHs. L’objectif premier de cette thèse est de combler 

en partie cette lacune. 

Ce chapitre est une revue de la littérature sur les papillomavirus (PVs), 

principalement sur les VPHs oncogéniques. Nous verrons comment l’histoire naturelle de 

l’infection au VPH et l’épidémiologie du CC sont dictées par le cycle de vie des VPHs et 

les protéines virales qui y sont impliquées. Un regard particulier sera porté sur les variantes 

du VPH et sur comment les polymorphismes du génome viral peuvent altérer le processus 

de carcinogénèse. 

1.1 Le virus du papillome humain : agent étiologique du cancer 

du col de l’utérus 

Les PVs de la famille Papillomaviridae sont un groupe hétérogène constitué de 

virus infectant un large spectre d’hôtes, dont l’être humain. Plus de 170 types de VPHs ont 

été identifiés, dont certains causent des lésions bénignes et d’autres sont plutôt associés aux 

cancers anogénitaux (3). Les prochaines sections portent sur le rôle des VPHs 

oncogéniques dans le développement de CC. 
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1.1.1 Classification des papillomavirus 

Le système de classification des PVs élaboré par le comité international de 

taxonomie des virus (ICTV pour International Committee on Taxonomy of Viruses) se base 

sur l’homologie des séquences nucléotidiques du cadre de lecture L1, un des gènes les 

mieux conservés parmi les PVs (revu dans (4) et (3)). Un nouveau type est défini quand la 

séquence de L1 révèle moins de 90% d’homologie avec les types connus. Une variante 

d’un type est établie quand cette homologie diffère de moins de 2% avec le type de 

référence, ou le prototype, qui est souvent le premier isolat identifié. Les variantes ont été 

traditionnellement nommées selon des termes géographiques faisant ainsi allusion à la 

prévalence d’une variante dans une région particulière du Monde. Cette classification est 

assez juste pour le VPH16 et 18, les plus fréquents pathogènes causant le CC, chez lesquels 

certains isolats sont plus fréquemment détectés en Asie ou en Amérique par exemple, mais 

l’est moins pour les autres types tels que le VPH31 et 33. Récemment, il a été proposé de 

regrouper les variantes en différentes lignées selon l’homologie de la séquence 

nucléotidique du génome viral entier (5). La section 1.5 de cette thèse est spécialement 

dédiée à l’importance des variantes dans le développement de CC.  

Afin d’uniformiser la classification des PVs avec le système de phylogénie actuelle, 

les différents types ont été regroupés en espèces distinctes désignées par un numéro. Les 

différentes espèces infectant l’être humain sont réparties dans 5 genres : alpha, beta, 

gamma, mu et nu-papillomavirus. Les VPHs regroupés dans ces genres sont 

biologiquement distincts de par leur tropisme, leur pathogénicité et leur organisation 

génomique (6). Les VPHs ayant une importance clinique particulière sont couramment 

classés selon leur tropisme ou leur potentiel oncogénique.  

Ainsi, les VPHs à tropisme cutané infectent les épithéliums de la peau et font 

généralement partie des beta- et gamma-papillomavirus. Les VPHs à tropisme muqueux 

faisant partie du genre alpha-papillomavirus infectent les muqueuses anogénitales et 

oropharyngées. Ces derniers sont classés en deux groupes distincts selon leur capacité à 

induire le CC : les VPHs à haut risque (VPHs-HR) et à bas risque (VPHs-BR) qui sont 

associés au CC et aux lésions bénignes, respectivement (1, 7, 8). Les VPHs-HR 

comprennent entre autres les types 16 et 18. Ces types sont responsables à eux seuls de près 



 

3 

 

de 70% des cancers utérins (9). Les VPHs-BR comprend notamment les types 6 et 11 qui 

sont associés au développement de verrues génitales et de papillomes (8).  

 

 

 

Figure 1.1 Analyse phylogénétique basée sur l’homologie de la séquence du 

cadre de lecture de L1 pour 170 types de VPH. La flèche noire représente la 

position du VPH33 qui fait donc partie de l’espèce 9 du genre alpha. D’après de 

Villiers (2013) ((3). 
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1.1.2 Épidémiologie de l’infection au virus du papillome humain 

La prévalence globale de l’infection au VPH est estimée à 10%, mais varie selon les 

populations et les groupes d’âge étudiés (10). La prévalence de l’infection au VPH est plus 

élevée chez les femmes âgées entre 20-24 ans avec un taux de 44.8% (11). La prévalence 

diminue avec l’âge à l’exception des femmes de plus de 55 ans où une recrudescence de 

l’infection est observée (12, 13). La forte prévalence de l’infection au VPH chez les jeunes 

femmes serait associée à l’âge au début de l’activité sexuelle chez les jeunes femmes et 

possiblement à la réactivation de l’infection due à un affaiblissement du système 

immunitaire ou à une nouvelle exposition chez les femmes plus âgées (12, 13). La 

prévalence de l’infection au VPH est davantage élevée chez les femmes infectées par le 

virus de l’immunodéficience humaine (VIH) (14). De plus, la présence de lésions au niveau 

du col de l’utérus est plus élevée chez ces femmes avec 38.3% des femmes VIH-positives 

présentant des lésions contre 16.2% des femmes VIH-négatives (15). 

 

1.1.2.1 Cancer du col de l’utérus 

Les taux d’incidence du CC ont grandement diminué depuis l’implantation de 

programmes de dépistage des anomalies au niveau du col de l’utérus (16). Le taux 

d’incidence de ce cancer dans l’ère pré-dépistage était de plus de 25 cas par 100 000 

femmes, mais a significativement diminué au Canada depuis l’introduction du test Pap (17). 

Effectivement, le taux d’incidence était de 14.2 par 100 000 femmes en 1979 et a diminué à 

7 cas par 100 000 femmes au Canada (6 sur 100 000 femmes au Québec) (18, 19). En 2012, 

le CC comptait pour 1.5% de tous les nouveaux de cancers chez les femmes contrairement 

à l’ère pré-dépistage où le CC était le cancer féminin le plus prévalent. Cette baisse dans 

l’incidence du CC démontre le succès d’un programme de dépistage des lésions 

précancéreuses du col de l’utérus. D’ailleurs, dans les pays où le dépistage n’est pas encore 

implanté, les taux d’incidence et de mortalité du CC en 2012 était de 15.7 et de 8.3 par 100 

000 femmes, ce qui est très semblable aux chiffres dans les pays développés dans l’ère pré-

dépistage (voir figure 1.2 pour les taux d’incidence et de mortalité selon les régions du 

Monde) (20). 

 



 

5 

 

L’introduction de la vaccination immunisant contre le VPH16 et VPH18 chez les 

jeunes filles contribuerait à diminuer davantage l’incidence du CC. Certes, il est encore 

prématuré pour déterminer si la diminution de la prévalence de l’infection au VPH se 

traduira réellement en une baisse des cas de CC. Toutefois, il semblerait que 

l’immunisation contre les types 16 et 18 corrèle avec une diminution de la prévalence des 

lésions de haut-grade chez les femmes ayant reçu au moins une dose de vaccin entre 2008 

et 2012 (21).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.2. Taux d’incidence du cancer du col de l’utérus et de mortalité dans 

plusieurs régions du Monde. D’après Torre et al. (2015) (20). 
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1.1.2.2 Autres cancers anogénitaux 

Les taux d’incidence du cancer de la vulve et du vagin sont assez faibles et se 

situent autour de 1.4 et 0.4 cas pour 100 000 femmes au Canada, respectivement (22). Ces 

deux cancers sont associés à l’infection au VPH, bien que cette association soit moins forte 

que celle entre les VPHs et le CC. Le VPH est détecté dans 25-40% des cas de cancer de la 

vulve et de 50 à 100% des cas de cancer du vagin selon les différentes études (23, 24). Le 

VPH16 (72.5%) est le type le plus prévalent suivi du VPH33 (6.5%). Fait intéressant, 30% 

des femmes avec un cancer vaginal ont développé au préalable des lésions au niveau du col 

de l’utérus (25).  

Le taux d’incidence du cancer de l’anus au Canada est d’environ 1.0 et 1.1 cas par 

100 000 personnes chez les hommes et les femmes, respectivement (22). Certaines 

populations-cibles sont plus vulnérables telles que les femmes ayant un historique de 

lésions ou de CC et les personnes immunosupprimées. Chez les hommes VIH-positifs 

ayants des relations sexuelles avec d’autres hommes (HARSAHs), le taux d’incidence est 

aussi élevé que 131 par 100 000 personnes (26). Certaines études ont suggéré la possibilité 

de la propagation du VPH d’un site à une autre région distincte par auto-inoculation à partir 

d’une infection préexistante (27, 28). Cette explication est basée sur le fait que les mêmes 

types de VPHs sont retrouvés dans les différents sites d’infection (27, 29). Un facteur de 

risque de cancer de l’anus est certainement l’immunosuppression (30). Une étude a montré 

que 95% des HARSAHs VIH-positifs étaient infectés par le VPH (31). Près de la moitié de 

ces individus présentaient des lésions anales de haut-grade au moment du recrutement. 

Finalement, le taux d’incidence du cancer du pénis au Canada est de 0.6 cas par 100 000 

hommes (22). Le cancer du pénis est plutôt rare et affecte souvent les hommes âgés (26). 

La présence de VPH, en majorité le VPH16 et VPH18, est détectée dans 

approximativement 50% de ces cancers (32).  

 

1.1.2.3 Cancers des voies aérodigestives 

Les cancers des voies aérodigestives sont plus fréquents chez les hommes que chez 

les femmes. Au Canada, les taux d’incidence des cancers des voies aérodigestives sont de 

3.9 et 0.7 cas par 100 000 personnes pour les hommes et les femmes, respectivement (22). 



 

7 

 

Le facteur de risque le plus important pour le développement de ces cancers est le 

tabagisme. Toutefois, certaines études ont montré la présence du VPH dans 

approximativement 26% des cas, principalement dans les cancers des amygdales (33-35), 

mais ce nombre augmente à près de 70% dans une étude québécoise (36). Le VPH16 est 

retrouvé dans 87% des cancers oro-pharyngés (37). Le VPH a également été détecté dans 

quelques cas de cancers de l’œsophage. Dans une étude, près de 17% des cas étudiés 

contenaient de l’ADN des VPHs du type 6, 11, 16, 18 et 30 (38).  

 

1.1.2.4 Dysplasie corticale focale 

La dysplasie corticale focale (DCF) est une malformation du cortex cérébral qui 

survient lors du développement fœtal et est une cause commune d’épilepsie chez l’enfant 

(39). Étonnamment, de l’ARNm et des protéines du VPH16 ont été détectés dans tous les 

cas de DCF du type IIB (n=50) et non dans les spécimens corticaux contrôles (n=36) dans 

une étude (40). Dans une autre, de l’ADN du VPH ainsi que du cytomégalovirus, du virus 

de l’herpès humain de type 6 et du virus de l’herpès simplex de type 1 ont été détectés dans 

des spécimens de DCF (41). Ces résultats pourraient suggérer un rôle du VPH dans le 

développement d’anomalies au niveau du cortex, bien que certaines études montrent le 

contraire (42-44). 

 

1.1.3 Histoire naturelle de l’infection au virus du papillome humain 

Le développement de CC est un processus graduel qui commence souvent par 

l’apparition de lésions bénignes ou précancéreuses pouvant évoluer jusqu’à un état invasif 

(45, 46). L’infection au VPH est acquise lors des relations sexuelles avec un partenaire 

infecté. La plupart des infections sont éliminées assez rapidement après une période de 6 

mois pour la moitié des femmes et après plusieurs années après l’acquisition pour la grande 

majorité (47, 48).  

Les changements cellulaires qui surviennent pendant le développement de CC sont 

catégorisés selon la sévérité des lésions au niveau du col de l’utérus. Les lésions de bas-

grade (CIN1 ou LSIL) peuvent progresser vers des lésions de haut-grade (CIN2/3 ou HSIL) 

dont le CIN3 est le véritable précurseur de CC (49). Dans  certains cas, l’apparition de 
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lésions de haut-grade peut survenir sans le passage par une lésion de bas-grade (50). 

L’intégration du génome viral corrèle souvent avec les stades avancés de l’infection (voir 

section 1.1.5). Un schéma montrant l’évolution de l’histoire naturelle est représenté à la 

figure 1.3. 

 

 

 

 

Figure 1.3 Histoire naturelle de l’infection au VPH. Le développement 

de lésions ou de néoplasies au niveau du col de l’utérus est un processus en 

continu où les lésions de bas-grade (LSIL ou CIN1) progressent vers un haut-

grade (HSIL ou CIN2/3) et dont certaines progresseront vers l’état invasif. Le 

génome viral s’intègre souvent dans l’ADN de l’hôte au cours de la progression 

de l’infection de manière que la plupart des CC contiennent de l’ADN viral 

intégré. Ainsi, l’ADN viral est fréquemment retrouvé sous la forme épisomale 

dans les phases précoces et sous la forme intégrée, ou un mélange des deux, dans 

les phases tardives de la progression vers le cancer. Figure adaptée de Woodman, 

Collins et Young (2007) (46). 
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 Les différents stades de néoplasie intraépithéliale du col de l’utérus (CIN de grade 

1, 2 ou 3) ou lésion intraépithéliale squameuse de bas-grade (LSIL) ou de haut-grade 

(HSIL) sont diagnostiqués par des examens cytologiques et histologiques et gradé selon la 

sévérité (46). Le taux de progression de CIN1 à CIN3 est estimé à 1% sur une période d’un 

an. Ce taux augmente à 16% et 25% pour la progression des CIN2 à CIN3 après 2 et 5 ans, 

respectivement (51). La régression des lésions CIN2 chez les jeunes femmes est 

approximativement de 70% (52). Chez les femmes plus âgées, le taux est de 30-50% sur 

une période de 2 ans (53, 54). Certaines lésions CIN3 peuvent progresser vers la phase 

invasive si elles ne sont pas traitées (55), mais ce processus peut prendre des années (56). Il 

est difficile de déterminer avec certitude quelles lésions progresseront ou régresseront, d’où 

le besoin d’identifier des marqueurs de progression. 

 

1.1.4 Facteurs prédictifs de la progression de l’infection au virus du 

papillome humain 

L’infection au VPH est une cause nécessaire pour le développement de CC, mais 

d’autres déterminants ou facteurs du virus, de l’hôte et de l’environnement sont également 

requis pour le développement de cancers associés au VPH.  

1.1.4.1 Facteurs viraux 

1.1.4.1.1 Type et variante de VPH 

La majorité des CC et une partie des autres cancers anogénitaux et oro-pharyngés 

sont causés par les VPHs-HR, notamment par les types 16 et 18 (1, 7, 31). L’oncogénicité 

de ces virus est en partie déterminée par les oncoprotéines E6 et E7 qui induisent 

l’immortalisation cellulaire et la prolifération incontrôlée en prévenant l’activité 

suppressive tumorale de p53 et pRb (voir section 1.2.4). Ainsi les femmes infectées par le 

VPH16 avec une cytologie normale ont une probabilité de 26.7% de progresser vers des 

lésions de haut-grade ou vers le CC sur une période de 12 ans si l’infection persiste (57). 

Pour les femmes infectées par les types 18, 31 et 33, le risque est estimé à 19.1, 14.3 et 

14.9%, respectivement.  
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Plusieurs études ont démontré l’importance des variantes de VPH dans le 

développement de CC (voir section 1.5 de cette thèse). Ainsi, l’infection par certaines 

variantes du VPH16 et VPH18 corrèle avec un plus grand risque de progression vers des 

lésions de haut-grade ou le CC (2). L’infection par les variantes non-Européennes du 

VPH16 est plus souvent persistante et plus souvent associée aux lésions de haut-grade et au 

CC (2, 58).  

 

1.1.4.1.2 Persistance de l’infection et intégration 

L’établissement d’une infection au VPH est un prérequis pour le développement 

d’un CC (59). L’expression continuelle des oncogènes E6 et E7 est nécessaire au maintien 

du génome du VPH. Plusieurs études ont montré une association entre la persistance de 

l’infection au VPH16 et un risque de développer des lésions au niveau du col de l’utérus 

(risque relatif (RR) entre 9.13 et 11.67 selon les études) qui augmente avec la durée de 

l’infection (60-64). Ainsi, les femmes infectée par le VPH16 avaient 8.9, 23.8 et 47.4% 

plus de risque de développer des lésions de haut-grade après 3,5 et 12 ans de suivi, 

respectivement (45).  

L’intégration du VPH dans le génome de l’hôte peut induire la dérégulation de 

l’expression des gènes précoces viraux. Une grande majorité des cancers contiennent des 

formes intégrées du VPH (65-67). Contrairement à ce qui était pensé à l’origine, la 

détection des formes intégrées du VPH n’est pas exclusive aux lésions cancéreuses. Ainsi, 

dans quelques cas, le génome intégré du VPH est autant décelé dans les lésions bénignes et 

de haut-grade ainsi que dans les tissus à apparence normale, et ce, souvent en présence 

d’épisome (68-72). Il semblerait tout de même que l’intégration soit un événement qui 

corrèle avec le degré de sévérité des lésions et même avec un pronostic négatif (73-76). De 

ce fait, certaines études ont montré la prédominance des formes intégrées dans les lésions 

de haut-grade et dans le CC (70, 77, 78).  

 

1.1.4.1.3 Nombre de types et charge virale 

La co-infection avec plusieurs types de VPH est souvent observée dans les lésions 

au niveau du col de l’utérus. Le rôle de l’infection multiple sur le processus de 
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carcinogénèse du VPH est encore inconnu. La prévalence de l’infection multiple varie de 9 

à 78% selon les populations étudiées, le type d’étude effectuée (transversale ou 

longitudinale), de l’âge des participantes et même du statut de séropositivité au VIH (79-

84). Le risque de développer un HSIL (RR=91.7-424.0) ou un CC (RR=31.8) est 

habituellement plus élevé pour les femmes infectées par plusieurs types de VPH (surtout 

lorsque le VPH16 est présent) que pour celles infectées par un seul type (RR=18.6-19.9) 

(80, 84), bien que certaines études n’ont pas trouvé de lien entre l’infection multiple et le 

CC (83, 85, 86).  

Certaines études ont montré qu’une charge virale élevée est associée à un risque 

accru de développer un HSIL et un CC, surtout lors de l’infection par le VPH16 (56, 87-

92), mais également lors de l’infection par les types 31, 18 et 45 (93, 94), que l’infection 

soit unique ou multiple. Ainsi, les femmes ayant une charge virale élevée du VPH16 étaient 

jusqu’à 68 fois plus à risque de développer un HSIL comparativement aux femmes avec 

une charge virale plus faible (88, 92). Par contre, le risque de développer un CC avec une 

charge virale élevée est beaucoup plus bas avec les autres types analysés. Ainsi, avoir une 

charge virale élevée pour les types 31, 18 et 45 (ces deux derniers ayant été quantifiés 

simultanément) augmente le risque de cancer de 3.2 et 2.6 fois, respectivement (94). 

Il est possible de quantifier la charge virale selon le statut du génome du VPH en 

mesurant le nombre de copies des gènes E6 et E2 par PCR en temps réel. Lors de 

l’intégration, le cadre de lecture de E2 subit une rupture de manière à permettre la 

linéarisation du génome viral dans l’ADN de l’hôte, alors que le gène E6 reste intact. Le 

calcul du ratio E6/E2 permet donc de déterminer le statut du génome du VPH. Un ratio 

élevé (plus de 2) indiquerait une prédominance de la forme intégrée du VPH tandis qu’un 

ratio plus faible indiquerait la présence de forme épisomale. Ainsi, il semblerait que parmi 

les deux formes génomiques, c’est la charge virale épisomale du VPH16 et VPH33 qui est 

associée à un plus grand risque de développer un HSIL chez les femmes et chez les 

HARSAHs (72, 95, 96). Par contre ceci n’a pas été observé pour le VPH18 et chez les 

femmes VIH-positives (87, 97). Il faut noter l’absence de standardisation du prélèvement 

des échantillons cliniques (frottis vs lavage cervicovaginal) et de la mesure de la charge 

virale par PCR en temps réel (rapportée en nombre de copies virales/ cellules ou μg d’ADN 

humain ou valeur Ct). D’ailleurs, ce manque de normalisation est souvent rapporté dans la 
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littérature où plusieurs études ont montré la grande variabilité de la quantité d’ADN entre 

les échantillons récoltés au sein d’une même étude (89, 94, 98). 

 

1.1.4.2 Facteurs de l’hôte 

1.1.4.2.1 Tabagisme et pratique sexuelle 

Des nombreuses études démontrent que le tabagisme est un risque important pour le 

développement un HSIL ou un CC autant chez les anciennes fumeuses que les fumeuses 

actuelles, bien que la cessation de la cigarette réduise le risque (99-107).  

L’âge du début des relations sexuelles, le nombre de partenaires sexuels et les 

pratiques sexuelles sont aussi des facteurs de risque pour le CC (108-111). Un nombre 

élevé de partenaires sexuels est associé avec une plus grande probabilité d’acquérir une 

infection au VPH, dont le risque augmente avec le nombre de partenaires (112). L’âge à la 

première relation sexuelle aurait un impact sur la présence de HSIL, les femmes ayant eu 

des relations précoces (avant l’âge de 16 ans), ayant plus de risque de développer un CIN3. 

Le risque de développer un cancer de l’anus est plus grand chez les hommes ou les femmes 

pratiquant le sexe anal, mais particulièrement chez les hommes infectés au VIH (31, 113, 

114).  

 

1.1.4.2.2 Facteurs génétiques 

La variation naturelle génétique peut rendre certains individus plus susceptibles que 

d’autres à l’infection au VPH. Les molécules d’antigène des leucocytes humains (HLA) 

joue un rôle primordial dans la réponse immune contre les pathogènes. Certaines études ont 

observé qu’avoir un HLA du haplotype DRB1*1301 ou DRB1*0501 était protecteur (115, 

116), tandis que les femmes porteuses de DQB1*0602 et DRB1*1501 développaient plus 

souvent une infection au VPH16 persistante ou un CC (117, 118). La prédisposition ou la 

résistance au développement de CC pour un allèle particulier dépendrait de la population 

étudiée (119, 120). 

Certaines variations dans d’autres gènes ou promoteurs, tels que IL10 et MTHFR, 

comfèrent un risque accru de néoplasies ou de CC (121, 122). D’autres études ont montré 
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que des polymorphismes (SNP) au niveau des gènes de la GST (GSTM1et GSTT1), de 

MDM2 (SNP309 T/G), Fas (SNP-670 A/G) et de TP53 augmentent le risque de CC chez 

certaines populations spécifiques (123-133). Finalement, l’épidermodysplasie verruciforme 

(EV) est une maladie génétique autosomique récessive du système immun qui rend sensible 

aux infections cutanées des VPHs de type 5 et 8. Des mutations dans les gènes EVER1 et 

EVER2 sont retrouvées chez plusieurs individus atteints d’EV (134-136).  

 

1.1.4.3 Facteurs environnementaux 

1.1.4.3.1 Immunosuppression et co-infection 

Les personnes infectées par le VIH ou avec greffe d’organes sont plus à risque non 

seulement de développer une infection persistante au VPH, mais aussi de développer un CC 

ou autres cancers anogénitaux (137-141). La co-infection de type bactérienne ou virale peut 

également influencer le développement du CC. Ainsi, les infections par Chlamydia 

trachomatis et par le virus de l’herpès simplex de type 2 augmentent le risque de CC dans 

certaines études (142-145), mais chez d’autres non (146-148). 

 

1.1.4.3.2 Utilisation des contraceptifs oraux 

Plusieurs études ont montré que l’utilisation prolongée de contraceptifs oraux (CO) 

sur une période de plus de 10 ans est associée à un plus grand risque de développer des 

lésions CIN-3 et le CC (107, 149). L’utilisation de CO n’est pas associée au développement 

de lésions de bas-grade et semblerait même avoir un effet protecteur pour la progression 

des lésions de bas-grade (107, 150). Ces résultats suggèrent donc un rôle des estrogènes et 

de la progestérone dans le développement du CC dans les étapes avancées du processus de 

carcinogénèse et non au stade initial de l’infection au VPH. Les grossesses multiples sont 

également un facteur de risque de progression (107, 151). 

La zone de transformation du col de l’utérus est le site préférentiel de l’infection au 

VPH. Cette région est particulièrement sensible aux hormones féminines. Des souris 

transgéniques chez lesquelles les gènes précoces du VPH16 sont exprimés sous le contrôle 

du promoteur de la kératine 14 humaine ont été exposées à différentes doses d’estrogènes 
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(152). La localisation et le nombre de tumeurs chez les souris traitées différaient selon la 

dose d’hormone administrée. Ainsi, les souris traitées avec des doses de 0.10 ou 0.25 mg 

aux 60 jours développaient plus fréquemment un CC et autres cancers génitaux. À des 

faibles doses (0.05mg aux 60 jours), les souris ont développé des cancers uniquement dans 

la zone de transformation du col de l’utérus. Dans les cellules HeLa, de faibles doses 

d’estrogène (0.1 mM) stimulent la prolifération des cellules et l’expression des gènes 

viraux et contribueraient donc à la carcinogénèse des VPHs (153). Par contre, à de fortes 

doses d’estrogène ou de tamoxifène (5 mM), la prolifération cellulaire est inhibée et les 

cellules montrent un phénotype apoptotique. Le tamoxifène est un antagoniste des 

récepteurs d’estrogène dans les tissus mammaires qui est administré aux femmes atteintes 

de cancer du sein (154). À noter que le risque de développer un cancer de l’endomètre 

augmente pour ces dernières (155). 

 

1.1.5 Pathogénèse du virus du papillome humain 

La progression de l’infection vers le CC est un phénomène plutôt rare et résulte de 

la mise en place d’un environnement cellulaire favorisant la carcinogénèse, tels que 

l’établissement d’une infection persistante, l’induction de la surexpression des oncogènes 

E6 et E7, l’intégration du génome viral et les changements épigénétiques (revus dans (156-

159)). 

 

1.1.5.1 Persistance de l’infection au virus du papillome humain 

Une faible proportion des individus infectés par le VPH développent une infection 

persistante (160). La persistance de l’infection par un VPH-HR est le facteur de risque le 

plus important pour la progression vers le cancer invasif (1, 63). Une infection persistante 

est reconnue chez une personne infectée quand l’ADN viral est détecté dans au moins deux 

spécimens consécutifs pendant un intervalle d’au moins 1 an. Toutefois, certains pensent 

que le virus pourrait être capable d’établir un état de latence où il est indétectable par les 

méthodes de détection et peut se réactiver après une longue période (158, 161). 
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1.1.5.2 Surexpression des oncogènes E6 et E7 

La fonction première de la protéine E6 est d’interférer avec la protéine suppresseur 

de tumeur p53 (162). Cette dernière est une composante essentielle de la régulation de 

l’expression des gènes induits en réponse à un dommage à l’ADN ou à un stress cellulaire. 

La protéine E6 en formant un complexe avec l’ubiquitine ligase E6AP interagit avec p53 et 

induit sa dégradation par le protéasome. La réduction des niveaux protéiques de p53 permet 

de maintenir les cellules infectées dans un état prolifératif permissif à la réplication du 

génome viral. Quant à la protéine E7, sa fonction principale est d’interagir avec un autre 

suppresseur de tumeur pRb qui est important pour la transition du cycle cellulaire de G1 à la 

phase S (163). Ensemble, ces deux oncoprotéines peuvent promouvoir l’immortalisation et 

la transformation des cellules infectées en dérégulant le cycle cellulaire. Ceci est d’autant 

plus accentué lorsque les oncoprotéines sont surexprimées. La surexpression des oncogènes 

peut être induite lors de l’intégration du génome viral dans l’ADN de l’hôte ou par la 

présence de variations dans la longue région de contrôle (LCR) qui contient les séquences 

promotrices et régulatrices de la transcription des gènes viraux (159).  

 

1.1.5.3 Intégration du génome viral 

L’intégration est un déterminant important pour la progression vers le CC 

quoiqu’elle n’est pas essentielle; dans plusieurs cas, l’ADN viral est détecté autant sous la 

forme intégrée qu’épisomale et parfois même seulement sous la forme circulaire chez 

certaines femmes ((164-167). L’intégration du génome viral entraîne souvent la destruction 

du cadre de lecture de E2. La perte de ce régulateur transcriptionnel résulte en l’expression 

incontrôlée de E6 et E7 (65). L’instabilité génomique induite par ces oncogènes peut 

faciliter l’intégration du génome dans l’ADN de l’hôte. Il n’existe aucune préférence pour 

un site d’intégration particulier dans l’ADN de l’hôte, mais quelques études montrent que 

l’intégration se produit fréquemment dans les sites fragiles communs qui, de par leur 

nature, sont plus sensibles aux ruptures (168, 169). 
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1.1.5.4 Changements épigénétiques 

Les changements épigénétiques contribuent également à la dérégulation de 

l’expression des oncogènes E6 et E7, ce qui expliquerait la présence uniquement 

d’épisomes viraux chez certains CC (166). La méthylation de dinucléotides CpG dans 

certains sites de liaison pour la protéine virale E2 (E2BS) dans le LCR peut effectivement 

altérer l’affinité de l’interaction E2-ADN. La protéine E2 virale agit principalement comme 

un répresseur de l’activité transcriptionnelle virale des VPHs (revu dans la section 1.2.4 de 

cette thèse). Trois sites pour E2 à proximité du promoteur (E2BS1, -2 et 3-) sont impliqués 

généralement dans la répression de l’activité du LCR, alors que le site distal E2BS4 induit 

plutôt l’activation du LCR (170). La méthylation de sites E2BS1 et -2 au niveau des CpG 

retrouvé en deux copies pour le VPH16 et VPH18 est souvent associée à une augmentation 

de l’activité transcriptionnelle virale causée par une inhibition de la liaison de E2 sur 

l’ADN viral (171-175).  

Une autre façon de moduler l’expression génique est de modifier les queues des 

histones associées à l’ADN viral. La présence d’histones H3 et H4 acétylés sur le LCR 

corrèle avec une activité transcriptionnelle active de l’épisome viral (176, 177). Les 

niveaux d’acétylation sont accrus lors de la progression de l’infection par le VPH vers le 

cancer tandis que les marqueurs H3K9me2 et H3K27me2 associés à la répression du LCR 

sont perdus (178). Ces résultats suggèrent donc la présence d’une signature de changements 

épigénétiques spécifiques qui pourraient être utilisés comme biomarqueurs de la 

progression maligne de l’infection par le VPH. 

 

1.1.6 Évasion de la surveillance immunitaire par le virus du papillome 

humain 

Les VPHs ont développé plusieurs mécanismes pour échapper au système 

immunitaire afin de persister dans les cellules infectées.  
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1.1.6.1 Immunité innée 

Les cytokines telles que le facteur de croissance transformant β (TGF-β), le facteur 

de nécrose tumorale (TNF) et les interférons sont sécrétées par les kératinocytes (179, 180). 

Brièvement, TGF-β et TNF inhibent non seulement la prolifération des cellules infectées 

par le VPH, mais aussi l’expression des gènes E6 et E7 qui sont nécessaires pour le 

maintien de l’état de transformation dans des cellules immortalisées par le VPH16 (181, 

182). La réponse aux interférons (IFN) induite lors de la reconnaissance de motifs 

moléculaires associés aux pathogènes, souvent des acides nucléiques, active la transcription 

des gènes de plusieurs cytokines telles que les IFN-α et β (183). Ces IFN sont sécrétés et 

lient leurs récepteurs ce qui active la voie de signalisation JAK-STAT et la transcription des 

gènes stimulés par l’interféron possédant des activités antivirales (180). Les oncoprotéines 

E6 et E7 agissent directement sur l’expression des gènes régulés par les interférons ou ISG 

(interferon-stimulated genes) ainsi que sur l’expression des interférons eux-mêmes (184). 

La protéine E6 diminue également les niveaux nucléaires de STAT-1, alors que les niveaux 

d’ARNm restent inchangés. De plus, E6 diminue la liaison de STAT-1 sur des éléments de 

réponse aux IFN tel que déterminé dans un essai de retard sur gel. La protéine E7 de son 

côté affecte également la réponse antivirale de l’IFN-α (185). Fait intéressant, l’expression 

de E7 du VPH6 ou du VPH1 inhibe également la réponse médiée par l’IFN-α, ce qui 

montre que ce mécanisme échappatoire viral de la réponse immune n’est pas restreint aux 

types de VPH oncogéniques (185). 

 

1.1.6.2 Immunité adaptative 

Les lymphocytes T CD4
+
 peuvent se commettre en deux lignées différentes, Th1 et 

Th2, sécrétant des cytokines différentes telles que l’IFN-γ, TNF et IL-2, pour les Th1, et 

IL-4, IL-5, IL-10 et IL-13, pour les Th2 (186). Les lymphocytes T auxiliaires sont 

notamment nécessaires pour induire la prolifération des cellules B impliquées dans la 

réponse humorale contre la protéine de la capside virale L1 et ce processus est exploité 

pour la confection d’un vaccin prophylactique contre le VPH (187). Les cellules CD8
+
 sont 

les effecteurs de la réponse cytotoxique et sécrètent donc des cytotoxines contre les cellules 

infectées. Les lymphocytes CD8
+
 sont activés lorsqu’un antigène viral est présenté par le 

complexe majeur d’histocompatibilité de classe I (CMH-I) (188). L’induction de cette 
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activité cytotoxique est souvent due aux protéines virales E6 et E7 (189). La réponse 

immune médiée par les lymphocytes T est un processus important pour l’élimination de 

l’infection. Des hauts niveaux de cellules T CD4
+
 et CD8

+
 corrèlent avec une meilleure 

régression des lésions (190, 191). La progression de l’infection vers des stades plus sévères 

est habituellement reliée à des taux de CD4
+
 et CD8

+
 plus faibles (192) et corrèle avec un 

changement de profil des cellules Th1 vers un phénotype de Th2 (193, 194). Le taux de 

survie sur 5 ans est nettement plus élevé chez les femmes avec un CC ayant des niveaux 

élevés de CD4
+
 et CD8

+
 (195). Ces résultats montrent l’importance de présenter une 

réponse immune adaptée adéquate. 

Le cycle viral du VPH est étroitement lié au processus de différentiation des 

kératinocytes (voir section 1.2.1 de cette thèse). L’adaptation du cycle viral au programme 

de différentiation cellulaire contribue à la prévention de l’activation de l’immunité adaptée. 

Ainsi, le VPH infecte les cellules épithéliales où la présence de cellules du système 

immunitaire est habituellement plus faible. L’expression des gènes viraux varie le long des 

différentes strates de l’épithélium. Les protéines tardives qui seraient les plus immunogènes 

sont donc exprimées dans les couches supérieures de l’épiderme où la surveillance immune 

par les cellules présentatrices d’antigène est plus faible. Les virions produits à la fin du 

cycle sont relâchés suite à la desquamation cellulaire normale et non par la lyse des 

cellules, ce qui restreint l’induction d’une réponse inflammatoire. Il semblerait aussi que 

lors de l’infection au VPH, l’expression du CMH-I soit altérée ce qui affecterait la 

présentation des antigènes par les cellules de Langerhans dans certains spécimens de CC 

(196). Ceci pourrait être causé par l’altération de l’expression du transporteur associé au 

traitement d’antigène (197).  

 

1.1.7 Prévention de l’infection au virus du papillome humain 

La prévention de l’infection au VPH était plutôt difficile auparavant et ne 

s’effectuait qu’en limitant les contacts sexuels. Avec le développement de la vaccination, il 

est maintenant possible de s’immuniser contre certains types de VPH. Toutefois, une des 

méthodes les plus efficaces dans la prévention secondaire de la progression vers le stade 

invasif reste le dépistage des lésions intraépithéliales du col de l’utérus. 
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1.1.7.1 Dépistage des lésions précancéreuses et du cancer du col de l’utérus 

L’utilisation répandue de l’analyse de frottis cytologiques ou test Pap comme 

stratégie de dépistage des dysplasies précancéreuses a résulté en une nette diminution de 

l’incidence de CC (16, 198). Le test Pap peut s’effectuer par étalement sur lame d’un 

échantillon récolté avec une cytobrosse ou en milieu liquide (199). Cette dernière méthode 

peut facilement être couplée à un test de détection des VPHs-HR, soit par le test 

d’amplification de signal Hybrid Capture 2 ou par réaction de polymérase en chaîne (PCR), 

si les résultats montrent la présence d’anomalies (200).  

 

1.1.7.2 Vaccination 

Des vaccins prophylactiques immunisant contre les VPHs-HR de type 16 et qui sont 

faites de la protéine de la capside L1 ont été produits. Gardasil® par Merck est un vaccin 

quadrivalent contre le VPH16 et VPH18 ainsi que contre les VPHs-BR, VPH6 et VPH11, 

qui causent des condylomes génitaux. Cervarix® de Glaxo Smith Kline immunise contre 

les types 16 et 18 seulement. L’administration du vaccin Gardasil® aux jeunes filles et 

garçons de 9 à 17 ans ainsi qu’aux femmes immunocompromises entre 18 et 26 ans est 

recommandée (Santé et Services Sociaux Québec, Gouvernement du Québec, HPV 

Vaccination Program, [http://sante.gouv.qc.ca/en/conseils-et-prevention/vaccin-contre-les-

infections-par-les-virus-du-papillome-humain-vph/], page visitée le 26 juillet 2016). Le 

vaccin est plus efficace chez les jeunes filles n’ayant jamais été exposées à l’infection au 

VPH. Il est à noter que ces vaccins immunisent seulement contre deux VPHs-HR. Or, plus 

d’une trentaine d’autres types, tel que VPH33, sont connus pour causer le CC. Ces vaccins 

procurent une protection croisée minime contre certains de ces types (201). Un nouveau 

vaccin nonavalent est disponible et offre une protection élargie contre 9 types oncogéniques 

(202) 

1.1.8 Traitements de l’infection au virus du papillome humain 

Une minorité des infections au VPH progresseront vers un état malin chez certains 

individus. Les traitements actuels consistent à l’ablation des lésions précancéreuses causées 

par le VPH et le traitement par radiothérapie et/ou chimiothérapie des lésions cancéreuses 

(203). Ces traitements sont de nature invasive. D’autres alternatives conçues pour inhiber le 
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cycle viral ou stimuler une réponse immune contre le VPH ont été développées et seront le 

sujet des prochaines sections.  

 

1.1.8.1 Traitements traditionnels 

Les thérapies actuelles consistent à traiter les lésions bénignes telles que les 

condylomes avec de l’acide trichloroacétique, la podophyllotoxine et l’imiquimod. Le 

traitement physique des lésions à un stage plus avancé de l’infection se fait par cryothérapie 

et chirurgie où les tissus atteints sont excisés. Dans des cas radicaux, l’hystérectomie est 

requise (203).  

Les autres thérapies administrées actuellement aux femmes avec un cancer à un 

stage précoce combinent la chimiothérapie à la radiation. La combinaison de ces deux 

approches améliore la survie globale et la survie sans progression de la maladie. La chimio-

radiation avec l’utilisation de cisplatine augmente de 22-68% le taux de survie après 5 ans 

(204). La cisplatine est un composé qui interagit avec l’ADN et induit l’activation des voies 

de signalisation de l’apoptose faisant intervenir plusieurs composantes de la réponse à un 

dommage à l’ADN telles que ATR et p53 (205). Pour le traitement des femmes avec un CC 

à un stage avancé, l’ajout de bévacizumab, un anti-angiogénique, est également associé à 

une meilleure survie (206). 

 

1.1.8.2 Traitements aux interférons 

L’exposition à de faible doses d’IFN dans des kératinocytes immortalisés par le 

VPH16 stimule l’expression des gènes viraux précoces et résulte en une meilleure 

réplication virale (207). L’inhibition de la voie de signalisation JAK-STAT par 

l’intermédiaire des oncoprotéines E6 et E7 diminue la réponse induite par l’IFN (208-210). 

Toutefois, une exposition à de fortes doses d’IFN-β inhibe l’expression des gènes viraux et 

de la réplication virale (210, 211). Ainsi, l’effet des IFN dépend de la concentration utilisée, 

mais également du contexte cellulaire. Effectivement, l’IFN-γ induit des réponses 

différentes dans les cellules HeLa, CaSki, chez lesquelles l’expression de E6 et E7 est 

réduite, et dans les SiHa où la transcription des oncogènes est davantage favorisée (212).  
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1.1.8.3 Traitements aux acides ribonucléiques interférents 

Les petits ARNs interférents (ARNsi) permettent de cibler directement les 

séquences des VPHs, notamment E6 et E7, et peuvent être utilisés à grande échelle pour 

identifier de nouvelles cibles thérapeutiques (213, 214). Le traitement aux ARNsi est 

efficace pour réduire la taille des tumeurs en particulier lors de l’administration conjointe 

de cisplatine dans un modèle de xénogreffe de souris avec des cellules SiHa et CaSki (215). 

Certains groupes ont utilisé des ARNsi pour provoquer l’inhibition de E6 et E7. Par contre, 

il est encore incertain si c’est la sénescence des cellules ou l’apoptose qui est induite alors 

que les deux phénotypes ont été observés (216-219). Il faut noter que les séquences 

nucléotidiques de E6 et E7 sont différentes entre types et variantes de VPHs et que la 

conception d’un ARNsi unique ciblant E6 ou E7 pour tous les VPHs serait une tâche 

difficile. Le choix de la région génique à cibler est donc un élément déterminant important 

pour une efficacité optimale des ARNsi.  

 

1.1.8.4 Traitements aux petites molécules inhibitrices 

Les protéines E1 et E2 sont des cibles intéressantes pour le développement d’un 

antiviral puisqu’elles sont nécessaires à la réplication du génome viral (voir les sections 

1.2.4 et 1.3). L’acide biphenylsulfonacétique, une petite molécule inhibitrice de l’activité 

ATPase de l’hélicase E1 du VPH6 et VPH18, a été identifiée lors d’un criblage à haut débit 

(220). L’inhibition de la réplication par cette molécule implique la tyrosine à la position 

486 de E1 du VPH6 (Y492 chez le E1 du VPH18) située à proximité du site de liaison de 

l’ATP et bloque donc la liaison de l’ATP par un mécanisme allostérique (221).  

Le recrutement de l’hélicase E1 est favorisé par son interaction avec la protéine E2 

qui lie des séquences spécifiques de part et d’autre de l’origine de réplication virale ou ori 

(revue dans (222) et (223)). La protéine E2 a également des fonctions dans la ségrégation et 

la partition de l’épisome viral lors de la mitose et dans la régulation de l’expression des 

gènes viraux (224). L’interaction E1-E2 se fait au niveau de la partie C-terminale de E1, le 

domaine ATPase, et le domaine de transactivation (TAD) de E2 et peut être inhibée par des 

dérivés d’indanédione pour le VPH6 et 11 (225-228). Récemment, notre laboratoire a 

caractérisé une nouvelle interaction entre la protéine cellulaire p80/UAF1 et la protéine E1 

du VPH31 qui dépend des 40 premiers acides aminés de E1 (229). La mutation de résidus 
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clés dans cette région diminue la réplication de l’ADN viral de 70% (230, 231). La 

surexpression d’un court peptide dérivé de cette région (N40) est également suffisante pour 

inhiber la réplication de l’ADN viral. D’autres molécules ciblant cette fois-ci l’interaction 

E6-E6AP (ubiquitine ligase E3 associée à la protéine E6) ont été également développées 

pour prévenir la dégradation de p53 par ce complexe (214, 232, 233). 

 

1.1.8.5 Immunothérapies 

Les protéines virales E6 et E7 sont essentielles à la progression de l’infection au 

VPH vers le cancer invasif. Du fait qu’elles sont constitutivement exprimées lors du cycle 

viral, les protéines E6 et E7 sont des bonnes cibles pour l’induction d’une réponse immune. 

Plusieurs vaccins thérapeutiques sont présentement en développement dont certains 

montrent un potentiel réel pour le traitement des néoplasies. 

 

1.1.8.5.1 Vaccins à base d’ADN et de peptides 

Le vaccin à base d’ADN consiste à délivrer un plasmide codant pour une protéine 

virale non-pathogène, mais pouvant induire une bonne réponse immunitaire. L’efficacité 

d’un tel vaccin dépend entre autres du système de délivrance de l’ADN. Le vaccin 

p18ConE6E7 qui code pour une fusion de la protéine E6/E7 du VPH18 induit une forte 

réponse par les cellules T cytotoxiques chez des souris et des singes rhésus. Dans une autre 

étude, des femmes infectées par le VPH16 et présentant des lésions de haut-grade ont été 

immunisées avec le vaccin Sig-E7 (detox)-HSP70 qui consiste en une fusion protéine de E7 

du VPH16 et la protéine HSP70 (234). Malheureusement, une faible réponse contre E7 a 

été induite chez la moitié des patientes injectées alors que la régression n’a été observée 

que chez 3 des 9 femmes évaluées.  

