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Résumés

The L1 gene encodes for the major capsid protein of human papillomaviruses (HPV).
There is limited information on the polymorphism of L1 for types related to HPV-16.
This report explores the polymorphism of L1 in phylogenetically-related types 31, 33,
and 35 compared to HPV-16. Genital specimens collected from 732 HIV-seropositive
and 323 HIV-seronegative women were screened for HPV DNA with consensus L1 PCR.
Cervical samples positive for HPV-16 (n=74), -31 (n=78), -33 (n=37), and -35 (n=58)
were further characterized by PCR-sequencing of the complete L1 gene. The number of
nucleotide substitutions within L1 ranged from 19 for HPV-33 to 52 for HPV-31. The
ratio of the number of variants/number of isolates tested was higher for HPV31 (56.4%,
p=0.05) and HPV-35 (60.3%, p=0.04) compared to HPV-16 (40.5%), while this ratio was
lower for HPV-33 (24.3%), although not significantly (p=0.14). The maximal distance
between HPV variants was greater in the five putative surface-exposed loops of L1 than
in sequences outside the loops (p<0.01). Synonymous variations were encountered in
1.7% (95% CI 1.1-2.3) of nucleotides inside the L1 loops and 2.4% (95% CI 1.2-3.7) of
nucleotides outside the L1 loops. Non-synonymous variations were encountered in 1.8%
(95% CI 1.1-2.5) of nucleotides within the L1 loops and 0.2% (95% CI 0-0.4) of
nucleotides outside the loops. dN/dS ratios were below 1.0 in extra-loop and intra-loop
regions, but they were lower in extra-loop regions. These results suggest that sequences

within and outside the hypervariable loops of L1 were under selective constraint.
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Le gene L1 encode pour la protéine majeure de la capside des papillomavirus humains
(VPH). L’information relative au polymorphisme de L1 pour les types autres que VPH-
16 est jusqu’ici limitée. Cet ouvrage explore le polymorphisme de L1 en comparant les
séquences des types phylogénétiquement apparentés VPH-31, -33, -35 a VPH-16. Des
spécimens génitaux recueillis de 732 femmes VIH-séropositives et 323 VIH-
séronégatives ont été criblés a le recherche d’ADN de VPH par PCR consensus au niveau
du geéne L1. Les échantillons positifs pour VPH-16 (n=74), -31 (n=74), -33 (n=37) et -35
(n=58) étaient analysés par PCR-séquencage pour la totalité du géne L1. Le nombre de
nucléotides substitués pour L1 variait de 19 pour VPH-33 a 52 pour VPH-31. Le rapport
du nombre de variantes sur le nombre d’isolats testés était plus élevé pour VPH-31
(56.4%, p=0.05) et VPH-35 (60.3%, p=0.04) comparativement a VPH-16 (40.5%), alors
que ce ratio était inférieur pour VPH-33 mais sans différence statistiquement significative
(24.3%, p=0.14). La distance entre les variantes était plus grande a I’intérieur des cinq
boucles présumément exposées a la surface de la protéine L1 que dans la séquence a
I’extérieur (p<0.01) Des variations synonymes étaient observées chez 1.7% (95% CI 1.1-
2.3) des nucléotides intra-boucles et 2.4% (95% CI 1.2-3.7) de ceux extra-boucles. Les
variations non-synonymes ¢étaient rencontrées pour 1.8% (95% CI 1.1-2.5) des
nucléotides intra-boucles et 0.2% (95% CI 0-0.4) pour les nucléotides extra-boucles. Les
ratios dN/dS étaient inférieurs a 1.0 pour les régions extra-boucles et encore davantage
pour les régions intra-boucles. Ces résultats suggerent que les séquences des régions

hypervariables de L1 ont été sélectionnées positivement.

Mots clés : VPH, cancer, polymorphisme, vaccin, VPH-16
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Chapitre | : Papillomavirus

1.1 Historique

Les premicres hypothéses quant a I’association entre les pratiques sexuelles et le cancer
du col de I'utérus remontent a I’année 1842 alors que Rigoni Stern, de Vérone en Italie, a
remarqué la différence d’incidence de ce cancer entre les femmes mariées et les
religieuses (293). Une observation semblable a été effectuée en 1901 pour les femmes
juives qui a conduit a I’hypothése erronée selon laquelle la circoncision diminuerait les
risques d’induire le cancer du col de 'utérus chez la femme. Des études plus récentes
associent plutdt ce phénomene a des facteurs génétiques (187). Jusqu’a I’avénement des
techniques de biologie moléculaire modernes, les scientifiques étaient portés a croire que
les agents infectieux responsables des infections transmises sexuellement telles que la
syphilis, I’herpés ou la gonorrhée étaient la cause du cancer du col de 1’utérus (234). Key
Bricayne a, en 1973, soulevé I’hypothése selon laquelle les papillomavirus pourraient étre
a ’origine de ce type de cancer, ce qui fut confirmé un an plus tard par des expériences
conduites par zur Hausen (292, 294). Celles-ci ont consisté¢ en 1’hybridation d’ARNc
provenant de verrues plantaires a de I’ADN extrait de tumeurs cervicales. La présence
d’une hybridation croisée entre ces extraits d’acide nucléique suggérait un lien entre ces
deux pathologies. La nature virale des verrues génitales et plantaires avait été révélée au
début du XXe siecle. Un engouement pour ce domaine de recherche a mené a
I’identification entre les années 1980-84 des quatre types de papillomavirus les plus
fréquemment rencontrés, soit VPH-6, -11, -16 et —18 (26, 71, 80, 111). Depuis, les
connaissances relatives au virus et aux pathologies qui lui sont imputées n’ont cessé de

s’accumuler.

La contribution du modele animal élaboré dans les années 1930, a la compréhension de la
biologie des papillomavirus n’est pas a négliger. Dr Shope a induit la maladie chez le
lapin a queue blanche (Cottontail rabbit) en leur inoculant 1’agent infectieux contenu dans
les tumeurs de lapins sauvages ayant développé des excroissances dues au

papillomavirus. Ce modéle a notamment permis d’observer la progression de lésions



bénignes vers des Iésions malignes. L’étude des papillomavirus bovins qui a débuté dans
les années 1920 a aussi permis d’accumuler des informations relatives a cette classe de

virus (293).

1.2 Phylogénie

Les papillomavirus étaient, avec les polyomavirus, regroupés dans la famille des
Papovaviridae en raison de caractéristiques qui leur étaient communes. Hormis une
capside non enveloppée et un génome circulaire d’ADN double brin, les caractéristiques
de ces deux types de virus sont fondamentalement différentes et leur étude approfondie a
mené a la scission des Papovaviridae. 11 a donc été convenu par le Comité international
de taxonomie des virus qu’il en résulterait deux familles distinctes, soit les

Papillomaviridae et les Polyomaviridae (70).

1.2.1 Classification

La variété d’hotes infectés et le grand nombre de papillomavirus recensés nécessitent une
classification rigoureuse et structurée. Depuis une quinzaine d’années, celle des
papillomavirus repose sur la séquence du géne L1 en raison du fait que ce géne est le plus
conservé a l’intérieur de la famille. Cette dernic¢re est subdivisée en genres selon les
regroupements taxonomiques, résultats de la formation d’un arbre phylogénétique a partir
des séquences alignées de L1 (Figure I). Une identité inférieure a 60% est donc observée
entre les genres. Le genre o regroupe les papillomavirus qui infectent préférentiellement
la région ano-génitale des humains et des primates. Les genres f3, v, i, et v sont retrouvés
dans les Iésions cutanées humaines tandis que les autres genres sont retrouvés chez les
animaux. Certains genres sont a leur tour séparés en especes qui présentent entre 60 et
70% d’identité de séquence de L1. Le VPH-31 est inclus dans ’espéce 9 du genre o qui
comprend également les types -16, -33, -35, 52, -58 et -67 (70). Une différence de

séquence supérieure a 10% par rapport aux isolats jusqu’ici identifiés définit un nouveau



type, alors que le sous-type consiste en un isolat de séquence L1 divergeant entre 2 et

10%. Une différence inférieure a 2% identifie une variante (70).