Les vaccins à base de peptides consistent à injecter un ensemble de peptides 

restreint à un antigène des leucocytes humains (HLA) particulier. Dans un essai clinique, 

des femmes présentant des néoplasies intraépithéliales de la vulve de haut-grade ont été 

immunisées avec un vaccin contenant un mélange de peptides de E6 et E7 du VPH16 et un 

adjuvant de Freund incomplet. La régression des lésions n’a été observée que chez 5 des 

femmes des 20 vaccinées (235). Par contre, cette régression corréle avec une meilleure 
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réponse immune des lymphocytes T. Dans une autre étude en phase II où un vaccin à base 

de peptides de E6/E7 du VPH16 a été injecté à des femmes infectées par le VPH16 et 

présentant des lésions de haut-grade, aucune infiltration des lymphocytes T au niveau des 

lésions n’a été observée bien qu’une réponse immune n’ait été détecté par ELISPOT (236).  

 

1.1.8.5.2 Protéine et virus recombinant 

Un vaccin à base de protéines recombinantes contient plusieurs épitopes d’un 

antigène. Pour en améliorer l’immunogénicité, les protéines E6 et E7 sont fusionnées avec 

des protéines de la capside virale ou avec des protéines bactériennes de choc thermique 

(Hsp). Le vaccin HPV16 L1E7 CVLP contient des protéines chimères L1-E7 assemblées en 

VLP chimère. Alors qu’une hausse du taux d’anticorps contre L1 et E7 a été mesurée suite 

à l’injection du vaccin chez des femmes infectées par le VPH16 et présentant des lésions de 

haut-grade, la régression des lésions n’a été observée que pour 39% des patientes contre 

25% dans la groupe placebo (237). Le vaccin SGN-00101 qui contient des protéines Hsp de 

Mycobacterium bovis fusionnées à la protéine E7 du VPH16 n’a pas permis d’obtenir de 

meilleurs taux de régression alors que seulement 22-35% des femmes ont éliminé leurs 

lésions malgré une induction plus forte de la réponse immune par les lymphocytes CD4
+
 

(238, 239).  

Finalement, le vaccin MVA E2 utilisant le virus de la vaccine modifiée Ankara 

(MVA) comme vecteur codant la protéine E2 du virus du papillome bovin (VPB) a été 

injecté au niveau de l’utérus de 36 femmes présentant des lésions précancéreuses. Après 6 

semaines de traitement, 94% des femmes ont montré une régression complète des lésions et 

dans certains cas, une élimination de l’infection due à l’induction d’une réponse immune 

cytotoxique et humorale (240). En essai clinique de phase 2, la régression complète de 

lésions de haut-grade a été observée chez 56% des femmes (241), alors qu’en phase 3, 

l’administration de ce vaccin corrèle avec une régression complète des lésions du col de 

l’utérus, de la vulve et de l’anus chez 89% des personnes (242).  
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1.2 Biologie des papillomavirus 

Les prochaines sections concernent surtout le cycle viral, les fonctions des protéines 

codées et leurs rôles dans la transcription, réplication et oncogénicité des VPHs. 

 

1.2.1 Cycle réplicatif des papillomavirus 

Le cycle viral est étroitement lié à la différentiation cellulaire des kératinocytes et 

dépend de l’efficacité des virus à maintenir leur génome dans les cellules infectées. Le 

cycle viral présenté à la figure 1.4 peut être divisé en plusieurs phases : l’attachement, 

l’entrée et le transport viral, la réplication de l’ADN et l’assemblage et relâche des virions.  

 

1.2.1.1 Attachement, entrée et transport intracellulaire 

La plupart des études sur l’étape d’initiation de l’amplification du génome viral sont 

basées sur le VPB1 (243-245). Lors du processus normal de différentiation cellulaire (en 

absence d’infection), les cellules basales ayant un potentiel prolifératif illimité sont les 

seules à se diviser. Une des cellules-filles continuera à se diviser tandis que l’autre migrera 

vers les couches suprabasales de l’épithélium et se commettra à la différentiation. Cette 

cellule perd son potentiel de division et acquiert de nombreux changements, autant 

morphologiques que biochimiques (246). À un stade terminal de leur changement, les 

kératinocytes entreprennent le processus d’apoptose et sont ultimement desquamées. 
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Figure 1.4 Cycle réplicatif productif des papillomavirus. Le VPH infecte les 

cellules de la couche basale via une microlésion de l’épithélium. L’infection y est 

alors établie et maintenue par la réplication stable de l’épisome viral. 

L’expression des gènes précoces E6 et E7 favorise l’état prolifératif des cellules 

infectées qui lors de la migration dans les couches suprabasales (épineuse et 

granuleuse) perturbe le processus de différentiation cellulaire. Le génome viral est 

alors amplifié en un grand nombre de copies. L’expression des gènes tardifs est 

également induite, ce qui permet la production des protéines de la capside et 

l’assemblage subséquent de virions. Les particules virales sont par la suite 

relâchées par la desquamation normale de l’épithélium (cornée). Selon Lehoux, 

D’Abramo et Archambault (2009) (157). 

 

 

L’infection initiale des cellules basales surviendrait suite à l’entrée des particules 

virales via probablement des microlésions de l’épithélium. Le mécanisme exact de 

l’attachement et de l’entrée du virus est controversé, mais se ferait par l’intervention des 

récepteurs de sulfate d’héparine protéoglycanes et possiblement par des interactions avec 

les composantes de la matrice extracellulaire telle que la laminine 5 (247-249). La capside 
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virale change de configuration et est transférée vers un récepteur différent qui serait 

l’alpha-6-intégrine (250, 251). Le virus est alors internalisé par endocytose de vésicules de 

clathrine (252-254) ou de cavéole (255, 256). Le démantèlement de la capside virale se 

produit à la surface de la cellule ou dans l’endosome précoce 6 heures après l’entrée du 

virus. La protéine L2 est alors clivée par la furine, une proprotéine convertase (251, 257). 

Le clivage de L2 est essentiel pour l’infectivité des PVs et induit l’échappement du 

complexe L2-génome du compartiment endosomal. Le génome viral est alors relocalisé 

dans le noyau cellulaire au niveau d’une structure appelée domaine nucléaire 10 (ND10) ou 

corps nucléaires de protéine de la leucémie promyélocytaire (PML) pour l’initiation de la 

transcription virale (258).  

 

1.2.1.2 Phase de réplication de maintenance 

Le VPH infecte initialement les cellules de la couche basale avec un potentiel de 

prolifération et donc de progression dans le cycle cellulaire (259). Le génome viral est par 

la suite rapidement amplifié afin de permettre l’établissement de l’ADN viral en plusieurs 

copies, entre 10-200 épisomes lors de la division cellulaire (260). Cette amplification 

initiale nécessiterait l’intervention des protéines virales E1 et E2. Le génome viral est 

ensuite maintenu en un nombre de copies constant (261, 262). Lors de la mitose, l’épisome 

viral est réparti également dans les deux cellules-filles par l’intermédiaire de la protéine 

virale E2 et la protéine cellulaire Brd4 (225, 263). L’épisome du VPB1 est attaché aux 

chromosomes mitotiques (264) tandis que le génome des VPHs de type 11, 16 et 18 est 

attaché aux les fuseaux mitotiques (265). 

Le génome viral serait répliqué de manière similaire à l’ADN de la cellule-hôte soit 

approximativement une fois pendant la phase S de cycle cellulaire (266, 267). Toutefois, 

plusieurs groupes ont suggéré que l’ADN viral est répliqué plutôt de manière aléatoire i.e. 

que seulement quelques génomes viraux sont répliqués une ou plusieurs fois durant la 

phase (264, 268). Ces deux modes ne sont pas contradictoires puisqu’il a été montré que le 

génome du VPH16 est répliqué de ces deux manières selon le type de cellule utilisé (266).  
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1.2.1.3 Phase de réplication amplificatrice ou réplication végétative 

La réplication végétative a lieu dans les couches suprabasales de l’épithélium où les 

cellules sont en processus de différentiation terminale (269). Les cellules non-infectées 

sortent normalement du cycle cellulaire lorsqu’elles quittent la couche basale et ne 

permettent plus la réplication de l’ADN. Puisque l’amplification du génome viral nécessite 

des conditions cellulaires permettant la prolifération cellulaire et donc la réplication de 

l’ADN, le virus doit nécessairement empêcher l’induction des signaux d’arrêt du cycle 

cellulaire et d’apoptose, entre autres. Ceci est orchestré par les oncoprotéines E6 et E7 dont 

les fonctions (voir section 1.2.4 de cette thèse) stimulent la progression du cycle cellulaire 

et favorisent donc par extension la réplication de l’ADN. Ainsi, les cellules infectées 

demeurent actives et progressent vers la phase S lors de la migration vers les couches 

suprabasales de l’épithélium (270, 271). À ce moment, le promoteur viral tardif est activé, 

ce qui induit une expression accrue des gènes nécessaires à l’amplification génomique tels 

que E1, E2, E4 et E5 (272-274). L’expression de la protéine E4 dans les couches 

supérieures de l’épithélium corrèle avec l’amplification végétative du génome viral (275, 

276). Le génome viral est amplifié en des centaines ou milliers de copies par cellule par le 

mode de réplication du type cercle roulant (277).  

 

1.2.1.4 Assemblage et relâche des virions 

Finalement, lors de la synthèse des virions, les protéines de la capside L1 et L2 sont 

produites. L’utilisation de technologies permettant la production de particules virales 

synthétiques telles que les particules de type virus ou VLP, les pseudovirions et les 

quasivirions (voir la revue de (278)) a amélioré la compréhension de cette étape du cycle 

viral. La protéine L1 est capable de s’auto-assembler en capsomère en absence de L2 (279). 

Par contre, L2 est nécessaire à l’empaquetage du génome viral ainsi qu’à l’infectivité des 

virions (280-282). La protéine L2 est la première à être exprimée et à être relocalisée dans 

les noyaux des kératinocytes différenciés. Alors que L2 se localise directement dans les 

PML, L1 se trouve dispersé dans le noyau. L1 s’assemble préalablement en capsomères ou 

pentamères dans le cytoplasme selon le modèle du bras invasif. Brièvement, ce modèle 

consiste en la formation de ponts disulfures entre pentamères. L’extrémité en C-terminal ou 
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bras d’un pentamère s’étend jusqu’à la protéine adjacente. Ainsi, chaque pentamère reçoit 5 

bras et en donne 5 aux pentamères voisins (282-284).  

Les capsomères de L1 sont par la suite relocalisés dans les PML où L2 y est intégré 

(285). Une copie du génome viral est condensée par des histones cellulaires et incorporée 

dans la capside virale. Finalement, les cellules de la couche cornée s’allongent et 

s’aplatissent et leur noyau se dissout. La protéine E1^E4 interagirait avec les kératines de 

cette couche pour faciliter la relâche des virions (286, 287). Les nouvelles particules virales 

vraisemblablement non-cytolytiques sont relâchées par la desquamation des cellules (288). 

Finalement, il est important de mentionner que dans une majorité des CC, l’ADN des 

VPHs-HR est intégré dans le génome de l’hôte, ce qui a pour conséquence l’avortement du 

cycle viral productif où la synthèse des virions n’est pas complétée (67, 70, 289).  

 

1.2.2 Structure du virus 

Les PVs sont un groupe de virus à ADN non-enveloppés. La capside de type 

icosaédrique, d’un diamètre d’environs 55 nM (600 Å) est formée de 72 pentamères de la 

protéine majeure L1 en association avec la protéine mineure L2 (voir figure 1.5) (290). 

Chaque capsomère est constitué de 5 molécules de L1 et d’une protéine L2 (291).  

 

 

Figure 1.5 Modélisation de la capside du virus du papillome bovin de type 1. 

Reconstruction tridimensionnelle d’images obtenues par cryo-microscopie 

électronique. D’après Baker et al. (1991) (290). 
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La stabilité de la structure de la capside est assurée par l’interaction entre les 

différents pentamères selon le modèle du bras invasif, semblable au mode d’interaction 

observé chez les polyomavirus (292). L’extrémité C-terminale de L1 d’un pentamère donné 

contacterait le bras d’un monomère d’un capsomère voisin par des ponts disulfure entre les 

cystéines 175 et 428 formé lors de la maturation de la capside chez le VPH16 (282-284).  

 

1.2.3 Organisation génomique 

Le génome des PVs consiste en de l’ADN double-brin circulaire d’une taille 

approximative de 8 kb. Le génome viral est condensé dans la capside par l’interaction avec 

des histones cellulaires sous la forme d’un minichromosome (293). Tel que mentionné 

précédemment, l’ADN viral de certains VPHs peut être linéarisé de sorte qu’il s’intègre 

dans le génome de l’hôte (voir section 1.1.5 de cette thèse). 

 

Figure 1.6 Organisation génomique du VPH16 et fonctions principales des 

cadres de lecture. Le génome est divisible en trois régions : la précoce qui porte 

les gènes de E6, E7, E1, E2, E4 et E8, la tardive qui porte les gènes L1 et L2 et le 

LCR, une région non-codante essentielle à la modulation de la transcription et 

réplication virale. AE et AL sont les sites de polyadénylation précoce et tardive, 

respectivement. D’après Stanley (2012) (180). 
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L’épisome viral comporte trois régions distinctes : la région précoce, la région 

tardive et le LCR tel que présenté à la figure 1.6. La région précoce est constituée des 

cadres de lecture des gènes E6, E7, E1, E2, E4 et E5. Le cadre de lecture pour le gène E8, 

donnant la protéine fusion E8
˄
E2C, est également retrouvé dans cette région pour VPB1, 

VPH31, VPH16 et chez quelques PVs du lapin seulement (294-297). Les protéines codées 

par ces gènes permettent en général les phases précoces du cycle viral sont impliquées dans 

la régulation de la réplication, de la transcription et de la ségrégation virale ainsi que dans 

la transformation cellulaire (revu dans (298)). La région tardive porte les cadres de lecture 

des gènes L1 et L2 qui codent pour les protéines structurales majeures et mineures de la 

capside, respectivement. Le LCR est une région non-codante de moins de 1 kb. Cette 

région contient l’ori, le promoteur précoce ainsi que plusieurs sites de liaison pour divers 

facteurs de transcription cellulaire et pour la protéine virale E2. Cette région est importante 

pour la régulation de la transcription induite par l’ARN polymérase de type II à partir du 

promoteur précoce et tardif. Le rôle du LCR dans la régulation de l’expression génique des 

PVs sera le sujet de la section 1.4.  

 

1.2.4 Protéines précoces 

La région précoce du génome des PVs porte les cadres de lectures des gènes 

précoces E6, E7, E1, E2, E4, E8 et E5. Les sections suivantes portent sur les fonctions des 

protéines codées par ces gènes dans la réplication et la régulation de l’expression des gènes 

et dans la transformation cellulaire. 

 

1.2.4.1 La protéine E6 

E6, qui est exprimée à partir du promoteur précoce, est une protéine riche en 

cystéine et contient deux motifs doigts de zinc. Ces deux domaines connectés par une 

hélice alpha forment une poche basique qui contacte E6AP (299). Chez les VPHs-HR, un 

motif de liaison PDZ (PSD-95/DLG/ZO-1) (xT/SxV) est situé dans l’extrémité C-terminale 

et cible un grand nombre de protéines contenant ce motif. E6 en soit ne possède aucune 

activité enzymatique et malgré sa petite taille (150 acides aminés pour E6 du VPH16), elle 
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est capable d’interagir avec une multitude de facteurs (revu dans (162)). Un des partenaires 

d’interaction les plus importants est certainement E6AP (300).  

E6 est nécessaire pour le maintien de l’épisome dans les kératinocytes infectés 

(301, 302) et en collaboration avec E7, assure une réplication stable de l’ADN (302). 

La protéine E6, par elle-même, montre une activité d’immortalisation des cellules de 

souris C127 lorsque l’oncogène ras est activé (303, 304), bien que E7 soit nécessaire 

pour l’immortalisation de kératinocytes primaires humains (305, 306). Toutefois, la 

fonction principale de E6 des VPHs-HR est d’inhiber les signaux d’arrêt du cycle 

cellulaire et d’apoptose induits par E7. Les fonctions de E6 sont résumées dans la 

figure 1.7.  

 

 

Figure 1.7 Fonctions de l’oncoprotéine E6 des VPHs-HR. L’association de E6 

avec ses partenaires d’interaction, notamment p53 et les protéines à domaine 

PDZ, induit entre autres l’arrêt des signaux pro-apoptotiques, la prolifération et 

l’immortalisation cellulaire. D’Après Moody et Laimins (2010) (307). 
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Durant un stress cellulaire ou un dommage à l’ADN, le suppresseur tumoral p53 

initie les voies de signalisation pour la réparation de l’ADN et peut induire l’arrêt du cycle 

cellulaire et l’apoptose. La fonction la mieux caractérisée de E6 est d’inhiber les activités 

de p53 (162, 308). E6 interagit avec p53 et recrute l’ubiquitine ligase E6AP permettant la 

stabilisation de E6 (309), mais surtout l’ubiquitination de p53 et sa dégradation par le 

protéasome (162, 310, 311). E6 peut également inactiver p53 en inhibant son interaction 

avec ces cibles transcriptionnelles et en interagissant avec des régulateurs post-

traductionnels tels que l’acétyltransférase CBP/p300 (312-314) et l’enzyme de conjugaison 

SUMO (modificateur apparenté à l’ubiquitine) Ubc9 (315) 

D’autres facteurs cellulaires impliqués dans l’apoptose sont ciblés par E6, 

notamment les protéines pro-apoptotiques Bax et Bak (316-320) et la protéine anti-

apoptotique Bcl-2 (321). De plus, l’oncoprotéine peut inhiber l’apoptose par Fas et TRAIL 

en réduisant les niveaux des protéines adaptatrices ou effectrices telles que FADD et la 

procaspase 8 (322-324). Ainsi, E6 peut favoriser la prolifération cellulaire induite par E7 en 

inhibant l’apoptose. Par ailleurs, les cellules épithéliales sont caractérisées par une 

polarisation bien marquée qui est maintenue par plusieurs protéines, les complexes Par et 

Scribble par exemple, dont plusieurs contiennent des domaines PDZ (325). Ces régulateurs 

sont ciblés par E6 pour la dégradation par le protéasome, ce qui résulte en la perte de 

l’adhésion cellulaire et de la polarité (revu dans (326)). L’homologue humain de la protéine 

disque large hDlg faisant partie d’un complexe contenant notamment Scribble est important 

pour la formation des jonctions cellulaires et pour le maintien de la polarité apicobasale des 

cellules épithéliales (327-329). Alors que la protéine E6 induit la dégradation de hDlg in 

vitro (330), les niveaux de cette protéine et la localisation intracellulaire sont inchangées 

dans un modèle de culture organotypique en radeau de cellules épithéliales où le génome du 

VPH31 est maintenu (331). 

Finalement, E6 favorise l’immortalisation des cellules infectées en induisant 

l’expression de hTERT et l’activité de télomérase. L’activation du promoteur de hTERT 

dépend de l’interaction E6-E6AP et est reliée à la dégradation de l’élément répresseur de la 

télomérase transcriptase NFX1 (332-335). Il est à noter qu’une forme tronquée en C-

terminal de E6, E6*, est produite par épissage. E6* est habituellement un inhibiteur des 

fonctions de la protéine pleine longueur, mais peut induire la dégradation de certaines 
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protéines cellulaires telles que Akt et MAGI-1/2 en l’absence de E6 pleine longueur (336, 

337).  

 

1.2.4.2 La protéine E7 

La protéine E7 est une petite protéine d’environs 100 acides aminés. Elle contient 

en N-terminal deux régions conservées, CR1 et CR2 (163). Cette dernière contient un motif 

d’interaction LxCxE. Une troisième région conservée (CR3) en C-terminal contient un 

domaine de liaison au zinc doté de deux motifs CxxC. La protéine E7 peut se dimériser 

pour former dans certains cas des oligomères (338, 339). La protéine E7 peut être 

phosphorylée par la caséine kinase II (CKII) et peut subir l’ubiquitination (340, 341). Les 

fonctions de E7 sont résumées à la figure 1.8. 

 

 

Figure 1.8 Fonctions de l’oncoprotéine E7 des VPHs-HR. L’association de E7 

avec ses partenaires d’interaction, notamment avec les protéines de la famille pRb 

et les protéines à domaine PDZ, induit entre autres la dérégulation du cycle 

cellulaire, la prolifération cellulaire et l’instabilité génomique. D’après Moody et 

Laimins (2010) (307). 
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La protéine E7 favorise la prolifération cellulaire en maintenant les cellules en 

différentiation dans un état propice à la synthèse de l’ADN (revu dans (163)). L’expression 

de E7 du VPH16 est suffisante pour induire la transformation de fibroblastes du rat, des 

cellules rénales primaires de rat en collaboration avec l’oncogène ras (342). La région C-

terminale participe à la liaison avec le suppresseur tumoral pRb (protéine du 

rétinoblastome) et autres protéines apparentées telles que p107 et p130 (343). Ces protéines 

sont impliquées dans l’induction de la transition G1/S en régulant l’expression des gènes 

cibles de E2F et l’inhibition de Cdk2 (revu dans (344) et (345)). pRb et les autres protéines 

de poche interagissent avec les membres de la famille E2F pour inhiber l’entrée en phase S, 

mais aussi pour réguler l’apoptose et la différentiation cellulaire.  

L’activité de E2F est régulée selon l’état de phosphorylation de pRb par les 

complexes Cdk4/6-cycline D et Cdk2-cycline E en fin de G1 (344, 346). pRb sous sa forme 

hypophosphorylée régule négativement le cycle cellulaire en interagissant avec E2F. Sous 

la forme phosphorylée, pRb se dissocie de E2F, permettant l’activation des gènes impliqués 

dans l’initiation et la progression de la phase S. La protéine E7 lie pRb sous la forme 

hypophosphorylée et donc cause la dissolution du complexe pRb/E2F pour inhiber le point 

de contrôle en G1/S. pRb est ensuite ciblée pour la dégradation protéasomale par 

l’intermédiaire de l’ubiquitine ligase cullin 2 (341, 347). E2F est relâché et peut donc 

activer la transcription des gènes nécessaires à la progression en phase S.  

La protéine E7 des VPHs-HR lie E2F avec une meilleure affinité que celles des 

VPHs-BR (348). E7 s’associe avec E2F6, une composante du complexe répresseur 

polycomb nécessaire au maintien de la répression de certains gènes de différentiation (349). 

La levée de cette répression permet donc le découplage de la différentiation de la 

prolifération cellulaire (350). E7 interagit également avec les déacétylases d’histone 

(HDAC) de classe I, des co-répresseurs de la transcription et inhibe leur interaction avec le 

promoteur de E2F2, et ce, indépendamment de sa liaison avec pRb (348). Ceci contribue à 

augmenter l’expression de E2F et donc de son activité de transcription dans des 

kératinocytes différenciés et influencerait la progression de la phase S (351). 

E7 contribue à la dérégulation du cycle cellulaire en interagissant avec des 

inhibiteurs de CKI p21
CIP1

 (352) et p27
KIP1 

(353), des facteurs important pour l’induction de 

l’arrêt du cycle cellulaire en G1 en réponse à un dommage à l’ADN. p21 et de p27 inhibent 
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les activités du complexe Cdk2-cycline E/A (revus dans (354) et (355), respectivement), ce 

qui favorise la progression du cycle cellulaire. E7 augmente aussi l’activité de CDC25A, 

une phosphatase essentielle à l’activation du complexe Cdk2-cycline E (356), favorisant 

ainsi l’entrée et le maintien actif de la phase S. E7 induit l’instabilité génomique en 

subvertissant les points de contrôle en G1/S et en phase M, en induisant des anomalies au 

niveau des centrosomes et en causant une ségrégation anormale des chromosomes (357-

359). Cette aneuploïdie est également induite par la dégradation de pRb qui résulte en 

l’association de E7 avec la tubuline et l’activation de Cdk2 et des réponses aux dommages 

à l’ADN (360, 361). La protéine E7 est capable de s’associer avec une des composantes de 

cette réponse, la kinase ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated) et de phosphoryler CHK2, 

BRCA1 et NBS1 (362). Finalement, le ciblage de pRb par la protéine E7 cause l’activation 

de suppresseur tumoral p53 et donc de l’apoptose (363). L’expression de l’oncoprotéine E6 

permet d’inhiber cet effet indésirable pour le VPH.  

 

1.2.4.3 La protéine E1  

Le cadre de lecture E1 est le mieux conservé chez les PVs dû au fait de la fonction 

essentielle de la protéine dans le cycle viral. La protéine E1 est un membre de la 

superfamille III (SF3) des hélicases et est nécessaire à l’orchestration de la réplication de 

l’ADN viral. La protéine E1, d’une taille d’environ 600-650 acides aminés, est composée 

de trois segments soit la région N-terminale, le domaine de liaison à l’ADN (DBD) et le 

domaine en C-terminal. Ces trois régions sont nécessaires pour la régulation des fonctions 

de E1 in vivo, pour la liaison de E1 sur l’ori et pour le déroulement de l’ADN viral, 

respectivement (364-368) (revu dans (222)). La protéine E1 subit plusieurs modifications 

post-traductionnelles telles que l’ubiquitination par le complexe APC (anaphase-promoting 

complex), la sumoylation par Ubc9 et la phosphorylation entre autre par Cdk2 (369-371). 

Le domaine C-terminal est responsable de l’activité ATPase/hélicase de la protéine E1. Ce 

domaine est sous-divisé en trois régions fonctionnelles : le domaine d’oligomérisation, le 

module de liaison à l’ATP et le module en C-terminal. Ces régions sont impliquées dans la 

multimérisation de E1, l’hydrolyse de l’ATP, le maintien de la forme oligomérique de E1 et 

dans l’interaction avec E2 (367, 372-376). Le DBD de la protéine E1 reconnaît des 
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séquences spécifiques dans l’ori, les sites E1BS par l’intermédiaire de la protéine E2 (377, 

378).  

La région N-terminale de E1 contient plusieurs motifs nécessaires au transport 

nucléo-cytoplasmique de la protéine. Un de ces motifs, la séquence de localisation 

nucléaire (NLS) de type bipartite [consensus : (K/R)(K/R)-x(10-12)-(K/R)3-5] (379) est 

responsable de l’importation nucléaire de E1 par les importines cellulaires alpha (380). 

Plusieurs résidus à proximité du NLS peuvent être phosphorylés par les MAP kinases 

ERK1 et JNK2, ce qui stimule l’importation nucléaire de la protéine E1 (381-383). Une 

séquence d’export nucléaire (NES) [consensus : Φ-x(2-3)-Φ-x(2-3)-Φ-x-Φ, où Φ représente un 

acide aminé hydrophobe] est retrouvée entre les deux modules du NLS et est impliquée 

dans l’export de E1 vers le cytoplasme par l’exportine cellulaire Crm1 (Chromosome 

Region Maintenance 1) (222). La mutation de ce motif ou l’usage de leptomycine B, un 

inhibiteur de Crm1, induit l’accumulation nucléaire de la protéine E1 (384, 385). Un motif 

de liaison aux cyclines (CBM) [consensus : RxL] à proximité du NES lie les cyclines E/A 

et permet le recrutement de la kinase Cdk2 (385, 386).  

La fonction du complexe Cdk2-cycline E /A est de réguler le transport nucléo-

cytoplasmique de E1 par la phosphorylation de résidus-clés [consensus : S/T-P], 

possiblement en synchronisation avec le cycle cellulaire (384, 385, 387-389). Pour le 

VPH31, l’export nucléaire de E1 est inhibé par la phosphorylation des sérines aux positions 

92 et 106, ce qui affecte le maintien du génome dans des kératinocytes primaires (385). La 

protéine E1 du VPH11 contient une sérine additionnelle (S89) dont la phosphorylation 

inhibe également l’export nucléaire de E1, comme S93 et S107 (384). À noter que la 

caséine kinase 2 (CKII) phosphoryle la protéine E1 du VPB1, mais aucun rôle de cette 

kinase dans la phosphorylation de E1 des VPHs n’a été observé (390, 391). L’accumulation 

nucléaire de E1 induit l’arrêt du cycle cellulaire en phase S et active une réponse aux 

dommages à l’ADN par la voie ATM (392, 393). L’induction d’une telle réponse est 

nécessaire pour l’amplification génomique dans les cellules différenciées (362, 394). Ainsi, 

la régulation du transport nucléo-cytoplasmique de E1 permet la réplication de l’ADN viral 

tout en prévenant l’effet antiprolifératif de l’accumulation de E1 dans le noyau. La 

régulation du transport nucléo-cytoplasmique de E1 est un mécanisme qui semble conservé 

chez les PVs du fait que le NLS, le NES, le CBM et les résidus phosphorylés par CdK2 
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sont retrouvés chez la plupart des PVs. Le VPH33, qui est une exception à cette règle, ne 

possède pas de NES et CBM apparents, bien que le motif NLS soit présent. Des études en 

cours dans notre laboratoire indiquent que la protéine E1 du VPH33 n’est effectivement pas 

exportée du noyau, ce qui suggère d’une part que la protéine crée moins de dommages à 

l’ADN et de l’autre, de l’existence d’un mécanisme alternatif, autre que l’export nucléaire, 

pour contrer la voie ATM. Certains résultats préliminaires sont présentés en annexe de cette 

thèse. 

Finalement, la réplication de l’ADN chez les PVs nécessite les protéines virales E1 

et E2 et une multitude de facteurs cellulaires. Ainsi, la réplication de l’ADN viral dépend 

de l’interaction de E1 avec diverses protéines cellulaires du réplisome comme la 

polymérase ADN primase alpha (Pol α-prim), la protéine de réplication A (RPA) et la 

topoisomérase I (Topo I) (395-397). E1 s’associe également avec la protéine cytoplasmique 

p80/UAF1 qui est relocalisé dans les foyers nucléaires en présence de E1 et E2 (229, 230). 

La mutation de certains résidus nécessaire pour interagir avec p80/UAF1 réduit la 

réplication transitoire de l’ADN (229, 230). E1 interagit également avec l’histone H1 et le 

complexe de remodelage de la chromatine SWI/SNF possiblement pour induire la dé-

répression de l’ADN viral (398, 399). E1 interagit aussi avec les chaperonnes HSP40 et 

HSP70, ce qui favorise la liaison de E1 sur l’origine et stimulerait la réplication (400). À 

noter que la protéine E1 est clivée par les caspases 3 et 7 qui sont activées lors de la 

différenciation cellulaire (401). Le clivage du N-terminal de E1 est requise pour 

l’amplification génomique dans des cellules différenciées.  

 

1.2.4.4 La protéine E2 

La protéine E2 d’environ 360 acides aminés est composée d’un TAD en N-terminal 

et d’un DBD permettant la dimérisation en C-terminal. Ces deux domaines sont connectés 

par une région flexible dite charnière. Par l’intermédiaire du motif de localisation nucléaire 

(NLS), la protéine E2 est retrouvée majoritairement dans le noyau et, en présence de E1, 

elle est relocalisée dans les foci nucléaires, les sites de réplication de l’ADN viral. La 

protéine E2 subit plusieurs modifications post-traductionnelles telles que la 

phosphorylation, l’acétylation et la sumoylation de résidus clés contenus dans la région 

charnière et le DBD. Ces modifications régulent notamment la stabilité, la localisation 
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cellulaire et donc les fonctions de E2 (402-405). La protéine E2 est normalement dégradée 

par le protéasome assez rapidement. Son état de phosphorylation et son association avec 

divers facteurs tels que Brd4 (406, 407) et même avec la protéine virale E1 stabilise et 

prévient donc sa dégradation (408).  

Une des fonctions principales de E2 est de moduler l’expression des gènes viraux. 

La protéine lie spécifiquement le motif 5’-ACC(N)6GGC-3’ dont le nombre et position sont 

conservés dans le LCR des VPHs muqueux (409). Ces sites permettent l’activation ou la 

répression de la transcription selon la concentration de E2, de l’occupation des sites, du 

contexte cellulaire et de la présence de sites pour des facteurs de transcription cellulaire. 

Ainsi, le site de E2 les plus éloigné du promoteur (E2BS4) activent la transcription tandis 

que les sites à proximité du promoteur (E2BS1, -2 et -3) agissent plutôt comme répresseur 

(410-412). Chez les VPHs muqueux, la protéine E2 est plutôt un répresseur de la 

transcription et limite donc l’expression des oncogènes E6 et E7. La protéine E2 interagit 

directement avec les oncoprotéines E6 et E7 et inhibe leurs activités oncogéniques (413, 

414).  

La protéine E2 joue également un rôle dans la réplication du génome viral. Ainsi, 

E2 est impliquée dans l’initiation de la réplication de l’ADN viral en recrutant E1 sur l’ori. 

Suite à la formation du double hexamère de E1, la protéine E2 est alors exclue du 

complexe. Une autre fonction de la protéine E2 dans le cycle viral est de maintenir le 

génome viral lors de la mitose. Ainsi, la protéine E2 lie simultanément l’épisome viral et la 

chromatine par l’intermédiaire de la protéine cellulaire Brd4 (225, 415, 416). En plus de 

son rôle dans la ségrégation, la protéine Brd4 est aussi nécessaire à une réplication virale 

optimale étant donné qu’elle co-localise avec E1 et E2 dans les foci de réplication (417). 

Les protéines E2 des différents PVs lient les chromosomes mitotiques sur des sites 

distincts. Ainsi, E2 de VPB1 et VPH1 lie les bras des chromosomes tandis que les VPHs 

muqueux interagissent plutôt avec les régions péricentromériques des chromosomes (418, 

419). E2 favorise également l’empaquetage du génome viral dans les capsides, 

possiblement par son interaction avec la protéine de la capside mineure L2 (258, 420). 

L’expression ectopique de E2 induit l’inhibition de la croissance des cellules et l’apoptose 

par des mécanismes dépendants de p53 ou non (421, 422). 
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Finalement, les différents types de PV peuvent produire plusieurs isoformes de E2 

par épissage alternatif tels que E8
˄
E2, E8

˄
E2C, E1

˄
E2, E1M

˄
E2, E9

˄
E2 et E2-TR (223, 

295, 296, 423-425). Ces isoformes qui possèdent le DBD en C-terminal agissent comme 

des répresseurs de l’expression des gènes et de la réplication virale en compétitionnant pour 

les E2BS ou en dimérisant avec la protéine pleine longueur (426). L’isoforme E8
˄
E2 

module les niveaux de réplication virale et est nécessaire au maintien du génome du VPH31 

seulement (296).  

 

1.2.4.5 La protéine E1^E4 

Le transcrit E1^E4 principal est produit à partir du cadre de lecture de E4 à 

l’intérieur de celui de E2. La protéine E1^E4 est un produit d’épissage qui contient les cinq 

premiers acides aminés de la protéine E1 joints à la séquence de E4 (427). Des sous-

produits de E1^E4, tels que les polypeptides E1^E4S/L, E6^E4 et E2^E4, sont produits par 

l’utilisation de sites initiateurs alternatifs ou par clivage protéolytique, mais leurs rôles 

restent inconnus (428-430). La protéine E4 comporte 3 régions fonctionnelles : une région 

N-terminale contenant un motif riche en leucine (LLxLL), important pour l’association aux 

kératines, une région centrale riche en proline nécessaire pour induire l’arrêt du cycle 

cellulaire en G2 et une région C-terminale impliquée dans la multimérisation (161, 431-

433). L’expression de E4 précède celle des protéines tardives L1 et L2 et est impliqué dans 

les phases tardives du cycle viral au niveau du contrôle de l’amplification génomique et de 

la synthèse des virions (434) (272, 435). E1^E4 permet de réorganiser le réseau de kératine 

de la cellule infectée, ce qui faciliterait la relâche de virions et possiblement la transmission 

de l’infection (436).  

Les niveaux de E1^E4 augmentent alors que le promoteur tardif est activé et corrèle 

avec la réplication végétative de l’ADN viral (161). L’accumulation de E4 en des structures 

filamentaires dans le cytoplasme des cellules infectées a lieu dans les couches médianes et 

suprabasales de l’épithélium (429, 436-438). E1^E4 induit la phosphorylation et 

l’ubiquitination de la kératine menant possiblement à sa dégradation protéasomale (439). 

Parallèlement, E4 subit plusieurs modifications comme la phosphorylation par ERK, un 

membre de la famille des MAP kinases (440) facilitant ainsi sa multimérisation et son 

association avec la kératine. L’expression de E1^E4 dans des cellules en prolifération 
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résulte en l’arrêt du cycle en G2 accompagné de la séquestration du complexe Cdk1-cycline 

B via son CBM (441-443). Cet arrêt en G2 inhiberait les fonctions prolifératives des 

oncoprotéines E6 et E7 dans les couches supérieures de l’épithélium et favoriserait donc 

l’amplification végétative de l’ADN (161). La protéine E4 pourrait également induire 

l’apoptose en s’associant avec les mitochondries, ce qui fragiliserait les cellules infectées et 

favoriserait la sortie des virions (444).  

 

1.2.4.6 La protéine E5 

La protéine E5 d’environ 40 à 85 acides aminés est constituée de trois domaines 

hydrophobiques. Elle est associée aux membranes du réticulum endoplasmique et de 

l’appareil de golgi (445). La protéine E5 possède des activités de transformation, mais 

contrairement à E6 et E7, son rôle dans le cycle viral est moins bien défini. Chez VPB1, E5 

est principalement exprimé dans les cellules basales de l’épithélium, mais au cours de la 

différentiation, elle est plutôt exprimée dans les cellules des couches supérieures (446). La 

protéine E5 transforme des cellules en culture murines NIH3T3 et des fibroblastes non-

différenciés et serait donc à elle seule l’unique responsable de la production de papillomes 

par les fibropapillomavirus (445, 447-450). La protéine E5 permet la stimulation de 

l’activité kinase du récepteur de PDGF-β résultant en l’induction de la mitose (451, 

452).Toutefois, E5 ne serait pas essentiel à la production de virions dans un modèle de 

xénogreffe de souris (453).  

La protéine E5 des VPHs-HR montre également une activité de transformation, 

mais moindre que les oncogènes E6 et E7. E5 stimule l’activité du récepteur du facteur de 

croissance épidermique (EGFR) (454). L’activité de transformation de E5 est également 

accrue par l’expression de EGF et de E7, ce qui induit la croissance indépendante de 

l’ancrage et la prolifération cellulaire (455-457). E5 stimule les activités d’immortalisation 

de E6 et E7 (458) et induit des néoplasies plus sévères au niveau du col de l’utérus chez des 

souris (459). La protéine E5 réduit l’expression de protéines cellulaires nécessaires à la 

présentation d’antigènes à la surface des cellules tels que le CMH-1et CD1d comme moyen 

d’évasion de la réponse immune (460, 461). Finalement, l’expression de E5 serait requise 

pour permettre l’amplification génomique du VPH16 et 31 permettant aux cellules 

différenciées de rester dans un état propice à leur prolifération (273, 274). 
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1.2.4.7 La protéine E8^E2 

La protéine E8^E2C est exprimée à partir d’un produit d’épissage du transcrit de 

E2. E8^E2C est constituée des 12 premiers acides aminés de E8 fusionnés au domaine de 

liaison et de dimérisation en C-terminal de la protéine E2 (462). E8^E2C est un répresseur 

de l’expression des gènes précoces qui compétitionne avec la protéine E2 pour les sites 

E2BS (295, 296, 463, 464). E8^E2C interagit notamment avec le complexe NCoR/HDAC3 

et le recrute au LCR pour induire la répression de la transcription (465, 466). Cette protéine 

limite également la réplication transitoire du génome viral du VPH31 dans des cellules non-

différenciées et différenciées, indiquant ainsi que E8^E2C joue un rôle autant dans les 

phases précoces que tardives du cycle viral (467-469). L’expression de E8^E2C est 

nécessaire au maintien à long terme du génome viral du VPH31, mais pas pour le génome 

du VPH16 (295, 296). 

 

1.2.5 Protéines tardives 

La région tardive du génome des PVs porte les cadres de lectures des gènes tardifs 

L1 et L2 et dont leur expression est sous le contrôle du promoteur tardif viral.  

 

1.2.5.1 La protéine L1  

Le cadre de lecture L1 code pour la protéine majeure de la capside d’environ 55 

kDa (470). Le gène L1 est l’un des mieux conservés parmi les PVs et l’homologie de sa 

séquence nucléotidique est à l’origine de la base de la classification des PVs en différents 

types (4). L’entrée et l’attachement viral nécessitent que la protéine L1 interagisse avec les 

récepteurs de sulfate d’héparine protéoglycanes et possiblement avec les intégrines (247, 

250). Dans un cycle viral productif, la protéine L1 est exprimée dans les phases tardives 

sous le contrôle du promoteur tardif. Les protéines L1 s’assemblent en 72 capsomères 

pentamériques dans lesquels la protéine L2 y est intégrée pour former la capside virale (voir 

section 1.2.2) (258). La protéine L1 a la capacité de s’auto-assembler en des particules de 

type VLP présentant une immunogénicité similaire à une protéine virale native (471-473). 

Les épitopes les plus immunogènes sont retrouvés sur la protéine L1 et donc la grande 
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majorité des anticorps neutralisants produits lors de la réponse immunitaire cible ces sites 

(474-477). La production des vaccins prophylactiques Cervarix
TM

 et Gardasil
®
 est basée sur 

l’utilisation de cette technologie. 

 

1.2.5.2 La protéine L2 

Le gène L2 code pour la protéine mineure de la capside d’approximativement 500 

acides aminés. Tel que mentionné précédemment, la capside virale est constituée 

principalement de la protéine L1 assemblée en capsomère. La protéine L2 y est intégrée, en 

environ une copie par capsomère (478). Son expression a lieu lors de la phase tardive du 

cycle viral et est détectée dans les cellules différenciées dans les couches supérieures de 

l’épithélium. Contrairement à L1, la protéine L2 n’a pas la capacité de s’auto-assembler en 

VLP, mais peut y être intégré quand L1 est également produite.  

La protéine L2 n’est généralement pas exposée à la surface du virus, à l’exception 

de quelques acides aminés qui peuvent être ciblés par des anticorps neutralisants (479-

481)). Lors de son attachement aux récepteurs de sulfate d’héparine protéoglycanes, la 

capside subit un changement de conformation permettant le clivage de L2 par la furine 

(251), ce qui expose un épitope assez immunogène (482). L’infectivité des virus serait 

dépendante de l’intégrité d’une liaison disulfure intramoléculaire entre deux cystéines 

situées dans cet épitope (483). Finalement, la protéine L2 serait requise pour une meilleure 

efficacité de l’encapsidation du génome viral possiblement en interagissant avec l’ADN et 

en relocalisant certaines protéines telles que E2 dans les PML (285, 484, 485).  

1.3 Réplication de l’ADN viral 

L’origine de réplication viral est constituée d’un segment riche en AT et d’une 

région de 18 nucléotides qui portent quatre E1BS (E1BS1-4) et trois E2BS (222, 486-488). 

Les sites pour E1 comportent la séquence consensus 5’-ATTGTT-3’ et sont organisés en 

paires inversées nécessaires pour la dimérisation de E1 sur l’ori (Fig. 1.9) (489, 490). Deux 

sites additionnels (E1BS5 et E1BS6) sont retrouvés à l’extérieur de la région de 18 

nucléotides et serait impliqués dans l’assemblage du double-trimère, un intermédiaire du 

double-hexamère chez le VPB1 (489, 490).  
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Figure 1.9 Représentation schématique de l’origine de réplication minimale 

du VPB1. Schéma représentant l’origine de réplication du PVB1 constituée de six 

sites de liaison pour E1 flanqués en 5’ par une région riche en AT et en 3’ de deux 

sites pour E2 (E2BS11 et E2BS12). 

 

 

L’assemblage du double-hexamère présenté à la figure 1.10 nécessite en premier 

lieu la liaison de E1 à l’origine, ce qui est favorisé par l’interaction avec E2 dont trois de 

ses sites flanquent l’ori (491-495). Par la suite, un dimère de E1, suivi du double-trimère de 

E1 sont formés alors que E2 est exclu du complexe (493, 496, 497). Ce complexe est 

suffisant pour ouvrir l’ADN pour la formation de la double-hélicase sous sa forme active. 

Le réplisome cellulaire constitué entre autres des protéines RPA, Topo I, Hsp40, Hsp70 et 

l’ADN polymérase primase alpha, est recruté à l’ori pour initier la réplication 

bidirectionnelle du génome viral (395-397). Chaque hexamère encercle un ADN simple 

brin pour le déroulement du génome viral en avant de la fourche de réplication (498, 499).  

Récemment, la structure de l’hélicase E1 de VPB1 liée sur de l’ADN simple brin a 

été résolue et montre que l’hélicase forme un anneau autour de l’ADN (500). L’orientation 

3’ vers 5’ de l’hélicase serait produite par le mécanisme de « l’escalier roulant en spiral» où 

un résidu de phosphate de sucre se retrouvant en 5’ dans le canal est contacté par la 

structure en épingle à cheveux d’un monomère de E1 et est alors redirigé vers le 3’ suite à 

l’hydrolyse de l’ATP (222). Le mécanisme est dynamique puisque le nucléotide suivant est 

alors chargé dans le canal de l’hélicase. Les interactions entre monomères de E1 seraient 

suffisantes pour induire les changements de conformation de l’hélicase (501). 
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Figure 1.10 Assemblage de l’hélicase de E1 sur l’origine de réplication 

minimale. Représentation schématique de l’assemblage du double-hexamère de 

E1. Les protéines E1 et E2 sont recrutées à l’ori pour la formation successive du 

complexe E1-E2-ori, du double-trimère et du double-hexamère de E1. Les 

facteurs cellulaires impliqués dans la réplication de l’ADN viral (l’ADN 

polymérase α, RPA et Topo1 notamment) sont ensuite recrutés. Selon Bergvall, 

Melendy et Archambault (2013) (222). 

 

 

L’ADN viral est maintenu en un nombre de copies constant lors de la phase de 

maintien du cycle viral et serait obtenu par deux mécanismes. Le premier mode, dit 

ordonné, permet la réplication de l’ADN une fois seulement au cours de la phase S tel 

qu’observé pour le virus Epstein-Barr (502, 503). Le deuxième mode, dit aléatoire, permet 
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la réplication de quelques épisomes seulement plusieurs fois par phase S, indiquant que ce 

type de réplication serait indépendant de la protéine E1 (268, 504). Bien que le mode exact 

de réplication de l’ADN soit encore controversé, une étude indique que ces deux approches 

ne sont pas incompatibles et seraient dictés par la cellule hôte (266, 504). Le génome du 

VPH16 est répliqué une fois par phase S dans les cellules W12, mais d’une manière 

aléatoire dans les cellules NIKS telle qu’observée pour le VPH31 (266). La surexpression 

de E1 dans les cellules W12 changerait la réplication vers un mode aléatoire. 

 

1.4 Expression des gènes viraux 

L’expression des gènes des PVs dépend de la machinerie transcriptionnelle de l’hôte 

dont l’holoenzyme est composé de l’ARN polymérase II, des facteurs de transcription 

généraux (GTF pour general transcription factor) TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF et 

TFIIH et du complexe médiateur (coactivateur). L’assemblage du complexe de préinitiation 

de la transcription requiert la liaison de TBP (TATA-binding protein), une sous-unité de 

TFIID, et le recrutement séquentiel des autres GTF et du complexe médiateur (revu dans 

(505). La présence de sites de facteur de transcription sur les régions promotrices permet de 

réguler l’expression des gènes en augmentant l’affinité des GTF pour le promoteur et en 

stimulant l’activité de l’ARN polymérase.  

La transcription des gènes des PVs par les promoteurs précoces et tardifs se fait sur 

le brin positif de l’ADN viral. Le promoteur précoce (p97, p105 et p97, pour les VPHs 

16,18 et 31, respectivement) est retrouvé dans le segment 3’ du LCR tandis que le 

promoteur tardif (p670, p811 et p742, pour les VPHs 16,18 et 31, respectivement) est 

retrouvé dans le cadre de lecture de E7 (506). Quelques promoteurs alternatifs ont été 

identifiés pour le VPH16 et 18 (428, 462, 507). Les ARNm produit par les différents 

promoteurs sont polycistroniques et subissent l’épissage à partir de divers sites (508). Les 

ARNm précoces et tardifs sont polyadénylés au site de polyadénylation précoce (pAE) situé 

en amont du gène L2 et au site de polyadénylation tardif (pAL) situé dans le LCR pour les 

transcrits précoces et tardifs, respectivement (508, 509). La plupart des gènes précoces sont 

transcrits à partir du promoteur précoce viral et sont exprimés le long du cycle viral. 

Toutefois, leur expression est souvent réduite dans les phases tardives. La protéine E4 est 
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une exception puisqu’elle est principalement exprimée tardivement lors de l’infection. Les 

gènes tardifs sont plutôt transcrits à partir du promoteur tardif. L’expression des gènes, 

autant par le promoteur précoce et tardif, est régulée par une panoplie de FT viraux et 

cellulaires avec des sites de liaison dans le LCR.  

 

1.4.1 Organisation de la longue région de contrôle 

La chromatine est empaquetée par les nucléosomes qui sont constitués d’octamère 

de 2 copies des histones H2A, H2B, H3 et H4 (revu dans (510)). Les nucléosomes régulent 

l’expression des gènes en contrôlant l’accès des FT et de la machinerie de transcription sur 

l’ADN. Les queues des histones subissent plusieurs modifications covalentes telles que 

l’acétylation chez les histones H3 et H4 (AcH3 et AcH4, respectivement) et la 

diméthylation de lysines spécifiques (2meH3K4) qui permettent le relâchement de l’ADN 

et donc un meilleur accès des FT. Le génome des VPHs est également associé aux 

nucléosomes (176, 177, 398, 511). Deux de ces nucléosomes sont positionnés dans la 

région centrale du LCR et chevauchent l’ori et le promoteur précoce du VPH16 et module 

l’accès à l’ADN viral, la régulation de la transcription et de la réplication virale (511). La 

présence de nucléosomes sur l’ADN viral varie selon l’état de différentiation des cellules 

infectées (176). Alors, que les histones AcH3, AcH4 et 2meH3K4 sont plus fortement 

associés au promoteur précoce dans des cellules non-différenciées (un indicatif que la 

transcription est active), il y a une plus grande présence de ces mêmes histones sur le 

promoteur tardif dans les cellules différenciées, ce qui corrèle avec l’induction de la 

transcription des gènes tardifs (176).  

 

1.4.2 Structure de la longue région de contrôle 

Le LCR est un segment non-codant du génome viral qui contient le promoteur 

précoce et plusieurs séquences régulatrices nécessaires à la modulation de l’expression des 

gènes précoces des PVs (revu dans (409) et (512)). Un schéma du LCR du VPH33 est 

présenté à la figure 1.11. D’une longueur approximative de 800 pb, le LCR est compris 

entre les cadres de lecture des gènes L1 et E6 en 5’ et en 3’, respectivement. Il existe peu 

d’homologie entre la séquence nucléotidique du LCR des différents PVs sinon la présence 
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de quatre E2BS, de sites pour des FT tels que AP1, SP1 et YY1, d’une ori et du promoteur 

précoce. Le LCR est divisible en trois régions distinctes: la région en 3’ à proximité du 

gène de E6, la région centrale et la région en 5’ à proximité du gène L1. 

 

Figure 1.11 Structure de la longue région de contrôle du VPH33. Le LCR du 

VPH33 est une région non-codante de 924 pb qui est flanquée par les cadres de 

lectures de L1 et E6 à ses extrémités 5’ et 3’, respectivement. Le LCR est 

divisible en trois régions fonctionnellement distinctes : la région 5’, la région 

amplificatrice centrale et la région 3’. La présence de quatre sites de liaison pour 

E2 (E2BS1-4) et d’un site pour la liaison de l’hélicase de E1 sont des 

caractéristiques conservées chez les VPHs. Le LCR du VPH33 porte également 

une parfaite duplication de 79 pb. Les sites potentiels pour les facteurs cellulaires 

YY1, AP1, Oct-1, NF1, C/EBPβ, USF, Sp1 et pour TFIID sont indiqués. 

L’origine de réplication est indiquée par une flèche.  

 

 

La région 3’ du LCR est délimitée par E2BS3 et par le codon initiateur de E6. Cette 

région contient le site d’initiation de la transcription (TSS) en aval de la boîte TATA 

(consensus : TATAAA). L’initiation de la transcription nécessite également la liaison 
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d’activateurs tels que Sp1 et AP1, dont leurs sites de liaison sont à proximité de la boîte 

TATA. La région 3’ contient une région dite silencieuse où un site de liaison pour la 

protéine de déplacement CCAAT ou CDP/Cut (CCAAT displacement protein aussi référée 

à human Cut protein (Cut)) est retrouvé chez le VPH16 (513, 514). Ce facteur est 

spécifiquement exprimé dans les cellules basales de l’épithélium et non dans les cellules 

différenciées, suggérant son implication dans le couplage de la transcription des gènes 

viraux durant les différentes étapes du cycle viral (515). 

Les sites E2BS1, E2BS2 et Sp1 flanquent la boîte TATA. L’occupation de ces sites 

par leur facteur respectif permet donc de contrôler l’activation de la transcription et de la 

réplication virale. La liaison de Sp1 et de E2 est mutuellement exclusive (516). À une haute 

concentration de E2, Sp1 est déplacé, ce qui active la réplication du génome viral et inhibe 

la transcription (517-519). Ainsi, la protéine E2 est responsable de réguler négativement 

l’activité transcriptionnelle du LCR en compétitionnant pour la liaison à l’ADN avec le 

complexe d’initiation de la transcription (518-520). La répression induite par E2 est levée 

par la mutation des sites E2 à proximité du promoteur (521). La région 3’ porte également 

l’ori qui consiste en plusieurs sites de liaison pour la protéine E1 flanqués de deux sites de 

liaison de E2 (E2BS1 et E2BS2) de chaque côté et de séquences régulatrices adjacentes 

(voir section 1.3 de cette thèse).  

La région centrale du LCR, ou région amplificatrice, est comprise entre les sites 

E2BS3 et E2BS4. La fonction première de ce segment est d’induire l’activation de la 

transcription dans les cellules épithéliales (522). Cette région contribue donc à la 

détermination du tropisme cellulaire des VPHs (523-525). Ainsi, cette région active la 

transcription chez le VPH18 dans des lignées cellulaires de CC telles que les cellules HeLa 

et SiHa et non dans des cellules d’origine non-épithéliale (526). La région centrale contient 

plusieurs sites de liaison pour des activateurs tels que NF1, AP1 et Oct1 (409, 527). La 

région amplificatrice minimale du VPH16 et 18 contient des sites pour les facteurs encore 

inconnus PEF-1 (papillomavirus enhancer binding factor 1) et KRF-1 (keratinocyte 

specific factor 1), respectivement (528-530). La région centrale contient également des sites 

de liaison pour les récepteurs des glucocorticoïdes (GRE) et de la progestérone (PR) qui 

induit l’activation du LCR du VPH16, ce qui contribuerait à la transformation des cellules 
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infectées et corrèlerait avec un risque plus élevé de développer le CC chez les femmes 

ayant eu plusieurs grossesses (531-534) 

 

Finalement, la région 5’, délimitée par le codon de terminaison de L1 et par E2BS4, 

contient le site de polyadénylation tardif. Cette région est impliquée dans l’activation de la 

transcription chez le VPH31, dans une moindre mesure que la région centrale, de par le site 

E2BS4 activateur (410-412), mais aurait une activité inhibitrice chez le VPH6 (535, 536). 

La région 5’ contribue également à la modulation de la réplication virale, car la délétion de 

cette région dans le VPH31 augmente la réplication transitoire et stable du génome viral 

(537). Cette région contient également plusieurs motifs d’attachement à la matrice qui 

permettent l’adhésion des épisomes viraux à la matrice nucléaire dans les cellules infectées 

(538, 539). Ces motifs sont importants pour l’activation de l’expression génique qui serait 

favorisée par le rapprochement du génome viral aux éléments nécessaires à la transcription. 

La matrice nucléaire consiste en du matériel insoluble de type fibrogranulaire qui 

contiendrait entre autre de la lamine, des ribonucléoprotéines, des polymérases et certains 

FT (540).  

 

1.4.3 Fonction de l’amplificateur 

Telle que mentionné précédemment, plusieurs activateurs de la transcription lient la 

région centrale du LCR. Le recrutement de ces éléments favorise la formation de 

l’amplificateur (enhanceosome), un complexe nucléoprotéique d’ordre supérieur, et permet 

l’organisation des FT en un agencement tridimensionnel qui stimule l’assemblage du 

complexe de pré-initiation de la transcription (PIC) (541). L’amplificateur permet la 

modification physique de l’ADN viral et favorise un recrutement séquentiel et optimal de la 

machinerie transcriptionnelle sur le promoteur de façon spécifique en réponse à un stimulus 

donné (542, 543). Ainsi, la fonction de l’amplificateur est de permettre l’activation 

coopérative et synergique de l’expression des gènes précoces par plusieurs éléments 

activateurs. L’amplificateur du VPH18 est constitué entre autre de la protéine architecturale 

HMG‐I(Y) (high-mobility-group), du co-activateur CBP/p300 et plusieurs autres FT (543). 

La présence d’un site AP1 est essentielle pour l’assemblage de l’amplificateur au niveau de 

la région amplificatrice du LCR (543). L’amplificateur du VPH18 semblerait être 
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spécifique au type cellulaire, ce qui expliquerait en partie le fait que ce LCR soit 

particulièrement actif dans les cellules HeLa (541, 544, 545). La conservation du site de 

liaison pour AP1 suggère que la formation de l’amplificateur est un processus important 

pour l’activation du LCR chez les VPHs.  

 

1.4.4 Détermination du tropisme des VPHs 

La phylogénétique des PVs basée sur l’homologie de la séquence nucléotidique 

reflète assez bien leur pathogénicité. De ce fait, les VPHs-HR et -BR sont classés dans le 

groupe des alpha-papillomavirus. Les PVs appartenant à ce genre présentent certaines 

différences au niveau de leur tropisme. Ainsi, les VPHs-HR et le VPH6 infectent 

préférablement les muqueuses génitales tandis que le VPH11 est souvent retrouvé dans la 

région oropharyngée (546-548). Certains VPHs du groupe alpha tels que le VPH7 infectent 

plutôt des sites cutanés (549). Le mécanisme à la base de la diversité du tropisme des VPHs 

au sein du même groupe n’a pas encore été élucidé, mais des différences dans la régulation 

de l’expression génique virale pourraient, en partie, contribuer à fournir cette spécificité 

(550-552). De ce fait, les VPHs muqueux sont habituellement plus actifs dans des cellules 

des muqueuses telles que les lignées de CC que dans les lignées cutanées telles que les 

cellules HaCat (550, 553-555). La région centrale du LCR semblerait être impliquée dans la 

détermination du tropisme des VPHs, bien que le mécanisme exact derrière ce phénomène 

soit encore inconnu (409). Il est possible qu’un facteur de transcription exprimé dans les 

cellules épithéliales induise cette spécificité, mais aucune étude ne peut démontrer sans 

équivoque un rôle pour un facteur en particulier excepté peut-être le facteur KRF-1 ou PEF-

1 dont leur liaison n’a été montré que sur le LCR du VPH18 et VPH16 (409, 528-530). 

D’un autre côté, la spécificité pourrait être plutôt fournie par plusieurs FT ubiquitaires 

(556). Effectivement, l’amplificateur qui se formerait seulement dans les cellules 

compétentes pour le cycle viral pourrait participer à la spécificité de l’activité 

transcriptionnelle des VPHs (541, 543). Une troisième hypothèse est qu’un cofacteur 

spécifique encore inconnu serait recruté au LCR par l’interaction avec une autre protéine 

cellulaire ou même après la formation de l’amplificateur. 

 



 

51 

 

1.4.5 Rôles des facteurs de transcription dans la régulation de l’expression 

génique 

Les FT sont classifiés en familles distinctes selon la similarité du domaine de liaison 

à l’ADN. Ainsi, il existe 4 grandes classes de FT qui sont les suivantes : les facteurs 

contenant un homéodomaine, les protéines contenant un doigt de zinc, les protéines 

contenant une glissière de leucine et les facteurs de types hélice-spirale-hélice (557, 558). 

Les FT lient de courtes séquences nucléotidiques spécifiques formant des homo- et des 

hétérodimères entre membres de la même famille ou de classe différente.  

Les VPHs affichent des activités transcriptionnelles différentes qui varient selon le 

contexte cellulaire, ce qui reflète probablement les interactomes distincts de chacun des 

types (545, 559-563). La multitude de combinaisons possibles permet de diversifier la 

régulation de l’expression génique de ces VPHs. Plusieurs facteurs de transcription 

interagissent avec le LCR du VPH tels que Sp1, AP1, C/EBP, NF1, Oct-1 et YY1. Les 

prochaines sections se veulent une revue des publications les plus significatives sur le rôle 

de ces facteurs dans la modulation de l’expression des gènes viraux.  

 

1.4.5.1 La protéine E2 

Une des fonctions de la protéine virale E2 est de moduler l’expression des gènes 

précoces viraux. En fonction de sa concentration et de l’occupation de ses sites, la protéine 

E2 induit la répression ou l’activation de la transcription des gènes des PVs (voir section 

1.2.4 de cette thèse). La protéine reconnaît et lie la séquence consensus 5’-ACC(N)6GGT-

3’, où les nucléotides espaceurs (N) sont préférablement riches en AT (223, 564). Le 

nombre de sites (habituellement de quatre) ainsi que leur localisation dans le LCR sont 

assez conservés chez les VPHs muqueux du groupe alpha. Le nombre de E2BS dans le 

génome des PVs du groupe beta est assez variable pouvant aller jusqu’à une occurrence de 

17 sites chez le VPB1, tel que montré par des essais d’empreintes de l’ADN et de retard sur 

gel, et dont plusieurs sont atypiques et ne correspondent pas au consensus (223, 565). Le 

site distal du promoteur (E2BS4) active la transcription tandis que les sites à proximité du 

promoteur (E2BS3, -2 et -1) agissent plutôt comme répresseur (170, 410-412, 517). En 

général, plusieurs sites pour des FT cellulaires chevauchent les sites de E2 et peuvent donc 
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moduler l’activité de E2 selon leur occupation (409, 566). À noter que E2BS1, E2BS2 et 

E2BS3 flanquent les sites de liaison de E1 et sont requis pour la réplication optimale de 

l’ADN virale et pour la production de particules virales (487, 567, 568). 

 

1.4.5.2 Sp1 et AP1 

Un site Sp1 a été initialement identifié dans la région promotrice du VPH16 et 

VPH18 par des essais de retard sur gel (518, 569, 570). L’analyse de la séquence de 

différents LCR indique  que ce site est hautement conservé chez les VPHs (409). Sp1 est un 

important activateur de l’expression génique des VPHs et sa liaison sur le LCR est modulée 

par l’occupation de sites pour le répresseur YY1 et pour la protéine virale E2 (517, 521, 

571). Les niveaux de Sp1 sont plus élevés dans les cellules épithéliales que dans les 

fibroblastes, indiquant que Sp1 joue un rôle dans la spécificité de la transcription (572). 

AP1 est impliqué dans la régulation de la prolifération, la transformation cellulaire et 

l’apoptose (revu dans (573). AP1 est composé d’homodimère ou d’hétérodimère des 

membres de la famille Jun (Jun, JunB et JunD), Fos (FosB, Fra-1 et Fra-2), et ATF 

(activating transcription factor) (ATFα, ATF-2 et ATF-3) (574). AP1 reconnait la séquence 

consensus 5′-TGA(G/C)TCA-3′ (575). L’expression différentielle des membres des 

familles Jun et Fos dans différents tissus et par leur partenaires d’interaction permet la 

formation d’une multitude de dimères avec des fonctions distinctes (541, 574, 576, 577). 

AP1 est un activateur important de l’expression génique des PVs et pourrait être impliqué 

dans la spécificité de l’activation de la transcription virale dans les cellules épithéliales 

(527, 578-581). Plusieurs sites de liaison pour AP1 sont présents dans la région centrale et 

dans le 3’ du LCR, dont deux sont hautement conservés chez les VPHs autant par rapport à 

leurs positions qu’à leurs fonctions sur la modulation de l’expression des gènes viraux tels 

que montré par des essais de retard sur gel ou d’empreinte de l’ADN et par des essais 

fonctionnels (582-587). Toutefois, la stimulation de la région centrale du LCR chez le 

VPH11 ne dépendrait pas de ce facteur contrairement aux VPHs-HR (588). À noter que 

l’interaction de AP1 sur le LCR serait à l’origine de la formation de l’amplificateur chez le 

VPH18 (541).  
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1.4.5.3 NF1 et Oct-1/2 

NF1 est impliqué dans le développement des tissus et dans la différentiation 

cellulaire (revu dans (589)). Alors que NF1 active et réprime la transcription cellulaire, il 

semblerait que ce facteur n’agisse que comme un activateur de l’expression des PVs (409). 

Des essais d’empreintes de l’ADN montrent que NF1 lie plusieurs motifs 5-TTGGC-3 

contenus dans la région centrale du LCR du VPH16 (590). La régulation de la transcription 

virale par NF1 semblerait être un mécanisme commun chez les PVs alors que la présence 

de sites de liaison est une caractéristique conservée chez la plupart des types (578, 588, 

590-592). Le facteur Oct-1 est impliqué dans la répression de la transcription du VPH18 

dont plusieurs sites sont trouvés dans la région centrale du LCR (593, 594). Un site pour le 

facteur KRF-1 qui chevauche un de ces éléments induit l’activation du LCR du VPH18 par 

compétition pour la liaison à l’ADN avec Oct-1 (530). Chez le VPH16, Oct-1 activerait 

plutôt l’expression des gènes par son interaction avec NF1 et dépendrait de la présence de 

Oct-2, un autre membre de la famille POU (595-597).  

 

1.4.5.4 YY1 

YY1 appartient à la famille des protéines à doigt de zinc. Ce facteur est un 

régulateur important de l’expression d’un grand nombre de gènes impliqués dans la 

prolifération et la différentiation cellulaire (revu dans (598)) et de la transcription chez le 

VIH et le virus de l’herpès simplex de type 1(599, 600). YY1 est également un élément 

important pour la régulation de l’expression des gènes précoces des VPHs en agissant 

autant comme un activateur que comme un répresseur transcriptionnel. Le LCR des VPHs 

de type 16 et 18 contiendrait une dizaine de sites YY1 dont quelques-uns ont bien 

caractérisés dans des essais de retard sur gel (571, 601, 602). Certains de ces sites 

chevauchent des sites AP1 et Sp1 et induiraient la répression de l’activité transcriptionnelle 

par compétition pour la liaison à l’ADN (571, 601, 603-605). Chez le VPH31, YY1 est 

important pour induire l’activité de la région centrale amplificatrice (536).  

YY1 peut exercer une double fonction sur l’activité promotrice chez certains PVs 

(602, 606). Ainsi, pour le VPH18, YY1 induit la répression du LCR dans les cellules 

HepG2 (602, 607, 608), mais, en interagissant avec C/EBPβ, peut également induire 

l’activation du LCR dans les cellules HeLa (609). La surexpression de YY1 pourrait 
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contribuer à la progression du cancer du sein ou de la prostate (610, 611). Dans les cas de 

CC, les niveaux de YY1 sont plus élevés que dans les tissus normaux (612, 613). Plusieurs 

variantes de VPH contenant des polymorphismes ou des délétions dans des sites YY1 ont 

été identifiées (603, 605, 614, 615). La mutation de ces sites résulte en l’augmentation de 

l’expression des oncogènes E6 et E7 et de la réplication de l’ADN (603, 605, 614, 615). 

Ainsi, la dérégulation de la répression induite par YY1 serait associée à un plus grand 

risque de développer le CC. Finalement, il semblerait qu’YY1 inhibe la réplication de 

l’ADN viral en interagissant avec la protéine virale E2 dans un système acellulaire de 

réplication d’un plasmide contenant l’origine de réplication du VPH18 (616). 

 

1.4.5.5 C/EBPβ 

Le facteur de transcription C/EBPβ (CCAAT/Enhancer-binding Protein β) ou 

nuclear factor of interleukin 6 (NF-IL6) qui appartient à la famille des protéines contenant 

une glissière de leucine régule une multitude de gènes impliqués dans l’immunité, la 

réponse inflammatoire et la différentiation cellulaire notamment (revu dans (617) et (618)). 

L’expression de C/EBPβ est régulée par la voie de signalisation dépendante des AMPc via 

des sites Cre (élément de réponse à l’AMPc) situés dans le promoteur (619-622). Fait 

intéressant, un site C/EBPβ est également retrouvé dans le promoteur du gène de CEBPB, 

indiquant que ce FT peut autoréguler son expression (623, 624). C/EBPβ reconnaît 

préférablement la séquence consensus 5’-ATTGCGCAAT-3’ (617, 618). Les nucléotides 

aux positions +/-3 et +/-4 suivi de la position +/-2 dans un demi-site (ATTGC) sont les plus 

importants pour la liaison de C/EBPβ, indiquant qu’une certaine dégénérescence des autres 

positions est permise (618, 625). C/EBPβ peut interagir avec d’autres membres de sa 

famille (C/EBPα par exemple) et de la famille des bZIP (ATF et CREB) ainsi qu’avec 

d’autres éléments régulateurs tels que NF-κB, GR, c-Myb, CBP/p300 et HDAC1 (revu dans 

(618),(617) et (626)).  

Trois isoformes de C/EBPβ peuvent être obtenus par l’utilisation de sites initiateurs 

de la traduction alternatifs (627). Deux de ces isoformes, LAP* (38 kDa) et LAP (35 kDa) 

ou communément appelé LAP pour liver-enriched activator proteins, sont des activateurs 

de la transcription. Le troisième isoforme LIP (20kDa) pour liver-enriched inhibitory 

protein est un répresseur de l’expression des gènes. Les isoformes LAP et LIP contiennent 
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un DBD et un domaine de dimérisation (bZIP) en C-terminal. La différence majeure entre 

ces deux isoformes est que LIP est dépourvu du TAD et de certaines séquences régulatrices 

présentes en N-terminal de LAP (voir Fig. 1.12). Bien que la présence du DBD soit 

commune aux deux isoformes, l’affinité de LIP pour certaines séquences d’ADN est 

meilleure (627). Finalement, la phosphorylation de certains résidus de C/EBPβ par ERK2 et 

PKC altère son affinité de liaison à l’ADN et module l’activité de transactivation (618, 

625). 

 

Figure 1.12 Représentation schématique des différents membres de la famille 

C/EBP. Les 6 membres de la famille C/EBP (α, β, δ, ε, γ et ζ) sont représentés 

selon l’homologie du domaine de transactivation (TAD), des régions régulatrices 

(Reg), de la région basique (B) et du domaine de dimérisation de type glissière de 

leucine (Zip). Les modifications post-traductionnelles sont également indiquées 

(Sumo, Ac et Phos. étant sumoylation, acétylation et phosphorylation, 

respectivement). Les flèches représentent les sites d’initiation de la traduction 

alternatifs donnant lieu à la production de différents isoformes. D’après Tsukada 

et al. (2011) (618).  
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 Les fonctions activatrices et inhibitrices de C/EBPβ sont déterminées en partie par 

l’expression relative des différents isoformes (ratio LAP/LIP) (563, 628). Alors que 

l’isoforme LAP est habituellement le mieux exprimé dans plusieurs types cellulaires (626), 

la surexpression de LIP par rapport à LAP favoriserait la tumorigenèse (629). 

Effectivement, l’expression de LIP est élevée dans les cancers du sein, de l’endomètre, des 

ovaires et colorectal (630-634). L’utilisation d’inhibiteurs de mTOR contribuerait à réduire 

les niveaux de LIP et à rétablir la balance LAP/LIP (629). 

Le facteur C/EBPβ a été originellement identifié comme un répresseur de 

l’expression des gènes du VPH11 et 16 (584, 635-638). Certains sites C/EBPβ superposent 

des éléments pour AP1 et NF1, suggérant que C/EBPβ induit la répression par la 

compétition pour la liaison à l’ADN. Néanmoins, plusieurs études montrent que C/EBPβ 

pourrait avoir une double fonction régulatrice au sein de la même séquence promotrice 

dépendent du contexte cellulaire (562, 609). Ainsi, la surexpression de C/EBPβ résulte en 

la transactivation du LCR du VPH11 dans les C33A, mais en la répression dans les 

kératinocytes primaires (562, 637). Cette répression serait dépendante d’un site pour YY1 à 

proximité du promoteur. Dans un système de culture organotypique en radeau de cellules 

épithéliales, la mutation des sites C/EBP dans le LCR du VPH11 résulterait en 

l’augmentation de l’expression des gènes viraux dans des cellules prolifératives (639). Dans 

le cas du VPH18, son activité transcriptionnelle élevée dans les cellules HeLa dépends 

d’une région dite de transition (switch region) où la liaison d’un complexe constitué de 

YY1 et C/EBPβ est observée (602, 609). Dans les cellules HepG2, chez lesquelles le LCR 

du VPH18 n’est pas actif, le complexe YY1-C/EBPβ n’est pas détecté sur l’ADN. La 

surexpression de C/EBPβ induit la dissociation du complexe dans les cellules HeLa, 

causant la répression du LCR du VPH18, mais active le LCR dans les cellules HepG2 suite 

à la formation du complexe (606). Ensemble, ces résultats suggèrent que les partenaires 

d’interaction de C/EBPβ peuvent également moduler les fonctions de ce dernier. 

Dans des cellules non-différenciées, LIP est la forme la mieux exprimée, ce qui 

corrèle avec l’état de répression observé dans les cellules non-différenciée chez la plupart 

des VPHs étudiés (628). Lors de la différentiation cellulaire, les niveaux de LAP restent 

stables, mais ceux de LIP diminuent significativement, ce qui permettrait l’activation du 

promoteur tardif. Une étude récente suggère que l’expression des oncogènes E6 et E7 du 



 

57 

 

VPH16 peut altérer l’activité transcriptionnelle de C/EBP et pourrait donc moduler 

l’expression des gènes-cibles de ce facteur (640). Chez les VPHs cutanés, l’oncoprotéine 

E7 ciblerait C/EBPβ et inhiberait sa capacité à induire l’expression de CCL20, un chimio-

attractant important pour la migration des cellules de Langerhans dans l’épithélium (641). 

Les niveaux de CCL20 sont appauvris chez les individus atteints d’EV, indiquant que 

C/EBPβ serait impliqué dans la carcinogénèse des VPHs cutanés.  

 

1.4.6 Autres facteurs de régulation de l’expression des gènes 

Plusieurs VPHs contiennent des éléments de réponse aux glucocorticoïdes (GRE). 

La fonction des GRE est encore méconnue. Chez le VPH18, la mutation d’un élément GRE 

situé à proximité du promoteur E6/E7 induit l’activité transcriptionnelle (587, 642). 

Toutefois, la mutation du motif GRE n’a aucun effet sur l’activité transcriptionnelle du 

VPH31 dans un système de culture organotypique en radeau de cellules épithéliales (639).  

Quelques études indiquent que les cytokines peuvent moduler l’expression des 

gènes des VPHs. Une première étude a montré que TNF-α et IL-1 sont des répresseurs de 

l’activité transcriptionnelle du LCR du VPH16, mais aucun effet n’a été observé pour IL-6 

et IFN-γ (643). L’expression des cytokines TGF-β1 et TGF-β2, IFN-α et IFN-γ a un effet 

répresseur sur l’activité transcriptionnelle du LCR du VPH16 (644). Un criblage à haut 

débit basé sur la transfection stable de kératinocytes avec un rapporteur dont l’expression 

est sous le contrôle du LCR du VPH16 a permis d’identifier IL-4, IL-13, TGF-β1, TGF-β2, 

TGF-β3, TNF-α, IFN-α et IFN-β comme des inhibiteurs de l’expression génique (645). 

Chez les VPHs cutanés de type 5 et 8, il a été observé que TGF-β1, TGF-β2 et TGF-β3 

inhibaient l’activité transcriptionnelle chez le premier type seulement alors que IFN-α et 

IFN-β inhibent la transcription chez les deux types (554). Ainsi, la production de cytokines 

contribuerait à la défense de l’hôte contre les infections par le VPH en diminuant 

l’expression des oncogènes E6 et E7. Toutefois, les VPHs ont développé plusieurs 

mécanismes pour prévenir l’activation du système immunitaire de l’hôte (discuté à la 

section 1.1.6). 

Finalement, la méthylation des CpG dans les sites de liaison pour E2 du LCR est 

fréquemment observée (646). L’hyperméthylation du LCR semble corrélée avec une 
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expression accrue des oncogènes (171, 647-651), ce qui pourrait expliquer le fait que la 

méthylation du génome viral est associée à un risque plus élevé de développer un CC (648).  

 

1.4.7 Promoteur tardif 

La plupart des transcrits tardifs sont produits à partir du promoteur situé dans le 

cadre de lecture de E7 (p742 chez VPH31 et p670 chez le VPH16) et sont exprimés lors de 

la différentiation cellulaire (652-655). Ce promoteur génère plusieurs transcrits à partir de 

plusieurs sites d’initiation de la transcription et par l’épissage de E1 (177, 656-658). Des 

fonctions dans la régulation de la transcription tardive sont attribuables à C/EBPβ, Oct-1 et 

YY1 (176, 628, 659). Le promoteur tardif est également réprimé par CDP chez le VPH6 et 

16 (515, 660). Des éléments régulateurs contenus dans la région amplificatrice du LCR 

contribuent aussi à la régulation du promoteur tardif, alors que leurs délétions réduisent 

l’activité du promoteur tardif (176). Tel que mentionné précédemment, l’expression de E4 

précède celles des gènes tardifs, indiquant un rôle de E4 dans les phases tardives du cycle 

viral (161). Effectivement, la protéine virale E1
˄
E4 contribuerait à activer la transcription 

tardive et la réplication du génome du VPH31 dans des cellules différenciées (661). La 

protéine virale E6 peut également induire l’activation du promoteur tardif du VPH8 en 

interagissant avec CBP/p300 (662).  

 

1.4.8 Transition de l’expression des gènes viraux précoces et tardifs 

Le promoteur précoce viral est plus actif dans les cellules prolifératives alors que le 

promoteur tardif est habituellement réprimé. Lors de la différentiation cellulaire, une 

transition survient dans la transcription induisant donc une augmentation de la production 

des transcrits à partir du promoteur tardif et une répression de l’expression des oncogènes 

E6 et E7 (652, 656, 657). Le mécanisme exact régissant la transition entre l’expression des 

gènes précoces et tardifs est encore inconnu, mais serait probablement le résultat du 

recrutement différentiel des FT durant les différentes étapes du cycle viral. L’utilisation 

d’un système de culture organotypique en radeau de cellules épithéliales permet d’étudier 

non seulement les fonctions du promoteur précoce et tardif, mais également la transition 

précoce-tardive de l’expression des gènes viraux.  
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Lors de la différentiation des kératinocytes primaires, une réorganisation de la 

composition des FT sur le LCR est observée (663). Les résultats les plus frappants 

concernent C/EBPβ. Ainsi dans les kératinocytes non-différenciés, C/EBPβ est fortement 

associé au LCR du VPH31, indiquant que ce facteur régule l’expression génique précoce du 

VPH31 (663). Dans une autre étude, C/EBPβ a été davantage retrouvé sur le promoteur 

précoce lors de la différentiation alors que les niveaux sur le promoteur tardif sont 

inchangés (176). Ceci indiquerait que ce facteur aurait une double fonction dans les cellules 

différenciées : réprimer le promoteur précoce et activer la transcription tardive. Dans une 

autre étude, utilisant cette fois-ci des micropuces d’ADN et de protéines, une trentaine de 

facteurs qui lient le LCR du VPH16 dans des cellules W12 ont été identifiés (664). Parmi 

ces facteurs, les niveaux d’AP1, NF1 et YY1, c-Myb et NFAT sur le LCR ont fluctué selon 

l’état de différentiation cellulaire, suggérant qu’ils contribuent à la régulation de la 

transition précoce-tardive de l’expression génique du VPH16.  

Finalement, l’amplification virale étant également couplée à la différentiation 

cellulaire, l’augmentation du nombre de copies du génome pourrait également contribuer à 

l’enrichissement des transcrits tardifs (272, 654, 655, 665). Des éléments régulateurs 

d’ARN présents dans certaines régions codantes du génome des VPHs joueraient un rôle 

dans la régulation post-transcriptionnelle de la transition précoce-tardive de l’expression 

des gènes viraux en contrôlant l’épissage alternatif des ARNm (revu dans (666)). Ces 

éléments sont nécessaires pour la production de transcrits précoces et pour l’inhibition de la 

transcription tardive dans les cellules non-différenciées (508, 667-670). 

 

1.4.9 Étude de la liaison des facteurs de transcription 

L’analyse par empreinte de la déoxyribonucléase I (ADNase I), les essais de retard 

sur gel et l’immunoprécipitation de la chromatine sont des techniques classiques pour 

étudier la liaison de FT sur l’ADN des PVs (176, 409, 514, 592, 602, 635, 636, 664, 671). 

L’analyse computationnelle des séquences régulatrices du VPH permet de prédire assez 

fidèlement les sites de liaison des FT grâce à l’utilisation de bases de données telles que 

Transfac® (672) et JASPAR (673). La comparaison simultanée de plusieurs séquences 

permet d’identifier quels sont les sites les mieux conservés et qui contribueraient à la 

régulation générale de l’expression des gènes viraux. Ainsi, la conservation des sites pour 
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les facteurs AP1, Oct-1, NF1, Sp1 et YY1 chez plusieurs VPHs muqueux indique une 

fonction préservée dans la modulation de la transcription virale (409). L’identification d’un 

motif conservé chez plusieurs VPHs pourrait fournir un point de départ pour l’étude de 

l’interaction avec des nouvelles protéines.  

Les prédictions de sites pour un FT donné sont habituellement basées sur 

l’utilisation d’une matrice de pondération des positions (ou position weight matrix) où la 

variabilité pour une position dans la séquence nucléotidique est caractérisée. Les séquences 

logos pour les TF peuvent être obtenues à partir des larges banques de données telles que 

Transfac et JASPAR (672, 673) et dont les interactions TF-ADN, qui ont servi pour ces 

analyses, ont été validés notamment par des études de ChIP-seq et DNAse-seq. Ce type de 

matrice permet d’identifier les séquences les plus fréquemment retrouvées. Cette matrice 

part du principe que chaque position contribue indépendamment à la liaison globale d’un 

TF. Toutefois, certaines études montrent qu’il existe une certaine interdépendance des 

positions i.e. que l’effet d’une base sur l’affinité serait influencé par l’identité d’un 

nucléotide ailleurs dans la séquence (674, 675). La contribution d’une base donnée dans la 

liaison totale peut être facilement quantifiée dans des études de polarisation de la 

fluorescence (voir chapitre 4 de cette thèse). Les changements d’énergie pour chaque 

substitution peuvent par la suite être utilisés pour la construction d’une matrice énergétique 

qui, cette fois-ci, permettra d’identifier les sites avec une haute affinité pour un TF donné.  

 

1.4.10 Étude des fonctions des facteurs de transcription 

La présence d’un motif de liaison pour un facteur de transcription spécifique 

n’indique pas systématiquement que ce facteur joue un rôle dans la régulation de 

l’expression génique. Il est donc nécessaire de coupler les études d’identification des sites 

de liaison de facteurs cellulaire avec des essais fonctionnels.  

 

1.4.10.1 Essai de rapporteurs de gènes 

L’étude des effets fonctionnels des différents FT sur l’expression génique se base 

sur l’utilisation de cultures cellulaires primaires ou de lignées immortalisées. Pour étudier 
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l’activité transcriptionnelle basale du LCR, plusieurs utilisent des essais de rapporteur de 

gène luciférase ou de la chloramphénicol acétyltransférase couplés à la mutagenèse des 

éléments régulateurs (507, 545, 550, 554, 569, 593, 665, 676-678). Les effets de 

l’expression exogène des FT (515, 545, 679), de la progestérone et de l’estrogène (680), des 

corticostéroïdes (561) et des cytokines (554, 645) sur l’activité du LCR peuvent également 

être étudiés (515, 679). 

Nous avons conçu un essai pour l’étude de l’activité transcriptionnelle du LCR du 

VPH33 dans les cellules C33A, HeLa et U2OS. Cet essai est basé sur la transfection d’une 

quantité croissante d’un plasmide exprimant la Renilla luciférase (Rluc) sous le contrôle du 

LCR du VPH33 et d’une quantité constante d’un autre plasmide exprimant cette fois-ci la 

firefly luciférase (Fluc), toujours sous le contrôle du LCR, qui sert comme contrôle interne 

pour l’efficacité de transfection (voir chapitres 2,3 et 4 pour les protocoles complets). Ainsi, 

l’augmentation du signal Rluc corrèle avec l’activité du LCR. Avec le signal de la Fluc, il 

est possible de normaliser les valeurs en calculant le ratio Rluc/Fluc, ce qui permet de 

comparer facilement l’activité transcriptionnelle d’un type avec un autre et ce, dans 

plusieurs types cellulaires. Notre essai est très sensible, ce qui est particulièrement utile 

pour l’étude des effets fonctionnels des polymorphismes dans le LCR dont certains ont un 

effet assez modeste sur l’expression des gènes viraux (voir chapitre 2 de cette thèse). Le 

désavantage principal est que seul l’activité du promoteur précoce à l’état d’équilibre 

(steady-state) peut être mesurée dans notre essai, ce qui ne permet pas de reconstituer le 

cycle viral complet. Par contre, notre système serait facilement adaptable pour l’étude de la 

transition de l’expression génique virale dans un système organotypique en radeau de 

cellules épithéliales. 

 

1.4.10.2 Système de culture organotypique en radeau de cellules épithéliales 

Le développement de culture organotypique en radeau de cellules épithéliales 

permet de récapituler assez bien le cycle viral lié à la différentiation cellulaire (681). Cette 

technique est utilisée dans l’étude de l’amplification virale, pour l’analyse des fonctions des 

FT dans la modulation des promoteurs viraux, mais aussi dans la transition précoce/tardive 

de l’expression des gènes viraux et ce, selon l’état de différentiation cellulaire (527, 654, 

655). Brièvement, les kératinocytes sont cultivés sur une matrice de collagène et de 
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fibroblastes qui servent de support dans un milieu permissif à la prolifération. Les cellules 

sont ensuite placées dans une interface air-liquide. Les kératinocytes se différencient en 

stratification de manière similaire à un véritable épithélium (271, 682). Plusieurs lignées 

cellulaires immortalisées peuvent être utilisées notamment celles dérivées de lésion 

intraépithéliale, les cellules W12 et CIN612, qui contiennent l’épisome du VPH16 et 

VPH31, respectivement (277, 655, 657, 683-685). Des cellules primaires préalablement 

transfectées avec un plasmide portant le génome du VPH à l’étude ou infectées par un 

rétrovirus recombinant peuvent être utilisées, mais du fait de l’inconsistance du bagage 

génétique, plusieurs variations dans les résultats sont observées chez les cellules de 

différents donneurs (605, 686-690). Les kératinocytes peuvent également être cultivé en 

une monocouche ou dans un milieu de suspension et leur différentiation induite par 

l’utilisation d’un milieu de culture riche en calcium ou l’ajout de méthylcellulose, 

respectivement (561, 664, 665, 691, 692). Les cellules NIKS, une lignée de kératinocytes 

spontanément immortalisées sont souvent utilisées pour l’étude de l’amplification virale et 

de la transcription tardive chez ce type (266, 274). 

 

1.5 Variantes du virus du papillome humain 

Les VPHs ont co-évolué avec les différentes populations humaines (693). Les VPHs 

accumulent des mutations dans leur génome de manière similaire à leurs hôtes puisque la 

réplication de l’ADN viral dépend de la machinerie réplicative cellulaire. La recombinaison 

entre différents virus serait possible quoique extrêmement rare (694). Néanmoins, 

l’accumulation de polymorphismes dans le temps serait à la base de la grande diversité des 

PVs. 

 

1.5.1 Caractérisation des variantes 

La classification conventionnelle des différents isolats de VPH est basée sur 

l’homologie du cadre de lecture de L1, un des gènes les mieux conservés des PVs (voir 

section 1.1.1 de cette thèse). La plupart des études sur la variabilité intra-typique des VPHs 

se basent sur la comparaison des séquences d’ADN du LCR et/ou des cadres de lecture de 
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E6 et E7 (72, 695-701). Les variantes du VPH16 et VPH18 ont été originellement 

classifiées en des termes «géo-ethniques» selon leurs appartenances à certaines 

populations-cibles et régions (par exemple la variante européenne, africaine et asiatique) 

(699, 702). Toutefois, l’étude des variantes autres que celles des types 16 et 18 montre 

l’absence d’une distribution géographique préférentielle pour les variantes des types 31 et 

33 (5, 703). Ceci, combiné à l’identification continuelle de nombreuses variantes dans 

différentes cohortes, a incité les taxonomistes à réviser la classification des variantes. Le 

groupe de Robert D. Burk a été le premier à proposer une classification des variantes en des 

termes alphanumériques qui se base sur l’homologie de la séquence nucléotidique de 

génomes entiers (702).  

Les variations qui définissent une lignée sont retrouvées chez toutes les populations 

étudiées. Par contre, la présence de polymorphismes uniques dans chaque étude est un 

indicatif de l’évolution constante des PVs selon un processus de fixation de la lignée 

(lineage fixation) où un groupe de polymorphismes se fixe et devient une caractéristique 

propre à une lignée donnée (703, 704). Par exemple, les variantes du VPH33 sont classées 

dans 3 lignées majeures: A (divisée en 3 sous-lignées A1, A2 et A3), B et C. Cette dernière 

est rare et est retrouvée seulement en Afrique (5). Nous avons récemment associés 

C7732G, une caractéristique de la sous-lignée A2, à un plus grand risque de développer un 

HSIL (72). La caractérisation des variations propres à la sous-lignée A2 est présentée dans 

le deuxième chapitre de cette thèse. Brièvement, nous montrons que C7732G par elle-

même augmente l’activité transcriptionnelle du LCR du VPH33 de 25% seulement ((705). 

Toutefois, la combinaison de C7732G avec une délétion de 79-pb et deux variations 

spécifiques à A2 contribue à augmenter l’activité du LCR des variantes A2 de deux fois 

celle du prototype de la sous-lignée A1 (705).  