Genus
Alpha-papillomavirus

Beta-
papillomavirus

Delta-
papillomavirus

avPvi— "
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-

-
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~ /ey - |
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Lambda-papillomavirus
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lota-papillomavirus

Theta-papillomavirus

Figure 1: Arbre phylogénétique basé sur I’alignement de la séquence de
I’ORF de la protéine L1 de 118 types de VPH. Les demi-cercles extérieurs
désignent un genre et ceux a l’intérieur délimitent une espéce. Chaque
extrémité de branche identifie un type de papillomavirus; les types identifiés
par un nombre infectent I’humain alors que les autres portent 1’abréviation
du type d’espece qu’ils infectent.

La classification des VPH infectant préférentiellement la région ano-génitale de I’humain
s’est fait en premier lieu en fonction de leur profil d’hybridation (216). Puis, en 1992, van
Ranst a proposé un arbre phylogénétique basé¢ sur 1’alignement des séquences de la
protéine E6 de 28 types de VPH et qui, somme toute, reflétait les observations faites au
niveau clinique (265). Parmi les virus étudiés, un fort potentiel oncogénique a été attribué
a 12 d’entre eux qui, avec les virus subséquemment découverts et qui leur sont
apparentés, sont encore aujourd’hui considérés a haut-risque. Cette classification a été
renforcée par une classification basée sur 1’épidémiologie menée dans neuf pays ou la
fréquence des types de VPH dans les cancers du col utérin était investiguée (197). Les

types -16, -18, -26, -31,- 33, -35, -39, -45, -51, -52, -53, -56, -58, -59, -66, -68, -73 y ont



¢été considérés a haut-risque alors que les types -6, -11, 40, -42, -43, -44, -54, -61, -70, -
72, -81 et CP6108 présentent un faible risque de progresser vers des lésions cancéreuses.
Les types -34, -57, -62, -67, -83 n’ont pas été¢ détecté et par conséquent n’ont pu étre
catégorisés dans cette publication. Ainsi les especes a5, a6, a7 et o9 regroupent les
types de VPH a haut-risque tandis que les especes al, a3, o4, a8, al10 et ocl1 comptent
les types a bas-risque. Ces résultats concordent avec la classification de 1992 a
I’exception des types -70 et -73. Récemment, la classification épidémiologique a été
remise en question. Ses détracteurs alleguent que les méthodes de détection employées
introduisent un biais en favorisant I’amplification de certains types au détriment de
d’autres et que les infections avec plusieurs types sont mal évaluées. Ils préconisent
plutot la détection par buvardage de Southern qui, par contre, s’avere une méthode dont

la faible sensibilité reste son talon d’Achille (181).

1.3 Méthodes de détection

Le potentiel oncogénique variant selon le type de papillomavirus rencontré dans la
pratique clinique, son identification est devenue nécessaire afin d’évaluer le degré de
risque posé a la sant¢é humaine. Pour ce faire, différentes méthodes ont été mises de
I’avant. La supériorit¢ des techniques moléculaires en comparaison aux méthodes
conventionnelles comme le test de Papanicolaou dans I’identification des Iésions
cervicales a ét¢ démontrée (185). Ces méthodes de génotypage reposent principalement
sur I’amplification de séquences codantes pour la protéine L1 a partir de régions
conservées. Les deux paires d’amorces les plus répandues pour la détection de génotypes
ano-génitaux sont les paires PGMY, GP5+/GP6+ et SPF, les deux premieres ayant été

initialement décrites au début de la derni¢re décennie mais raffinées depuis.

Les premicres amorces MY09/MY 11 ont été mises au point alors que seulement cinq des
vingt VPH les plus communs étaient identifiés (174). Les amorces consistaient alors en
un mélange de 24 amorces dégénérées dont les proportions empiriques relatives

résultaient en une reproductibilité approximative. L’amélioration introduite en 1994



réalisée par Hildesheim résidait principalement en ’addition de 1’amorce HMBO1 puis,
en 2000, il y a eu amélioration de la polymérase employée et refonte compléte des
amorces (115, 130).Ces derni¢éres n’étaient alors plus dégénérées et ce faisant, la
proportion des cinqg amorces sens et des treize amorces antisens était fixe et donc
reproductible dans chaque mélange. Ce systeme qui porte le nom de PGMY09/11 a

démontré son efficacité dans un contexte clinique (63).

La seconde paire d’amorce a été décrite par Snijders en 1990 et consistait en une paire
d’oligonucléotides de 20 bases (249). L’¢élongation des amorces en 3’ en 1995 a permis
d’améliorer la sensibilité de 10 a 100 fois et le systéme a été rebaptisé GP5+/GP6+ (69).
Un nouveau systéme du nom de BSGP5+/6+ dont I’efficacité a ét¢é démontrée sur des
¢échantillons cliniques a été publié en 2008 (240). Il présente une sensibilité supérieure
envers certains types par rapport au systéme antérieur. A 1’image du modéle des amorces
MY, un mélange de neuf amorces sens et de trois amorces antisens doit étre ajouté a la
réaction de PCR. Les amorces du mode¢le initial GP5+/GP6+ sont comprises dans ce

mélange.

Une fois I’amplification accomplie, principalement trois avenues sont offertes pour
I’étape de détection : le RFLP, le séquencage et I’hybridation a des sondes spécifiques
(193). Le séquencage reste la méthode qui fournit les informations les plus précises, mais
est aussi celle qui est la plus exigeante d’un point de vue manipulation. Le RFLP
distingue les différents types en fonction des patrons de migration des fragments issus de
la digestion enzymatique. Il semblerait que 1’enzyme HpyCH4V soit particuliérement
efficace (235). Plusieurs méthodes faisant appel a I’hybridation de sondes sont

disponibles (193).

La seule méthode approuvée par la Food and Drug Administration américaine pour la
détection des types a haut-risque se nomme Hybrid capture (15). Ce test congu par
Digene Corporation utilise un ensemble de sondes d’ARN spécifiques contre 13
génotypes qui, une fois appariées a I’ADN viral, forme des hybrides qui réagiront avec

des anticorps spécifiquement dirigés contre la structure des hybrides d’ADN-ARN



formés par cette réaction d’hybridation. Des résultats faussement positifs résultant de la
réactivité croisée des sondes avec des types non inclus dans le mélange de sondes sont

cependant rencontrés (217).



Chapitre Il : Infection

2.1 Tropisme

D’abord, les papillomavirus sont retrouvés chez pratiquement tous les vertébrés a sang
chaud, mais la barriere des especes délimite généralement leur spectre d’infection a un
nombre restreint d’hdtes (70). Bien que les papillomavirus puissent interagir avec
plusieurs types cellulaires, ils infectent exclusivement les cellules des ¢épithéliums
stratifiés, tant muqueux que squameux (195, 230). Le large spectre de cellules sur
lesquelles le virus peut se lier résulterait de 1’interaction primaire nécessaire a 1I’entrée du
virus dans la cellule via un récepteur largement répandu. Parmi les molécules candidates,
il faut mentionner I’at6-intégrine, les glycosaminoglycans et la laminine-5, mais le sulfate
d’héparane reste le récepteur pour lequel le plus de preuves expérimentales sont
accumulées, bien qu’il soit contesté (64, 142, 186, 213). L’identification précise du type
de sulfate d’héparane en cause tend actuellement vers le syndecan-1 mais le role de
plusieurs autres récepteurs, notamment de la famille des syndecans, restent a Etre
approfondis (241). Une interaction secondaire avec un corécepteur comme 1’06-intégrine
pourrait expliquer qu’il ait été confondu avec le récepteur principal (142, 186, 243). Etant
relativement répandus, des facteurs autres que 1’interaction avec ce ou ces récepteurs
doivent expliquer le tropisme cellulaire des papillomavirus. L hypothése selon laquelle
I’environnement cellulaire influence également le tropisme pourrait expliquer la raison
pour laquelle certains virus sont retrouvés exclusivement dans une région anatomique
spécifique. En effet, un groupe a démontré que les régions régulatrices de deux virus
ayant respectivement un tropisme pour les épithéliums muqueux et squameux,
interagissent différemment avec les facteurs de transcription en fonction de I’origine de la

lignée cellulaire (190).