 

1.5.2 Pathogénicité des variantes 

Les VPHs sont associés à des potentiels oncogéniques différents; le type 16 étant le 

plus prévalent dans le CC (706). De plus en plus d’études montrent que quelques variantes 

du VPH16 sont étroitement associées à un risque plus élevé de progression vers le cancer 

invasif. Il s’agit des variantes non-européennes classifiées dans les lignées B, C et D, 

originellement les variantes Af-1, Af-2 et asiatique-américaine (AA), respectivement. 
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L’association d’une lignée de variantes avec un plus grand risque de développer un CC 

pour les autres types de VPH est moins documentée. Du fait que plusieurs groupes utilisent 

des études de cas/contrôles et se basent sur un nombre faible de participantes, il n’existe 

donc pas de consensus sur l’apport des variantes des VPHs de type 18, 31, 33, 52 et 58 au 

processus de carcinogénèse. Toutefois, il semblerait qu’en général l’infection aux variantes 

non-prototypiques des types 18, 31, 33, 35, 52 et 58 est associé avec un plus grand risque 

de persistance de l’infection et/ou de développer des lésions de haut-grade (CIN2/3 ou 

HSIL selon l’étude), deux facteurs de risque importants pour la progression du CC  (72, 

698, 700, 701, 707-710). D’autres études sur les types moins prévalents sont nécessaires 

pour mieux déterminer l’implication des variations génomiques sur la pathogénicité des 

VPHs. Les tableaux 1.1 à 1.4 récapitulent les conclusions générales des études sur les 

variantes des types dont l’apport dans le développement de CC est significatif.  

 

1.5.3 Implications fonctionnelles des variations 

Tel que discuté dans une section antérieure, les variations dans le génome viral 

peuvent augmenter le potentiel oncogénique des variantes en altérant les niveaux 

d’expression des gènes viraux et de la réplication virale (696, 711-715), en potentialisant 

les activités d’immortalisation et de transformation des oncoprotéines E6 et E7 (716-718) et 

possiblement en altérant l’immunogénicité des épitopes de L1 (719). Il semblerait 

également que certains sites pour des microARNs soient créés dans la région non-codante 

entre les cadres de lecture de E5 et L2 et qui pourraient altérer l’expression de L2 (720).  

Une association existe entre les variantes oncogéniques et une augmentation de ces 

activités, en particulier de l’activité transcriptionnelle des variantes non-Européennes du 

VPH16 (58, 711, 714). Ainsi, les variations nucléotidiques peuvent affecter l’histoire 

naturelle de l’infection au VPH, rendant certains isolats plus oncogéniques que d’autres.  

Les articles présentés dans cette thèse indiquent que ceci est possiblement le cas 

pour les variantes du VPH33 de la sous-lignée A2 et pour la variante rare LCR10 de la 

lignée B. Nos résultats indiquent que la contribution de quelques variations est suffisante 

pour moduler significativement l’expression génique virale (705). De plus, l’altération de la 

séquence d’un site pour C/EBPβ module positivement la transcription virale du VPH33, 
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indiquant que C/EBPβ est un régulateur important de l’expression génique virale. Ainsi, les 

variations naturelles dans le LCR du VPH33 contribuent à augmenter le potentiel 

oncogénique des variantes. 
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Tableau 1.1 Études sur les variantes du VPH16. 

 

  

Région 

séquencée 

Association des variantes 

avec la dysplasie cervicale 

Effets fonctionnelles Références 

Génome 

complet 

Risque élevé de CIN2/3 et CC 

des variantes non-Européennes  

(OR, 4.6 [IC 95%, 1.1-20.2]; 

p=.05) 

 Freitas et al. 

(2014) (58) 

 

LCR et E6  Pas d’association significative 

avec le développement de CC 

 Marongiu et al. 

(2014) (695) 

E6 Pas d’association significative 

avec le développement de CC 

 Qmichou et al. 

(2013) (721) 

Génome 

complet 

Présence de variations dans L2 

est associée au CC (p=.0002) 

Perte de sites de liaison pour certains 

miARNs entre les cadres de lecture de E5 et 

L2 chez les variantes E 

Mandal et al. 

(2013) (720) 

LCR et E6 Risque élevé de HSIL et CC 

des variantes As chez des 

Thaïlandaises 

(OR, 4.4 [IC 95%, 1.0-18.5]; 

p=.042) 

Activité transcriptionnelle accrue chez les 

variantes E, AS et AA dans des cellules 

C33A 

Pientong et al. 

(2013) (696) 

LCR Pas d’association significative 

avec le développement de CC 

 Niccoli et al. 

(2012) (722) 

LCR et E6 Association des variantes non-

prototypiques (L83V) à un 

risque accru de HSIL (p=.04) 

Activité transcriptionnelle accrue de la 

variante US56 dans les cellules C33A (2 fois 

plus que le PT) 

Kammer et al. 

(2002) (697) 

E6 ND Activité de transformation accrue chez les 

variantes AA  

Cornet et al. 

(2012) (716) 

E6 Risque élevé de CIN2/3 des 

variantes AA chez des 

Costaricaines 

(OR, 1.7 [IC 95%, 1.0-3.2]; 

p=.07) 

 Smith et al. 

(2011) (723) 

LCR ND Activité transcriptionnelle réduite des 

variantes non-prototypique dans les cellules 

HeLa et HaCat (jusqu’à 3 fois moins que 

celle du PT) 

Lei et al. (2011) 

(724) 

7
0
 

7
1
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Tableau 1.1 (suite) Études sur les variantes du VPH16. 

 

  

Région 

séquencée 

Association des variantes avec la 

dysplasie cervicale 

Effets fonctionnelles des 

variations 

Références 

E6 Pas d’association significative avec 

le développement de CC 

 Sanchez et al. 

(2011) (725) 

E6 et E7 ND Activité de transformation et 

d’immortalisation de 

kératinocytes primaires accrue 

chez la variante AA de E7 

Richard et al. 

(2010) (717) 

E6 Association des variantes AA avec 

le développement d’adénocarcinome 

(p <0.05) 

 Quint et al. 

(2010) (726) 

E6 Risque élevé de HSIL et CC des 

varaintes non-Européennes chez des 

Américaines (OR, 3.8 [IC 95%, 1.3-

10.7]) 

 Zuna et al. 

(2009) (727) 

E6 Risque élevé de CC des variantes As 

(OR, 7.3 [IC 95%, 1.3-40.5]; 

p=.022) 

Risque moins élevé de CC des 

variantes E (OR, 0.137 [IC 95%, 

0.025-0.76]; p=.022) 

 Chopjitt et al. 

(2009) (728) 

E6 Association des variantes L83V 

avec la persistance (OR, 3.0 [IC 

95%, 1.4-6.7]) et la progression 

(OR, 6.2 [IC 95%, 2.7-14.3]) de 

l’infection  

 Grodzi et al. 

(2006) (729) 

LCR  Activité réplicative accrue des 

variantes NA et AA (jusqu’à 

20 fois par rapport au PT) 

Hubert (2005) 

(714) 

E6 Risque élevé de CC des variantes 

non-Européennes chez des 

Mexicaines (OR, 5.1 [IC 95%, 1.1-

26.6]) 

 Del Refugio 

Gonzalez-Losa 

et al. (2004) 

(730) 

E6 Risque élevé de CC des variantes 

AA à chez des Mexicaines 

(OR, 27.0 [IC 95%, 6.4-113.7]) 

 Berumen et al. 

(2001) (731) 

E6 Association des variantes L83V à un 

risque accru de CC (p < 0.001) 

 Andersson et al. 

(2000) (732) 
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Tableau 1.1 (suite) Études sur les variantes du VPH16. 

 

 

  

Région 

séquencée 

Association des variantes avec la 

dysplasie cervicale 

Effets fonctionnelles Références 

E6 Risque élevé de CIN2/3 des 

variantes non-Européennes (OR, 

6.5 [IC 95%, 1.6-27.2]) 

 Xi et al. 

(1997) (733) 

LCR et E6 Risque élevé de CIN2/3 des 

variantes As chez des Chinoises 

(OR, 5.0 [IC 95%, 2.9-8.3]) 

Risque moins élevé de CIN2/3 des 

variantes E chez des Chinoises 

(OR, 0.2 [IC 95%, 0.1-0.3]) 

 Sun et al. 

(2013) (734) 

LCR ND Activité du LCR des variantes AA 

et NA est 2-3 fois plus élevée que 

la variante E dans les C33A  

Kammer et al. 

(2000) (711) 

LCR et E2 Risque élevé de HSIL et CC des 

variantes non-Européennes 

Activité du LCR de la variante 

AA est 2 fois plus élevée que la 

variante E dans les C33A  

Veress et al. 

(1999) (712) 

LCR Pas d’association significative avec 

le développement de CC 

 Junes-Gill et 

al. (2008) 

(735) 

LCR Risque élevé de CC des variantes 

non-Européennes chez des 

Taiwanaises (OR, 10.7 [IC 95%, 

1.6-451.1]; p=.0049) 

 Chang et al. 

(2013) (736) 

LCR et E6 Risque élevé de CC des variantes 

Af chez des Portugaises (p=.006) 

 Pista et al. 

(2007) (737) 

E6  Activité de dégradation de p53 est 

accrue chez les variantes de E6 du 

VPH16 dans un essai de 

dégradation de p53  

Mesplède et 

al. (2012) 

(718) 

 

LCR et E6 Risque élevé de CIN3 de la 

variante D (OR, 3.1 [IC 95%, 1.1-

12.9]; p=.04) chez des Portugaises 

 Perez et al. 

(2014) (738) 

LCR, E6 et 

E7 

Risque élevé de CIN3 des 

variantes Af-2 (OR ajusté, 2.7 [IC 

95%, 1.0-7.0]) et AA (OR, 3.1 [IC 

95%, 1.6-6.0])  

 Xi et al. 

(2007) (698) 
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Tableau 1.2 Études sur les variantes du VPH18. 

 

 

  

Région 

séquencée 

Association des variantes avec 

la dysplasie cervicale 

Effets fonctionnelles Références 

LCR et E6 Pas d’association significative 

avec le développement de CC 

 Chen et al. 

(2015) (699) 

LCR ND Activité transcriptionnelle réduite de 

la variante Af 

Variation de l’activité 

transcriptionnelle de la variante AA 

varie selon le type cellulaire (plus 

active dans les C33A et SiHa que les 

HeLa) 

Lopez-

Saavedra et al. 

(2009) (739) 

E1 ND Activité réplicative accrue de la 

variante Af (2-3 fois plus élevée que 

la variante E) 

Amador-

Molina et al. 

(2013) (715) 

LCR ND Activité transcriptionnelle accrue des 

variantes non-européennes (jusqu’à 8 

fois plus pour variante AA comparée 

à la variante E) 

Sichero, 

Franco et Villa 

(2005) 

(713) 

LCR, E6 et 

E7 

Risque élevé de CIN3 des 

variantes Af (OR ajusté, 3.8 [IC 

95%, 0.9-17.2]) et E (OR 

ajusté, 4.8 [IC 95%, 1.0-23.6])  

 Xi et al. (2007) 

(698) 

LCR et E6 Association de la variante E 

avec le développement de CC 

(p=0.039) chez des Mexicaines 

 Lizano et al. 

(2006) (700) 
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Tableau 1.3 Études sur les variantes des VPH31 et VPH33. 

 

  

Génome Région 

séquencée 

Association des variantes 

avec la dysplasie cervicale 

Effets fonctionnelles Références 

HPV31 LCR ND Activité transcriptionnelle 

accrue des variantes B et C 

dans les cellules C33A 

(jusqu’à 12 fois plus que les 

variantes A) 

Ferenczi et 

al. (2013)  

(740) 

HPV31 LCR, E6 et 

E7 

Pas d’association 

significative avec le 

développement de CC 

 Gagnon et al. 

(2005) 

(741) 

HPV31 E6 et E7 Pas d’association 

significative avec le 

développement de CC 

 Chagas et al. 

(2013) (742) 

HPV31 LCR, E6 et 

E7 

Association des variantes B 

avec la persistance de 

l’infection chez des 

Africaines-Américaines 

(OR, 2.1 [IC 95%, 1.2-3.5]) 

 Xi et al. 

(2013) (707) 

HPV31 LCR, E6 et 

E7 

Risque élevé de CIN2/3 des 

variantes A (OR, 1.7 [IC 

95%, 1.0-2.9) et B (OR, 2.2 

[IC 95%, 1.2-3.9])  

 Xi et al. 

(2012) (708) 

HPV31 E6 et E7 Pas d’association 

significative avec le 

développement de CC 

 Chagas et al. 

(2011) (743) 

HPV31 

 

LCR, E6 et 

E7  

Risque élevé de CIN2/3 des 

variantes A (OR, 1.7 [IC 

95%, 1.0-2.8]; p=.02) et B 

(OR, 2.2 [IC 95%, 1.3-4.1]; 

p=.02) 

 Xi et al. 

(2014) (744) 

HPV33 E6 et E7 Risque élevé de CC des 

variantes A en Afrique (OR, 

9.4 [IC 95%, 1.9-51.4]) et en 

Europe (OR, 43.2 [IC 95%, 

4.0-1945]) 

 Chen et al. 

(2014) (745) 

HPV33 LCR, E6 et 

E7 

Risque élevé de HSIL des 

variantes non-prototypiques 

(C7732G) 

(OR, 9.2 [IC 95%, 1.8-45.9]) 

 Khouadri et 

al. (2006) 

(72) 

HPV33 LCR, E6 et 

E7 

Association des variantes 

non-prototypiques (délétion 

de 79pb) avec la persistance 

de l’infection (OR, 1.8 [IC 

95%, 1.2-2.7]) 

 Gagnon et al. 

(2004) (701) 
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Tableau 1.4 Études sur les variantes des VPH35, VPH52 et VPH58. 

  

Génome Région 

séquencée 

Association des variantes avec la 

dysplasie cervicale 

Effets 

fonctionnelles 

Références 

HPV35 LCR, E6 et 

E7 

Association des variantes non-

prototypiques avec la persistance de 

l’infection 

(OR, 2.6 [IC 95%, 1.4-4.6]) 

 Gagnon et al. 

(2004) (701) 

HPV52 LCR, E6, E7 

et E1 

Pas d’association significative avec le 

développement de CC 

 Zhang et al. 

(2014) (746) 

HPV52 LCR et E6  Risque élevé de CIN2/3 des variantes de 

la délétion 7695 (LCR) (OR, 4.9 [IC 

95%, 1.2-20.8] et des variations T7744C 

(LCR) (OR, 5.7 [IC 95%, 1.1-32.0] et 

K93R (E6) (OR, 6.9 [IC 95%, 1.3-36.8]  

 Formentin et 

al. (2013) 

(709) 

HPV52 LCR. E6, E7 

et L1 

Pas d’association significative avec le 

développement de CC 

 Sun et al. 

(2012) (747) 

HPV52 LCR Association des variantes non-

prototypiques à la persistance de 

l’infection (OR, 14.1 [IC 95%, 1.1-200.0] 

 Aho et al. 

(2004) (748) 

HPV52 

 

LCR, E6 et 

E7 

Risque élevé de CIN2/3 des variantes C 

tel que confirmé par cytologie (OR, 5.2 

[IC 95%, 1.0-27.6]) et par histologie 

(OR, 7.6 [IC 95%, 1.3-43.8]) chez des 

Taiwanaises 

 Chang et al. 

(2011) (749) 

HPV56 LCR Pas d’association significative avec le 

développement de CC 

 Rodrigues-

Coutlée et al. 

(2013) (750) 

HPV58 E6 et E7 Association de la variante E6/E7-HK-2 

au développement de CIN2/3 

 Chan et al. 

(2002) (710) 

HPV58 LCR, E6, 

E7, E5, E2 

et L1 

Pas d’association significative avec le 

développement de CC 

 Chan et al. 

(2011) (751) 
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1.6 Buts du projet de recherche 

Nous avons précédemment investigué l’association entre des variations naturelles 

du LCR retrouvées chez des isolats du VPH33 et le grade de lésions intraépithéliales in 

vivo (72, 701). La présence d’une délétion de 79-pb et de C7732G ont été associées à la 

persistance de l’infection et au développement de HSIL, respectivement, deux facteurs 

prédictifs de la progression de l’infection au VPH vers le cancer. Tel que discuté 

précédemment, les variantes des VPH16 et 18 associées avec un potentiel oncogénique plus 

élevé présentent également une augmentation de leur activité de transcription (696, 711, 

713, 714, 716, 717, 739), ce qui pourrait être le cas pour les variantes de LCR du VPH33. 

Le premier but de ce projet de recherche est d’analyser les effets fonctionnels des variations 

du LCR, en particulier pour la délétion de 79-pb et C7732G, sur l’activité transcriptionnelle 

du LCR afin de déterminer si leur association avec un risque plus élevé de progression de 

l’infection corrèle avec une activité transcriptionnelle accrue. Afin d’analyser l’activité de 

ces variantes, nous avons conçu un essai de transcription transitoire basé sur l’expression 

d’un gène rapporteur qui permettra de mesurer le niveau d’activité des LCRs des variantes 

du VPH33 suite à la transfection dans les cellules C33A et HeLa. Brièvement, nous 

montrons que trois variations propres à la sous-lignée A2 (C7537A, C7732G et A7879G) 

ainsi qu’une délétion de 79-pb contribuent à augmenter l’activité transcriptionnelle des 

variantes du groupe A2 par rapport au prototype. Les conclusions de notre étude sont 

présentées dans le deuxième chapitre de cette thèse. 

La plupart des études sur la variabilité des VPHs se basent uniquement sur l’analyse 

de la séquence nucléotidique afin de déterminer quels sont les sites de facteurs de 

transcription altérés par les polymorphismes, mais peu entreprennent des études de 

validation de concept pour confirmer l’implication réelle d’un facteur cellulaire dans la 

régulation de l’expression des gènes viraux (679, 719, 734, 739, 752). Ainsi, le deuxième 

but de ce projet est de caractériser la variante rare du VPH33, LCR10, qui présente une 

activité transcriptionnelle élevée par rapport au prototype et d’identifier le ou les éléments 

régulateurs responsables de ce phénotype. Nous montrons que l’augmentation de l’activité 

du LCR10 est due à une variation unique T7791C qui altère la séquence d’un site 

répresseur C/EBPβ. Nous identifions un second site C/EBPβ, cette fois-ci, impliqué dans 
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l’activation de l’activité du LCR. Les conclusions de cette étude sont présentées dans le 

chapitre troisième de cette thèse.  

Finalement, le troisième but de nos recherches est de déterminer la prévalence des 

sites C/EBPβ chez 175 types de VPH. Nos études de prédictions qui se basent sur 

l’utilisation d’une matrices des énergies de l’interaction entre C/EBPβ et l’ADN indiquent 

que les sites C/EBPβ à haute-affinité sont conservés chez les VPHs muqueux, en particulier 

deux groupes d’éléments qui seraient homologues aux deux sites répresseurs et activateurs 

retrouvés chez le VPH33. Les conclusions de cette dernière étude sont présentées dans le 

chapitre quatrième de cette thèse. 
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Chapitre deuxième : La combinaison de variations 

nucléotidiques spécifiques module l’activité 

transcriptionnelle des variantes de la longue région de 

contrôle du virus du papillome humain de type 33 
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2.1 Mise en contexte de l’article 

Il est connu que certaines variantes du VPH16 sont plus pathogènes du fait de leur 

activité de transcription élevée. Un de nos laboratoires a précédemment montré que 

certaines variantes du VPH33 contenant la variation C7732G et une délétion de 79 pb dans 

le LCR étaient associées à un risque plus élevé de développer un HSIL et de persistance de 

l’infection au VPH33, respectivement (72, 700). Ces variations dans le LCR peuvent 

affecter l’activité transcriptionnelle si elles sont situées dans des sites pour des FT. Le but 

de cette étude est d’investiguer l’effet de C7732G, de la délétion et d’autres 

polymorphismes dans le LCR sur l’expression génique virale. À noter que cet article sera 

soumis pour publication prochainement. 

 

2.2 Contribution des auteurs 

J’ai réalisé toutes les expériences présentées dans ce manuscrit. J’ai également 

rédigé en grande partie cet article en collaboration avec Dr Jacques Archambault. 

Dr François Coutlée a participé dans la conception et la supervision de ce projet. Il a 

également contribué à la correction du manuscrit.  

Dr Jacques Archambault a participé à la conception et à la supervision du projet. Il a 

également grandement contribué à la rédaction et à la correction de cet article. 

 

2.3 Texte de l’article 

 

2.3.1 Abstract 

 

The human papillomavirus (HPV) Long Control Region (LCR) contains several binding-

sites for cellular transcription factors that regulate expression of the viral genome. Few 

studies have been conducted on the activity of the LCR from HPV type 33. Here, we 

sequenced the LCRs of the prototype and of variants representative of the worldwide 

diversity of HPV33 and assessed their transcriptional activities in C33A and HeLa cervical 
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carcinoma cells using a luciferase reporter-gene assay. The strength of the LCR was found 

to vary according to the phylogenetic classification of HPV33, with the LCRs from A2-

sublineage variants being the most active in C33A cells. Site-directed mutagenesis was 

used to establish that this enhanced activity arises from the combined effect of several 

weakly-acting variations, including a 79-bp deletion and a C7732G transversion previously 

associated with the persistence of the infection and the development of high-grade lesions, 

respectively, working in conjunction with two other polymorphisms, C7537A and A7879G. 

The stimulatory role of these variations was not as apparent in HeLa cells where the 

A7879G variation showed a strong repressive, rather than enhancing effect on transcription 

from the LCR. A fifth variation, A7874C, present in a single A1-sublineage variant was 

also identified that decreases the activity of the LCR in both C33A and HeLa cells. 

Collectively, these results indicate that the transcriptional activity of the HPV33 LCR is 

modulated by at least five distinct positively- and/or negatively-acting variations, whose 

combinatorial effect likely alter the oncogenic potential of A-lineage variants. 

 

Keywords. HPV, LCR, variants, phylogeny, gene expression. 

 

 

2.3.2 Introduction 

The persistence of high-risk human papillomavirus (HR-HPV) is an established risk 

factor for the development of cervical cancer (CC) [1, 2]. HR-HPV types, of which HPV16 is the 

most prevalent, favor cancer development by stimulating the proliferation of infected cells and 

preventing their apoptotic death, thus causing them to become immortal and genetically unstable. 

These effects result primarily from the ability of the HPV E6 and E7 oncoproteins to antagonize 

the p53 and pRb tumor suppressor pathways, respectively (reviewed in [3, 4]). Expression of 

these viral oncogenes is driven by the long control region (LCR), a regulatory sequence which 

contains binding sites for the viral E2 transcriptional repressor and for several cellular 

transcription factors (TF) such as AP-1, Sp1, YY1 and NF1 [5-7]. The LCR also contains 

binding sites for the viral E1 helicase which, together with E2, is necessary for replication of the 

viral episome. Overexpression of E6 and E7, a hallmark of HPV-associated cancer cells, often 
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occurs following integration of the viral genome into the host DNA, especially when the E2 open 

reading frame (ORF) is disrupted [5, 6]. 

 

The nucleotide sequence of the L1 ORF has been used to classify HPV isolates into types 

and variants. Viruses whose L1 sequences diverge by more than 2% are categorized as 

independent types, while those with ≤ 2% divergence are defined as variants. The LCR 

nucleotide sequence can differ by as much as 5% between variants as it is less evolutionarily 

constrained than coding genes [8]. Polymorphisms in the LCR and elsewhere in the viral genome 

can alter the behavior of individual HPV isolates. Studies on HPV16 and HPV18 identified 

variations in the LCR that increase E6 and E7 expression, as well as potentiate the ability of E6 

to target p53 for proteasomal degradation [9-11].  

 

Polymorphism in the LCR is commonly identified in cervical samples from women 

worldwide [12-15]. These variations could affect the association of TF with the LCR by creating, 

modifying or abolishing their binding sites, resulting in LCR variants with altered transcriptional 

activity. YY1 binding sites are often mutated or deleted in CC, leading to increased LCR activity, 

greater expression of the early viral genes and higher replication of the viral episome. [16, 17]. 

Similarly, the Asian-American and North-American HPV16 LCR variants exhibit higher 

transcriptional activity than the European prototype [18], which translates into enhanced viral 

DNA replication in cell culture models [19]. These findings provide a plausible rationale for the 

association of non-European HPV16 and HPV18 variants with a higher risk of developing high-

grade squamous intraepithelial lesions (HSILs) and CC [20-22]. 

 

The less studied variants of HPV31 and HPV33 have recently become the focus of more 

extensive analyses indicating that they are not associated with geographical locations or 

ethnicity, unlike HPV16 and HPV18 [12-15, 23]. We have previously reported that HPV33 

variants which lack one of the perfect 79-bp tandem repeats or which contain a C7732G 

transversion in their LCR, are associated with persistence of infection and progression to HSILs, 

respectively [13, 23], two well-established risk factors for CC development [24]. These 

variations were also found in HPV33 isolates described by other groups [12, 14, 15]. Chen et al. 

proposed to classify HPV33 variants into two main lineages, A and B, with the former being 
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divided into two sublineages, A1, which contains the prototype, and A2 [12, 25]. This 

classification highlights the C7732G variation as a hallmark of the A2-sublineage.  

 

In this study, the impact of the C7732G substitution and/or of the 79-bp deletion, on the 

transcriptional activity of the HPV33 LCR was analyzed using a luciferase-reporter gene assay to 

provide evidence that these polymorphisms can alter viral gene expression. Our results indicate 

that the C7732G variation and the 79-bp deletion function together with other polymorphisms to 

alter the activity of the LCR. This was particularly manifest for the A2-sublineage variants which 

exhibited the highest transcriptional activity in C33A cells compared to the prototypical LCR 

(LCR-PT). Moreover, the introduction of these variations into the LCR-PT was sufficient to 

reproduce the activity level of the A2-sublineage LCR6 variant in the C33A and HeLa cells. 

Together, these results emphasize the need to account for the combinatorial effect of weakly-

acting variations when studying the activity of the LCR. They also provide evidence that the 

phylogenetic classification of HPV33 variant reflects differences in LCR activity and raises the 

possibility that the A2-sublineage variants have a higher oncogenic potential due to increased 

oncogene expression. 

 

 

2.3.3 Materials and Methods 

 

DNA Sequence Analysis of HPV33 LCR Variants 

 

HPV33 LCRs were amplified from cervical samples and sequenced, each in two 

independent experiments (see [13, 23] for sample processing). All variations are reported 

according to the numbering scheme of the HPV33 reference genome (GenBank accession 

M12732.1).  

 

Phylogenetic Analysis 

 

LCR sequences were aligned using Clustal Omega [12, 14, 15] and used for the 

construction of a phylogenetic tree with EvolView [26]. 
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Plasmid Construction and Mutagenesis  

 

The LCR-PT-Fluc and LCR-PT-Rluc plasmids encoding the prototypical HPV33 

LCR (termed LCR-PT; nt 7094-7909 and 1-108 of the HPV33 genome) in front of the 

Firefly luciferase (Fluc) and Renilla luciferase (Rluc) coding region, respectively, were 

constructed by PCR amplification of LCR-PT from the reference genome using primers 

33LCR-MluI-FWD (5’-

GGGACGCGTACGCAAAAAGGTTAAAAAATAACACTTTGTG-3’, MluI site 

underlined) and 33LCR-NcoI-RV (5’-

GGCGTCTTCCATGGAGTCGTGCAGTACCTTACTGC-3’, NcoI site underlined) and 

cloning of the resulting amplicon between the MluI and NcoI restriction sites of the 

promoterless pGL3-Basic (Promega) and pGL3-Rluc plasmids. pGL3-Rluc was generated 

by amplifying the Rluc gene from the pRL vector [27] using primers Rluc-NcoI-FWD (5’-

GGGCCATGGATGACCAGCAAGGTG-3’, McoI site underlined) and Rluc-XbaI-RV (5’-

CCGCAGTCTAGATTACTGCTCGTTC-3’, XbaI site underlined) and subcloning of this 

amplicon between the NcoI and XbaI restriction sites of pGL3-Basic such as to replace the 

Fluc ORF by that of Rluc. HPV33 LCR variants were amplified and cloned into pGL3-Rluc 

as described above for LCR-PT. When indicated, mutations in the LCR were introduced 

using the QuikChange Site-Directed Mutagenesis kit (Stratagene). All constructs were 

verified by DNA sequencing.  

 

Cell Culture and Transfection 

 

The human cervical carcinoma C33A and human cervical adenocarcinoma HPV18-

positive HeLa cell lines were grown in Dulbecco’s Modification of Eagle’s Medium (DMEM) 

supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS), 50 I.U. of penicillin/ml, 50 µg of 

streptomycin/ml and 2 mM of L-glutamine (Wisent Bioproducts). Transfections were performed 

using the Lipofectamine 2000 reagent according to the manufacturer’s recommendations (cat. no. 

11668-500, Life Technologies). 

 

Luciferase-reporter Gene Transcription Assay 
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C33A and HeLa cells were plated 24 h prior to transfection in white flat-bottom 96-well plates 

(cat. no. 3917, Corning) at a density of 25 000 and 15 000 cells/well, respectively. Cells were 

transfected with increasing amounts of each LCR-Rluc plasmid (25, 50, 100 and 200 ng) and a 

fixed amount of LCR-PT-Fluc (25 ng) as an internal control. The pGL3-Rluc plasmid (200 ng) 

was used as a negative control. Both Fluc and Rluc activities were measured with the Dual-Glo 

luciferase assay system and a GloMaxTM 96-well luminometer (Promega) 24h post-transfection. 

For each condition, the activity of the LCR was determined from the Rluc/Fluc ratio and reported 

relative to the ratio obtained with 100 ng of LCR-PT, which was assigned a reference value of 

1.0. Each LCR-Rluc plasmid was tested in duplicates in at least 5 independent experiments.  

 

Statistical Analysis 

 

Statistical significance was tested by ANOVA with Dunnett’s post-hoc analysis. Statistics 

and AUC calculations were performed using GraphPad Prism version 6.00.  

 

Computational Analysis of Transcription Factor Binding Sites 

 

Putative TF binding sites in the HPV33 LCR were predicted with the PROMO 

software and version 8.3 of the TRANSFAC database [28, 29]. 

 

 

2.3.4 Results 

 

Nucleotide Sequence Diversity of HPV33 Long Control Region Variants 

 

We had previously sequenced a portion of the HPV33 LCR (nt 7337-7878) from 

cervical samples [13, 23]. The 79-bp deletion and C7732G variation (Fig. 1A) were 

associated with HPV33 persistence and HSILs, respectively. The complete LCR (nt 7094-

108) from eight variants containing the 79-bp deletion and/or C7732G variation (variants 4, 

5, 6, 7, 8, 9, 12 and 14 in [13, 23]) was sequenced. New and previously identified variations 
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were detected for a total of 26 polymorphisms when considering substitutions, insertions 

and deletions as individual variations (Table 2.1). LCR8 and LCR9 were the most 

polymorphic each with a total of 18 variations resulting in a 1.9% change in the LCR 

sequence. All LCRs contained the A81C transversion found in other HPV33 isolates; a C at 

this position is considered the correct nucleotide although it is replaced by an A in the 

reference sequence (GenBank: M12732.1).  

 

We found that several of our variants were also isolated in Asian and African 

cohorts consistent with the absence of a preferred geographical distribution for HPV33 [12, 

14, 15]. Namely, LCR5, LCR6, LCR7 and LCR8 correspond to INJP06456 (Thailand), 

INCC0137 (Thailand), IN241890 (Thailand) and RW136 (Rwanda), respectively. The 

cumulative number of variations found amongst HPV33 isolates indicate that up to 5.7% of 

the LCR sequence is subject to change. The phylogenetic tree presented in Fig. 2.1B shows 

that our LCR variants belong to the A- and B-lineages [12] and thus are representative of 

the worldwide HPV33 diversity. LCR12, which contains the intact 79-bp duplication and 

two variations including the previously unnoticed C7732T transition, was the closest to the 

A1-sublineage prototype [13, 23]. The LCR6 and LCR14 variants, which contain the 79-bp 

deletion and the C7732G variation, were grouped within the A2-sublineage, together with 

LCR5 which lacks the latter polymorphism. The remaining variants (LCR4, LCR7, LCR8 

and LCR9) belong to the B-lineage and contain the 79-bp deletion with additional B-

lineage variations. 

 

Transcriptional Activity of HPV33 LCR Variants 

 

To determine if the transcriptional activity of the LCR varies within and/or between 

(sub)lineages, the transcriptional activities of LCR-PT and variants were measured in a 

luciferase-reporter transcription assay. Briefly, plasmids encoding Rluc under the control of 

LCR-PT and variant LCRs were constructed and tested for Rluc expression in C33A and 

HeLa cells. A plasmid expressing Fluc from LCR-PT was used as an internal control to 

avoid the potential titration of cellular TF when Fluc is expressed from a stronger promoter 

such as pCMV. Transcriptional activities were determined from the Rluc/Fluc ratios 

measured at increasing amounts of LCR-Rluc plasmid and are presented relative to the ratio 
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obtained with 100 ng of LCR-PT, which was assigned a value of 1.0. The dose-response 

curves for each LCR were used to calculate the area under the curve (AUC) as an overall 

measure of transcriptional activity.  

 

Several observations were made from the results presented in Fig. 2.2. First, LCR 

variants that belong to the same (sub)lineage tend to have a similar transcriptional activity. 

For example, the A2-sublineage LCRs were the most active in C33A cells, with 

transcriptional levels 1.5 to 2-fold higher than those from the A1-sublineage and B-lineage. 

Second, the activity of some LCRs is noticeably different in C33A cells than in HeLa cells, 

as best exemplified by the A2-sublineage variants which were the strongest in C33A cells 

but similar to LCR-PT in HeLa cells. This likely reflects differences in the TF proteome of 

these cells and highlights the value of assessing LCR activity in different cell lines.  

 

The effect of specific variations could be inferred by comparing the activities of 

LCRs which diverge only at a few nucleotide positions. For example, LCR12 differs from 

LCR-PT by the presence of the C7732T and A7874C variations, indicating that its weaker 

activity in C33A and HeLa cells must be caused by either one or a combination of these 

differences. Similarly, comparison of the three A2-sublineage variants suggests that the 

A7686C variation is silent and that the C7732G transversion increases the transcriptional 

activity of LCR6 and LCR14. The comparison of LCR7 with LCR4 in HeLa cells indicated 

that deletion of T7404 accounts for the lower activity of LCR4. Comparison of LCR7 with 

LCR9 and LCR8 showed that the deletion and insertion at nucleotides 7412 and 7529 have 

little to no effect on its activity. Collectively, these results indicate that changes within the 

HPV33 LCR can alter its transcriptional activity, often in a cell type-dependent manner. 

While these studies suggest that the C7732G variation previously associated with HSILs 

can indeed increase the transcriptional activity of the LCR [13, 23], they provided little 

information on the effect of the 79-bp deletion that is linked to the persistence of the 

infection, as none of the variants contained this polymorphism alone. This prompted us to 

analyze the effect of the 79-bp deletion by introducing it into LCR-PT. 
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The 79-bp Deletion Potentiates the Transcriptional Stimulatory Effect of the C7732G 

Variation  

 

To determine its impact on transcriptional activity, the 79-bp deletion was 

introduced either individually or in combination with C7732G in LCR-PT. The deletion did 

not alter the activity of LCR-PT significantly in either cell lines (Fig. 2.3A-B). However, it 

was able to potentiate the stimulatory effect caused by C7732G in C33A cells as the 

combination of both variations increased LCR activity by approximately 50% (Fig. 2.3C).  

The deletion of both 79-bp copies reduced the LCR activity by 20-30% in both cell lines 

(Fig. 2.3C). Alone, the C7732G variation increased LCR activity by approximately 25% in 

C33A cells with little to no effect in HeLa cells.  

 

The stimulatory effect of C7732G prompted us to investigate if the related C7732T 

variation in LCR12 could also enhance transcription. Reversion of C7732T to the 

prototypical sequence (T7732C) was found to have little to no effect on the activity of 

LCR12 in C33A and in HeLa cells (Fig. 2.4A-B). In parallel, the introduction of T7732G in 

LCR12 increased its transcriptional activity by 25% in C33A cells (Fig. 2.4C). Thus, only a 

G at position 7732 increases the activity of the HPV33 LCR. Finally, LCR12 also contains 

the A7874C variation, which upon reversion, was found to reduce the activity of this LCR 

by 30% in C33A and by 80% in HeLa cells (Fig. 2.4A-B).  

 

Additional Variations Contribute to the Transcriptional Activity of A2-sublineage 

LCRs  

 

The results presented above indicate that the A2-lineage specific variation C7732G 

is sufficient to increase the activity of LCR-PT by 25%, and up to 50% when combined 

with the 79-bp deletion. LCR6 and LCR14 from the A2-sublineage contain this 

combination but their activity is almost twice that of LCR-PT in C33A cells (Fig. 2.2A and 

2.2C). The third member of the A2-sublineage, LCR5, lacks C7732G but is otherwise 

identical to LCR6. Accordingly, LCR5 is about 25% less active than LCR6 but is still 

significantly more potent than LCR-PT (Fig. 2.2 and confirmed in Fig. 2.5A and 2.5C). 

These observations suggested that additional variations contribute to the higher 
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transcriptional activity of A2-sublineage LCRs. To test this possibility, the four other A2-

sublineage specific variations, C7443T, C7537A, A7879G and C6G were reverted 

individually to the prototypical sequence in the context of LCR6. The results presented in 

Fig. 2.5 show that reversion of C7443T and C6G had little to no significant effect whereas 

reversion of C7537A or A7879G resulted in a 15-25% drop in LCR6 activity, in C33A 

cells. Interestingly, the A7879G variation (Fig. 2.5B and 2.5C) was found to have a strong 

repressive effect in HeLa cells as its reversion almost doubled (+ 95%) the activity of 

LCR6, thus explaining why the three A2-sublineage LCRs are not stronger than LCR-PT in 

this cell line.  

 

Finally, the introduction of the 79-bp deletion and of the A2-sublineage C7537A, 

C7732G and A7879G variations in the prototypical LCR resulted in a two-fold increased 

transcriptional activity in C33A cells but a 35% reduction in activity in HeLa cells (Fig. 

2.6). The combination of these variations accounts for the higher transcriptional activity of 

the A2-sublineage variants in C33A cells but this stimulatory effect is largely masked by 

the repressive nature of the A7879G variation in HeLa cells. Together, these results led us 

to conclude that the transcriptional activity of LCR6 in C33A and in HeLa cells arises from 

the combination of four weakly-acting variations, namely, the 79-bp deletion, C7732G, 

C7537A and A7879G.  

 

 

2.3.5 Discussion 

 

In this study, the complete LCRs from different HPV33 isolates found in cervical samples 

were sequenced and their transcriptional activity measured in C33A and HeLa cervical 

carcinoma cell lines using a reporter-gene assay. To our knowledge, this is the first study 

examining the structure and function of the HPV33 LCR. Phylogenetic analysis showed that our 

LCR variants span the three previously-described clades, the A1- and A2-sublineages and the B-

lineage, indicating that they are representative of HPV33 diversity [12]. This classification was 

originally based on the comparison of complete viral genome sequences [25, 30]. However, our 

classification of HPV33 variants solely based on the LCR sequence was sufficient to assign each 
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isolate to its correct clade. Thus, the LCR may be representative of the global evolutionary 

divergence of each variant.  

 

Several of the A1-sublineage and B-lineage LCR variants exhibited similar 

transcriptional activities as LCR-PT in C33A and in HeLa cells. The A2-sublineage LCRs 

exhibited transcriptional levels that were as much as 2-fold higher or lower than those of 

LCR-PT (e.g. LCR6 in C33A cells and LCR5 in HeLa cells; see Fig. 2.2)). Although a 2-

fold increase or decrease in transcriptional activity may seem modest, we note that Kämmer 

et al. measured a similar difference in LCR activity, of 3-fold, between HPV16 Asian-

American and North-American variants and the European reference in comparable reporter-

gene assays [18]. Remarkably, this 3-fold increase in LCR activity resulted in greater 

replication of these variant genomes (20-fold higher copy number than the prototype) in 

immortalized keratinocytes [31]. Small differences in LCR activity can therefore 

profoundly influence replication of the viral episome, presumably by modulating 

transcription of the early viral genes, including those encoding the replication proteins E1 

and E2. By analogy, we would expect that the enhanced LCR activity of A2-sublineage 

variants would stimulate their replication in cell culture models, although additional studies 

will be needed to ascertain this prediction. 

 

A large part of this study was dedicated to dissecting the contribution of individual 

variations to the transcriptional activity of the HPV33 LCR. Our results indicate that the 2-

fold higher activity of A2-sublineage LCR variants in C33A cells is caused by the 

combinatorial effect of the specific variations, C7537A, C7732G and G7879A and the loss 

of a 79-bp region (Fig. 2.5 and 2.6). The C7732G variation and 79-bp deletion are 

sufficient to stimulate the activity of the LCR by 50% (Fig. 2.3) while the C7537A and 

A7879G variations each confer an additional 25% increase in transcription in C33A cells 

(Fig. 2.4). The C7732G variation alone was sufficient to increase the activity of the HPV33 

LCR by 25% in C33A cells (Fig. 2.3). Similar experiments indicated that the 79-bp deletion 

had no effect on its own but that it could potentiate the stimulatory effect of C7732G. It is 

possible that deletion of a single copy of the duplicated 79-bp region is not sufficiently 

deleterious to alter the activity of the LCR under our assay conditions, due to the redundant 

function of the remaining copy. Accordingly, we found that removal of both 79-bp copies 
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reduced LCR activity by 20-30%, suggesting an important contribution of this region in 

viral gene expression (Fig. 2.3). Collectively, these results provide a molecular explanation 

for the association of the C7732G variation and the 79-bp deletion with an increased risk of 

developing HSILs and with the persistence of the infection, respectively [13, 23].  

 

Our results also raise the possibility that these variations act in conjunction with 

other co-segregating variations, such as C7537A and G7879A (see Fig. 2.4), which are 

specific to the A2-sublineage variants and modulate the strength of their LCR. The 

contribution of A7879G to the LCR activity is particularly interesting as it can be either 

stimulatory (+25% in C33A cells) or strongly repressive (- 95% in HeLa cells), depending 

on the cellular context (see Fig. 2.4). The A7874C variation, present only in the A1-

sublinage LCR12, is also strongly repressive in HeLa cells only. It would be of interest to 

determine if this variation accounts for the increased risk of progression to HSILs or worse 

reported for the A1-sublineage variants [32, 33]. 

 

Variations that affect the HPV33 LCR activity may create, alter or abolish binding 

sites for cellular TF. The 79-bp region contains putative binding sites for the cellular TFs 

USF (upstream stimulatory factor), NF-Y and c-Myb while the A2-lineage specific 

variation C7732G could abolish a binding site for USF and/or c-Myc , members of the 

basic helix-loop-helix-leucine zipper family which regulates genes involved in 

proliferation, stress response and cell cycle progression [34-36]. The A2-sublineage 

variations, C7537A, may increase LCR activity by altering a binding site for USF. 

Interestingly, the other A-lineage variations, A7879G and A7874C, could abolish a putative 

non-canonical site for AP1 (TAGGTCA, nt 7873-7879) which is not conserved in other 

HPV types. In addition, we noted that many of the variations  that affect the LCR activity 

differentially in C33A versus HeLa cells lie in putative binding sites for transcription 

factors that can function either as activators or repressors of transcription (e.g. USF and 

NF-Y), depending on the cellular context [34, 35, 37]. 

 

The differential effect of these variations may thus reflect the distinct TF proteomes 

and signalling pathways found in cervical carcinoma (C33A) and adenocarcinoma (HeLa) 

cells. In conclusion, this study indicates that HPV33 gene expression can be modulated by 
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several naturally-occurring variations that often act in combination to significantly alter the 

activity of the LCR. Such combination of polymorphisms may enhance the oncogenic 

potential of HPV33 variants, in particular those from the A2-sublineage. 
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2.3.7 Figures and Tables 
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Figure 2.1. Phylogeny of HPV33 Long Control Region variants. (A) Schematic 

representation of the HPV33 LCR. The 924-bp LCR is represented by a white line flanked 

on its 5’ and 3’ side by the L1 and E6 open reading frames, respectively. The locations of 4 

binding sites for the E2 transcriptional regulator and of a cluster of binding sites for the E1 

helicase, which are common features of the LCR from anogenital HPV types, are indicated. 

Black boxes in the central portion of the LCR represent the duplicated 79-bp region present 

in the HPV33 prototype. The location of the 79-bp deletion and of the C7732G variation 

(grey box) are indicated. Nucleotide (nt) are numbered according to the HPV33 reference 

genome (GenBank accession M12732.1). (B) Phylogenetic tree of HPV33 LCR variants. 

The complete sequences of the LCR from the indicated HPV33 isolates were aligned using 

the Clustal Omega program and their phylogenetic relationships represented by a tree 

constructed with the EvolView software. LCRs are grouped into the A1 and A2 sublineages 

and B lineage, as indicated. The arrow points to the HPV33 reference LCR. The eight LCR 

variants characterized in this study are boxed.  
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Figure 2.2 Transcriptional activity of HPV33 LCR variants in C33A and HeLa cells. 

A) Bar graph representing the transcriptional activity of the indicated variant LCRs, relative 

to that of the prototype (LCR-PT), in either C33A (A) or HeLa (B) cells. The activity of 

each LCR was measured in luciferase reporter-gene assays using increasing quantities of 

LCR-Rluc plasmid (25, 50, 100 and 200 ng). Each bar represents the mean value obtained 

from a minimum of 4 independent experiments performed in duplicates. All values are 

presented relative to the level of transcriptional activity obtained with 100 ng of LCR-PT, 

which was used as the reference (white bar) and assigned a value of 1.0. Standard 

deviations are indicated by error bars. The level of transcriptional activity measured with 

200 ng of Rluc plasmid lacking a LCR was used as a negative control (ΔLCR). The 

(sub)lineage of each LCR is indicated at the bottom of the graph. The presence of the 

C7732G variation and/or the 79del in the variants is indicated. (C) Integrated measure of 

LCR transcriptional activity using the area under the curve (AUC). AUC values were 

calculated from the dose-response curves presented in panels A and B and used as an 

integrated measure of LCR activity in C33A and HeLa cells, as indicated. The AUC value 

of each LCR variant is reported as a percentage of the AUC value calculated for LCR-PT, 

which was set as 100. Statistical analysis of AUC values was performed using a one-way 

ANOVA followed by Dunnett's post-hoc analysis to compare the transcriptional activity of 

LCR variants with that of the prototype (white bar). * = p < 0.05, ** = p < 0.01, *** = p < 

0.001. Variant (sub)lineages are indicated at the bottom of the graph. 
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Figure 2.3. Effect of the 79-bp deletion and of the C7732G variation on the 

transcriptional activity of the prototype HPV33 LCR. The 79-bp deletion (79del) and 

the A2-sublineage specific variation C7732G were introduced, either separately or together, 

into the prototype HPV33 LCR (LCR-PT) by site-directed mutagenesis. A double 79-bp 

deletion was introduced into the prototype HPV33 LCR by site-directed mutagenesis. The 

transcriptional activities of the resulting LCRs were measured using increasing quantities of 

LCR-Rluc plasmid in either C33A (A) or HeLa (B) cells, exactly as described in the legend 

of Fig. 2.2. An integrated measure of the transcriptional activity of each LCR (C) was 

obtained by calculating the area under each dose-response curve (AUC), as described in the 

legend of Fig. 2.2.C.  
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Figure 2.4. Effect of the C7732T and A7874C variations on the transcriptional activity 

of the HPV33 LCR12 variant. The contribution of the C7732T and A7874C variations to 

the transcriptional activity of LCR12 was tested by reverting each of these two variations, 

individually, back to the sequence of the prototype (LCR-PT), by site-directed mutagenesis. 

As a control, the C7732G variation was also introduced in LCR12 to confirm its 

stimulatory effect in C33A cells. The transcriptional activities of the resulting mutant 

LCR12 derivatives (carrying, respectively, the T7732C, T7732G and C7874A mutation, as 

indicated) were then measured using increasing quantities of LCR-Rluc plasmid in either 

C33A (A) or HeLa (B) cells, as described in the legend of Fig. 2.2. An integrated measure 

of the transcriptional activity of each LCR (C) was obtained by calculating the area under 

each dose-response curve (AUC), as described in the legend of Fig. 2.2.C, with the values 

obtained for the intact LCR12 variant (white bar) used as the reference for statistical 

analysis. 
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Figure 2.5. The specific C7537A, C7732G and A7879G  variations in combination with 

the 79 bp deletion are responsible for the enhanced transcriptional activity of HPV33 

A2-sublineage variant LCRs. The contribution of the five A2-specfic variations, C7443T, 

C7537A, C7732G, A7879G and C6G to the transcriptional activity of LCR6 was tested by 

reverting each of these variations, individually, back to the sequence of the prototype 

(LCR-PT), by site-directed mutagenesis. Note that reversion of C7732G would yield a 

LCR6-derivative that is identical in sequence to LCR5; thus the latter was used in these 

experiments. The transcriptional activities of the resulting LCR6 derivatives (carrying, 

respectively, the T7443C, A7537C, G7732C, G7879A and G6C mutation, as indicated) 

were measured using increasing quantities of LCR-Rluc plasmid in either C33A (A) or 

HeLa (B) cells, exactly as described in the legend of Fig. 2.2. An integrated measure of the 

transcriptional activity of each LCR (C) was obtained by calculating the area under each 

dose-response curve (AUC), as described in the legend of Fig. 2.2.C, with the values 

obtained for the intact LCR6 variant (white bar) used as the reference for statistical 

analysis. 
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Figure 2.6. The 79bp deletion increases the activity of the prototypical LCR 

harbouring the C7537A, C7732G and A7879G variations in C33A cells, but induces a 

decrease in gene expression in HeLa cells. The 79-bp deletion and the three A2-specific 

variations (C7537A, C7732G and A7879G) were introduced into the prototype HPV33 

LCR by site-directed mutagenesis to obtain the quadruple mutant LCR-PT 4xMut. The 

transcriptional activities of the resulting mutant LCR was measured using increasing 

quantities of LCR-Rluc plasmid in either C33A (A) or HeLa (B) cells, exactly as described 

in the legend of Fig. 2.2, and compared to that of LCR-PT and the LCR6 variant. An 

integrated measure of the transcriptional activity of each LCR (C) was obtained by 

calculating the area under each dose-response curve (AUC), as described in the legend of 

Fig. 2.2.C.  
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Table 2.1. Naturally-Occurring Polymorphisms in the Long Control Region of Human Papillomavirus Type 33 

  
Position 7116 7128 7174 7182 7198 7227 7362 7404 7412 7422 7424 7425 7442 7443 7454 7481 7529 7535 7537 7595 7686 7732 7874 7879 6 18 

  
Prototype T T T G T G T T TA G A C G C G T - G C 79-bp A C A A C G 

Lineage 
Accession 

number 
Variants G C C C C A C A/del del T G T A T A G CCCTAATA A A del C T/G C G G A 

A1 KT827351 LCR12 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - T C - - - 

A2 KT827346 LCR6 - - - - - A - A - T - - - T A - - A A del - G - G G A 

A2 KT827345 LCR5 - - - - - A - A - T - - - T A - - A A del - - - G G A 

A2 KT827352 LCR14 - - - - - A - A - T - - - T A - - A A del C G - G G A 

B KT827347 LCR7 G C C C C A C A - T G T T - A G - A - del - - - - - A 

B KT827348 LCR8 G C C C C A C A - T G T T - A G CCCTAATA A - del - - - - - A 

B KT827344 LCR4 G C C C C A C del - T G T T - A G - A - del - - - - - A 

B KT827349 LCR9 G C C C C A C A del T G T T - A G - A - del - - - - - A 

 

NOTE. Variant positions of the LCR are numbered according to the sequence of the HPV33 prototype genome. Nucleotides found at these positions 

of the prototype and variant LCRs are indicated by a letter (A, C, G or T) or by the sequence “CCCTAATA” in the case of the insertion at position 

7529 of LCR8. Deletions of nucleotide 7404, 7412 or of one copy of the duplicated 79-bp region are indicated by the abbreviation “del”. Hyphens 

indicate nucleotide positions that are identical to the prototype.
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Table 2.2. Nucleotide Variations affecting Transcriptional Activity of the Long 

Control Region of Human Papillomavirus Type 33  

 

Variation(s) LCR transcriptional activity 

C33A                HeLa  

Putative transcription 

factor 

C7443T
b
 silent silent unknown 

C7537A
b
 + 25 % + 20 % USF 

79del
a
 silent silent USF, NF-Y, c-Myb 

2x79del
a
 - 20 % - 30 % USF, NF-Y, c-Myb 

C7732G
a
 + 25 % silent USF, c-Myc 

79del/C7732G
a
 + 50 % silent USF 

C7732T
c
 silent silent USF, c-Myc 

A7874C
c
 - 35 % - 80 % AP1 

A7879G
b
 + 25 % - 95 % AP1 

C6G
b
 silent silent unknown 

4xMut (79del/ 

C7537A/C7732G/A7879G)
a
 

+ 110% - 35% Various 

 

NOTE. Percentages refer to the degree of activation (+) or repression (-) of LCR 

transcriptional activity and were calculated from the AUC values. 

a
 When introduced in the HPV33 prototypical LCR. 

b
 When reverted to the prototypical sequence in the LCR6 variant. 

c
 When reverted to the prototypical sequence in the LCR12 variant. 
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3.1 Mise en contexte de l’article 

Dans le chapitre précédent, nous avons montré que plusieurs variations 

contribuaient à augmenter l’activité transcriptionnelle des variantes de la sous-lignée A2 du 

VPH33. Dans ce chapitre, nous avons identifié une nouvelle variante de la lignée B qui 

était plus polymorphique que les isolats que nous avons préalablement décrits. Ainsi, nous 

avons voulu caractériser cette nouvelle variante. Du fait que cette variante montre une 

activité accrue par rapport au prototype, nous l’avons utilisée comme modèle d’étude de 

validation de concept que les variations modulent l’expression des gènes viraux en altérant 

la liaison de certains FT. À noter que cet article sera soumis pour publication 

prochainement. 

 

3.2 Contribution des auteurs 

J’ai réalisé toutes les expériences présentées dans ce manuscrit. J’ai également 

rédigé en grande partie cet article en collaboration avec Dr Jacques Archambault. 

Dr François Coutlée a participé dans la conception et la supervision de ce projet. Il a 

également contribué à la correction du manuscrit.  
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Dr Jacques Archambault a participé à la conception et à la supervision du projet. Il a 

également grandement contribué à la rédaction et à la correction de cet article. 

 

3.3 Texte de l’article 

3.3.1 Abstract 

Background. Expression of the HPV genome is regulated by the viral long control region 

(LCR) which contains binding sites for several cellular transcription factors and for the 

viral E2 protein. Variants of the HPV33 LCR exhibiting altered transcriptional levels have 

been identified. The characterization of a rare HPV33 LCR variant, LCR10, which displays 

significantly higher activity than the prototypical LCR (LCR-PT) is presented here.  

Methods. LCR activity was measured in luciferase reporter gene assays. The contribution 

of individual variations to the activity of LCR10 was assessed by reverting them to the 

prototypical sequence. The consequences of a specific LCR10 variation and of other 

mutations in predicted C/EBPβ binding sites was determined by introducing them into 

LCR-PT, as well as by assessing their effect on the ability of the LIP and LAP isoforms of 

C/EBPβ to inhibit and activate the LCR, respectively. The effect of  nucleotide changes on 

the affinity of C/EBPβ for its target binding sequence was determined in vitro, by 

fluorescence polarization.  

Results. The enhanced activity of LCR10 could be attributed to the specific T7791C 

variation that disrupts a negatively-acting C/EBPβ binding site (BS1). Loss of BS1 

alleviates C/EBPβ-mediated repression of the HPV33 LCR. A second functional C/EBPβ 

binding site (BS2) was also identified which, in contrast to BS1, increases the activity of 

the LCR. 

Conclusions. Two C/EBPβ binding sites have been identified that negatively and positively 

regulate the transcriptional activity of the HPV33 LCR, respectively. The rare T7791C 

variation increases the activity of the LCR by disrupting the binding of C/EBPβ to the 

negatively-acting site. These results highlight C/EBPβ as an important regulator of HPV33 

gene expression.  

 

Keywords. HPV, LCR, variants, C/EBPβ, transcription factor, gene expression 
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3.3.2 Introduction 

Persistent infections by high-risk human papillomaviruses (HR-HPVs) have been 

associated with an increased risk of developing cervical cancer (CC) and other malignancies [1, 

2]. The E6 and E7 viral oncogenes not only promote cancer progression but remain essential for 

CC cells to maintain their transformed phenotype, as first demonstrated in HeLa cells [3]. E6 and 

E7 are expressed from the long control region (LCR), a regulatory part of the viral genome that 

contains promoter and enhancer sequences comprised of binding sites (BS) for activating or 

inhibitory transcription factors (TF) such as Sp1, AP-1, Oct1, YY1 and C/EBPβ and for the viral 

E2 transcriptional repressor [4, 5]. E6 and E7 expression is frequently up-regulated in CC and 

other HPV-associated cancers, often following integration of the viral genome into cellular DNA 

and concomitant disruption of the E2 open reading frame (ORF), which results in derepression of 

the LCR. 

 

The basic leucine zipper TF C/EBPβ (CCAAT/Enhancer-binding Protein β) regulates 

many cellular processes including adipogenesis, hematopoiesis and epithelial differentiation and 

is also usurped by certain HPV types to regulate viral gene transcription (reviewed in [5-9]). 

Translation initiation at different sites of the C/EBPβ mRNA gives rise to three isoforms of 38, 

35 and 20 kDa known as the liver-enriched activator proteins LAP* and LAP (herein termed 

LAP) and the liver-enriched inhibitory protein LIP, respectively [10, 11]. The ability of C/EBPβ 

to activate or repress transcription is determined by the relative expression (i.e. ratio) of the LAP 

and LIP isoforms, by interacting TFs and by post-translational modifications such as 

phosphorylation which regulates its DNA-binding activity [5-10, 12, 13]. 

 

Discrepancies have been noted in how C/EBPβ regulates distinct HPV types in different 

cell lines. Analysis of the HPV18 regulatory region revealed that its activity in HeLa cells 

depends on the assembly of a specific C/EBPβ-YY1 complex on the so-called “switch region” of 

the LCR [14, 15]. In contrast, overproduction of C/EBPβ has been shown to repress the HPV18 

and HPV16 LCRs in HeLa cells and the HPV11 LCR in primary human keratinocytes [16-19]. 

For reasons unknown, overexpression of C/EBPβ has the opposite effect in C33A cells, resulting 
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in transactivation of the HPV11 and HPV16 LCRs [12, 18]. An elegant study in organotypic raft 

cultures revealed that mutation of either one of two C/EBP sites in the HPV11 LCR increases its 

activity in basal cells, suggesting that C/EBPβ functions primarily as a repressor of viral gene 

expression in undifferentiated keratinocytes [20]. A similar study with HPV31 indicated that LIP 

is the predominant C/EBPβ isoform in undifferentiated cells but that its expression decreases 

upon differentiation such as to favor LAP-induced transactivation of the viral late promoter [13]. 

These studies emphasize the dual role that C/EBPβ plays as an activator or repressor of HPV 

gene expression, depending on the LCR structure, the LAP/LIP ratio and the cellular complement 

of TFs. 

 

Our previous study of the HPV33 LCR has indicated that variants from the B-lineage 

have transcriptional activities that are comparable to that of the prototypical LCR (LCR-PT). In 

the present study, we characterized an unusual B-lineage variant, termed LCR10, which shows 

significantly higher transcriptional activity than LCR-PT. Our results revealed that the enhanced 

activity of LCR10 is caused primarily by a single variation, T7791C, which abolishes an 

inhibitory binding site for C/EBPβ, thus partly relieving repression of the LCR. Interestingly, a 

second C/EBPβ BS was also identified which, in contrast to the first one, increases the activity of 

the HPV33 LCR. These results suggest that C/EBPβ is both an activator and a repressor of the 

HPV33 LCR, depending on the context of its binding site. 

 

3.3.3 Materials and Methods 

 

DNA sequence of the HPV33 LCR10 variant 

The HPV33 LCR10 variant (accession number KT827350) previously isolated from 

a cervical sample from a woman co-infected with the human immunodeficiency virus 

(HIV) [21, 22] was amplified by PCR and completely sequenced as described in [23]. 

 

Computational analysis of transcription factor binding sites 

Putative TF BS that are altered in the HPV33 LCR10 variant were predicted with 

the PROMO software (TRANSFAC version 8.3 database) [24, 25].  
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Plasmid construction and mutagenesis 

The plasmid expressing Renilla luciferase (Rluc) from the prototypical HPV33 LCR 

(LCR-PT) as well as the internal control plasmid encoding firefly luciferase (Fluc) 

downstream of LCR-PT (LCR-PT-Fluc) have been described in [23]. The plasmid 

expressing Rluc from the LCR10 variant was obtained similarly. Variations were 

introduced in LCR-PT or reverted in LCR10 using the QuikChange Site-Directed 

Mutagenesis kit (Stratagene). Mutagenesis was also used to create a mutant version of 

LCR-PT, mBS1, in which the C/EBPβ BS spanning T7791 was inactivated by four 

mutations (GCTTACACAATT changed to GCCCACACCCTT, mutated nucleotides 

underlined). Two other putative C/EBPβ BS (BS2 and BS3) were similarly mutated, either 

individually or in combination with mBS1. A similar mutagenesis strategy was used to 

create plasmid LCR-ΔC/EBPβ-Fluc, a derivative of LCR-PT-Fluc in which the three 

putative C/EBPβ BS in LCR-PT were each inactivated as described above. Plasmids used 

for bacterial expression of rat C/EBPβ fragments fused to glutathione-S-transferase (GST) 

were constructed by inserting an EcoRI-SalI-digested PCR product encoding either the 

basic region alone (B, amino acids 262-298) or the basic region and leucine zipper domain 

(BZ, amino acids 262-345) into the pGEX-4T1 vector. All constructs were verified by 

DNA sequencing. Additional information on the construction of these plasmids will be 

made available upon request. 

 

Cell culture and transfection 

The two cervical carcinoma cell lines C33A (HPV-negative) and HeLa (HPV18-

positive), as well as the osteosarcoma-derived cell line U2OS, were grown and transfected 

using Lipofectamine 2000 (Life Technologies, cat: 11668-500) as previously described 

[23]. 

 

Luciferase-reporter transcription assay 

This protocol is described in [23]. Briefly, C33A, HeLa or U2OS cells were co-

transfected with increasing quantities of LCR-Rluc plasmid (25, 50, 100 and 200 ng) and 

25 ng of the LCR-PT-Fluc control plasmid. Fluc and Rluc activities were measured with 

the Dual-Glo luciferase assay system and a GloMax
TM

 96-well luminometer (Promega) 24h 

post-transfection. LCR transcriptional activities are presented either as Rluc/Fluc ratios or 



 

112 

 

relative to the transcriptional activity measured with 100 ng of LCR-PT, which was 

assigned a value of 1.0. In C/EBPβ overexpression studies, 100 ng of LCR-Rluc plasmid 

(LCR-PT, T7791C and  C/EBPβ binding mutants) was co-transfected into C33A, HeLa and 

U2OS cells with a rat C/EBPβ-expression plasmid encoding either the LAP (5 ng) or LIP 

(10 ng) isoform (kindly provided by Janice Clements via Lou Laimins). The internal 

control LCR-ΔC/EBPβ-Fluc plasmid was used in these experiments. All other steps were 

performed as described above. 

 

Statistical analysis 

Statistical significance was tested using a one-way ANOVA with Dunnett’s post-

hoc analysis. Statistics and AUC calculations were performed using GraphPad Prism 

version 6.00. The Bonferonni correction was applied where multiple comparisons were 

made. 

 

Western blot and antibodies 

Plasmids encoding the rat C/EBPβ LAP and LIP isoforms (0.5 μg) were transfected 

into C33A, HeLa and U2OS cells. Transfected-cell extracts were prepared, separated by 

SDS-PAGE, transferred onto polyvinylidene fluoride membranes and the endogenous and 

transiently-expressed C/EBPβ proteins detected using a rabbit polyclonal antibody (Santa 

Cruz Biotechnology, cat: sc-150) and a horseradish peroxidase-conjugated sheep anti-rabbit 

antibody (GE healthcare, cat: NA934). β-tubulin was detected using a mouse monoclonal 

antibody (Sigma-Aldrich, cat: T4026) and a horseradish peroxidase-conjugated sheep anti-

mouse antibody (GE healthcare, cat: NA931). All proteins were detected using an enhanced 

chemiluminescence detection kit (GE Healthcare). Relative protein levels were determined 

with ImageJ [26].  

 

Protein expression and purification 

GST-C/EBPβ fusion proteins were expressed and purified as previously described 

[27] with the following modifications. Briefly, bacterial cultures of E. coli BL21 cells 

(Novagen) transformed with the GST, GST-C/EBPβ-B and GST-C/EBPβ-BZ expression 

plasmids were grown in Luria-Bertani medium to an optical density of 0.5 at 595 nm and 

induced for 4 hours by the addition of 0.5 mM of isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside. 
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Cells harvested from a 2-liter culture were resuspended in 30 mL of lysis buffer (50mM 

Tris-HCl [pH 7.6], 1M NaCl, 5mM EDTA, 5mM DTT, 10% glycerol, 0.1% NP-40, 

10ug/mL antipain, 2ug/mL leupeptin, 1ug/mL pepstatin A, 2ug/mL aprotinin and 1mM 

phenylmethanesulfonylfluoride). Cells were disrupted by sonication and lysates were 

cleared by centrifugation at 9000g for 20 minutes and incubated with 2 mL of glutathione-

Sepharose 4B beads (GE Healthcare, cat: 17-0756-01) for 3 hours at 4°C. Beads were 

washed with 15 bed volumes of high-salt buffer (50 mM Tris-HCl [pH 8.0], 0.5M NaCl, 

5mM EDTA, 5mM DTT, 10% glycerol, 0.1% NP-40) followed by 15 bed volumes of low-

salt buffer (0.2 M NaCl). Proteins were eluted in elution buffer (25mM Tris-HCl [pH 8.0], 

0.2M NaCl, 1mM EDTA, 5mM DTT, 10% glycerol, 0.1% NP-40, 0.01M reduced 

glutathione) and recovered after centrifugation at 5000g for 5 minutes. Purified protein 

concentrations were determined by Bradford analysis.  

 

Fluorescence polarization 

Binding reactions were performed in OptiPlate-96F high-binding-affinity black 96-

well plates (Perkin Elmer) in a final volume of 150μL of assay buffer (25mM Tris-HCl [pH 

7.6], 0.1mM DTT, 0.01% NP-40, 75mM NaCl, 150mM KCl and 5mM MgCl2) containing 

15nM of fluorescein-labeled BS1, T7791C or mBS1 probe and the indicated concentration 

of purified GST, GST-C/EBPβ-B or GST-C/EBPβ-BZ protein, as described previously 

[28]. Fluorescence readings were taken after 20 minutes of incubation at room temperature 

with a Victor
3
V multilabel plate-reader (Perkin Elmer) equipped with a 485-nm/535-nm 

filter set. The background fluorescence of the probe was subtracted from all values. 

Competition binding assays were performed as described in [28] using a final concentration 

of 15 nM of fluorescein-labeled BS1 probe, 125  nM of GST-C/EBPβ-BZ protein and 

increasing amount of  unlabeled competitors (0, 5.9, 11.7, 23.4, 46.9, 93.8, 187.5, 375, 750 

and 1500 nM) in a final volume of 150μL of assay buffer (25mM Tris-HCl  [pH 7.6], 

0.1mM DTT, 0.01% NP-40, 75mM NaCl, 150mM KCl and 5mM MgCl2). Fluorescence 

readings were taken as described above.  

 

Fluorescent DNA probe and competitor oligonucleotides 

The fluorescein-labeled oligonucleotide with the fluorophore attached at the 5′ end 

by a six-carbon linker and the unlabeled oligonucleotides were purchased from Integrated 
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DNA Technologies (IDT). The nucleotide sequence of the fluorescein-labeled probe is as 

follows (C/EBPβ site underlined and mutated nucleotide in bold): BS1, 

TTTGGCTTACACAATTGCTTT. Unlabeled duplex DNAs and the fluorescein-labeled 

probes were prepared by annealing complementary oligonucleotides at a ratio of 1:1 and of 

1:1.5, respectively. The mixture was heated at 95°C for 5 minutes in annealing buffer 

(25mM Tris-HCl [pH 7.6], 1mM DTT, 0.1M NaCl, 0.01% NP-40) and allowed to cool 

slowly to room temperature as previously described [28]. The sequences of the unlabeled 

oligonucleotide are reported in Table 3.1: Consensus (shorter version of the C/EBPβ-BS-

containing oligonucleotide described in [29]), BS1, BS2, BS3 T7791C, mBS1, mBS2 and 

mBS3.  

 

KD and Ki determination 

KD values were obtained by fitting the data from direct binding curves with 

nonlinear least-squares regression to a standard equation describing a single binding-site 

equilibrium, using GraphPad Prism version 6.00, as described previously [28]. Values were 

obtained from three independent experiments with each data point performed in duplicate. 

No corrections for emission intensity were performed, since the quantum yield of the 

fluorescent probes did not change significantly upon C/EBPβ binding. Inhibitory constant 

(Ki) values were calculated with the GraphPad Prism version 6.00 software by fitting the 

data from inhibitory dose-response curves to a single binding-site equilibrium model using 

nonlinear least-squares regression analysis, as previously described [28]. Ki values were 

obtained from three independent experiments with each data point performed in duplicate. 

 

3.3.4 Results 

 

The enhanced transcriptional activity of the HPV33 LCR10 variant is attributable to 

the rare T7791C variation 

Our previous characterization of several HPV33 LCR variants indicated that those 

from the B-lineage have transcriptional activities similar to that of LCR-PT, in C33A and 

HeLa cervical carcinoma cells [21-23] . Here, we report on an unusual LCR from this same 

lineage, LCR10, which exhibits a 2-fold increase in transcriptional activity compared to 
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LCR-PT and other related B-lineage variants (Fig. 3.1 and [23]). LCR10 contains several 

polymorphisms specific to B-lineage variants together with three unique variations, 

T7365C, C7531T and T7791C. To determine if these three variations account for the higher 

activity of LCR10, they were reverted, individually or in combination, to the prototypical 

sequence. The activity of the resulting mutant LCRs was then measured in C33A and  in 

HeLa cells using our previously described luciferase reporter gene assay [23]. These mutant 

LCRs were also analyzed in U2OS cells, which have been shown recently to support 

episomal replication and amplification of the HPV genomes from several different HPV 

types, suggesting that the transcriptional regulatory elements of the LCR are fully 

functional in these cells  [30]. As shown in Fig. 3.1, reversion of T7791C (C7791T) was 

sufficient to decrease the activity of LCR10 to levels that were similar to those of LCR-PT 

in C33A, HeLa and U2OS cells. Reversion of the other two polymorphisms did not 

accentuate this effect, showing that T7791C is primarily responsible for the enhanced 

activity of LCR10 in all three cell lines. 

 

The T7791C variation is sufficient to enhance the transcriptional activity of the 

HPV33 LCR 

The T7791C variation was then introduced into LCR-PT to determine if it is 

sufficient to increase its activity. Figure 3.2B and 3.2C show that T7791C does indeed 

stimulate the transcriptional activity of LCR-PT, by about 75% in C33A, HeLa and U2OS 

cells. A bioinformatic analysis of the LCR region was then performed, which suggested 

that the T7791C variation could potentially alter a binding site for the cellular transcription 

factor C/EBPβ (consensus sequence: 5′-(A/G)TT(A/G)CGCAA(C/T)-3′ [31]). Figure 3.2A 

depicts the position of this site in LCR-PT (C/EBPβ-BS; 5’-CTTACACAAT-3’, T7791 

underlined). If this sequence constitutes a genuine C/EBPβ BS, it should be completely 

inactivated by mutation of four conserved nucleotides (5’-CCCACACCCT-3’, mutated 

nucleotides underlined) that are critical for interaction with C/EBPβ ([31] and data 

presented below). Introduction of this quadruple mutation into LCR-PT (mBS1) increased 

its activity to the same extent as T7791C in C33A and U2OS cells and to an even greater 

degree in HeLa cells (Fig. 3.2B and 3.2C), thus providing the first evidence that T7791C 

may abolish a negatively-acting C/EBPβ BS. 
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The T7791C variation weakens the affinity of C/EBPβ for its binding site in LCR-PT 

To confirm that the T7791C variation causes the loss of a C/EBPβ BS, a 

biochemical DNA binding assay based on fluorescence polarization was developed. 

C/EBPβ contains a leucine zipper domain (Z) and a basic region (B) that allows the protein 

to dimerize and contact DNA, respectively [11]. C/EBPβ fragments encompassing the B or 

BZ region were expressed and purified as fusions to glutathione-S-transferase (GST-

C/EBPβ-B or GST-C/EBPβ-BZ, Fig. 3.3A). The capacity of these GST-C/EBPβ fusion 

proteins, and of GST alone, to bind a fluorescein-labeled DNA probe containing the 

C/EBPβ BS found in LCR-PT (BS1) was then determined. Titration of purified GST-

C/EBPβ-BZ resulted in a dose-dependent increase in polarization indicative of its binding 

to the DNA probe (Fig. 3.3B). From this curve, a dissociation constant (KD) of 62 ± 3 nM 

was measured for the interaction of GST-C/EBPβ-BZ with LCR-PT. This interaction was 

specific as neither GST-C/EBPβ-B (which lacks the Z domain) nor GST was able to bind to 

the probe (Fig. 3.3B).  

 

The assay described above was then used to measure the affinity of GST-C/EBPβ-

BZ for different binding sites, in competition experiments using unlabelled 

oligonucleotides containing either the C/EBPβ BS found in LCR-PT (BS1), the T7791C 

variant, the inactive mBS1 or a previously described high-affinity consensus C/EBPβ 

binding sequence [29]. The inhibition curves presented in Fig. 3.3C revealed that the GST-

C/EBPβ-BZ protein bound to BS1 with an affinity of 96 ± 25 nM that is only 2-fold lower 

than its affinity for the consensus site (40 ± 2 nM). Importantly, C/EBPβ-BZ bound only 

weakly to the T7791C variant site, with an affinity comparable to that of the negative 

control mBS1 (Ki > 1269 nM). The results and the nucleotide sequence of each 

oligonucleotide are summarized in Table 3.1. Collectively, these results indicate that LCR-

PT contains a high-affinity BS for C/EBPβ that is abrogated by the T7791C variation.  

 

Identification of two additional binding sites for C/EBPβ in the LCR of HPV33 

Our computational analysis of the HPV33 LCR predicted two additional sites (BS2 

and BS3) related to the C/EBPβ consensus binding-sequence 5’-ATTGCGCAAT-3’ [29]. 

Figure 3.4A indicates the positions of BS2 and BS3 in the 5’ and central regions of the 

HPV33 LCR, respectively, relative to the locations of BS1 and the four highly-conserved 
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E2-binding sites. The ability of C/EBPβ to interact with BS2 and BS3 was tested in vitro, 

using our competitive fluorescence polarization DNA binding assay.  

 

The results presented in Figure 3.4B and in Table 3.1 show that GST-C/EBPβ-BZ 

bound tightly to the oligonucleotide carrying BS2 (Ki = 90 nM ± 28) but only weakly to the 

one carrying BS3 (Ki = 181 nM ± 84). These protein-DNA interactions appeared to be 

specific as they were not observed with mutant oligonucleotides in which BS2 and BS3 

were inactivated by a quadruple mutation (mBS2 and mBS3, respectively). Taken together, 

these results indicated that the affinity of C/EBPβ for BS2 is similar to that for BS1 and 

close to its affinity for a consensus binding sequence. They also showed that BS3 is a rather 

weak BS. 

 

Mutation of C/EBPβ BS1 enhances the transcriptional activity of the HPV33 LCR, 

whereas the mutation of BS2 reduces it 

The results presented above raised the possibility that C/EBPβ could modulate the 

transcriptional activity of the HPV33 LCR through its interaction with BS1 and BS2, but is 

unlikely to do so through BS3 given its weak affinity for this site. To test these predictions, 

BS2 and BS3 were inactivated (with the quadruple mutation described above) in LCR-PT, 

either separately or in combination with each other or with mBS1. The transcriptional 

activities of the resulting mutant LCRs were then measured using a luciferase reporter-gene 

assay in C33A, HeLa and U2OS cells.  

 

The results presented in Figure 3.5A and 3.5D reveal that the inactivation of BS1 

enhances the LCR activity either by itself or in combination with mBS2 and mBS3 in 

C33A cells, showing that the inhibitory effect of this site is dominant in this cell line. In 

contrast, the inactivation of BS2 had little to no effect on the activity of the LCR in C33A 

cells, but significantly decreased its activity in HeLa cells, by approximately 4-fold. 

Mutation of BS2 also led to a small decrease in LCR-activity in U2OS cells, although this 

difference did not reach statistical significance. The positive contribution that BS2 plays in 

U2OS cells, as well as in HeLa cell, became more obvious when this site was mutated in 

combination with BS1; the double mutant LCR beings approximately 3-fold less active 

than the single mBS1 LCR (p < 0.002), showing that the function of BS2 is dominant in 
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these cell lines. Thus, in contrast to BS1 which negatively regulates the LCR in all three 

cell lines, BS2 appears to play a stimulatory role in HeLa and U2OS cells. As for BS3, its 

inactivation had no significant effect in all three cell lines, consistent with its low affinity 

for C/EBPβ in vitro. Collectively, these results indicate that BS2 can be an important 

activator of the HPV33 LCR depending on the cellular context, whereas BS1 acts as a 

negative regulator of viral gene expression. 

 

Modulation of the HPV33 LCR by exogenous expression of the C/EBPβ LAP and LIP 

isoforms. 

The results presented above suggest that the HPV33 LCR is regulated by C/EBPβ. 

To further substantiate this notion, we investigated the effect of overproducing C/EBPβ, 

either the activating LAP or inhibitory LIP isoform, on the activity of LCR-PT. Expression 

plasmids for LAP or LIP were co-transfected with the LCR-PT-Rluc plasmid in C33A, 

HeLa and U2OS cells. LCR-ΔC/EBPβ-Fluc, in which the three potential C/EBPβ BS were 

inactivated by mutations, was used as the internal control plasmid in these experiments to 

mitigate any potentially confounding effect that overproduced C/EBPβ may exert on Fluc 

expression from LCR-PT. As anticipated, LAP increased the activity of LCR-PT by 5.9-, 

12.4- and 12.4-fold in C33A, HeLa and U2OS cells, respectively (Fig. 3.6A). As for LIP, it 

repressed LCR-PT by 3.1-fold in HeLa cells but not in C33A and U2OS cells (Fig. 3.4A), 

likely because the latter two cell lines express low levels of endogenous C/EBPβ at a low 

LAP/LIP ratio (Fig. 3.6B). Indeed, immunoblot analysis revealed that while the levels of 

transiently overexpressed LAP and LIP were comparable in all cell lines, those of the 

endogenous proteins were lower in C33A and U2OS cells compared to HeLa cells (Fig. 

3.6B, LAP/LIP ratio of approximately 0.5 in C33A and U2OS versus 2 in HeLa). 

Collectively, these results provided further evidence for the regulation of the HPV33 LCR 

by C/EBPβ isoforms in cervical carcinoma cell lines as well as in U2OS osteosarcoma cells 

which support episomal replication of the HPV genome. 

 

Contribution of BS1 and BS2 to the activity of the LCR under repressive and 

activating conditions   

Having determined that the HPV33 LCR can be activated and repressed by LAP and 

LIP, respectively, we wished to examine the effect of inactivating mutations in BS1and 
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BS2 under these conditions. Results presented in Fig. 3.7 show the effect of the mBS1 and 

mBS2 mutations, either alone or in combination (mBS1/2), on the activity of the LCR in 

C33A, HeLa and U2OS when LAP and LIP are overexpressed. In C33A cells,  the 

inactivation of BS1 or BS2 resulted in reduced transactivation activity of overexpressed 

LAP (Figure 3.7A) with 3.9- and 4.1-fold stimulation compared to 6.1fold seen with LCR-

PT, respectively. This effect was further accentuated when mBS1 was introduced in 

combination with mBS2 (fold-activation of 3.1). The overexpression of LIP did not 

markedly alter the effect of the individual mBS1 and mBS2 mutations relative to LCR-PT 

in this cell line (Fig. 3.7B).  

 

 In HeLa cells, the mutation of BS1 also resulted in decreased LAP activity from a 

14.8-fold to 5-fold (Fig. 3.7C). Interestingly, the capacity of exogenous LAP to 

transactivate the LCR was increased to 43.0-fold in a BS2 mutant, indicating that BS1 

plays a stimulatory role when LAP is abundant and BS2 is mutated. However, when both 

sites are mutated, the transactivation activity of overexpressed LAP was reduced with 12.7-

fold stimulation. Finally, we noticed that the repressive effect of LIP was also reduced in 

BS1 and BS2 mutants from 2.6-fold to 1.5- and 1.2-fold, respectively (Fig. 3.7D). The 

ability of LIP to repress the LCR was completely abrogated in the double mutant (mBS1/2). 

 

Finally, the function of overexpressed LAP on the activity of the LCRs in U2OS 

cells was similar as seen in HeLa cells (Fig. 3.7E). Mainly, the LAP-induced 

transactivation activity was reduced in mBS1 (9.7-fold) but was increased in the BS2 and 

BS1/2 mutants (15.7 and 15.4-fold stimulation, respectively) compared to LCR-PT (11.8-

fold). The overexpression of LIP did not significantly alter the effect of the individual 

mBS1 and mBS2 mutations relative to LCR-PT in this cell line (Fig. 3.7F). Collectively, 

the results presented above confirmed that the two C/EBPβ binding sites have opposite 

activities, with BS1 being a repressor and BS2 an activator. In addition, they showed that 

the influence (i.e. potency) of each site can be altered by modulating the intracellular levels 

of the LAP and LIP isoforms. 
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3.3.5 Discussion 

In this study, we characterized the rare HPV33 LCR10 variant, a member of the B-

lineage that was previously detected in consecutive cervical samples from a HIV-positive 

woman [21, 22]. LCR10 exhibited a 2-fold higher transcriptional activity than LCR-PT in 

C33A, HeLa and U2OS cells (Fig. 3.1). Our results indicate that the enhanced activity of 

LCR10 is caused primarily by the single T7791C variation which abolishes a negatively-

acting C/EBPβ BS (Fig. 3.2). The discovery that C/EBPβ regulates the HPV33 LCR may 

help explain, at least in part, why this LCR is less active in C33A and U2OS cells than in 

HeLa cells. Indeed, the observation that C/EBPβ is expressed only in small amounts and at 

a lower LAP/LIP ratio in C33A and U2OS cells provides a partial explanation for the 

weaker activity of LCR-PT in these cells and its inability to be further repressed by 

overexpression of LIP. The previous report that only substoichiometric amounts of LIP are 

sufficient to antagonize the levels of transcriptional activation brought about by LAP lends 

further support to this possibility [10]. Finally, it is possible, if not likely, that other factors 

impinge on the activity of C/EBPβ in C33A, HeLa and U2OS cells, such as 

phosphorylation which modulates its DNA-binding activity [31, 32]. Further studies will be 

needed to examine this possibility. 

 

Our previous analysis of several A2-sublineage variants indicated that the 

combination of four-weakly-acting variations is needed to enhance the activity of the 

HPV33 LCR by almost 2-fold [23]. In this study, we found that the single T7791C 

variation was sufficient to increase transcription from the LCR by same extent. Naturally-

occurring variations that disrupt important TF BS in various LCRs from different HPV 

types have been reported in the literature. For HPV16, these include mutations and 

deletions in several YY1 BS that stimulate transcription from variant LCRs [33-35]. 

Importantly, it has been shown in cell culture models that a gain in LCR activity can 

increase the transforming and replication activities of HPV16 variants [34, 36-41]. 

Although it is currently unknown if the higher activity of LCR10 has any effect on the 

oncogenic potential and/or replication capacity of the HPV33 episome, we note that this 

variant LCR was detected in five specimens (2 cervicovaginal lavages and 3 tampons) 

collected over a period of 288 days, indicative of a persistent infection. However, no 

squamous intraepithelial lesion was ever detected on cytology smears and the infection by 
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this variant was eventually cleared. Others have also recently described C/EBPβ BS 

variations in the LCR of HPV16, HPV31 and HPV58 [42]. However, these studies neither 

investigated the functional impact of these variations nor their association with the 

development of CC. Consequently, it is still unclear if C/EBPβ BS variations can modulate 

HPV carcinogenesis. 

 

A major finding of this study is the critical role of C/EBPβ for regulation of the 

HPV33 LCR through two distinct BS with antagonistic activity (Fig. 3.5). This ability of 

C/EBPβ to function either as an activator or repressor of HPV gene expression has been 

noted previously for HPV types other than 33. For example, C/EBPβ has been implicated in 

the repression of the HPV11 and HPV16 LCRs and in the activation of the HPV18 LCR, 

through its interaction with YY1 [12, 16-19]. C/EBPβ has also been suggested to repress 

transcription from the HPV16 LCR by competition with the transcriptional activator 

proteins AP-1 and NF-1 whose BS overlaps that of C/EBPβ in these viruses [16]. In this 

respect, we note that a NF-1 consensus sequence (5’-TTGGC(N)6CC-3’, [43]) surrounds 

the C/EBPβ BS1 in LCR-PT (5’-TTGGCTTACACAA-3’, NF-1 site underlined, C/EBPβ site 

italicized) suggesting that C/EBPβ may exert its repressive effect by competing with NF-1. 

Furthermore, it is particularly intriguing that a putative AP-1 BS (consensus 5’-

TGA(C/G)TCA-3’, [44]) is created by T7791C in LCR10 (5’-TGGCTCA-3’, T7791C 

underlined). This observation raises the possibility that the T7791C variation not only 

prevents C/EBPβ-binding but that it may also allow AP-1 to further transactivate the 

HPV33 LCR.  

 

 In addition to BS1, we also identified a second C/EBPβ site (BS2) which, in 

contrast to BS1, activates the HPV33 LCR in HeLa cells and, to a lesser extent, in U2OS 

cells (Fig. 3.5). Interestingly, C/EBPβ BS2 (nucleotides 7700-7709) lies within a region of 

the HPV33 LCR (nucleotides 7587-7729) that shows sequence similarity with the minimal 

keratinocyte enhancer region first identified in HPV16 and shown to be essential for 

activation of the early promoter [45, 46]. Footprinting analysis of this enhancer element in 

the LCRs of HPV16 and HPV18 revealed a protected region of approximately 27 (7665-

7691) and 35 (7641-7675) base pairs which has been proposed to contain binding sites for 

the yet unidentified PEF-1 (papillomavirus enhancer binding factor-1) and KRF-1 
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(keratinocyte-specific factor 1) factors in the LCR of HPV16 and HPV18, respectively [46, 

47]. A similar site is also found in the LCR of HPV33 (7676-7710). The conservation of 

the protected region in these LCRs indicates that the same TF may actually bind to this site 

(Fig. 3.8). Further examination of this region in HPV18 shows the presence of a putative 

C/EBPβ that falls within the proposed KRF-1 binding region, suggesting that C/EBPβ may 

either be the transcription factor that binds to this region or may act together with KRF-1 to 

induce the activation of the LCR. Interestingly, the HPV33 BS2 is also found within the 

corresponding KRF-1 site whereas no apparent C/EBPβ site is found in the PEF-1 protected 

region in HPV16. It would thus be interesting to investigate the role of this conserved 

region in other HPV types in relation to C/EBPβ.  

 

In conclusion, we have described what we believe to be the first instance of a single 

naturally-occurring variation, T7791C, which significantly enhances the transcriptional 

activity of the HPV33 LCR by disrupting an inhibitory C/EBPβ BS. A second C/EBPβ 

element was also identified and shown to be important for the activation of the LCR. Taken 

together, our findings suggest that C/EBPβ can both activate and repress transcription of 

the HPV33 early genes depending on the context of its binding site and the relative 

expression of the LAP and LIP isoforms.   

 

3.3.6 Bibliography 

1. Bosch FX, Burchell AN, Schiffman M, et al. Epidemiology and natural history of human 

papillomavirus infections and type-specific implications in cervical neoplasia. Vaccine 

2008; 26 Suppl 10:K1-16. 

2. Walboomers JM, Jacobs MV, Manos MM, et al. Human papillomavirus is a necessary 

cause of invasive cervical cancer worldwide. The Journal of pathology 1999; 189:12-9. 

3. Goodwin EC, DiMaio D. Repression of human papillomavirus oncogenes in HeLa 

cervical carcinoma cells causes the orderly reactivation of dormant tumor suppressor 

pathways. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of 

America 2000; 97:12513-8. 

4. O'Connor MJ, Chan SY, Bernard HU. Transcription factor binding sites in the long 

control regions of genital HPVs, part III-A. In: Myers G BHU, Delius H, Baker C, Icenogle 



 

123 

 

J, Halpern A, Wheeler C, ed. Human papillomaviruses 1995 compendium. Los Alamos, 

N.M. USA: Los Alamos National Laboratory, 1995:pp. 21-40. 

5. Bernard HU. Regulatory elements in the viral genome. Virology 2013; 445:197-204. 

6. Nerlov C. The C/EBP family of transcription factors: a paradigm for interaction between 

gene expression and proliferation control. Trends in cell biology 2007; 17:318-24. 

7. Darlington GJ, Ross SE, MacDougald OA. The role of C/EBP genes in adipocyte 

differentiation. The Journal of biological chemistry 1998; 273:30057-60. 

8. Johnson PF. Molecular stop signs: regulation of cell-cycle arrest by C/EBP transcription 

factors. Journal of cell science 2005; 118:2545-55. 

9. Liu Y, Nonnemacher MR, Wigdahl B. CCAAT/enhancer-binding proteins and the 

pathogenesis of retrovirus infection. Future microbiology 2009; 4:299-321. 

10. Descombes P, Schibler U. A liver-enriched transcriptional activator protein, LAP, and a 

transcriptional inhibitory protein, LIP, are translated from the same mRNA. Cell 1991; 

67:569-79. 

11. Tsukada J, Yoshida Y, Kominato Y, Auron PE. The CCAAT/enhancer (C/EBP) family 

of basic-leucine zipper (bZIP) transcription factors is a multifaceted highly-regulated 

system for gene regulation. Cytokine 2011; 54:6-19. 