2.2 Mode de réplication

2.2.1 Organisation génomique

Les VPH sont des virus d’ADN circulaire a double brin d’environ 8 kb (Figure II).
L’expression de ces génes et la réplication sont intimement liées au programme de
différenciation des kératinocytes infectés par le virus (Figure III). Sa réplication et son
assemblage ont lieu dans le noyau. Les protéines non-structurelles E1, E2, E4, ES, E6, et
E7 sont principalement exprimées dans les cellules non-différenciées ou en voie de
différenciation et représentent 50% du génome du virus. Les protéines structurales L1 et
L2 sont exprimées exclusivement dans les cellules différenciées et comptent pour 40% du
génome. La portion restante du génome est occupée par le LCR (long control region), une
région non-codante qui contient I’origine de réplication, le promoteur ainsi qu’une
multitude de site de liaison pour des facteurs de transcription cellulaire (290). Des sites
pour les régulateurs positifs AP-1, SP-1, NFI, Oct-1, TEF-1 ainsi que le régulateur négatif
YY1 ont été identifiés. La protéine régulatrice virale E2 se lie au motif ACCG(N6)CGGT
conservé entre les LCR des différents types de VPH. Pour VPH-16, la transcription de
genes précoces est assurée par le promoteur P97 (P99 pour VPH-31 et P105 pour VPH-
18) positionné en amont d’E6 alors que le promoteur P670 situé au sein de E7 (P742 pour
VPH-31) en fait tout autant pour les génes tardifs (290). Le LCR, les régions précoces et
tardives sont séparées par deux sites de polyadénylation. L’épissage alternatif peut mener

a la production de 14 protéines différentes.



Figure II : Illustration schématisée du génome circulaire de 7904 paires de
bases de VPH-16 avec ses deux promoteurs illustrés par des fléches noires.
Les ORF précoces en rouge ou vert (E1, E2, E4, E5, E6 et E7) sont
exprimés a partir des promoteurs P97 et P670 selon le stade de maturation
de la cellule. Les ORF tardifs en jaune (L1 et L2) sont exprimés a partir du
promoteur P670 suite a une modification du patron d’épissage et de
polyadénylation passant du site de polyadénylation précoce (PAE) a tardif
(PAL). Les sites de liaison des facteurs de transcription sont indiqués dans
le LCR. (76)

2.2.2 Etablissement de I'infection

La premiere étape permettant I’entrée des virus dans les cellules est la mise en contact de
ceux-ci avec les cellules de la couche épithéliale basale. Un bris microscopique au niveau
de la couche superficielle de cellules épithéliales fournit une bréche suffisante pour
permettre au virus d’entrer en contact avec son récepteur sur la membrane cellulaire de la
cellule basale. Tel que mentionné plus haut, le sulfate d’héparane des protéoglycans
cellulaires servirait de récepteur alors que ’o6 intégrine pourrait faire office de

corécepteur (142, 186). Suite a cette étape, les modes de pénétration sont variables entre
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virus phylogénétiquement apparentés; VPH-16 pénétre la cellule via des vésicules de
clathrines tandis que VPH-31 le fait par des caveolae (28). Le transport vers le noyau de
la particule virale désassemblée dans I’endosome est assuré par la protéine L2. Une fois
au noyau, |’établissement d’un épisome stable est possible. Les premicres protéines
exprimées proviennent des ORF E1 et E2 et sont essentielles a la réplication du génome
viral. En premier lieu, la protéine E2 lie des régions palindromiques du LCR et méne au
recrutement de la protéine E1. Cette dernic¢re est une hélicase qui, une fois E2 dissociée
du complexe, s’assemble en double hexamére. Sont alors amenées au complexe la
polymérase o primase et la protéine de réplication A nécessaires a ’initiation de la
réplication. Cette étape est synchronisée avec la phase S du cycle cellulaire. La protéine
E2 assure ¢galement la ségrégation entre cellules filles des épisomes en les encrant aux
chromosomes. VPH est présent a raison d’environ 10 a 200 épisomes par cellules

infectées (76).
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Figure III: Schématisation de I’expression des genes viraux selon le
programme de différenciation cellulaire. Les étapes de la multiplication du
virus sont présentées a droite et les couches cellulaires a gauche. Les
cellules exprimant E6 et E7 sont représentées en rouge. Celles en vert avec
le noyau rouge expriment les génes nécessaires a la réplication du génome.
Les cellules en phase terminale de différenciation expriment les genes
viraux tardifs en jaune (76).