12. Struyk L, van der Meijden E, Minnaar R, Fontaine V, Meijer I, ter Schegget J. 

Transcriptional regulation of human papillomavirus type 16 LCR by different C/EBPbeta 

isoforms. Molecular carcinogenesis 2000; 28:42-50. 

13. Gunasekharan V, Hache G, Laimins L. Differentiation-dependent changes in levels of 

C/EBPbeta repressors and activators regulate human papillomavirus type 31 late gene 

expression. Journal of virology 2012; 86:5393-8. 

14. Bauknecht T, Jundt F, Herr I, et al. A switch region determines the cell type-specific 

positive or negative action of YY1 on the activity of the human papillomavirus type 18 

promoter. Journal of virology 1995; 69:1-12. 

15. Bauknecht T, See RH, Shi Y. A novel C/EBP beta-YY1 complex controls the cell-type-

specific activity of the human papillomavirus type 18 upstream regulatory region. Journal 

of virology 1996; 70:7695-705. 

16. Kyo S, Inoue M, Nishio Y, et al. NF-IL6 represses early gene expression of human 

papillomavirus type 16 through binding to the noncoding region. Journal of virology 1993; 

67:1058-66. 



 

124 

 

17. Wang H, Liu K, Yuan F, Berdichevsky L, Taichman LB, Auborn K. C/EBPbeta is a 

negative regulator of human papillomavirus type 11 in keratinocytes. Journal of virology 

1996; 70:4839-44. 

18. Ralph WM, Jr., Liu K, Auborn KJ. CCAAT/enhancer-binding protein beta represses 

human papillomavirus 11 upstream regulatory region expression through a promoter-

proximal YY1-binding site. The Journal of general virology 2006; 87:51-9. 

19. Bauknecht T, Shi Y. Overexpression of C/EBPbeta represses human papillomavirus 

type 18 upstream regulatory region activity in HeLa cells by interfering with the binding of 

TATA-binding protein. Journal of virology 1998; 72:2113-24. 

20. Zhao W, Chow LT, Broker TR. A distal element in the HPV-11 upstream regulatory 

region contributes to promoter repression in basal keratinocytes in squamous epithelium. 

Virology 1999; 253:219-29. 

21. Gagnon S, Hankins C, Tremblay C, Forest P, Pourreaux K, Coutlee F. Viral 

polymorphism in human papillomavirus types 33 and 35 and persistent and transient 

infection in the genital tract of women. The Journal of infectious diseases 2004; 190:1575-

85. 

22. Khouadri S, Villa LL, Gagnon S, et al. Human papillomavirus type 33 polymorphisms 

and high-grade squamous intraepithelial lesions of the uterine cervix. The Journal of 

infectious diseases 2006; 194:886-94. 

23. Alvarez J, Coutlee F, Archambault J. The Combination of Specific Nucleotide 

Variations Modulates the Transcriptional Activity of the Human Papillomavirus Type 33 

Long Control Region (unpublished), 2016. 

24. Messeguer X, Escudero R, Farre D, Nunez O, Martinez J, Alba MM. PROMO: 

detection of known transcription regulatory elements using species-tailored searches. 

Bioinformatics (Oxford, England) 2002; 18:333-4. 

25. Farre D, Roset R, Huerta M, et al. Identification of patterns in biological sequences at 

the ALGGEN server: PROMO and MALGEN. Nucleic acids research 2003; 31:3651-3. 

26. Schneider CA, Rasband WS, Eliceiri KW. NIH Image to ImageJ: 25 years of image 

analysis. Nature methods 2012; 9:671-5. 

27. Titolo S, Brault K, Majewski J, White PW, Archambault J. Characterization of the 

minimal DNA binding domain of the human papillomavirus e1 helicase: fluorescence 



 

125 

 

anisotropy studies and characterization of a dimerization-defective mutant protein. Journal 

of virology 2003; 77:5178-91. 

28. Fradet-Turcotte A, Vincent C, Joubert S, Bullock PA, Archambault J. Quantitative 

analysis of the binding of simian virus 40 large T antigen to DNA. Journal of virology 

2007; 81:9162-74. 

29. Williams SC, Baer M, Dillner AJ, Johnson PF. CRP2 (C/EBP beta) contains a bipartite 

regulatory domain that controls transcriptional activation, DNA binding and cell specificity. 

The EMBO journal 1995; 14:3170-83. 

30. Geimanen J, Isok-Paas H, Pipitch R, et al. Development of a cellular assay system to 

study the genome replication of high- and low-risk mucosal and cutaneous human 

papillomaviruses. Journal of virology 2011; 85:3315-29. 

31. Osada S, Yamamoto H, Nishihara T, Imagawa M. DNA binding specificity of the 

CCAAT/enhancer-binding protein transcription factor family. The Journal of biological 

chemistry 1996; 271:3891-6. 

32. Trautwein C, van der Geer P, Karin M, Hunter T, Chojkier M. Protein kinase A and C 

site-specific phosphorylations of LAP (NF-IL6) modulate its binding affinity to DNA 

recognition elements. The Journal of clinical investigation 1994; 93:2554-61. 

33. Dong XP, Stubenrauch F, Beyer-Finkler E, Pfister H. Prevalence of deletions of YY1-

binding sites in episomal HPV 16 DNA from cervical cancers. International journal of 

cancer Journal international du cancer 1994; 58:803-8. 

34. Schmidt M, Kedzia W, Gozdzicka-Jozefiak A. Intratype HPV16 sequence variation 

within LCR of isolates from asymptomatic carriers and cervical cancers. Journal of clinical 

virology : the official publication of the Pan American Society for Clinical Virology 2001; 

23:65-77. 

35. Kozuka T, Aoki Y, Nakagawa K, et al. Enhancer-promoter activity of human 

papillomavirus type 16 long control regions isolated from cell lines SiHa and CaSki and 

cervical cancer biopsies. Japanese journal of cancer research : Gann 2000; 91:271-9. 

36. Xi LF, Koutsky LA, Hildesheim A, et al. Risk for high-grade cervical intraepithelial 

neoplasia associated with variants of human papillomavirus types 16 and 18. Cancer 

epidemiology, biomarkers & prevention : a publication of the American Association for 

Cancer Research, cosponsored by the American Society of Preventive Oncology 2007; 

16:4-10. 



 

126 

 

37. Sichero L, Ferreira S, Trottier H, et al. High grade cervical lesions are caused 

preferentially by non-European variants of HPVs 16 and 18. International journal of cancer 

Journal international du cancer 2007; 120:1763-8. 

38. Sichero L, Sobrinho JS, Villa LL. Oncogenic potential diverge among human 

papillomavirus type 16 natural variants. Virology 2012; 432:127-32. 

39. Lace MJ, Isacson C, Anson JR, et al. Upstream regulatory region alterations found in 

human papillomavirus type 16 (HPV-16) isolates from cervical carcinomas increase 

transcription, ori function, and HPV immortalization capacity in culture. Journal of 

virology 2009; 83:7457-66. 

40. Hubert WG. Variant upstream regulatory region sequences differentially regulate 

human papillomavirus type 16 DNA replication throughout the viral life cycle. Journal of 

virology 2005; 79:5914-22. 

41. May M, Dong XP, Beyer-Finkler E, Stubenrauch F, Fuchs PG, Pfister H. The E6/E7 

promoter of extrachromosomal HPV16 DNA in cervical cancers escapes from cellular 

repression by mutation of target sequences for YY1. The EMBO journal 1994; 13:1460-6. 

42. Gurgel AP, Chagas BS, do Amaral CM, et al. Prevalence of Human Papillomavirus 

Variants and Genetic Diversity in the L1 Gene and Long Control Region of HPV16, 

HPV31, and HPV58 Found in North-East Brazil. BioMed research international 2015; 

2015:130828. 

43. Misawa H, Yamaguchi M. Involvement of nuclear factor-1 (NF1) binding motif in the 

regucalcin gene expression of rat kidney cortex: the expression is suppressed by cisplatin 

administration. Molecular and cellular biochemistry 2001; 219:29-37. 

44. Zhou H, Zarubin T, Ji Z, et al. Frequency and distribution of AP-1 sites in the human 

genome. DNA research : an international journal for rapid publication of reports on genes 

and genomes 2005; 12:139-50. 

45. Sibbet GJ, Cuthill S, Campo MS. The enhancer in the long control region of human 

papillomavirus type 16 is up-regulated by PEF-1 and down-regulated by Oct-1. Journal of 

virology 1995; 69:4006-11. 

46. Cuthill S, Sibbet GJ, Campo MS. Characterization of a nuclear factor, papilloma 

enhancer binding factor-1, that binds the long control region of human papillomavirus type 

16 and contributes to enhancer activity. Molecular carcinogenesis 1993; 8:96-104. 



 

127 

 

47. Mack DH, Laimins LA. A keratinocyte-specific transcription factor, KRF-1, interacts 

with AP-1 to activate expression of human papillomavirus type 18 in squamous epithelial 

cells. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America 

1991; 88:9102-6. 

 

 

  



 

128 
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Figure 3.1. The enhanced transcriptional activity of the HPV33 LCR10 variant is 

attributable primarily to the T7791C variation. The contribution of the three LCR10-

specific variations, C7365T, T7531C and T7791C, to the transcriptional activity of LCR10 

was tested by reverting each of them, individually and in combination, back to the sequence 

of the prototype (LCR-PT). 3xMut designates the mutant LCR10 in which the C7365T, 

T7531C and T7791C variations were reverted to the prototypical sequence. Bar graph 

representing the transcriptional activity of the indicated LCR10 mutant derivatives relative 

to that of the prototype (LCR-PT), in C33A (panel A), HeLa (panel B) and U2OS (panel C) 

cells. The activity of each LCR was measured in luciferase reporter-gene assays using 

increasing quantities of LCR-Rluc plasmid (25, 50, 100 and 200 ng). The LCR-PT-Fluc 

plasmid (25 ng) was co-transfected as an internal control. Each bar represents the mean 

value obtained from a minimum of 4 independent experiments performed in duplicates. All 

values are presented relative to the level of transcriptional activity obtained with 100 ng of 

LCR-PT, which was used as the reference (white bar) and assigned a value of 1.0. Standard 

deviations are indicated by error bars. D) Integrated measure of LCR transcriptional 

activity using the area under the curve (AUC). AUC values were calculated from the dose-

response curves presented in panels A-C and used as an integrated measure of LCR activity 

in C33A, HeLa and U2OS cells, as indicated. The AUC value of each LCR is reported as a 

percentage of the AUC value calculated for LCR-PT, which was set as 100. Statistical 

analysis of AUC values was performed using a one-way ANOVA followed by Dunnett's 

post-hoc analysis to compare the transcriptional activity of LCR10 (white bar) with that of 

each LCR10 mutant derivatives and of the prototype. * = p < 0.05, ** = p < 0.01, *** = p < 

0.001.  
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Figure 3.2. The T7791C variation stimulates the transcriptional activity of the HPV33 

LCR to a similar extent as inactivation of the C/EBPβ binding site. A) Schematic 

representation of the HPV33 LCR. The 924-bp LCR is represented by a white line flanked 

by the L1 and E6 open reading frames at its 5’ and 3’ extremities, respectively. The 

locations of 4 binding sites for the E2 transcriptional regulator and binding sites for the 

viral E1 helicase are indicated. Black boxes represent the perfect 79-bp duplication present 

in the central portion of the LCR of the prototype. The grey box indicates the location of 

the putative C/EBPβ binding site (nucleotide 7789-7798) encompassing nucleotide 7791, 

which is changed from a T to a C in LCR10. The sequence of this site in LCR-PT (BS1), in 

the variant LCR10 (T7791C) or when inactivated by a quadruple mutation (mBS1) are 

indicated, with the nucleotides that differ from the prototype underlined. Nucleotides (nt) 

are numbered according to the HPV33 reference genome (GenBank accession M12732.1). 

Nucleotides (nt) are numbered according to the HPV33 reference genome (GenBank 

accession M12732.1). B) Transcriptional activities of C/EBPβ binding site mutant LCRs. 

The T7791C variation and quadruple inactivating mutation (mBS1) were introduced 

separately into LCR-PT and the transcriptional activities of the resulting mutant LCRs were 

measured using increasing quantities of LCR-Rluc plasmid, in either C33A (left panel), 

HeLa (center panel) and U2OS (right panel)  cells, exactly as described in the legend of 

Fig. 3.1. Each bar represents the mean value obtained from 4 independent experiments 

performed in triplicates. An integrated measure of the transcriptional activity of each LCR 

(C) was obtained by calculating the area under each dose-response curve (AUC), as 

described in the legend of Fig. 3.1.C. 
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Figure 3.3. The T7791C variation reduces the affinity of C/EBPβ for its binding site. 

A) Schematic representation of C/EBPβ and of the two GST-fusion proteins used in DNA-

binding assays. C/EBPβ is produced as three isoforms: two which activate transcription, 

LAP* (Liver-enriched activator protein full length, amino acids 1-345) and LAP (Liver-

enriched activator protein, amino acids 24-345), and one which is inhibitory, LIP (Liver-

enriched inhibitory protein amino acids 199-345). Grey and black boxes indicate the 

location of the C/EBPβ activation and repression domains, respectively. All isoforms 

contain a basic region (B) and a leucine zipper domain (Z) that are both necessary for 

DNA-binding. C/EBPβ fragments encompassing the B and Z regions, or only the B region 

as a negative control, were bacterially expressed and purified as fusion proteins with GST 

(as illustrated). The right panel shows a coomassie-stained 12% SDS-PAGE analysis of the 

purified GST (28 kDa), GST-C/EBPβ-B (30 kDa) and GST-C/EBPβ-BZ (36 kDa) proteins 

(3 μg of each protein were loaded on the gel). The position and size (in kDa) of molecular 

weight standards (MWS) are shown on the left of the gel. B) DNA-binding activity of the 

purified proteins. The ability of GST, GST-C/EBPβ-B and GST-C/EBPβ-BZ to bind to a 

fluorescein-labeled DNA probe containing the prototype C/EBPβ binding site BS1 (LCR-

PT) was determined using a fluorescence polarization assay performed with increasing 

concentrations of each protein (3.9, 7.8, 15.6, 31.25, 62.5, 125, 250, 500 and 1000 nM) and 

15 nM of probe. Each data point is the average of duplicates values measured in three 

independent experiments (n=6). Error bars represent standard deviations. C) Fluorescence 

polarization competition assay. Unlabeled duplex oligonucleotides (BS1, T7791C, mBS1 

and Consensus) were used as competitors and tested in increasing amounts (0, 5.9, 11.7, 

23.4, 46.9, 93.8, 187.5, 375, 750 and 1500 nM) for their ability to inhibit the binding of 

GST-C/EBPβ-BZ (125 nM) to a fluorescein-labeled BS1 probe (15 nM). The T7791C 

oligonucleotide is identical in sequence to the BS1 oligonucleotide but contains the 

T7791C variation. The Consensus oligonucleotide contains a high-affinity C/EBPβ site that 

is used as a positive control. The mBS1 oligonucleotide corresponds to a defective C/EBPβ 

site that was inactivated by a quadruple mutation and is used as a negative control. 

Competitor concentration is indicated as the log10 value. Fluorescence polarization levels 

were normalized to the value measured in absence of competitor DNA, which was set at 

100%, and are reported as a percent of control (POC). Each data point is the average of 3 



 

134 

 

independent experiments, each performed in duplicates (n=6). Error bars represent the 

standard deviation.  
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Figure 3.4. Identification of two additional binding sites in the LCR of HPV33 with 

different affinities for C/EBPβ. The grey boxes show the location of the three predicted 

C/EBPβ binding sites termed BS3 (nucleotide 7471-7480), BS2 (nucleotide 7700-7709) 

and BS1 (nucleotide 7789-7798). The sequences of the three sites are shown below. The 

bases that are underlined show the position of the nucleotides that were mutated to 

cytosines to inactivate the C/EBPβ sites (mBS3, mBS2 and mBS1). Nucleotides (nt) are 

numbered according to the HPV33 reference genome (GenBank accession M12732.1). B) 

Competitive fluorescence polarization assay for the binding of GST-C/EBPβ-BZ. 

Increasing amount (0, 5.9, 11.7, 23.4, 46.9, 93.8, 187.5, 375, 750 and 1500 nM) of 

unlabeled oligonucleotides (Consensus, BS1, BS2, BS3 and of the C/EBPβ binding site 

quadruple mutants mBS1, mBS2 and mBS3) were used to compete against a fluorescein-

labeled BS1 probe (15 nM) for the binding of GST-C/EBPβ-BZ (125 nM). Competitor 

concentration is indicated as the log10 value. Polarization levels were normalized to the 

value at 0 ng of competitor which was set at 100% and are reported as a percent of control 

(POC). Each data point is the average of duplicates of 3 independent experiments (n=6). 

Error bars represent the standard deviation.  
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Figure 3.5.  Mutational analysis of the three C/EBPβ binding sites present in the 

HPV33 prototypical LCR. The contribution of the three C/EBPβ binding sites to the 

transcriptional activity of LCR-PT was assessed by inactivating each site (with a quadruple 

mutation) either individually or in combination. Bar graph representing the transcriptional 

activity of the indicated LCR-PT mutant derivatives, in C33A (A), HeLa (B) and U2OS (C) 

cells. The activity of each LCR was measured in luciferase reporter-gene assays using 

increasing quantities of LCR-Rluc plasmid (25, 50, 100 and 200 ng).  The LCR-ΔC/EBPβ-

Fluc (25 ng) was co-transfected as an internal control. Each bar represents the mean values 

of duplicates from at least 4 independent assays. All values are presented relative to the 

level of transcriptional activity obtained with 100 ng of LCR-PT, which was used as the 

reference (white bar) and assigned a value of 1.0. Standard deviations are indicated by error 

bars. D) Integrated measure of LCR transcriptional activity using the area under the curve 

(AUC). AUC values were calculated from the dose-response curves presented in panels A-

C and used as an integrated measure of LCR activity in C33A, HeLa and U2OS cells, as 

indicated. The AUC value of each LCR is reported as a percentage of the AUC value 

calculated for LCR-PT, which was set as 100. Statistical analysis of AUC values was 

performed using a one-way ANOVA followed by Dunnett's post-hoc analysis to compare 

the transcriptional activity of LCR-PT (white bar) with that of each LCR-PT mutant.  * = p 

< 0.05, ** = p < 0.01, *** = p < 0.001.  
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Figure 3.6. Effect of the C/EBPβ LAP and LIP isoforms on the transcriptional activity 

of the HPV33 prototypical LCR.  A) Effect of overexpression of C/EBPβ LAP and LIP 

on LCR-PT activity. Reporter gene assays were performed in C33A (left panel), HeLa 

(center panel) and U2OS (right panel) cells.  These cells were co-transfected with LCR-PT 

(100 ng), LCR-ΔC/EBPβ-Fluc (25 ng) as an internal control, and with an expression 

plasmid for either LAP (5 ng) or LIP (10 ng), as indicated. Bars represent the mean values 

of Rluc/Fluc ratios obtained from at least 4 independent experiments each performed in 

duplicates. Standard deviations are indicated by error bars. LCR-PT in the absence of LAP 

or LIP was used as the reference (white bars). The numbers indicated above brackets 

represent the fold-activation and fold-repression values of each LCR brought about by 

exogenous LAP and LIP, respectively. These values were obtained by comparing the basal 

Rluc/Fluc ratios measured in absence of exogenous LAP or LIP to those obtained in 

presence of 5 ng and 10 ng of LAP- and LIP-expression vector, respectively. Statistical 

analysis of the Rluc/Fluc values was performed using a one-way ANOVA followed by 

Dunnett's post-hoc analysis.  * = p < 0.05, ** = p < 0.01, *** = p < 0.001. B) Expression 

levels of C/EBPβ LAP and LIP. Western blot analysis of endogenous (left panel) and 

transiently overexpressed (right panel) LAP and LIP in C33A, HeLa and U2OS cells. In 

overexpression studies, cells were transfected with an expression plasmid for either LAP or 

LIP, as indicated, or mock-transfected as a control. Both isoforms were detected using a 

rabbit polyclonal antibody against C/EBPβ. The bands corresponding to LAP and LIP are 

indicated on the right. β-tubulin was used as a loading control.  
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Figure 3.7. Modulation of the HPV33 LCR activity by LAP and LIP is altered by 

C/EBPβ binding site mutations. The effects of overproducing LAP (5 ng; panels A, C and 

E) or LIP (10 ng; panels B, D and F) on the transcriptional activities of LCR-PT and mutant 

derivatives carrying the quadruple inactivating mutation mBS1, mBS2 or a combination of 

both (mBS1/2), as indicated, were determined in C33A (A and B), HeLa (C and D) and 

U2OS (E and F) cells exactly as described in the legend of Fig. 3.6.A. The basal activity of 

each LCR was measured in absence of exogenous LAP or LIP. All values are presented as 

Rluf/Fluc ratios obtained with 100 ng of LCR for each condition, which was used as the 

reference (white bar). Standard deviations are indicated by error bars. 
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Figure 3.8. Conservation of the minimal enhancer region in the LCR. Alignment of the 

partial LCR sequences of HPV18, HPV16 and HPV33 according to the position of the 

HPV33 BS2 and the putative C/EBPβ site in the LCR of HPV18. The blue and green boxes 

show the position of the KRF-1 and PEF-1 sites in the LCR of the HPV18 and HPV16, 

respectively. The purple and yellow boxes show the position of the HPV33 C/EBPβ BS2 

site and the putative C/EBPβ site in the LCR of HPV18, respectively.  

  



 

143 

 

Table 3.1. Binding affinities (KD) of C/EBPβ for different sites as determined in 

competitive fluorescence polarization assays 

Competitor Sequence  

(5’- 3’) 

IC50  

(nM) 

Ki  

(nM) 

Consensus CCCTGATTGCGCAATAGGCTC 54 ± 18 45 ± 15 

33BS1 CCCTGCTTACACAATAGGCTC 97 ± 0.5 82 ± 0.5 

T7791C CCCTGCTCACACAATAGGCTC >1500
a
 >1263 

33mBS1 CCCTGCCCACACCCTAGGCTC >1500
a
 >1263 

 

a 
Highest concentration of GST-C/EBPβ-BZ protein tested. 
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4.1 Mise en contexte de l’article 

Dans le chapitre précédent, nous avons montré que C/EBPβ est un régulateur 

important de l’expression des gènes du VPH33 par son interaction sur deux sites dans le 

LCR. Ainsi, dans ce chapitre, nous avons voulu déterminer la prévalence des sites C/EBPβ 

chez différents types de VPH afin de déterminer si C/EBPβ est un régulateur commun de 

l’activité transcriptionnelle virale tel que suggéré dans la littérature et par nos études. À 

noter que cet article sera soumis pour publication prochainement. 

 

4.2 Contribution des auteurs 

J’ai réalisé toutes les expériences présentées dans ce manuscrit excepté les 

expériences de polarisation de la fluorescence en utilisant des doubles mutants de liaison de 

C/EBPβ qui ont été produites par Dr David Gagnon. J’ai également rédigé cet article dans 

son intégralité.  

Dr Anthony Mathelier a prédit les sites C/EBPβ un utilisant la matrice de fréquence. 

Dr Jacques Archambault a participé à la conception et à la supervision du projet. Il a 

également participé à l’analyse des résultats et a rédigé le résumé. 

 

4.3 Texte de l’article 

4.3.1 Abstract 

 

Background. The long-control regions (LCRs) of human papillomavirus (HPV) types 11, 

16, 18 and 33 are regulated by C/EBPβ, a transcription factor that binds as homo- or 

heterodimers to DNA sites of the consensus sequence 5’-[A/G]TTGCG[C/T]AA[C/T]-3’. 

To assess the importance of C/EBPβ as a general regulator of HPV gene expression, we 

sought to determine the prevalence of C/EBPβ binding sites in the LCRs of 175 HPV types.  

Methods. C/EBPβ binding sites were predicted with an available frequency-based position 

weight matrix (PWM) derived from chromatin-immunoprecipitation studies and reflecting 

the occurrence of the four nucleotides A, C, G and T at each position of the C/EBPβ 
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binding sequence in mammalian genomic DNA. As a complementary approach, a PWM 

based on binding energy was also used, which was created by measuring the affinity of a 

C/EBPβ homodimer for a series of DNA sites containing all four permutations at each 

position of the binding sequence in vitro. 

Results. The two PWMs predicted slightly different but overlapping sets of C/EBPβ 

binding sites, with the main difference being at position 5 where a C is almost invariably 

found in mammalian DNA although a C, T or a G is tolerated for high-affinity binding in 

vitro. Previously described as well as novel sites were identified, some of which were 

validated in functional studies. Interestingly, both matrices highlighted the enrichment of 

C/EBPβ binding sites in the central region of the LCR of high-risk HPV (HR-HPV) types.  

Conclusions. These results underscore the value of combining PWMs based on occurrence-

frequency and binding-energy for the prediction of TF binding sites and point to C/EBPβ as 

being an important regulator of HR-HPV types. 

 

Keywords: HPV, C/EBPβ, gene expression, transcription, long control region, LCR, 

binding-affinity, occurrence frequency, fluorescence polarization.  

 

4.3.2 Introduction 

High-risk human papillomaviruses (HR-HPV), of which HPV16 and HPV18 are the 

most prevalent, are the root cause of cervical cancer (CC) and other HPV-associated 

malignancies (1, 2). The viral oncoproteins E6 and E7, which target the p53 and Rb-tumor 

suppressor pathways, respectively, are necessary for cancer development and to sustain the 

viability and proliferation of HPV-immortalized cells (3-5). The expression of E6 and E7 is 

driven by the viral long control region (LCR), a regulatory part of the HPV genome which 

contains binding sites for cellular transcription factors (TFs) and for the viral E2 

transcriptional repressor (reviewed in (6) and (7)). Increased expression of E6 and E7, 

which often arises following integration of the viral genome into the host chromosomes and 

disruption of the E2 gene, is a hallmark of HPV-associated cancers (8). Naturally-occurring 

variations in the LCR can also contribute to enhanced E6 and E7 expression (7, 9). For 

example, our group has previously described a single variation in the HPV33 LCR, 

T7791C, which increases its transcriptional activity approximately two-fold by abolishing a 
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negatively-acting CCAAT-enhancer binding protein β (C/EBPβ) binding site normally 

present in the LCR prototype (LCR-PT,(10)).  

 

C/EBPβ is a member of the CCAAT family of TFs and is an important regulator of 

genes involved in immunity, cell proliferation and differentiation (reviewed in (11) and 

(12)). Three C/EBPβ isoforms of 38, 35 and 20 kDa have been identified: the liver-enriched 

activator proteins LAP* and LAP (herein termed LAP only) and the liver-enriched 

inhibitory proteins LIP, respectively (12, 13). The latter lacks the transactivation domains 

but retains the ability to bind DNA via its basic leucine zipper domain. The ability of 

C/EBPβ to activate or repress promoters is influenced by several conditions including the 

relative expression of the LAP and LIP isoforms, the occupancy of adjacent binding sites 

for other cellular factors and, more generally, the composition of the cellular transcription 

factor proteome (11, 12). Although C/EBPβ preferentially binds to the 5’-ATTGCGCAAT-

3’ consensus sequence as a homodimer (7, 14), complexes containing other factors such as 

CREB, NF-κB, ATF as well as other members of the C/EBP family (15-17) have been 

identified. These heterodimers can bind to different DNA targets known as composite 

elements thus greatly expanding the number of genes that can be regulated by C/EBPβ.  

 

C/EBPβ was shown to act primarily as a transcriptional repressor of the HPV16 and 

HPV11 E6/E7 promoter (18, 19).  C/EBPβ was shown to bind the 5’ region of the LCR (nt 

7285-7315) in gel retardation and DNA footprinting assays (18) whereas binding of 

C/EBPβ was  unto the LCR of HPV11 (nt 7451-7459) was assessed by EMSA (20). For 

HPV11, this inhibitory activity of C/EBPβ was found to require a promoter-proximal YY1 

binding site; surprisingly, mutation of this site not only abolished repression but switched 

the function of C/EBPβ to that of an activator  (20). Additional evidence that YY1 can 

modulate the activity of C/EBPβ came from the observation that both factors assemble into 

a complex at the “switch” region (nt 7709-7718)  in the enhancer of the HPV18 LCR to 

activate viral gene transcription, although this mechanism was found to operate in HeLa 

cells only (21-23). Additionally, increased binding of C/EBPβ onto the enhancer region of 

the HPV31 LCR was observed by chromatin immunoprecipitation (ChIP) analysis of 

differentiated keratinocytes  although the exact sites were not defined (24). Deletion of this 

region significantly decreased the activity of the late promoter. Binding of C/EBPβ onto the 
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HPV31 LCR was also observed in undifferentiated cells. The deletion of the region thought 

to contain a C/EBPβ site reduced in the early promoter activity in undifferentiated 

keratinocytes, suggesting an activating role for C/EBPβ in early gene expression (25, 26).  

 

We have recently identified three C/EBPβ binding sites, termed BS1, BS2 and BS3, 

in the LCR of HPV33. Functional analysis in cultured cell lines and in undifferentiated 

primary keratinocytes implicated BS1 and BS2 in the repression and activation of viral 

gene expression, respectively , whereas BS3 did not have any apparent function (10). Using 

a competitive fluorescence polarization DNA binding assay in vitro, we determined that a 

recombinant C/EBPβ homodimer could bind to 33BS1 (Ki = 96 nM) and 33BS2 (Ki = 90 

nM) with similar affinities as to the consensus sequence ATTGCGCAAT (Ki = 40 nM) 

(10). In contrast, the binding of C/EBPβ to 33BS3 was rather weak (Ki = 181 nM), thus 

providing a likely explanation for its lack of effect in reporter gene assays. Taken together, 

these studies in several different HPV types suggested that C/EBPβ may be a general 

regulator of HPV gene transcriptional.  

 

In the present study, we have performed a bioinformatic analysis of the occurrence 

of potential C/EBPβ binding sites in the LCRs of 175 HPV types.  C/EBPβ sites were 

predicted using two complementary position weight matrices (PWM). One derived from 

ChIP studies and depicting the nucleotide composition of C/EBPβ-bound sequences in 

mammalian DNA. The other, constructed in this study, reflecting the nucleotide sequences 

that are bound with high-affinity by a C/EBPβ homodimer in vitro. Our analysis shows an 

overrepresentation of C/EBPβ sites in the LCR of mucosal HPV types, in particular within 

the high-risk group, suggesting that transcriptional regulation by C/EBPβ is a conserved 

feature of oncogenic HPV types. 

 

4.3.3 Materials and Methods 

 

C/EBPβ expression and purification 

The GST-C/EBPβ-BZ protein, comprised of the basic region (B) and leucine-zipper 

(Z) of C/EBPβ fused to glutathione-S-transferase (GST), was expressed  in E. coli BL21 
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cells and purified exactly as described in (10). Protein concentrations were determined by 

Bradford analysis.  

 

Fluorescence polarization DNA-binding assay 

DNA-binding assays were performed as described in (27) and (10) using a final 

concentration of 15 nM of fluorescein-labeled BS1 probe and 31.25 nM of GST-C/EBPβ-

BZ protein in a final volume of 150μL of assay buffer (25mM Tris-HCl  [pH 7.6], 0.1mM 

DTT, 0.01% NP-40, 75mM NaCl, 150mM KCl and 5mM MgCl2). The affinities of 

unlabeled duplex DNAs for GST-C/EBPβ-BZ were measured in competition assays by 

titrating them in DNA binding reactions prepared as described above. Each unlabeled 

duplex DNA was tested at increasing concentrations  (0, 5.9, 11.7, 23.4, 46.9, 93.8, 187.5, 

375, 750 and 1500 nM) such as to generate an inhibitory dose-response curve from which a 

Ki value could be calculated (see below). Fluorescence readings were taken in OptiPlate-

96F high-binding-affinity black 96-well plates (Perkin Elmer) with a Victor
3
V multilabel 

plate reader (PerkinElmer) equipped with a 485-nm/535-nm filter set. The background 

fluorescence of the unbound probe was subtracted from all values. Each DNA competitor 

was tested in duplicates in two or three independent experiments (n=6) as indicated in the 

figure legends. 

 

Fluorescent DNA probe and competitor oligonucleotides 

The BS1 probe is identical to the previously described LCR-PT probe (10). This 

probe contains a single C/EBPβ binding site, corresponding to BS1 (5’-

TTTGGCTTACACAATTGCTTT-3’, BS1 underlined), and is linked to a fluorescein 

molecule at its 5′ end by a six-carbon linker. This probe and the following unlabeled 

competitor oligonucleotides were purchased from Integrated DNA Technologies. 

Unlabeled duplex DNAs and the fluorescein-labeled BS1 probe were prepared by annealing 

complementary oligonucleotides at a ratio of 1:1 and of 1:1.5 as previously described, 

respectively (10, 27). The sequence of the C/EBPβ consensus site used as a competitor was 

as follows: 5’-CCCTGATTGCGCAATAGGCTC-3’ (C/EBPβ site is underlined). 

Derivatives of this consensus sequence were obtained by substituting each base of one 

ATTGC half-site by the other three possible nucleotides. Double mutants were obtained 

similarly but this time by substituting each nucleotide in both half-sites simultaneously. 
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Unlabeled oligonucleotides containing previously described C/EBPβ binding sites in 

HPV16 (16BS1, 16BS2), HPV11 (11BS1), HPV18 (18BS1, 18BS2, 18BS3) and in HPV33 

(33BS1, 33BS2, 33BS3) were purchased and prepared as described above and their 

nucleotide sequences indicated in Tables 4.1,4. 3, 4.4 and 4.5. 

 

 

Ki determination 

Inhibitory constant (Ki) values were calculated with the GraphPad Prism version 

6.00 software by fitting the data from inhibitory dose-response curves to a single binding-

site equilibrium model using nonlinear least-squares regression analysis, as previously 

described (10, 27). Ki values were obtained from two or three independent experiments 

with each data point performed in duplicate as described in the figure legends. 

 

 

HPV LCR DNA sequences 

The nucleotide sequences of the LCRs from 175 HPV types were retrieved from the 

Papillomavirus Episteme website (http://pave.niaid.nih.gov) (28). 

 

 Definition of the binding predictor matrix 

The energetic contribution of each position of the C/EBPβ consensus sequence 

(ATTGCGCAAT, [7, 13]) was derived from the Ki values of mutated sequences in which 

each nucleotide was changed to the other three possibilities. The changes in Gibbs free 

energy (ΔΔG) were calculated from the following equation 1 as previously published in 

(29):  ΔΔG = RTln[Ki(2)/Ki(1)] where Ki(1) is the inhibitory constant measured for the 

C/EBPβ-consensus sequence and Ki(2) is the inhibitory constant of the mutated C/EBPβ-

binding sequence. ΔΔG are shown in Table 4.2. 

 

Computational prediction of C/EBPβ binding sites 

C/EBPβ binding sites were predicted with the sequence analysis tools of the MEME 

suite using the binding energy position weight matrix (PWM) depicted in Fig. 4.2 and, 

separately, the frequency-based JASPAR transcription factor binding profile MA0466.1 

(31). Sites with a p value >0.0005 were discarded. The sequence logo representing the 
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energy-based PWM was generated with enoLOGO and graphically-rendered using the 

MEME-Suite  (30, 31).  

 

Prediction of the affinity of C/EBPβ-DNA interactions 

The affinity of C/EBPβ for a given DNA sequence was estimated from the 

following equation 2:  ln Ki(x) = ln Ki (ref) + ∑ Δ ln Ki (i,N) where Ki(ref) and Ki(x) 

represent the inhibitory constant values of the consensus C/EBPβ sequence (ref) and of a 

mutant derivative (x), respectively, and where ΔlnKi (i,N) corresponds to the change in 

Gibbs free energy (ΔΔG; calculated as described above) caused by a nucleotide 

substitution, N, at the ith position of the binding sequence (adapted from (32)).   

 

HPV LCR sequence alignment 

The LCR sequences from 175 HPV types were aligned using Clustal Omega 

(EMBL-EB) and visualized with Jalview (33, 34).  

 

Plasmid construction and mutagenesis 

The HPV33 LCR-Rluc plasmid expressing Renilla luciferase (Rluc) from the 

prototypical HPV33 LCR (LCR-PT) as well as the internal control plasmid encoding firefly 

luciferase (Fluc) downstream of LCR-PT (LCR-PT-Fluc) have been described in (35). The 

plasmid expressing Rluc from the HPV18 LCR Rluc plasmid encoding the prototypical 

HPV18 LCR ( nt 7137-7857 and 1-104 of the HPV18 genome) in front of the Rluc coding 

region was constructed by PCR amplification of the LCR from the reference genome and 

cloning of the resulting amplicon between the MluI and NcoI restriction sites of the 

promoterless pGL3-Rluc plasmid described in (35). Sequences of the primers used for 

amplification will be made available upon request. The HPV33 mBS2 mutant LCR, in 

which the C/EBPβ BS2 site was inactivated by mutations (ATTGCAAAT changed to 

ACCGCACCT), has been described previously (10). The corresponding site in the HPV18 

LCR (18BS2) was similarly inactivated (CTTGTACAAC changed to CCCGTACCCC), 

using the QuikChange Site-Directed Mutagenesis kit (Stratagene). All constructs were 

verified by DNA sequencing. Additional information on the construction of these plasmids 

will be made available upon request. 
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Cell culture and transfection 

The C33A (HPV-negative) and HeLa (HPV18-positive) cervical carcinoma cell 

lines, as well as the osteosarcoma-derived U2OS line, were grown and transfected using 

Lipofectamine 2000 (Life Technologies, cat: 11668-500) as previously described in (35). 

 

Luciferase-reporter transcription assay 

This protocol is described in (35) and (10). Briefly, C33A, HeLa or U2OS cells 

were co-transfected with increasing quantities of LCR-Rluc plasmid (25, 50, 100 and 200 

ng) from HPV33, HPV18 or their respective C/EBPβ binding site mutants (mBS2) and 25 

ng of the LCR-PT-Fluc control plasmid. Fluc and Rluc activities were measured with the 

Dual-Glo luciferase assay system and a GloMax
TM

 96-well luminometer (Promega) 24h 

post-transfection. LCR transcriptional activities are presented either as Rluc/Fluc ratios or 

relative to the transcriptional activity measured with 100 ng of HPV33 LCR-Rluc, which 

was assigned a value of 1.0.  

 

Statistical analysis 

Statistical significance was tested using a one-way ANOVA with Dunnett’s post-

hoc analysis. Statistics and AUC calculations were performed using GraphPad Prism 

version 6.00.  

 

4.3.4 Results 

 

Choice of C/EBPβ position weight matrices 

Several consensus motifs are available to predict potential binding sites for C/EBPβ. 

As well as having comparable TFs coverage than commercially available resources, the 

open-access database Jaspar provides non-redundant curated motifs of higher quality than 

those found in other databases such as Transfac® (36, 37). Additionally, the binding 

preferences of transcription factors are mainly derived from published collections of 

datasets obtained by chromatin immunoprecipitation-sequencing (ChiP-seq) experiments. 

Sites identified using this PWM are defined depending on the frequency of a given 

nucleotide in the consensus sequence. However, such approach probably does not 
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distinguish between sites for hetero- or homodimers of C/EBPβ as well as direct and 

indirect interactions with DNA. The fact that the Jaspar matrix is not palindromic (Fig. 4.1) 

i.e the sequence of one half-site is more degenerate than that of the other half-site, lends 

further supports that this matrix identifies mostly sites for heterodimers. In addition, the 

Jaspar matrix does not recognize some of the previously reported sites in HPV11 and 

HPV31 (20, 24-26 and data not shown). To circumvent the limitations described above and 

as a complementary approach, we develop a PWM that would not be based solely on 

occurrence (i.e. on ChIP data) but one based on affinity for C/EBPβ homodimers. 

 

Construction of a binding-energy based PWM 

To quantify the importance of each base-pair of the consensus sequence 

ATTGCGCAAT in binding a homodimer of C/EBPβ, we systematically changed each of 

the five nucleotides in one half-site (A1T2T3G4C5) of this palindrome to the other three 

possibilities (e.g. A1 was changed to C, G and T) and measured the affinities of the 

resulting 15 mutant sites for C/EBPβ in vitro. Specifically, each mutant site was used as a 

competitor in our previously described fluorescence polarization assay which measures the 

interaction of the C/EBPβ DNA-binding domain (basic region and leucine-zipper fused to 

GST) with a fluorescent DNA probe carrying a high-affinity C/EBPβ binding-site (10). 

This allowed a Ki value to be measured for each mutant binding site, and for the consensus 

sequence as a control, which is indicative of its affinity for a homodimer of C/EBPβ. The 

results summarized in Table 4.1 show that nucleotide changes at positions 2 and 3, and to a 

lesser degree at position 4, of the C/EBPβ consensus sequence resulted in a significant 

reduction in affinity, thus highlighting the importance of T2, T3 and, albeit more modest, of 

G4 for specific C/EBPβ binding. From the data obtained with all mutant sites, we then 

calculated the changes in Gibbs free energy of binding (ΔΔG) caused by each substitution 

in one half-site to generate the binding predictor matrix described in Table 4.2 and 

represented by the sequence logo shown in Fig. 4.1. Although this logo shares similarities 

to the one describing the frequency-based C/EBPβ binding matrix from JASPAR 

(MA0466.1) (36), there are also important differences. In particular, the high prevalence of 

a C at position 5 of the frequency-based JASPAR matrix is not observed in the binding 

energy matrix, indicating that a C is not essential for high-affinity binding in vitro. 

Although the reason why a C residue at position 5 is almost invariably observed in ChIP 
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studies remains to be established, one could speculate that it is required/preferred for the 

binding of C/EBPβ heterodimers. Overall, the results from this systematic permutation 

analysis highlight the importance of T2, T3 and G4 in both half-sites for strong and specific 

binding to a C/EBPβ homodimer and confirm that the consensus sequence ATTGCGCAAT 

has the greatest affinity for this factor.  

 

Validation of the binding energy PWM  

To further assess the sequence requirement for binding a C/EBPβ homodimer and to 

validate the accuracy of our binding energy PWM, we performed similar studies as those 

described above but using mutant sites in which each nucleotide substitution was 

introduced in both half-sites of the consensus sequence simultaneously. If every nucleotide 

contributes independently of the others to the binding of C/EBPβ, the ΔΔG associated with 

a given substitution in one half-site (Table 4.1) should be doubled when this same 

substitution is introduced in both half-sites (Table 4.3). However, we note that the ΔΔG 

values were not doubled when two substitutions were introduced in the consensus sequence 

compared to a single mutant site in particular for the central GC palindromic pair at 

positions 5 and 6 whose substitution had little to no effect on binding affinity, showing that 

the identity of these two positions is not important for the binding of homodimeric C/EBPβ. 

Our mutational analysis also confirms the importance of T2, T3 and G4 in conferring high-

affinity binding.  

 

Additionally, we found that some permutations in one half-site in combination with 

their paired mutations on the other half-site potentiate the effect of the single mutant, 

showing that the identity of a nucleotide in a given position may influence the effect of 

another nucleotide on the overall binding of C/EBPβ. This is best exemplified by the T3 

and A8 pair.  As such, when T3 is changed for G, the binding affinity is not altered. 

However, when A8 is simultaneously change for C, binding of C/EBPβ to the DNA target 

is abolished. These results show that some changes in the consensus sequence are not 

necessarily additive to the overall binding as reflected in bindings affinities between single 

and double mutants. Nonetheless, the correlation between predicted and measured binding 

affinities was good (R
2
 = 0.7569, Fig. 4.2) as further validated by comparing the predicted 

and measured Ki values for the previously described HPV33 BS1, -2 and 3. This shows that 
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the additivity model, although not perfect, still provides a good approximation of the 

experimental Ki values and can therefore be used to predict high-affinity binding sites for 

C/EBPβ. 

 

Comparison of the energy- and frequency-based C/EBPβ binding site predictions 

The results above indicate that the JASPAR and binding energy matrices can 

identify different sets of binding sites especially those that diverge at position 5. Thus both 

matrices were used to analyse the prevalence of putative C/EBPβ binding sites in the LCR 

of 175 HPV types. The energy- and frequency-based matrices identified 55 and 103 sites, 

respectively, among which 39 sites were found by both methods (Fig. 4.3A). Sequence 

logos representing the sites identified by both matrices or detected only be the energy-

PWM or by the frequency-based PWM are presented Fig. 4.3B, 4.3C and 4.D, respectively.  

As expected, the major difference between the sites identified only by the frequency matrix 

and those detected only by the energy-matrix was at position 5 where a C is almost 

invariable in the JASPAR matrix but where T, C or G are accommodated by the binding-

energy matrix. Small differences were also observed at positions 3, 6 and 7. While T3 was 

always conserved in the sites identified by the frequency-based matrix, this position could 

be T or to a lesser extent G or C in sites predicted by the binding energy PWM but only 

when A8 and A9 are conserved. The identity of the nucleotides at positions 6 and 7 were 

more variable in sites predicted by the frequency-based PWM than those identified by the 

binding energy matrix which were preferentially enriched in G and C, respectively. This 

highlights the need for two high-affinity half-site for the binding of a C/EBPβ homodimer 

which is not required in the sites that are identified by the frequency-derived logo and could 

presumably be heterodimeric sites. The results indicate that although both predictions 

identify several common sites, a significant number of sites are missed by each matrix, 

showing that sequences found at high frequency in ChIP data sets are not necessarily high-

affinity sites for C/EBPβ homodimers. 

 

Several observations were noted when further characterizing the sites predicted with 

the energy- or frequency-based PWM.  To facilitate the study, the LCRs of the 175 HPV 

types were separated into three groups: the high-risk (HR), the low-risk (LR), representing 

the mucosal HPVs, and the cutaneous (Ct) HPVs. We found that C/EBPβ binding sites 



 

156 

 

were overrepresented in the HR-HPVs compared to the LR and Ct types as observed using 

the energy- (Fig. 4A) and frequency-based PWM (Fig. 4B). When dividing the LCR into 

three regions determined by the position of the E2 binding sites (the 5’, the central and the 

3’ regions, as described in (6)), the C/EBPβ binding sites were categorized according to the 

region they fall in. The results presented in Fig. 4.4C show that the C/EBPβ binding sites of 

the HR and LR groups were more often found in the central region of the LCR compared to 

those of the Ct HPVs which were predominantly found in the 3ʼ region. The majority of the 

C/EBPβ binding sites found in the central region of the LCR of the HR groups were 

identified by both the energy- and frequency-derived PWM, thus lending further support to 

the notion that they are are genuine high-affinity binding sites for C/EBPβ. Collectively, 

these result point to C/EBPβ as being an important regulator of HR-HPV gene expression. 

 

Among the previously described C/EBPβ sites in the literature, the binding energy 

PWM accurately identified the one present in HPV11 (here termed 11BS1) and the three 

found in HPV33 (33BS1, 33BS2 and 33BS3) while the frequency-derived logo only 

identified 33BS1 and 33BS2 (10, 20, 38). Two distinct sites (18BS2 and 18BS3) were 

identified in the HPV18 LCR that are different than the C/EBPβ site previously described 

(termed here 18BS1) (22). While both matrices predicted 18BS2, 18BS3 was specifically 

found by the binding energy logo only. Additionally, both methods identified different sites 

in the LCR of HPV16, 16BS1 (energy) and 16BS2 (frequency) and also failed to identify 

any binding sites in the LCR of HPV31. The exact sequence of the C/EBPβ element(s) in 

the HPV16 LCR was never assessed (18). The sequences as well as the major functions of 

the previously characterized sites are found in Table 4.4. The sites that were missed by the 

frequency-based matrix contained different nucleotides than that of the energy logo at 

positions 1, 4 and particularly 5 which is T in 33BS3 and 11BS1. The 18BS1 site could not 

be detected by both methods possibly because of C4 which was found to be deleterious to 

the binding according to the binding energy PWM as well as not being detected in vivo 

using the JASPAR matrix.  

 

Affinity of C/EBPβ for previously reported sites in the LCRs of HPV types 11, 16 and 

18 
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Based on the results of the prediction, the sites that have been previously described 

were re-examined for their ability to bind a C/EBPβ homodimer using the same 

competition fluorescence polarization binding assay described above. As expected, 11BS1 

(Ki = 156 nM ± 28) and 16BS1 (Ki = 226 nM ± 195) which were identified by the binding 

energy matrix were bound by C/EBPβ although with comparable affinity as 33BS1 (Ki= 

103 nM ± 26). Furthermore, ours results also show that homodimeric C/EBPβ does not 

bind to 16BS2 and 18BS3 identified by the frequency matrix only. Taken together, these 

results show that the LCR of HPV16, -11, -18 and -33 contain binding sites for purified 

homodimeric C/EBPβ. It is possible that the low-affinity sites identified here are preferably 

bound by C/EBPβ as a heterodimer.  

 

Conservation of 33BS2-like sites in HR-HPV types 

The presence of the high-affinity 18BS2 was rather intriguing as this site is similarly 

positioned in the LCR of HPV18 as 33BS2 in the LCR of HPV33, thus suggesting that both 

sites may regulate their cognate LCR in a similar fashion. A previous study by our 

laboratory showed that 33BS2 stimulates the activity of the HPV33 LCR in HeLa cells and 

to a lesser extent in U2OS cells. To investigate if 18BS2 similarly enhance the activity of 

the HPV18 LCR, this site was inactivated by a quadruple mutation which eliminates 

binding to C/EBPβ, as previously reported in (10). The transcriptional activity of the 

resulting mutant LCR, HPV18 mBS2, was then investigated in reporter gene assays as 

described in (10). We have previously shown that mutation of BS2 reduces the activity of 

the HPV33 LCR by approximately 75 % and 30 % in HeLa and U2SO cells, respectively, 

but has little to no effect LCR activity in C33A cells ((10) and Fig. 4.7 of this study). The 

inactivation of BS2 in the HPV18 LCR had essentially the same effects. Specifically, 

mBS2 reduced the activity of the HPV18 LCR by 75 % in both HeLa and U2OS cells while 

having little to no effect in C33A cells. These results provide further evidence that 33BS2 

and 18BS2 play analogous roles in regulating transcription of their cognate LCR.  

 

The presence of this common activator site in HPV33 and HPV18 prompted us to 

investigate the prevalence of BS2-like sites in other HPV types. To do so, the DNA 

sequence of the HPV types that contained at least one putative C/EBPβ binding site in the 

central region of the LCR were aligned according to 33BS2 (Fig. 4.7A) and 33BS1 (Fig. 
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4.7B). These sites were found predominantly in the mucosal HPV types 33, 58, 39, 68, 59 

and 18 and in the Ct HPV7. Interestingly, all these types also contained a sequence similar 

to the BS1 site in the HPV33 LCR, which has been shown to repress transcription (10). 

These observations suggest that the ability of C/EBPβ to repress and enhance the activity of 

the LCR through BS1 and BS2, respectively, may be a conserved feature of several HPV 

types. 

 

4.3.5 Discussion 

  

In this study, we have measured the effect of substituting one nucleotide in one half-

site of the ATTGCGCAAT consensus sequence on the binding affinity of a C/EBPβ 

homodimer. C/EBPβ binding sites in the LCR of 175 HPV types were then predicted using 

an energy- and frequency-based PWM and the results obtained from both methods were 

compared.  

 

C/EBPβ is a known regulator of HPV gene expression able to repress and to activate 

the LCR depending on the cellular context (10, 18, 20, 22). The relative expression of the 

activating LAP and repressor LIP isoforms regulates C/EBPβ DNA-binding activity (7, 11, 

13, 39-43). The DNA sequence of the C/EBPβ binding site is also a major determinant of 

C/EBPβ activity; some sites allowing the binding of C/EBPβ and interacting partners on 

heterodimeric sites. Theoretically, every nucleotide in a given binding sequence contributes 

independently to the overall binding of a transcription factor meaning that the binding 

affinity can be inferred by the sum of the changes in energy caused by substitutions in the 

reference sequence. However, we found that some permutations in both half-sites did not 

altered binding affinities while some changes resulted in a potentiated effect leading to 

complete disruption of the C/EBPβ-DNA interaction (Table 4.3). Hence, the contribution of 

a nucleotide in a given position may be dependent on the identity of a nucleotide in a 

different position. This phenomenon was also observed for the p53-DNA interaction and 

for other transcription factor (32, 44, 45). Even when taking this into consideration, we 

nevertheless found that the binding energy model still provides a good approximation of the 

binding affinities although the actual Ki values were underestimated.  
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Both frequency- and energy-based PWMs identified common sites such as that of 

HPV33 (BS1 and BS2). However, several sites were identified either by one matrix or the 

other. As such, the frequency-based matrix failed to identify sites in the LCR of HPV11 

whereas the energy-based PWM did so, suggesting that 11BS1 is a site for C/EBPβ 

homodimers. In the LCR of HPV18, both matrices identified 18BS2 but only the energy-

based matrix predicted 18BS3, also suggesting that the latter is a homodimeric site. As for 

18BS1, which was previously shown to bind a YY1-C/EBPβ complex in HeLa cells (22), it 

was not predicted by any matrices, suggesting that C/EBPβ does not physically interact 

with the DNA. Both the energy- and frequency-based PWMs did not predict any C/EBPβ 

site in the LCR of HPV31 whereas others have identified increased binding of C/EBPβ 

unto the LCR in chromatin immunoprecipitation assays in differentiated keratinocytes, 

arguing for the fact that C/EBPβ heterodimers are preferably recruited only when 

differentiation is induced (24-26). Finally, different HPV16 sites were identified by both 

approaches; 16BS1 and 16BS2 being predicted by the energy- and frequency-based PWMs, 

respectively. The different sets of binding sites specifically identified by the JASPAR 

matrix such as 16BS1 may represent heterodimeric sites. These sites are enriched with a C 

at positon 5 on one ATTGC half-site, suggesting that the identity of this nucleotide is 

critical for the binding of a C/EBPβ heterodimer whereas it can be substituted by any base 

for binding of a C/EBPβ homodimer. Several C/EBPβ interactors have been identified such 

as YY1, ATF, NFAT, CREB and NF-κB (22, 46-50). However, computational analysis of 

the second half-site sequence using the PROMO software (TRANSFAC version 8.3 

database) did not reveal a particular binding sites for known C/EBPβ interactors (51, 52). 

Composite sites that allow the binding of a C/EBPβ heterodimer are not identified in our 

binding energy prediction where only the binding of a C/EBPβ homodimer was assessed. In 

that sense, it would be interesting to evaluate the change in binding affinities of different 

C/EBPβ complexes for a given site in a way that heterodimeric sites can be discriminated 

from homodimeric ones.  

 

Finally, we note the presence of a conserved region (5’-

TGCTTTAGGCACATATTT-3’) between the clusters of 33BS2- and 33BS1-like sites 

(Fig. 4.7). Unfortunately, computational analysis of this region did not identify a candidate 
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factor that could interact with this region. However, this region partially falls within a 

segment which is thought to be the binding site for the papilloma enhancing binding factor 

(PEF-1) described in HPV16, shown to be important for the activation of viral gene 

expression (53). Our results raise the possibility that both activating and inhibitory C/EBPβ 

binding sites are required to regulate the LCR transcriptional in the mucosal HPV types. 

Regarding this, we found that most of the HR and LR-HPVs contained at least one C/EBPβ 

element in the central portion of the LCR which are similar to the 33BS2 and 33BS1 

previously described (10). The central region is thought to confer tissue-specificity and may 

be a determinant of the epithelial tropism of the different HPVs, suggesting that BS2-like 

sites are involved in the enhancer activity while BS1- like sites serves to counterbalance the 

activation in epithelial cells.  
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4.3.7 Figures and Tables 

 

 
 

Figure 4.1. Sequence logo of the C/EBPβ consensus binding site as determined with 

the frequency- and energy-based position weight matrices.  
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Figure 4.2. Correspondence of the measured and predicted binding affinities of 

C/EBPβ of C/EBPβ for different DNA sequences. Each dot represents the values of the 

measured and predicted Ki values for one oligonucleotide. Permutations of every possible 

nucleotide were introduced in both half-site of the C/EBPβ consensus sequence (Der16 to 

30). Previously characterized C/EBPβ sites in the LCR of HPV33 (33BS1, 33BS2 and 

33BS3) and their mutants (33mBS1, T7791C, 33mBS2 and 33mBS3) were also included to 

the analysis as controls. The equation of the linear regression line and coefficient of 

determination (R
2
) are shown. 
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Figure 4.3. Comparison of the sets of predicted C/EBPβ sites of frequency- and 

energy-based position weight matrixes. A)  Venn diagram showing the number of 

predicted C/EBPβ sites identified specifically with the frequency-based position weight 

matrix (PWM), the energy-based PWM or common to both sets. Sequence logo 

corresponding to the C/EBPβ sites predicted that are common (B) or specifically to the 

frequency-based PWM (C) or energy-based PWM (D). The arrows show the positions that 

are critical for binding of C/EBPβ. 
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Figure 4.4. Conservation of C/EBPβ binding sites in the LCR of known HPV types.  

Quantification of the number of C/EBPβ binding sites found in the LCR of high-risk (HR), 

low-risk (LR) and cutaneous (Ct) HPVs as predicted with the frequency-bases PWM (A) or 

the energy-based PWM (B). The total number of HPV types classified in the HR, LR and 

Ct groups are indicated below each chart. C) Localization of C/EBPβ binding site in the 

LCR of different HPV types. The C/EBPβ binding site(s) of HPV types categorized in the 

HR, LR and Ct groups were further characterized according to their position in the LCR: 

the 5’ region (delimitated from the beginning of the sequence to the first E2 binding site), 

the central region (between the first and the second E2 binding site) or in the 3’ region 

(between the second E2 binding site to the end of the sequence). The number of predicted 

sites that are common (C), or specific to the frequency-based PWM (F) and the energy-

based PWM (E) is indicated. The total number of sites is indicated below each chart. 
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Figure 4.5. C/EBPβ binding sites in the LCR of HPV11, HPV16 and HPV18 show 

different degree of affinity for C/EBPβ. Affinities of GST-C/EBPβ-BZ for different sites 

identified in the LCRs of HPV33 (A), HPV11 (BS), HPV16 (C) and HPV18 (D) as 

determined in competitive fluorescence polarization. Increasing amount (0, 5.9, 11.7, 23.4, 

46.9, 93.8, 187.5, 375, 750 and 1500 nM) of unlabeled oligonucleotides (33BS1, 33BS2, 

33BS3, 11BS1, 16BS1, 16BS2, 18BS1, 18BS2, 18BS3) were used to compete against a 

fluorescein-labeled 33BS1 probe (15 nM) for the binding of C/EBPβ-BZ (125  nM). The 

C/EBPβ binding site sequences of HPV33, HPV11, -16 and -18 are indicated in Table 5. 

Competitor concentration is indicated as the log10 value. Polarization levels were 

normalized to the value at 0 ng of competitor which was set at 100% and are reported as a 

percent of control (POC). Each data point is the average of duplicates of at least 2 

independent experiments. Error bars represent the standard deviation.  
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Figure 4.6. The HPV18 BS2 is important for activation of the LCR in HeLa and U2OS 

cells. The quadruple inactivating mutation (mBS2) was introduced into the HPV33 and 

HPV18 LCR-Rluc plasmids. The transcriptional activities of the resulting mutant LCRs 

were measured using increasing quantities of LCR-Rluc plasmid (25, 50, 100 and 200 ng) 

in C33A (A), HeLa (B) and U2OS (C) cells. The LCR-PT-Fluc plasmid (25 ng) was co-

transfected as an internal control. Each bar represents the mean value obtained from a 

minimum of 4 independent experiments performed in duplicates. All values are presented 

relative to the level of transcriptional activity obtained with 100 ng of LCR-PT, which was 

used as the reference (white bar) and assigned a value of 1.0. Standard deviations are 

indicated by error bars. D) Integrated measure of LCR transcriptional activity using the area 

under the curve (AUC). AUC values were calculated from the dose-response curves 

presented in panels A-C and used as an integrated measure of LCR activity in C33A , HeLa 

and U2OS cells, as indicated. The AUC value of each LCR is reported as a percentage of 

the AUC value calculated for LCR-PT, which was set as 100. Statistical analysis of AUC 

values was performed using a one-way ANOVA followed by Dunnett's post-hoc analysis to 

compare the transcriptional activity of the prototypical LCR of HPV33 or HPV18 (white 

bar) with that of their respective mBS2 mutant. * = p < 0.05, ** = p < 0.01, *** = p < 

0.001.  
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Figure 4.7. Distribution of C/EBPβ binding site(s) in the enhancer region of the LCR 

of different HPV types. Representation of C/EBPβ binding site positions in the central 

region of the LCR of different HPV types according to the localization of the HPV33 BS2 

(A) and HPV33 BS1 (B) sites. LCRs that contained at least one C/EBPβ binding site in the 

central region were aligned using Clustal Omega and Jalview. Nucleotides highlighted in 

green, purple and black represents the C/EBPβ binding sites that were predicted by the 

frequency-based PWM, the energy-based PWM or by both methods, respectively. Portions 

of the LCR that are represented are numbered according to the numbering in the PAVE 

database.  
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Table 4.1. Effect of systematic permutations at each position of one half-site on the 

affinity of a C/EBPβ homodimer for its consensus binding sequence 

 

 

Competitor 

DNA 

Sequence 

(5’-3’) 

Ki 

(nM) 

ΔΔG* 

(kcal/mol) 

Consensus ATTGCGCAAT 38 ± 14 0 

Der1 C......... 55 ± 9 0.939 

Der2 G......... 40 ± 21 0.125 

Der3 T......... 73 ± 7 1.612 

Der4 .C........ 183 ± 34 3.879 

Der5 .G........ 516 ± 120 6.446 

Der6 .A........ 387 ± 178 5.736 

Der7 ..C....... 980 ± 425 8.036 

Der8 ..G....... 96 ± 11 2.289 

Der9 ..A....... 646 ± 222 7.006 

Der10 ...C...... 279 ± 144 4.926 

Der11 ...T...... 97 ± 9 2.307 

Der12 ...A...... 75 ± 45 1.689 

Der13 ....G..... 78 ± 2 1.785 

Der14 ....T..... 69 ± 13 1.489 

Der15 ....A..... 85 ± 7 2.005 

 

Note. The Ki values were determined as described in the Materials and Methods section and 

using 125 nM of a GST- C/EBPβ-BZ fusion protein. ΔG(x) is the binding energy required 

for C/EBPβ to interact with a given DNA target. G(ref) is the binding energy required for 

C/EBPβ to interact with the consensus sequence. * Relative to the consensus sequence 

which was set at 0. 
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Table 4.2. Binding predictor matrix definition  

 
Position 

Consensus 

1 

A 

2 

T 

3 

T 

4 

G 

5 

C 

6 

G 

7 

C 

8 

A 

9 

A 

10 

T 

A 0.00 5.74 7.01 1.69 2.00 1.49 2.31 0.00 0.00 1.61 

C 0.94 3.88 8.04 4.93 0.00 1.78 0.00 2.29 6.45 0.13 

G 0.13 6.45 2.29 0.00 1.78 0.00 4.93 8.04 3.88 0.94 

T 1.61 0.00 0.00 2.31 1.49 2.00 1.69 7.01 5.74 0.00 

 
Note. The numbers refer to the ΔΔG (kcal/mol) relative to the nucleotide of the consensus 

sequence and were determined as described in the Materials and Methods section.  
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Table 4.3. Correspondence of measured and predicted Ki of different DNA sequences 

for C/EBPβ 

 

Competitor 
Sequence 

(5’-3’) 

Ki measured 

(nM) 

Ki predicted 

(nM) 

ΔΔG* 

(kcal/mol) 

Consensus ATTGCGCAAT 35 ± 5 38 0 

Der16 C........G 41 ± 29 72 0.392 

Der17 G........C 52 ± 17 96 0.980 

Der18 T........A 235 ± 213 123 4.718 

Der19 .C......G. > 1269 615 >  8.896 

Der20 .G......C. > 1269 493 >  8.896 

Der21 .A......T. > 1269 439 >  8.896 

Der22 ..C....G.. > 1269 615 >  8.896 

Der23 ..G....C.. 624 ± 367 175 7.137 

Der24 ..A....T.. > 1269 536 >  8.896 

Der25 ...C..G... > 1269 377 >  8.896 

Der26 ...T..A... 70 ± 109 176 1.717 

Der27 ...A..T... 55 ±  9 129 1.109 

Der28 ....GC.... 79 ± 1 137 2.021 

Der29 ....TA.... 136 ± 128 114 3.368 

Der30 ....AT.... 70 ± 89 153 1.709 

33BS1 C..A.A.... 97 ±  2 157 2.524 

33BS2 .....AA... 90 ±  26 145 2.352 

33BS3 ....TA.... 203 ±  80 114 4.355 

33mBS1 CCCA.A.CC. > 1269 947 >  8.896 

33mBS2 .CC..AACC. > 1269 912 >  8.896 

33mBS3 .CC.TA.CC. > 1269 904 >  8.896 

T7791C C.AA.A.... > 1269 425 >  8.896 

 

Note. The measured Ki values were determined as described in the Materials and Methods 

section and using 125 nM of a GST- C/EBPβ-BZ fusion protein. ΔG(x) is the binding 

energy required for C/EBPβ to interact with a given DNA target. G(ref) is the binding 

energy required for C/EBPβ to interact with the consensus sequence. * Relative to the 

consensus sequence which was set at 0. 
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Table  4.4. Functions of known C/EBPβ sites  

 

nd: specific site(s) not determined 

FPA: fluorescence polarization assay 

EMSA: electrophoretic mobility shift assay 

 

 

 

  

HPV 

types 

Sequence 

(5’-3’) 
Region Functions References 

HPV33 BS1 CTTACACAAT 7789-7798 

- Binding assessed in 

competition FPA 

- - Represses the LCR in C33A, 

HeLa and U2OS cells 

Alvarez et al. 

(2016) 

HPV33 BS2 ATTGCAAAAT 7700-7709 
- Binding assessed in competition FPA 

- Activates the LCR in HeLa cells 

Alvarez et al. 

(2016) 

HPV33 BS3 ATTGTACAAT 7471-7480 

- Weak binding in competition FPA 

- Not active in C33A, HeLa and U2OS 

cells 

Alvarez et al. 

(2016) 

HPV11 TTTGTGCAAT 7451-7459 

- Binding assessed by EMSA 

- Represses the LCR through a 

promoter proximal YY1 site in HFKs 

Auborn and 

Steinberg (1991) 

Ralph et al. (2006) 

HPV16 nd 7285 to 7315 

- Binding assessed by EMSA 

- Represses the LCR in HeLa and 

CaSki cells 

Kyo et al. (1996) 

HPV18 

BS1 

(switch 

region) 

TTTACTTAAG 7709-7718 

- Binding assess by EMSA 

- Activates the LCR through the 

formation of a YY1-C/EBPβ complex 

in HeLa cells 

Bauknecht et al. 

(1996) 



 

180 

 

Table 4.5. Affinities (Ki) of C/EBPβ homodimer for previously described binding sites 

 

Competitor References 
Sequence 

(5’-3’) 

Ki 

(nM) 

Consensus 
Williams et al. 

(1995) 
ATTGCGCAAT 33 ± 2 

33BS1 Alvarez et al. (2016) CTTACACAAT 103 ± 26 

33BS2 Alvarez et al. (2016) ATTGCAAAAT 102 ± 36 

33BS3 Alvarez et al. (2016) ATTGTACAAT 203 ± 80 

11BS1 Ralph et al. (2006) TTTGTGCAAT 156 ± 28 

16BS1 
 

CTTGTGTAAC 226 ± 195 

16BS2 
 

TTGTTTCAAC > 1269 

18BS1 
Baucknecht et al. 

(1996) 
TTTACTTAAG 1208 ± 163 

18BS2 
 

CTTGCATAAC 229 ± 156 

18BS3 
 

CTTGTACAAC > 1269 

 

Note. The measured Ki values were determined as described in the Materials and Methods 

section and using 125 nM of a GST- C/EBPβ-BZ fusion protein. 
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Chapitre cinquième : Discussion 

L’objectif général de ce projet de recherche était de caractériser les fonctions des 

polymorphismes du VPH33 sur l’activité transcriptionnelle du LCR. Plusieurs conclusions 

peuvent être formulées à partir des résultats présentés dans les chapitres précédents. Tout 

d’abord, les résultats du chapitre 2 indiquent que la phylogénie des variantes corrèle avec 

l’activité de transcription i.e. que les variantes au sein d’une même lignée présentent des 

activités transcriptionnelles similaires. Plus important encore, certaines variantes non-

prototypiques, notamment celles de la sous-lignée A2, montrent une activité du LCR accrue 

dans les cellules C33A. L’augmentation de l’activité transcriptionnelle de ces variantes est 

attribuable à la combinaison de plusieurs variations, dont certaines sont caractéristiques de 

la sous-lignée A2. Fait intéressant, nos études antérieures ont indiqué qu’une de ces 

variations, C7732G, est associée à un risque plus élevé de développer un HSIL (72, 701). 

Une deuxième variation, soit une délétion de 79 pb, est associée à la persistance de 

l’infection (72, 701). Cette délétion, qui n’est pas spécifique à la sous-lignée A2, est 

également retrouvée dans les variantes de la lignée B, mais pas dans la sous-lignée 

prototypique A1. La délétion n’altère pas l’activité transcriptionnelle du LCR du VPH33 à 

elle seule, mais en combinaison avec C7732G, elle augmente l’activité promotrice de 50%. 

Toutefois, ces deux variations ne sont pas suffisantes pour augmenter l’activité du 

prototype au niveau de l’activité de la variante LCR6 de la sous-lignée A2. L’activité du 

LCR6 est obtenue dans le LCR-PT lorsque les variations C7732G, C7537A et A7879G et 

la délétion sont introduites conjointement. Cette étude indique que l’activité du LCR est 

modulée par plusieurs variations dont l’effet individuel est plutôt modeste. 

Néanmoins, une variation dans un site critique pour la régulation de l’expression 

génique peut aussi exercer un impact significatif sur le LCR. Ainsi, les résultats du chapitre 

3 indiquent que la variante rare de la lignée B, LCR10, montre une activité 

transcriptionnelle de 2-3 fois plus élevée que celle du prototype dans les cellules C33A, 

HeLa et U2OS. La variation T7791C spécifique à LCR10 cause la dérépression du LCR en 

abolissant un site de liaison pour C/EBPβ (BS1), indiquant que C/EBPβ est un répresseur 

important de l’expression génique du VPH33. Dans cette même étude, nous avons identifié 

un deuxième site C/EBPβ (BS2) qui, cette fois-ci, est impliqué dans l’activation du LCR du 

VPH33. Ainsi, le VPH33 porte des sites activateurs et répresseurs sur la même région 



 

182 

 

promotrice. Alors que BS1 induit la répression du LCR dans les cellules C33A, HeLa et 

U2OS, BS2 n’est actif que chez ces deux dernières lignées, bien que l’effet dans les U2OS 

soit modeste. Ces résultats dénotent que les fonctions de C/EBPβ sont également dictées 

par le contexte cellulaire et donc par les différents interactomes des cellules étudiées.  

Finalement, dans le quatrième chapitre de cette thèse, nous montrons que la 

modulation par C/EBPβ de l’expression des gènes viraux est un processus conservé chez la 

plupart des VPHs muqueux, en particulier les VPHs-HR. Effectivement, nous notons la 

présence de sites pour des homodimères de C/EBPβ qui sont similaires aux sites BS1 et 

BS2 retrouvés dans le LCR du VPH33. Alors que quelques études indiquent que C/EBPβ 

est également impliqué dans la régulation de l’expression génique du VPH11, 16, 18 et 31, 

nous montrons que C/EBPβ lie des sites différents que ceux préalablement identifiés dans 

le VPH18. Nos prédictions qui se basent sur l’utilisation de matrices des énergies de liaison 

et de fréquence permettent d’identifier les sites à haute affinité pour des homodimères de 

C/EBPβ.  

 

5.1 Modulation de l’expression génique du VPH33 par les 

variations dans le LCR 

Notre étude est la première à caractériser l’effet individuel des variations du LCR du 

VPH33 sur la transcription virale par une approche de mutagenèse détaillée. Les quelques 

études qui se sont penchées sur la question ont utilisé des LCRs chimères de variantes ou 

des constructions contenant des délétions, ce qui rend difficile l’identification des 

polymorphismes qui sont associés à un changement de phénotype (711, 740). Nos résultats 

indiquent que certaines variations dans le LCR augmentent l’expression génique virale et 

pourraient donc altérer l’histoire naturelle de l’infection au VPH33. Ainsi, le potentiel 

oncogénique de certaines variantes du VPH33 serait plus grand que celui du prototype. 

 

5.1.1 Le LCR est représentatif de la variabilité génomique du VPH33 

La grande hétérogénéité des VPHs complique la comparaison des études 

d’association des variantes avec un risque plus élevé de CC, d’autant plus qu’il n’existait 
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pas jusqu’à tout récemment un système standardisé pour la nomenclature des isolats d’un 

virus donné. L’établissement d’une classification des variantes en lignées facilite ce 

processus. Cette classification se base sur la comparaison des séquences nucléotidiques des 

génomes entiers des virus et non plus selon une région génomique virale en particulier (5). 

Des combinaisons de polymorphismes se fixent au cours de l’évolution et deviennent des 

caractéristiques propres à une lignée donnée. Ces variations ne sont pas distribuées 

également dans le génome viral, certaines régions étant plus variables (5). De par sa nature 

non-codante, le LCR, qui est moins contraint à la pression évolutive par rapport aux gènes, 

acquiert donc plus de modifications dans le temps. 

Notre première étude se base sur la comparaison de la séquence nucléotidique du 

LCR de plusieurs isolats du VPH33. Malheureusement, au moment de nos analyses, le 

séquençage du génome entier n’avait pas été réalisé. Par contre, notre première étude 

indique que la séquence du LCR est suffisante pour attribuer chaque variante à une lignée. 

Ainsi, en n’utilisant que les séquences en ADN du LCR des variantes qui ont été identifiées 

par notre groupe et par d’autres, nous obtenons un arbre phylogénétique présentant les 

embranchements majeurs A et B, avec le premier groupe sous-divisé en deux sous-lignées 

A1 et A2 (chapitre 2, Fig. 2.1), tel que décrites par Chen et al. (5). Plus récemment, deux 

variantes rares de E6 du VPH33 ont été identifiées ayant 3 et 4 variations de plus que leurs 

variantes les plus proches et ont donc été classifiées dans la sous-lignée A3 et la lignée C, 

respectivement (745). Malheureusement, les LCRs de ces variantes n’ont pas été séquencés 

et n’ont donc pas été inclus dans notre analyse phylogénétique. Ces variantes sont 

retrouvées uniquement en Asie et en Afrique. Ainsi, la présence d’au moins trois 

polymorphismes additionnels dans une région donnée est parfois suffisante pour 

caractériser une nouvelle sous-lignée.  

Parmi les variantes que nous avons caractérisées, le LCR10 diverge de trois 

nucléotides en plus d’être dépourvu du polymorphisme à la position 18, par rapport aux 

autres variantes de la lignée B (chapitre 3, Fig. 3.1). De plus, parmi les variantes de la 

lignée B identifiée ailleurs dans le Monde, LCR10 reste la plus polymorphique de toutes 

avec un total de 19 variations. Ainsi, l’accumulation de polymorphisme plus élevée de la 

variante LCR10 suggère une divergence plus récente de cette variante de l’ancêtre commun 

(most recent common ancestor) et serait possiblement un indicatif de la présence d’une 
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nouvelle sous-lignée dans le groupe B. Toutefois, il est important de noter que la variante 

LCR10 n’a été retrouvée que dans une seule patiente des 95 femmes recrutées dans l’étude. 

Bien que cette variante ait été isolée chez plusieurs spécimens consécutifs de cette femme 

d’origine haïtienne, l’infection par le VPH33 était résolue à la fin du suivi. Il est possible 

que cette variante soit défavorisée par rapport aux autres due à la variation qui affecte le 

site pour C/EBPβ ou bien qu’elle soit nouvellement émergente, ce qui expliquerait qu’elle 

ne soit pas encore répandue dans la population. Il serait donc intéressant d’un point de vue 

évolutif d’étudier la prévalence de cette variante dans d’autres populations.  

 

5.1.2 Association entre les variantes non-prototypiques et le 

développement de cancer du col de l’utérus 

Une grande partie de la littérature indique que certaines variantes non-

prototypiques, en particulier les variantes AA et NA du VPH16, sont plus oncogéniques de 

par leur association avec la progression vers le CC (58, 702, 716, 731, 733, 736). Le risque 

de progression pour les variantes moins prévalentes est moins connu, mais furent abordées 

de façon plus exhaustive dernièrement (72, 709, 740, 745, 753). Dans un article récent, le 

risque de CC pour les variantes de E6 et E7 du VPH33 a été évalué (745). Les variantes A2 

sont rarement détectées dans des spécimens provenant de l’Afrique et de l’Amérique du 

Sud. Les variantes des lignées A3 et C sont davantage isolées en Asie tandis que celles de 

la sous-lignée A1 sont retrouvées partout dans le monde, avec une préférence en Amérique 

du Sud. De plus, les variantes de la sous-lignée A1 sont surreprésentées dans les cas de CC 

en Asie et en Afrique. Nos études dénotent que les variantes du VPH33 ne sont pas 

associées avec l’ethnicité des participantes, alors que les échantillons cliniques proviennent 

de Montréalaises et de Brésiliennes, ce qui est également observé dans d’autres études, en 

Slovénie notamment (754, 755). De plus, nos résultats suggèrent que ce sont plutôt les 

variantes de la sous-lignée A2 qui sont associées avec un risque plus élevé de progression. 

Ainsi, des études antérieures indiquent que les variantes contenant la variation C7732G et 

une délétion de 79-bp étaient associées à un plus grand risque de développer des lésions de 

haut-grade et d’infection persistante, respectivement (72, 701). Par contre, ces articles ont 

analysé des variations de façon individuelle. Nous savons maintenant que les variations 
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tendent à se fixer dans une lignée donnée et donc qu’une variation est associée avec 

d’autres polymorphismes (2). Malheureusement, dû au faible nombre de spécimens positifs 

pour le VPH33, des études d’association entre les différentes lignées du VPH33 n’ont pu 

être effectuées. Malgré tout, nos études indiquent que les variantes de la sous-lignée A2 ont 

un potentiel d’oncogénicité accru par rapport au prototype.  

Les différences entre ces deux études épidémiologiques pourraient s’expliquer par 

les différentes populations étudiées. Notre étude a analysé des échantillons provenant de 

femmes Canadiennes et Brésiliennes tandis que la première étude a analysé des spécimens 

provenant d’une trentaine de pays, mais seulement six Brésiliennes et aucune de 

Canadienne ou Nord-Américaine (745). Il est difficile de faire des analyses d’association 

avec l’ethnicité brésilienne du fait de la grande hétérogénéité de cette population. Bien que 

le nombre de femmes infectées par le VPH33 dans les études soit faible, elles sont les 

études les plus puissantes à date portant sur le VPH33. D’autres études et possiblement une 

méta-analyse permettraient de confirmer l’association des variantes du VPH33 avec un 

risque accru de développer le CC dans d’autres populations. Toutefois, nos études 

suggèrent que les variantes de la sous-lignée A1 ont généralement une activité 

transcriptionnelle plus faible que celles de la lignée A2 dans les cellules C33A et HeLa à 

l’exception du prototype qui est plus actif dans le dernier type cellulaire.  

La détection des variations caractéristiques des lignées ayant un potentiel 

oncogénique plus élevé pourrait servir comme outil de diagnostic pour identifier les 

patientes ayant un plus grand risque de progression vers le CC. Ainsi, dans un programme 

de dépistage du CC, il serait intéressant de suivre davantage la progression de l’infection 

chez les femmes infectées avec des variantes oncogéniques tels que les variantes non-

prototypiques du VPH16 et VPH18 et des variantes de la sous-lignée A2 du VPH33 si 

l’association avec un risque accru de progression vers un HSIL s’avère fondée. Bien sûr, les 

prochaines études d’association devront se basées sur un plus grand nombre 

d’échantillonnages, mais devront davantage discriminer les variantes selon leur potentiel 

oncogénique. 
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5.1.3 Activité transcriptionnelle élevée des variantes non-prototypiques 

La majorité des études sur les variantes du VPH16 et VPH18 indiquent que les 

variantes non-prototypiques sont souvent associées à un risque plus grand de développer un 

CC et ceci corrèle assez bien avec des activités transcriptionnelles et réplicatives plus 

élevées (615, 711). Nos études antérieures suggèrent une association entre les variations 

définissant la sous-lignée A2 et un potentiel oncogénique accru. Nos études actuelles 

montrent également que l’activité transcriptionnelle de ces variantes est accrue par rapport 

au prototype (chapitre 2, Fig. 2.2). De plus, nous montrons que la variante LCR10 de la 

lignée B est également plus active autant dans les cellules C33A, HeLa et U2OS que le 

LCR-PT (chapitre 3, Fig. 3.1). Ainsi, nos études sont en accord avec la littérature i.e. que 

certaines variantes non-prototypiques du VPH33 ont une activité transcriptionnelle plus 

élevée que celle du prototype. L’activité de certains de ces LCR dépend du contexte 

cellulaire alors que les variantes A2 sont davantage activées dans les cellules C33A que 

dans les cellules HeLa. La plupart des études fonctionnelles sur les variantes n’ont étudié la 

transcription que dans un type cellulaire (604, 696, 697, 711, 717).  

 

Nos études indiquent qu’il est important de mesurer l’activité du LCR dans plus 

d’une lignée cellulaire. Ainsi, l’effet de certaines variations, à première vue silencieuses 

dans un type de cellules, pourrait se manifester dans une lignée cellulaire distincte. Nous 

avons utilisés dans cette première étude des cellules C33A (VPH-négatives) et HeLa (VPH-

positive). Ainsi, deux facteurs principaux peuvent moduler l’expression génique virale de 

façon différentielle dans les cellules C33A et HeLa. Tout d’abord, ces cellules sont dérivées 

d’un carcinome et d’un adénocarcinome du col de l’utérus, ce qui indique qu’elles ont 

acquis des mutations dans l’ADN génomique les immortalisant et les transformant. Alors 

que les cellules HeLa sont bien caractérisées, tel que montré par le répertoire large de 

publications utilisant cette lignée, moins est connu sur les caractéristiques génétiques des 

cellules C33A. Il est possible que certaines voies signalétiques soient davantage activées ou 

réprimées dans les cellules HeLa que dans les C33A. Dans cette optique, il serait 

intéressant de comparer le transcriptome de ces deux types cellulaires et de regarder si 

l’expression des gènes des facteurs de transcription, dont les sites potentiels sont affectés 

par les variations identifiées dans notre étude, est altérée. Deuxièmement, contrairement 

aux cellules C33A, les cellules HeLa ont été immortalisées par l’intégration du VPH18 et 
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donc par la surexpression des oncogènes E6 et E7. Nous savons que les oncoprotéines 

encodées par ces gènes affectent plusieurs procédés cellulaires (voir section 1.2.4 de cette 

thèse). Ainsi, nous ne pouvons exclure un rôle additionnel de E6 et E7 dans la régulation de 

l’expression des gènes viraux dans les cellules HeLa comparé aux cellules C33A. 

 

Toutefois, nous notons que les cellules C33A, dont le génome a acquis une mutation 

dans TP53 entre autre,  sont un bon modèle d’étude pour la réplication de l’ADN viral tel 

que montré dans certaines études dans notre laboratoire (230, 231, 385). La capacité de ces 

cellules à répliquer un plasmide contenant l’ori viral en cis indique que la machinerie de 

transcription des gènes viraux est fonctionnelle aussi. Néanmoins, il reste préférable de 

tester les LCRs dans un contexte plus pertinent pour l’étude de l’infection au VPH i.e dans 

des kératinocytes primaires. À la figure 5.1, nous montrons que bien que les variantes du 

LCR sont pour la plupart moins actifs que le prototype dans des kératinocytes primaires, les 

variantes LCR6 et LCR14 de la sous-lignée A2 sont plus actives que le LCR5. L’effet 

d’amplification de la variation C7732G sur l’activité du LCR est évident dans ces cellules 

en comparant la variante LCR6 à la variante LCR5 qui est dépourvu de la variation 

C7732G. De plus, l’introduction de variations, en particulier C7732G et A7874C, augmente 

l’activité transcriptionnelle du LCR-PT tel que montré à la figure 5.2. 
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Figure 5.1 Activité transcriptionnelle du LCR prototypique et des variantes 

dans des kératinocytes primaires. L’activité transcriptionnelle du LCR 

prototypique et celle des variantes a été mesurée dans les kératinocytes primaires 

dans un essai de transcription transitoire tel que décrit dans (705).  

 

 

Figure 5.2 Influence des variations nucléotidiques sur l’activité 

transcriptionnelle du LCR du VPH33 dans des kératinocytes primaires. Les 

variations indiquées dans la figure ont été introduites dans le LCR prototype par 

mutagenèse dirigée. L’activité transcriptionnelle du LCR prototypique et celle des 

mutants ont été mesurées dans des kératinocytes primaires dans un essai de 

transcription transitoire tel que décrit dans (705). Le mutant 4xMut contient les 

variations C7537A, 79del, C7732G et A7879G. 
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Des études supplémentaires sont nécessaires afin de déterminer si la hausse de 

l’activité du LCR des variantes A2 se traduira en un accroissement de la réplication. 

Malheureusement, l’utilisation de ces LCRs dans un système de réplication de l’ADN 

transitoire ne démontra pas de différence significative entre les variantes et le prototype 

(données non montrées ici). Cet essai, qui a été développé à partir d’un protocole élaboré 

dans notre laboratoire (voir (231) et en annexe de cette thèse), ne permet que la réplication 

d’un plasmide contenant l’ori et non le génome au complet. L’expression in trans des 

protéines de réplication E1 et E2 est notamment contrôlée par le promoteur fort du CMV et 

non par le promoteur du VPH qui est d’emblée plus réprimé. Ainsi, une augmentation de 

l’expression de E1 et E2 due à une activité accrue du LCR ne serait observable que dans un 

contexte où le génome entier est utilisé tel que dans des cultures organotypiques en radeau 

de cellules épithéliales où la différentiation cellulaire peut être induite. Toutefois, des 

études effectuées sur les variantes NA et AA du VPH16 montrent qu’une augmentation de 

l’activité du LCR d’un ordre de 2-3 fois résulte en une hausse de la réplication virale de 20 

fois par rapport au prototype (714), indiquant qu’une augmentation modeste des niveaux de 

transcription augmente de manière significative le nombre de copies de l’épisome viral. 

Ainsi, il est très probable que les variantes ayant une activité du LCR accrue par rapport au 

prototype, tel que les variantes LCR6, LCR14 et LCR10, corrèle avec une réplication plus 

active due à l’augmentation des niveaux de protéines de réplication virales E1 et E2.  

 

5.1.4 Influence des variations nucléotidiques faibles sur l’activité 

transcriptionnelle du LCR 

La plupart des variations modulant l’activité transcriptionnelle des variantes du 

LCR de la sous-lignée A2 dans les cellules C33A affectent des sites d’interaction avec des 

FT dont le rôle dans la transcription virale n’a jamais été documenté. Ainsi, les 

polymorphismes C7537A et A7879G affectent des sites potentiels pour USF et pour NF-Y 

respectivement, et seraient responsable individuellement d’environ 25% de l’activité 

transcriptionnelle (chapitre 2, Fig. 2.5). Les fonctions de USF et NF-Y dans la modulation 

de l’expression des gènes viraux reste à être établie par d’autres analyses fonctionnelles et 
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essais de liaison à l’ADN. Toutefois, ces facteurs présentent souvent des rôles d’activateur 

et de répresseur de la transcription cellulaire (756-759). Les effets différents de la perte de 

ces sites dans les cellules C33A et HeLa reflètent la double fonction de ces FT qui serait 

déterminée par le contexte cellulaire. Ainsi, l’altération de sites d’interaction pour ces 

facteurs permettrait la modulation plus fine de l’expression génique. Nous notons que la 

variation A7879G peut également affecter un site Cre. Alors que l’effet de la mutation de 

ce site potentiel reste modeste dans les C33A, A7879G est responsable de la diminution 

considérable de l’activité de la variante LCR6 dans les cellules HeLa comparativement au 

niveau obtenu dans les cellules C33A (chapitre 2, Fig. 2.5). Par la nature répressive de cette 

variation, les variantes A2 sont moins actives dans les cellules HeLa que dans les cellules 

C33A. Toutefois, la réversion de cette variation à la séquence retrouvée dans le prototype 

rétablit les niveaux de transcription dans les cellules HeLa au-delà de ceux obtenus dans les 

C33A. 

Individuellement, les variations dites faibles affectent peu l’activité 

transcriptionnelle du LCR tel qu’observé chez les variantes de la sous-lignée A2 dans les 

C33A. C’est plutôt la combinaison de ces polymorphismes qui impacte de façon 

significative l’activité transcriptionnelle des variantes (chapitre 2, Fig. 2.6). Plusieurs de ces 

variations, qui sont à première vue silencieuses, peuvent accentuer les effets des variations 

faibles quand elles sont combinées. Un exemple est la délétion de 79 pb qui, 

lorsqu’introduite dans le LCR prototypique, n’affecte pas l’activité transcriptionnelle, 

probablement par le rôle redondant de la deuxième région qui est intacte (chapitre 2, Fig. 

2.3). Toutefois, lorsqu’elle est en combinaison avec la variation C7732G, la délétion 

potentialise l’activité de cette dernière. La délétion complète de la duplication de 79 pb 

réduit l’activité du LCR d’environ 20-30%, indiquant un rôle d’activateur pour cette région 

qui contient plusieurs sites de liaison pour NF1, NF-Y et Oct-1. La variation C7732G est 

suffisante pour augmenter l’activité du LCR de 25% en abolissant un site potentiel pour 

USF. Toutefois, le polymorphisme C7732T à la même position chez la variante LCR12 

n’affecte pas l’activité transcriptionnelle du LCR (chapitre 2, Fig. 2.4), indiquant que seul 

un G à la position 7732 active la transcription virale. 