2.2.3 Stimulation de la prolifération
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Une fois la pérennité du génome viral assurée dans la cellule, celui-ci compléte son cycle
de réplication. Etant dépendant du cycle de la cellule, le virus ne peut que se répliquer
que par l’activation de celui-ci. Les protéines E6 et E7 jouent toutes deux un role
prépondérant dans I’induction de la prolifération cellulaire (Figure IV). La seconde
protéine interagit avec la protéine pRb de fagon a ce que celle-ci libére le facteur de
transcription E2F. Une fois disponible, ce facteur entraine la cellule en phase S en
stimulant des facteurs de réplication telles que les cyclines A et E. Egalement, 1’action
qu’exerce E7 sur les protéines p21, p27, certaines histones désacétylase ainsi que d’autres
¢léments du complexe transcriptionnel privilégie la progression du cycle cellulaire.
L’action d’E6 agit de fagon complémentaire et synergique a la protéine E7. En dirigeant
p53 vers le protéasome via son ubiquitination, E6 contrecarre 1’apoptose qui découlerait
de I’action d’E7. E6 interagit également avec les protéines Bak et Bax, étendant ainsi son
action anti-apoptotique a diverses voies de signalisation. Pour les virus considérés
oncogéniques, E6 et E7 sont exprimés de fagon polycistronique et présentent une activité
accrue marquée face a leur partenaire cellulaire en comparaison avec les virus a bas

risque (170).
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Figure IV : Evénements médiés par les protéines E6 et E7 qui stimulent la
progression du cycle de réplication cellulaire (33).
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2.2.4 Amplification du génome

Des changements dans I’environnement cellulaire provoque ’activation du promoteur dit
dépendant de la différenciation cellulaire. Ceci entraine une augmentation de la
concentration des protéines requises pour la réplication. Encore une fois, les protéines E1
et E2 y sont impliquées et E4 et ES le sont également. Cette derniére contribue a favoriser
la réplication en modulant les voies de signalisation par le recyclage de I’EGF (epidermal
growth factor). Quant a E4, elle éviterait I’accumulation nucléaire de la cycline B/Cdk2

qui menerait autrement a la mitose (76).

2.2.5 Encapsidation et relache

La protéine L2 est dirigée vers le noyau en vertu de ses deux signaux de localisation
cellulaire en C- et N- terminal. Une fois relocalisée, elle s’associe avec les corps PML,
eux qui favorisent également le recrutement de la protéine E2 complexée au génome
viral. La fonction de ces agrégats de la protéine PML est encore mal connue mais un rdle
dans la régulation de I’expression des geénes lui serait attribué (55). L1 se polymérise en
capsomere dans le cytoplasme et est a son tour redirigé vers les corps PML suite a leur
réorganisation induite par la protéine L2 (91). L’assemblage est alors amorcé notamment
grace a la contribution de la chaperonne cellulaire Hsp70. La relache du virus est facilitée
par la dégradation du réseau de kératine par E4 mais dépend principalement du
programme naturel d’apoptose du kératinocyte (76). Ainsi, le virus est relaché dans le
milieu extracellulaire sans induire la lyse de la cellule, ce qui aurait pour effet d’entrainer

la libération de signaux pro-inflammatoires.

2.3 Prévalence

L’infection au VPH est ’infection transmise sexuellement la plus souvent diagnostiquée

aux Etats-Unis. A tout moment dans ce pays, environ 20 millions d’individus sont
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porteurs du virus. Avec 6,2 millions de nouveaux cas annuellement, il est estimé qu’entre
75 et 80% de la population sexuellement active sera exposé au VPH (42, 156, 260). Les
individus agés entre 15 et 24 ans présentent un risque accru d’infection ce qui concorde
généralement avec le début de I’activité sexuelle (227). Une étude a démontré que le taux
d’infection augmentait significativement avec chaque année de vie supplémentaire entre
14 et 24 ans, suivi d’un déclin non statistiquement significatif jusqu’au dernier groupe
d’age ¢étudié, soit les femmes de 50 a 59 ans (Figure V) (79). Plusieurs études ont été
menées prospectivement sur des adolescentes et ont estimé les taux cumulatif d’infection

au VPH entre 64 a 82% pour celles qui étaient actives sexuellement (275).
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Figure V : Prévalence des types de haut et de bas risque chez les femmes
agées de 15 a 59 ans tel que recensé par le National health and nutrition
examination survey en 2003-2004 sur un échantillon de femmes
représentatif de la population américaine. Les barres d’erreur représentent
I’intervalle de confiance de 95% (79).