Des études récentes montrent que les génomes viraux des VPH16 et 18 sont 

organisés sous forme de chromatine associée aux nucléosomes dont un est positionné sur la 
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région centrale du LCR et serait conservé chez les PVs (176, 398, 511). Ce nucléosome 

serait présent dans une région similaire chez le VPH33 et chevaucherait la duplication de 

79 pb tel que suggéré par le programme de prédiction du positionnement des nucléosomes 

(NuPop, http://nucleosome.stats.northwestern.edu/). Il est donc possible que la délétion de 

79 pb altère le positionnement du nucléosome, permettant l’accès à des sites autrement 

fermés. Dans le cas des variantes de LCR de la lignée A2, l’altération du site pour USF par 

C7732G et la délétion de 79 bp pourrait permettre le recrutement d’un autre FT ou d’un 

coactivateur tel que CBP/p300, ce qui expliquerait l’effet additif des deux variations sur 

l’activité transcriptionnelle du LCR du VPH33. Dans l’ensemble, nos résultats montrent 

que la combinaison de variations faibles est suffisante pour augmenter significativement 

l’activité transcriptionnelle du LCR. Ces variations pour la plupart caractérisent la sous-

lignée A2 et contribueraient donc à accroître le potentiel oncogénique de variantes.  

 

5.1.5 Influence des variations nucléotidiques fortes sur l’activité 

transcriptionnelle du LCR 

Nos études ont identifié trois variations dites fortes qui, individuellement, altèrent 

significativement l’activité transcriptionnelle du LCR. Il s’agit des polymorphismes 

T7791C du LCR10, A7874C du LCR12 et A7879G de la sous-lignée A2 (chapitre 2, Fig. 

2.5; chapitre 3, Fig. 3.1). Ces deux dernières variations semblent avoir le même effet 

activateur dans les cellules HeLa. L’ajout de ces deux polymorphismes dans le LCR-PT ne 

potentialise pas cet effet, ce qui indique que ces deux variations affectent le même élément 

régulateur dans les cellules HeLa (voir Fig 5.3). Des analyses plus exhaustives de la 

séquence indiquent que ces deux variations peuvent affecter un site AP1, CRE et même la 

liaison avec E2. L’ajout du répresseur viral E2 et l’utilisation de TPA altèrent peu l’activité 

transcriptionnelle du LCR-PT et celle d’un mutant LCR-PT où A7874C et A7879G ont été 

introduits seuls ou en combinaison (donnée non montrée ici) suggérant que ces deux 

variations n’affectent pas un site AP1 ou pour E2. L’utilisation de la forskolin, de 

roflumilast et de rolipram (des inducteurs de l’AMPc) stimule davantage le LCR-PT que le 

double mutant (A7874C/A7879G) alors que les inhibiteurs (H89 et KT5720) n’affectent 

pas l’activité du LCR dans les cellules C33A, ce qui supporte l’hypothèse que les deux 



 

192 

 

variations affectent probablement un site Cre (voir Fig. 5.4 et 5.5). De plus, il semblerait 

que la voie de l’AMPc ne soit pas de facto active dans les cellules C33A puisque les 

inhibiteurs n’ont pas d’effet sur le LCR. Cela n’a pas encore été entièrement testé, mais 

nous pensons que contrairement aux cellules C33A, cette voie est activée dans les cellules 

HeLa du fait que la forskolin active peu le LCR (données non montrées ici). L’utilisation 

d’inhibiteurs de la voie de l’AMPc devrait se révéler plus efficace dans cette lignée 

cellulaire.  

En utilisant cette même approche, nous avons identifié un nouveau site Cre potentiel 

qui serait altéré par la variation C7537A qui semble augmentée l’effet des stimulateurs de 

l’AMPc sur l’activité du LCR lorsque combinée avec la délétion de 79 pb (Fig. 5.5). Bien 

sûr, d’autres essais autant de liaisons à l’ADN que fonctionnels sont nécessaires pour 

démontrer que les variations nucléotidiques peuvent altérer l’activité du LCR du VPH33 

via le voie de l’AMPc. Toutefois, nos données préliminaires indiquent que ce seraient le 

cas. La modulation de la transcription virale par l’AMPc a également été observée chez 

VPH16 et 18 pour qui la surexpression de CBP/p300 augmente l’activité transcriptionnelle 

(543, 760). CBP/p300 est un important coactivateur de la transcription cellulaire et virale et 

est une composante de l’amplificateur du promoteur de l’IFN-γ et du VPH18. CBP/p300 est 

notamment recruté sur l’ADN par sa liaison avec CREB qui a son tour interagit avec la 

région promotrice au niveau des sites CRE (revu dans (761)). La possible perte de cet 

élément dans les variantes du LCR a notamment un effet majeur dans les cellules HeLa, 

indiquant que l’activation du LCR du VPH33 est dépendant des fonctions de CBP/p300 

dans ces cellules et moins dans les C33A (voir section 5.1.3). Ainsi, la voie dépendante de 

l’AMPc serait beaucoup plus active dans les cellules HeLa que dans les C33A. Il serait 

intéressant d’étudier l’implication de la voie dépendante de l’AMPc dans la modulation du 

LCR dans des kératinocytes primaires. 
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Figure 5.3 Effets de l’introduction des variations A7874C et A7879G sur 

l’activité transcriptionnelle du LCR prototypique. Les variations A7874C et 

A7879G ont été introduites dans le LCR-PT individuellement ou en combinaison. 

L’activité transcriptionnelle de ces LCRs a été mesurée dans les cellules C33A et 

Hela dans un essai de transcription transitoire tel que décrit dans (705). 

Uniquement les aires sous la courbe (AUC) rapportés en pourcentage sont 

présentées. Une ANOVA unidirectionnelle a été appliquée afin de tester la 

différence statistique entre le prototype et les LCR mutants. *** = p< 0.001.  
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Figure 5.4 Effet de la forskolin sur l’activité transcriptionnelle du LCR 

prototypique et mutants. Les variations A7874C et A7879G ont été introduites 

dans le LCR-PT individuellement ou en combinaison. L’activité transcriptionnelle 

de ces LCRs (100 ng) a été mesurée 24h post-transfection dans les cellules C33A 

dans un essai de transcription transitoire décrit dans (705) en présence ou non de 

50μM de forskolin. Les valeurs sont rapportées relatif à l’activité du LCR-PT qui 

a été assignée une valeur de 1. Les niveaux d’activation sont indiqués en haut de 

chaque crochet. Notez que cette figure a été produite par mon collègue Dr David 

Gagnon.  
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Figure 5.5 Effet d’inhibiteurs et d’activateurs de la voie dépendante de 

l’AMPc sur l’activité transcriptionnelle du LCR. Les variations A7874C et 

A7879G et la délétion de 79bp et C7537A ont été introduites dans le LCR-PT en 

combinaison, respectivement. L’activité transcriptionnelle de ces LCRs (100 ng) a 

été mesurée 24h post-transfection dans les cellules C33A dans un essai de 

transcription transitoire décrit dans (705) en présence ou non composés chimiques 

inhibiteurs (H89 et KT5720) ou activateurs (forskolin ou FSK, rolipram et 

roflumilast) de l’AMPc. Les valeurs sont rapportées relatif à l’activité du LCR-PT 

qui a été assignée une valeur de 1 en présence de DMSO (ligne pointillée). Notez 

que cette figure a été produite par mon collègue Dr David Gagnon.  

 

 

Quant à la variation T7791C, nos études montrent qu’elle abolit un site répresseur 

pour C/EBPβ (chapitre 3, Fig. 3.3). Quelques études ont rapporté des mutations au niveau 

des sites C/EBP dans le LCR des VPHs 16, 31, 52 et 58, mais aucune n’a déterminé 

l’implication réelle de l’altération de ces sites sur la modulation de la transcription virale 

(719, 747, 748, 755). Nous sommes les premiers à démontrer que l’altération de la 

séquence de C/EBPβ par une variation naturelle unique affecte significativement les 

niveaux de transcription dans les cellules C33A, HeLa et U2OS (chapitre 3, Fig. 3.2). Une 

analogie peut être faites avec le FT YY1, dont les sites sont fréquemment altérés ou même 

supprimés dans le LCR du VPH16 et 18 (603, 604). Ces sites agissent comme répresseurs 

de l’activité transcriptionnelle alors que leurs mutations sont associées à l’augmentation des 

fonctions promotrices virales (603, 604). Ainsi, comme la mutation des sites YY1, 

l’abolition des sites C/EBPβ représente une stratégie pour lever la répression du LCR. La 
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répression par le site BS1 du VPH33 serait une fonction basale puisque contrairement aux 

autres facteurs identifié dans la variante LCR12 et les variantes de la sous-lignée A2, 

C/EBPβ est un répresseur du LCR autant dans les cellules C33A, HeLa et U2OS, et ce, 

avec la même amplitude. Finalement, nous montrons qu’il est également important 

d’investiguer l’effet de variation unique qui altère la liaison pour des régulateurs importants 

de la transcription virale, dans ce cas-ci C/EBPβ. Les variations dans les sites C/EBPβ 

devront être davantage répertoriées dans les prochaines études épidémiologiques afin de 

déterminer si l’affectation de ces sites serait impliquée dans un processus de carcinogénèse 

plus agressif chez les individus infectés par le VPH.  

 

5.2 Modulation de l’expression des gènes viraux par C/EBPβ 

Le facteur C/EBPβ est un régulateur de l’expression des gènes du VPH11, 16 et 18 

(584, 609, 635-638). Nos études sont les premières à montrer que C/EBPβ est également 

impliqué dans la modulation de l’activité transcriptionnelle du LCR du VPH33 via un site 

répresseur (33BS1) et un site activateur (33BS2). 

 

5.2.1 Bi-fonctionnalité de C/EBPβ au sein du même promoteur 

Les sites de C/EBPβ BS1 et BS2 dans le LCR du VPH33 sont impliqués dans la 

répression et l’activation de l’expression des gènes viraux (chapitre 3, Fig. 3.5). Alors que 

l’activité de répression de BS1 est conservée dans les cellules C33A, HeLa et U2OS, les 

fonctions activatrices de BS2 sont clairement dominantes dans les cellules HeLa où le LCR 

est davantage actif que dans les C33A. Ce site pourrait possiblement avoir un rôle 

d’activateur moins apparent dans les cellules U2OS. Fait intéressant, alors que BS1 et BS2 

sont des sites répresseurs et activateurs dans les PHKs, BS3 semble être impliqué aussi 

dans l’activation du LCR du VPH33 (voir Fig. 5.6). Dans les kératinocytes primaires, 

C/EBPβ jouerait un rôle plutôt d’activateur alors que les activités de BS2 et BS3 semblent 

dominer sur celle de BS1 tel qu’observé chez un triple mutant. Un effet de BS3 n’a pas été 

observé chez aucune des lignées cellulaires immortalisées (C33A, HeLa et U2OS).  Nos 

études montrent que BS3 est un site de faible affinité comparé à BS1 et BS2. Il est donc 
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possible que dans les PHKs, la syntaxe optimale, ou l’organisation des sites de liaison 

autant dans l’espacement et au niveau de l’orientation, autour de BS3 permette l’activation 

du LCR en compensant pour la faible affinité de ce site. Effectivement, un article récent 

montre l’importance de la syntaxe de la région amplificatrice sur l’expression génique chez 

Ciona intestinalis lors que des sites à faible affinité pour des FTs sont impliqués (762) 

 

 

 Figure 5.6 Effets de la mutation des sites C/EBPβ  l’activité transcriptionnelle du 

LCR prototypique dans des kératinocytes primaires humains. Les sites C/EBPβ BS1, 

BS2 et BS3 ont été inactivés par l’introduction de quatre mutations soit individuellement ou 

en combinaison. L’activité transcriptionnelle de ces LCRs a été mesurée dans les 

kératinocytes primaires humains (PHKs) dans un essai de transcription transitoire tel que 

décrit dans (705).  

 

Les fonctions de C/EBPβ sont également déterminées en partie par l’expression 

différentielle des isoformes. LIP endogène est mieux exprimé que LAP (ratio LAP/LIP ≈ 

0.5) dans les cellules C33A et U2OS alors que dans les cellules HeLa, LAP est plutôt la 

forme dominante (ratio LAP/LIP ≈ 2). Ainsi, la différence entre le ratio LAP et LIP dans 

les cellules C33A et U2OS comparativement aux cellules HeLa pourrait expliquer pourquoi 

le site BS2 est davantage un activateur dans ces dernières cellules. La dualité dans les 
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fonctions de C/EBPβ a également été rapportée chez le VPH18 et 11. C/EBPβ peut activer 

ou réprimer le LCR selon le contexte cellulaire (602, 609). Ainsi, l’activation du LCR serait 

dépendante de la formation du complexe YY1-C/EBPβ dans les cellules HeLa alors qu’il 

est absent dans les cellules HepG2 où le LCR n’est pas actif. Ce complexe lie 

spécifiquement la séquence 18-BS1, mais non le site consensus à grande affinité de 

C/EBPβ retrouvé dans la région promotrice de IL-6. Ainsi, ce site dans le LCR du VPH18 

est un élément composite. La surexpression de C/EBPβ cause la répression du LCR du 

VPH11 dans les HFK, mais active la transcription virale dans les cellules C33A même 

lorsque les sites C/EBP (deux sites C/EBPα et un site C/EBPβ) sont mutés (562). La 

répression par C/EBPβ impliquerait un site YY1 situé à plus de 300 pb en amont. C/EBPβ 

pourrait donc avoir un rôle indépendant de sa liaison à l’ADN possiblement en séquestrant 

certains partenaires d’interaction tels que YY1. Dans le cas du VPH33, la surexpression de 

LAP active plutôt le LCR dans les cellules C33A, HeLa et U2OS (chapitre 3, Fig. 3.7). La 

surexpression de LIP réprime le LCR particulièrement dans les cellules HeLa alors qu’il est 

déjà peu actif dans les C33A et U2OS. Fait intéressant, nos expériences de surexpression de 

LAP et LIP indiquent que les fonctions intrinsèques de ces sites peuvent être changées 

selon les niveaux de LAP et LIP produits (chapitre 3, Fig. 3.7). Ainsi, BS1 et BS2 ont le 

potentiel autant d’activer que de réprimer le LCR, ce qui expliquerait les résultats 

contradictoires que certaines études ont montré lorsque C/EBPβ est surexprimé.  

Par contre, l’expression différentielle de LAP et LIP n’explique pas comment les 

fonctions basales de BS1 et BS2 sont déterminées au sein d’une même région promotrice 

i.e pourquoi BS1 agit principalement comme un répresseur et BS2 comme un activateur du 

LCR. Une possibilité est que LIP lie préférablement le site BS1. Par contre, nos résultats de 

FP montrent que ces deux sites ont des affinités similaires pour un homodimère de C/EBPβ 

(chapitre 3, Fig. 3.4 et Tableau 3.1). Toutefois, nous utilisons une fusion GST qui ne code 

que le DBD et le bZIP dans nos essais de liaison à l’ADN in vitro. Il est connu que le TAD 

de C/EBPβ interagit avec les complexes CBP/p300 et SWI/SNF ((763, 764) et revu dans 

(618)). La phosphorylation du TAD permet non seulement de réguler la transactivation par 

C/EBPβ, mais également sa liaison avec d’autres régulateurs transcriptionnels (618). Ainsi, 

il est possible que LAP soit préférentiellement recruté au site BS2 par l’intermédiaire d’une 

interaction entre son TAD et un autre FT dont son site serait avoisinant. Une analyse des 

séquences adjacentes à BS1 et BS2 montrent que le contexte de ces sites est différent. 
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Effectivement, un site NF1 est immédiatement adjacent à BS1 et l’occupation de ce dernier 

par C/EBPβ pourrait donc empêcher la liaison de NF1 sur l’ADN (voir alignement au 

chapitre 4, Fig. 4.7). Quant au site BS2, aucun site pour un TF particulier ne semble 

chevaucher ce site, alors que les éléments les plus proches sont situés à une vingtaine de pb 

en amont (AP1) et en aval (USF). Ainsi, il est possible que l’occupation de BS2 par 

C/EBPβ facilite le recrutement de FT et coactivateurs.  

 

5.2.2 La formation de l’amplificateur à la base de l’activation du LCR 

dans les cellules HeLa? 

Des analyses d’empreinte indiquent la présence de sites pour HMG-I(Y), Oct-1, 

NF1, AP1 et KRF-1 dans la région amplificatrice minimale du LCR du VPH18 qu (530, 

541, 543). Fait intéressant, ces sites sont pour la plupart nécessaires pour la formation de 

l’amplificateur du VPH18, en particulier le site AP1 (voir Fig. 5.7) (541, 580). Nos 

prédictions ont identifié un site similaire à BS2 dans la région protégée identifiée pour 

VPH18 (chapitre 4). Il est difficile de déterminer si C/EBPβ est effectivement le facteur qui 

lie la région de KRF-1 ou si son site chevauche le site KRF-1. Toutefois, nos études 

fonctionnelles indiquent que le site C/EBPβ du VPH18 est également un activateur du LCR 

et est homologue au site 33BS2 autant au niveau de sa localisation dans le LCR et que dans 

ses fonctions activatrices de la transcription (chapitre 4, Fig. 4.6). Nous pouvons donc 

spéculer que le site C/EBPβ est une composante importante pour la formation de 

l’amplificateur sur le LCR du VPH18 et 33.  

Plusieurs facteurs sont recrutés au niveau de l’amplificateur, que ce soit des 

protéines architecturale ou des complexes de remodelage de la chromatine tels HMG-I et 

SWI/SNF pour stimuler l’assemblage du PIC (541, 543, 765-768). Le recrutement de 

C/EBPβ serait possible non seulement à cause de la présence de son site de liaison, mais 

aussi par l’intermédiaire de son interaction avec SWI/SNF et/ou le complexe médiateur via 

son TAD. Ainsi, la forme activatrice LAP serait préférablement recrutée sur l’amplificateur 

du fait que la forme inhibitrice est dépourvue de N-terminal (763). La composition de 

l’amplificateur serait probablement différente pour chaque type, mais les éléments 

communs seraient organisés autour du site AP1 et contiendrait NF1, Oct1, KRF-1 et LAP. 
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De ce fait, AP1 est exprimé dans les cellules basales et suprabasales dans l’épithélium 

normal et les LSIL, mais dans toutes les strates de l’épithélium dans les lésions de haut-

grade et CC (579, 581). L’expression de C/EBPβ est similaire à AP1 i.e que ce FT est 

exprimé dans les couches basales et suprabasales dans un épithélium normal, mais est 

retrouvé de façon ubiquitaire dans les tissus infectés (632). Ainsi, la formation de 

l’amplificateur sur le LCR serait favorisée dans les cellules exprimant E6 et E7 et corrèle 

donc avec l’expression spatiale de AP1 et de C/EBPβ dans l’épithélium infecté. 

 

 

Figure 5.7 Modèle de la formation de l’amplificateur sur le LCR du VPH18. 

La région amplificatrice minimale du LCR du VPH18 (7566–7674) contient des 

sites pour AP1 et de HMG-I. La liaison de ces facteurs permet le recrutement 

séquentiel d’autre FT, dont possiblement KRF-1 et C/EBPβ, pour la formation 

d’un complexe d’ordre supérieur et l’activation maximale du LCR. La formation 

de l’amplificateur sur le LCR du VPH33 se ferait de manière similaire.  

 

Alors que la formation d’une structure amplificatrice sur le LCR du VPH18 dans les 

cellules HeLa est documentée (541, 543), il n’y a aucune étude qui indique que ce 

complexe soit formé dans les C33A ou dans les U2OS. Toutefois, l’expression de LAP est 
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considérablement réduite dans les cellules C33A et U2OS (chapitre 3, Fig. 3.6), indiquant 

que la formation de l’amplificateur n’est pas optimale dans les cellules C33A et U2OS. De 

plus, les C33A sont déficientes de BRG1, une composante de SWI/SNF qui est requise 

pour l’activation du LCR (769). Nos prédictions indiquent que le LCR du VPH16 et 31 ne 

contiennent pas de site pour des homodimères de C/EBPβ dans la région minimale 

amplificatrice (chapitre 4). Ces deux types ne sont pas actifs dans les cellules HeLa, 

contrairement au VPH33 et VPH18 (voir Fig. 5.8). Ainsi, en absence d’un site C/EBPβ, 

l’amplificateur sur le LCR du VPH16 et VPH31 ne se formerait pas dans les cellules HeLa.  

 

 

Figure 5.8 Activité transcriptionnelle du LCR pour différents types de VPHs. 

Les LCRs des VPHs 16, 18 et 31 ont été clonés et leur activité de transcription a 

été mesuré dans les cellules C33A et HeLa tel que décrit dans (705). Uniquement 

les aires sous la courbe (AUC) exprimés en pourcentage du LCR du VPH33 sont 

présentées. Notez que l’activité du LCR du VPH33 est 3-4 fois plus élevée dans 

les cellules HeLa que dans les cellules C33A. 
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5.3. Conservation des sites C/EBPβ des VPHs muqueux 

La prédiction de sites C/EBPβ de 175 types de VPH à partir d’une matrice d’énergie 

a permis d’identifier plusieurs sites dans le LCR, notamment ceux qui ont été caractérisés 

pour le VPH11 et VPH33 (chapitre 4) (544, 562). L’identification de ces sites est basée sur 

des analyses in silico et il est donc important qu’un plus grand nombre de sites C/EBPβ 

soient validés autant in vitro que in vivo. Néanmoins, la correspondance entre les affinités 

prédites et mesurées pour certains sites que nous avons évalués est élevée, ce qui indique 

que notre prédiction est assez juste (chapitre 4, Fig. 4.2). De plus, près de 70% des sites que 

nous avons prédits par la matrice énergétique sont également identifiés par la matrice de 

fréquence, ce qui augmente la probabilité que ces sites soient des sites authentiques pour 

C/EBPβ (chapitre 4, Fig. 4.3). 

Notre analyse montre que de 70-85% des types muqueux possèdent au moins un site 

C/EBPβ dans le LCR dont une grande proportion a été identifié autant par la matrice 

énergétique que de fréquence (chapitre 4, Fig. 4.4). La grande majorité des types cutanés ne 

contiennent pas de site C/EBPβ, suggérant ainsi que C/EBPβ joue un rôle dans la 

détermination du tropisme viral. Effectivement, le LCR des VPHs muqueux est 

habituellement plus actif dans les cellules épithéliales d’origine muqueuse que dans 

d’autres types cellulaires (544, 545, 608). Ainsi, le LCR du VPH18 et 31 ne sont pas actifs 

dans les cellules rénales HepG2 qui n’expriment pas C/EBPβ, alors que la surexpression de 

ce FT dans ces cellules réactive le LCR (602, 609). Les expériences réalisées dans notre 

laboratoire ainsi que les études par d’autres indiquent que les cellules U2OS dérivées d’un 

ostéosarcome supportent l’expression génique et la réplication virale (voir chapitre 3 et 4) 

(544, 770-772). L’activité basale du LCR dans ces cellules est plutôt réprimée et corrèle 

avec les niveaux faibles de C/EBPβ comparativement aux cellules HeLa. La surexpression 

de C/EBPβ dans ces cellules augmente l’activité transcriptionnelle du LCR. Il est donc 

possible que le degré d’activation du LCR dépend en partie des niveaux de LAP endogène 

dans les cellules. De ce fait, il serait intéressant de déterminer si l’activation du LCR par la 

surexpression de C/EBPβ résulterait en une augmentation de la réplication virale.  

La plupart des études sur la liaison de C/EBPβ sur le LCR des VPHs se basent sur 

l’utilisation d’essais d’empreintes ou de retard sur gel (562, 609, 635, 638). Ces études ne 

permettent pas nécessairement de déterminer si C/EBPβ lie directement le LCR via un site 
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homodimérique ou si l’hétérodimérisation avec un autre facteur est requis pour son 

interaction sur l’ADN. Notre prédiction de sites en utilisant une matrice d’énergie 

complémentée avec les résultats obtenus à partir de la matrice de fréquence permet 

d’identifier les sites pour un homodimère de C/EBPβ et possiblement les sites 

hétérodimériques (chapitre 4). Ainsi, nous montrons que certains sites dans le VPH33, 11, 

18 et 16 sont liés par des homodimères de C/EBPβ. Les sites identifiés par la matrice de 

fréquence, mais non par la matrice énergétique pourraient représenter des éléments 

composites pour des hétérodimères de C/EBPβ. Ces sites pourraient être distingués des 

éléments homodimériques selon l’identité des nucléotides aux positions 5, 6 et 7 de la 

séquence consensus 5’-ATTGCGCAAT-3’ (voir logo au chapitre 4, Fig. 4.3). De ce fait, la 

liaison d’homodimères requiert que les deux demi-sites soit relativement conservés, ce qui 

est souvent observé pour les sites homodimériques 33BS1 (CTTACACAAT) et 33BS2 

(ATTGCAAAAT). Pour les sites d’hétérodimères, la conservation d’un seul demi-site 

serait suffisante pour la liaison de C/EBPβ alors que la spécificité de l’interaction à l’ADN 

est également fournie par l’autre demi-site pour un autre FT. Les séquences étant très 

hétérogènes, il est difficile de déterminer la prévalence d’un site composite pour un 

hétérodimère particulier parmi les éléments identifiés par la matrice des fréquences. Cette 

hétérogénéité reflète donc les nombreuses combinaisons que peut former C/EBPβ. Des 

études sont nécessaires pour identifier ces différents complexes, mais surtout leurs effets 

sur la modulation de l’expression génique du VPH. Il est très probable que la diversité des 

sites composites permette la modulation de la transcription de manière différente dans les 

types de VPHs. Dans ce sens, nos résultats montrent que certains VPHs contiennent des 

sites C/EBPβ au niveau de la région centrale du LCR tandis que d’autres sont dépourvus de 

ces sites (chapitre 4, Fig. 4.7), ce qui indique que ces derniers sont régulés différemment. 

Le LCR du VPH16 qui est dépourvu de site C/EBPβ au niveau de la région amplificatrice 

possède un site GRE qui ne semble pas conservé chez les VPHs ayant un site C/EBPβ (531, 

570, 773). 

Les études indiquent que C/EBPβ peut se dimériser avec AP1, ATF, NF-κB et 

CREB et lier plusieurs séquences sur les promoteurs cellulaires (774-776). Fait intéressant, 

l’activation de la voie dépendante de l’AMPc par des hormones ou facteurs de croissance 

régule positivement l’activité transcriptionnelle de CREB, qui a son tour régule 

l’expression de C/EBPβ (619, 777-779). De plus, les kinases PKA et PKC impliquées dans 



 

204 

 

cette voie signalétique modulent les fonctions de C/EBPβ en phosphorylant certains résidus 

dans le TAD ou dans le DBD (617, 780, 781). Ainsi, l’activation de la voie dépendante de 

l’AMPc peut potentialiser l’effet de C/EBPβ sur l’expression génique des VPHs en réponse 

à plusieurs stimuli. La formation d’hétérodimères permettrait la liaison de C/EBPβ sur des 

sites non-canoniques et diversifierait encore plus ses activités régulatrices.  

D’autres études montrent que la liaison d’hétérodimères c-Jun-C/EBPβ sur les 

promoteurs cellulaires est associée à la répression de l’expression génique tandis que les 

sites homodimériques C/EBPβ sont associés à l’activation (764, 775, 782). La liaison de 

ces complexes sur l’ADN varie en fonction de la différentiation cellulaire, indiquant que les 

sites hétérodimériques et homodimériques sont impliqués dans la répression de l’expression 

des gènes de prolifération et dans l’activation des gènes de différentiation, respectivement. 

Ainsi, il est envisageable que l’expression différentielle de C/EBPβ et les différentes 

combinaisons avec d’autres FT modulent l’activité transcriptionnelle du LCR durant le 

cycle viral permettant la transition de l’expression des gènes précoces et tardifs.  
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Chapitre sixième : Conclusions et perspectives 

Le but premier du projet de recherche détaillé dans cette thèse était d’étudier la 

modulation de l’expression génique virale par des variations naturelles contenues dans le 

LCR du VPH33. Dans le chapitre 2, nous avons montré que c’était la contribution de 

quelques variations qui augmente l’activité transcriptionnelle des variantes de la sous-

lignée A2, expliquant leur association avec les lésions de haut-grade par rapport au 

prototype. Nous avons également validé l’hypothèse que les variations dans un élément 

régulateur changent l’affinité de liaison pour un FT donné, qui dans le cas du VPH33, 

résulte en l’augmentation de l’activité transcriptionnelle du LCR. Ainsi, nous avons 

démontré que la variation T7791C dans la variante LCR10, dont sa caractérisation a été 

présentée dans le chapitre 3 de cette thèse, abolissait un site répresseur pour le FT C/EBPβ 

et était donc responsable de l’activité transcriptionnelle élevée de cette variante. Outre son 

rôle dans la répression du LCR, nous avons également montré que C/EBPβ est un 

activateur important de l’expression des gènes du VPH33. L’expression différentielle des 

isoformes LAP et LIP détermine les fonctions de C/EBPβ sur la modulation du LCR 

notamment. L’analyse de la prévalence des sites C/EBPβ dans le LCR de 175 types de 

VPHs, présentée dans le chapitre 4, a révélé l’enrichissement des sites C/EBPβ dans le 

LCR des VPHs oncogéniques, dont plusieurs contiennent des éléments similaires aux sites 

répresseurs et activateurs du VPH33. De plus, nos résultats suggèrent que la diversité des 

sites liant des homo- et des hétérodimères de C/EBPβ augmente l’étendue de l’action de ce 

FT sur l’activité du LCR. 

Dans l’ensemble, nos résultats corroborent le concept que des variations de la 

séquence nucléotidique du LCR altèrent la liaison de facteurs de transcription sur l’ADN, 

ce qui induit des changements dans la modulation de l’expression génique virale. Nos 

résultats démontrent aussi que certaines variantes non-prototypiques associées à des lésions 

de haut-grade ont une activité transcriptionnelle accrue. De plus, nos études soulignent que 

C/EBPβ est un régulateur important de l’expression des gènes viraux. La perte d’un site 

répresseur C/EBPβ induit l’activation du LCR du VPH33 et pourrait donc être associée à 

une oncogénicité accru du virus. Bien que nous ayons atteints nos objectifs généraux de 

caractérisation des variantes, plusieurs autres notions sur la régulation de l’activité 

transcriptionnelle restent à explorer. 
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6.1 Transition précoce/tardive de l’expression génique virale 

Des études montrent que certains éléments dans le LCR modulent l’activité du 

promoteur tardif. Alors que nos études ont porté sur l’analyse de la transcription des gènes 

viraux précoces, la régulation de l’expression tardive n’a pas été évaluée. Dans ce sens, il 

serait intéressant de déterminer si les variations dans le LCR peuvent également altérer 

l’expression des gènes tardifs dont le promoteur est retrouvé dans le cadre de lecture de E7. 

Notre essai de transcription pourrait être utilisé à cette fin pour mesurer l’activité 

transcriptionnelle du promoteur tardif dans un contexte où le LCR est présent en cis. Un 

candidat potentiel est certainement le FT C/EBPβ qui semblerait également être impliqué 

dans la modulation de l’expression des gènes tardifs, du moins pour VPH31 (176, 628). Il 

serait donc intéressant d’étudier le rôle de C/EBPβ dans la transition précoce/tardive, alors 

que peu d’études se sont penchées sur la question. Tout d’abord, il serait important de 

déterminer la prévalence des sites C/EBPβ dans la région promotrice tardive en particulier 

pour VPH33. Par la suite, des études de mutagenèses détaillées couplées à des essais 

fonctionnels et de liaison à l’ADN seront nécessaires pour déterminer l’occupation des 

régions promotrices par C/EBPβ selon l’état de différentiation cellulaire. La variation 

T7791C pourrait être introduite afin de voir son effet dans les phases tardives du cycle 

viral. 

 

 6.2 Effet de la co-ségrégation des variations ailleurs dans le 

génome viral 

Comme nous le montrons dans le chapitre 2 de cette thèse, la combinaison de 

variations altère l’expression des gènes viraux. D’autres variations ailleurs dans le génome 

sont vraisemblablement reliées aux polymorphismes retrouvés dans le LCR. La co-

ségrégation de ces variations pourrait donc avoir un impact plus grand sur le cycle viral en 

général. Bien que l’effet de variations dans E6 et E7 ait été examiné, peu d’études ont 

analysé l’impact de variations dans E2 sur la répression du LCR ainsi que dans la 

réplication virale. Des polymorphismes dans E1 pourraient également influencer les 
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niveaux de réplication de l’épisome viral. Les effets de ces variations devront par ailleurs 

être étudiés dans un contexte de génome complet. Ainsi, les séquences nucléotidiques des 

variantes directement isolées de spécimens cliniques devront être clonées pour ensuite être 

introduites dans des kératinocytes primaires où l’expression des gènes et la réplication 

virale seront évaluées. Des études similaires ont testé soit des génomes prototypiques, dont 

certains éléments ou régions ont été artificiellement mutés ou supprimés (654), ou des 

génomes chimères où le LCR a été introduits dans le contexte d’un génome prototypique 

(615, 714), mais aucune à partir de véritable génome de variantes.  

 

6.3 Détermination des voies de signalisation cellulaires régulant 

l’expression génique virale 

L’utilisation d’inhibiteurs ou même de composés induisant la différentiation 

cellulaire pourrait identifier les voies signalétiques impliquées dans la régulation 

différentielle des différents types et variantes de VPH, ce qui améliorerait notre 

compréhension du cycle viral. Ainsi, les voies signalétiques impliquées pourront être 

ciblées pour inhiber la transcription des gènes viraux et de ce fait, la réplication virale aussi. 

Dans une telle optique, il serait intéressant d’analyser plus en profondeur l’implication des 

voies des Map kinases et de PI3K/Akt sur l’expression génique virale. Il est connu que les 

oncoprotéines du VPH modulent positivement l’activité de ERK1/2 et de PI3K et que les 

voies impliquant ces kinases sont souvent activées dans les CIN, CC et dans les cancers 

oropharyngés (783-787). Ces voies induisent notamment l’expression de certains FT tels 

que NF-κB et AP1 ou régulent directement l’activité d’autres FT tels que C/EBPβ qui, à 

leurs tours, sont impliqués dans la modulation de la transcription des gènes du VPH (voir 

section 1.4.5).  

Par ailleurs, il est bien connu que les oncoprotéines E6 et E7 ciblent plusieurs 

protéines cellulaires, mais leurs rôles dans la régulation des gènes viraux sont moins 

connus. Ainsi, il serait intéressant de déterminer l’effet de la surexpression de E6 et E7 sur 

l’activité du LCR prototypique et des variantes. Notre essai de gène rapporteur est 

facilement adaptable pour tester divers inhibiteurs des voies Map kinases etPI3K/Akt et la 

surexpression de E6 et E7 dans un essai de criblage. Étant à haut débit, une multitude de 
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LCRs, provenant de différents types et variantes de VPH, pourront être testés 

simultanément.  

 

6.4 Étude de l’amplificateur du VPH33 

Les études sur l’activation du LCR du VPH18, couplées à nos propres analyses, 

indiquent que la liaison de C/EBPβ dans la région centrale du LCR serait impliquée dans la 

formation de l’amplificateur. Pour confirmer ceci, des études seront nécessaires pour, dans 

un premier temps, identifier la région amplificatrice minimale chez le VPH33 et, dans un 

second temps, identifier les complexes liant cette région par des essais de retard sur gel. 

Encore une fois, l’utilisation de composés activateurs ou inhibiteurs de l’expression 

génique pourrait nous permettre de déterminer quelles sont les conditions cellulaires qui 

favorisent la formation de l’amplificateur.  

Ensemble, les études qui sont proposées ici permettront de mieux comprendre les 

mécanismes qui modulent l’expression des gènes viraux pendant le cycle viral et enfin de 

déterminer les éléments-clés pour ce processus. Le ciblage de ces régulateurs pourrait 

représenter une bonne stratégie thérapeutique à être exploitée pour la confection d’un 

antiviral à utiliser dans les stades précoces de l’infection au VPH. 
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Annexe 

Notre laboratoire s’est toujours intéressé à la protéine E1 du VPH en particulier à la 

régulation de son transport nucléo-cytoplasmique (voir section 1.2.4.3 de cette thèse). Nous 

avons montré que l’export de la protéine E1 est essentiel pour atténuer la réponse aux 

dommages à l’ADN induite par ATM qui est causée par l’accumulation nucléaire de 

l’hélicase virale (385, 392). Le transport de E1 dépend de la présence de motifs NLS et 

NES. Le recrutement d’un complexe Cdk2-cycline E/A se fait via un motif CBM pour la 

phosphorylation de résidus clés dans la région N-terminale de E1. Une inspection des 

séquences du N-terminal de E1 montre la conservation de ces motifs chez la vaste majorité 

des VPHs avec quelques exceptions. Ainsi, la protéine E1 du VPH33 ne contient pas de 

motifs NES et CBM apparents, alors que le NLS semble présent. L’absence des motifs 

NES et CBM impliqués dans l’export nucléaire indique que la protéine E1 du VPH33 n’est 

pas relocalisée au cytoplasme.  

Les expériences présentées ici ont été réalisées dans le cadre d’un projet secondaire. 

Ces résultats, quoiqu’incomplets, indiquent que la protéine E1 du VPH33 n’est 

effectivement pas exportée hors du noyau et qu’elle est donc strictement nucléaire. Ceci 

pourrait donc signifier que la protéine E1, dite atypique, du VPH33 ne cause pas de 

dommages à l’ADN où que le virus utilise une autre stratégie pour éviter les effets délétères 

de l’accumulation au noyau. 

J’ai produit toutes les figures à l’exception de la figure A3 (D) qui a été faite par 

mon collègue de travail, Dr David Gagnon. Dr Jacques Archambault a supervisé la 

réalisation des expériences.  
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Figure A1 Motifs de localisation cellulaire dans la région N-terminale de la 

protéine E1. Alignement de la séquence en acides aminés du module de transport 

de différents types de VPHs. La position du premier acide aminé de la séquence 

est indiquée entre parenthèses. La position du signal de localisation nucléaire 

(NLS), du signal d’export nucléaire (NES) et du motif de liaison aux cyclines 

(CBM) est indiquée par les boîtes vertes, bleues et roses, respectivement. Les sites 

potentiels ou connus de phosphorylation de Cdk2 sont colorés en jaune. Notez 

l’absence de ces motifs chez certains types de VPH (en rouge).  
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Figure A2 La protéine E1 des VPHs atypiques, dont celle du VPH33, est 

majoritairement nucléaire. Localisation nucléaire de la région N-terminale de 

E1 chez différents types de VPH. Les plasmides codant une fusion GFP des 

régions en N-terminal de E1 des types de VPH indiqués ont été produits tels que 

décrits dans (229). Ces plasmides (66 ng) ont été transfectés dans des cellules 

HeLa (5000 cellules) préalablement cultivés dans des plaques noires de 96 puits à 

fond transparent. Les cellules non traitées (A) et traitées à la leptomycine B (20 

nM) (B) ont été fixées et colorées au dapi suite à leur incubation avec un anticorps 

Alexa Fluor 633 couplé à la GFP (Life technologies). L’intensité de la 

fluorescence émise par la GFP a été mesurée dans un essai de criblage d’imagerie 

à haut débit de type HCS (high content screening). L’intensité nucléaire de la 

GFP est rapportée en pourcentage (%) de la fluorescence totale mesurée dans le 

noyau et le cytoplasme des cellules transfectées. Le mutant 11E1N-NES du VPH 

de type 11 est utilisé comme un contrôle nucléaire. 
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Figure A3. Développement et validation d’un essai de réplication de l’ADN 

par les protéines E1 et E2 du VPH33. (A) Analyse d’immunobuvardage de type 

Western de cellules C33A transfectées avec des vecteurs d’expression codant la 

protéine E1 pleine longueur de type sauvage (WT), d’un mutant d’épissage (SPM) 

et d’une séquence nucléotidique codante optimisée (Co). Le vecteur d’expression 

pour EYFP a été ajouté comme contrôle. Les protéines E1 et la tubuline ont été 

détectées en utilisant un anticorps contre la GFP et contre la tubuline, 

respectivement. (B) Analyse d’immunobuvardage de type Western de cellules 

C33A transfectées avec des vecteurs d’expression codant la protéine E2 pleine 

longueur de type sauvage (WT) et d’une séquence nucléotidique codante 

optimisée (Co). Le vecteur d’expression pour 3F (triple flag) a été ajouté comme 

contrôle. Les protéines E2 et la tubuline ont été détectées en utilisant un anticorps 

contre Flag et contre la tubuline, respectivement. (C) Activité réplicative de 

l’ADN par E1. Les protéines E1SPM et E2 Co, selon les quantités indiquées dans 

la figure, ont été transfectées dans des cellules C33A avec 2.5 ng d’un plasmide 

contenant l’ori minimale du VPH33 en cis du gène de la Fluc (pFLORI33) et de 

0.5 de pRL dont la Rluc est sous le contrôle du promoteur CMV. La réplication de 

l’ADN a été mesurée 24, 48, 72, 96 et 120h post-transfection et est rapportée 

comme le ratio Fluc/Rluc. Le protocole a été adapté de (231). (D) Activité de 

réplication telle que mesurée dans des cellules transfectées avec 10 ng de 33E1 et 

33E2 et traitées avec des concentrations croissantes en multiple de deux de 

gemcitabine (1.95-2000 nM) ou traitée avec du DMSO comme contrôle négatif. 

Les activités de réplication sont rapportées en pourcentage (%) du ratio Fluc/Rluc 

obtenu en présence de DMSO seulement. 
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Figure A4 Le transport nucléaire de la protéine E1 du VPH33 implique un 

motif NLS de type monopartite. (A) Localisation intracellulaire des protéines 

E1 WT et de mutants NLS. Des alanines dans la première (NLS-1 : KRK), dans la 

deuxième partie du NLS (NLS-2 : RKRKI) ont été introduits individuellement ou 

en combinaison (NLS-1/2). Les cellules C33A préalablement transfectées avec 

ces protéines, et dont les noyaux ont été colorées au dapi, ont été visualisées par 

microscopie confocale à fluorescence. (B) Activité de réplication des mutants 

NLS dans des cellules C33A. Chaque mutant a été testé en trois quantités 

différentes (2.5, 5 et 10 ng). Les cellules non-transfectées (no E1) et transfectées 

avec un mutant défectueux pour l’activité ATPase (K476A) ont été utilisées 

comme contrôle négatif. L’activité de réplication de la protéine E1 WT dans le 

contexte d’une protéine E2 mutante pour son interaction avec E1 (E39Q) a 

également été utilisée comme contrôle. Les activités de réplication sont rapportées 

en pourcentage (%) du ratio Fluc/Rluc obtenu pour 10 ng de E1 WT. 

Relocalisation nucléaire de la protéine EYFP (C) et de p80/UAF1 (D) par 

l’introduction de différents motifs NLS. Le NLS de SV40 (PKKKRKV) et le NLS 

de type monopartite du VPF33 (RKRKI) ou son mutant (AAAAA) ont été 

introduits dans un vecteur d’expression pour EYFP et dans une fusion RFP-p80 

cytoplasmique. La localisation de ces protéines a été visualisée telle que décrit 

plus haut.  
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Figure A5. La protéine E1 du VPH33 n’interagit pas avec le complexe 

Cdk2/cyclines E/A in vivo. La protéine E1 WT ou un mutant CBM (RKI à AAA) 

a été co-transfectée avec la cycline E (cyc E) ou la cycline A (cyc A) fusionnée à 

un épitope 6xmyc dans des cellules C33A. La protéine 31E1 WT et son mutant 

CBM (RRL à AAA) ont été transfectées comme contrôle positif de 

l’interaction. Les protéines co-immunoprécipitées ont été séparées par SDS-

PAGE et analysées par immunobuvardage de type Western avec un anticorps anti-

GFP et un anticorps anti-myc telles qu’indiquées dans la figure. Le panneau du 

bas présente les niveaux d’expression de la cycline avant immunoprécipitation.  
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Figure A6. La protéine E1 du VPH33 n’est pas exportée hors du noyau. Des 

cellules HeLa ont été préalablement transfectées avec la protéine E1 WT du 

VPH33 ou VPH31 (contrôle positif de la relocalisation cellulaire) ou EYFP 

seulement telles qu’indiquées dans la figure. Ces cellules prétraitées avec de la 

cycloheximide ont été fusionnées avec des cellules de souris 3T3. Les cellules ont 

par la suite été incubées 2h, pour permettre le transport nucléo-cytoplasmique des 

protéines transfectées, et ont été traitées avec de la leptomycine B quand indiquée. 

La protéine HnRNP C humaine (heterogeneous nuclear ribonucleoprotein C) a 

été colorée en utilisant un anticorps contre HnRNP C et d’un anticorps Alexa 

Fluor 633. Cette protéine a été utilisée comme un contrôle que la synthèse de 

protéines de novo a été effectivement inhibée. Les cellules de souris sont 

facilement identifiées par l’allure ponctuée de leurs noyaux lorsque colorés au 

dapi. Les lignées blanches pointillées montrent la membrane plasmique des 

hétérokaryons. Les flèches blanches indiquent les noyaux des cellules de souris. 

La détection de la protéine E1 (EYFP) dans les cellules de souris, qui n’ont pas 

été transfectées au préalable, est un indicatif que E1 a été transportée et donc 

exportée du noyau des cellules HeLa. Le protocole a été adapté de (389). 