Outre les adolescentes, les taux d’infection ont été évalués dans plusieurs autres groupes
démographiques. D’abord, de 3 a 45% des enfants seraient infectés. Ces statistiques ont
été avancées dans le cadre d’études menées respectivement en Suede et en Afrique du
Sud en se basant sur la présence d’anticorps contre VPH (2, 176). Cette technique peut
étre biaisée en raison de la réactivité croisée des anticorps face a d’autres antigenes,
d’autant plus que la réactivité face a la protéine E2 était plus marquée que contre la
protéine de la capside L1 dans 1’'une des deux études (176). Des études plus récentes
tendent plutot a estimer le taux d’infection des enfants aux alentours de 3% et soulignent
I’importance de I’historique gynécologique maternelle qui peut se traduire par une
transmission involontaire a 1’enfant, mais recommandent tout de méme au clinicien de

considérer la possibilité¢ d’abus sexuels (141, 199).
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Le taux d’infection pour les hommes hétérosexuels est sensiblement le méme que pour
les femmes (14, 201). Cependant, le site de prélévement au niveau des organes masculins
et les différences de méthodes de détection employées expliquent la variabilité¢ des taux
de prévalence observés dans plusieurs études (78). En effet, il appert que les sites
fournissant les meilleurs résultats pour la détection du VPH sont la verge ainsi que son
extrémité alors que les échantillons d’urine, de sperme et ceux prélevés au niveau du
scrotum ou de I'urétre sont moins fréquemment positifs. De plus, il semble qu’un homme
et une femme en couple stable ne partagent pas nécessairement les mémes types, bien que
des résultats contradictoires aient été obtenus a ce sujet (14, 201). En ce qui a trait aux
hommes séronégatifs pour le VIH ayant des relations sexuelles avec d’autres hommes, un
taux d’infection moyen cumulatif dans 1’anus sur deux années de suivi de 57% est
observé a travers tous les groupes d’age (54). Ce contraste par rapport aux hétérosexuels
ou les jeunes de 14-24 ans sont plus fréquemment infectés que les autres groupes d’age
s’explique probablement en partie par les habitudes de ce groupe pour qui le nombre de
partenaires reste ¢levé a travers le temps. En effet, les hommes de cette étude ont rapporté
avoir eu un nombre de partenaires sexuels plus élevé que le nombre moyen rapporté par
les femmes. Une proportion de 26% de ces hommes est porteuse de types a haut-risque. A
I’opposé, les femmes ayant des relations avec d’autres femmes seraient moins a risque de
contracter une infection au VPH (179). Malgré une forte association entre les relations
hétérosexuelles antérieures et la présence de VPH, les femmes ayant eu exclusivement
des relations sexuelles avec des femmes peuvent étre infectées. Globalement, 30%
d’entre elles seraient porteuses du virus, mais contrairement a la croyance répandue dans
cette population, les cas des cancers du col sont rapportés et il est nécessaire d’étre suivie
annuellement par des tests de cytologie au méme titre que les femmes hétérosexuelles

(180).

2.4 Modes de transmission

Le mode de propagation du VPH le plus fréquent est le coit vaginal. Par contre, tous les

types de contacts, nommément génital-génital, oro-génital, péno-anal et le simple fait de
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toucher les organes génitaux, lors de relations sexuelles peuvent permettre la transmission
du VPH (94). La présence de lésions liées au VPH chez I’enfant ou chez la fille
préadolescente ~ vierge  peut,  particulicrement  dans  certains  contextes
sociodémographiques, découler d’abus sexuels. Cependant, la transmission verticale entre
la mere et ’enfant a été identifiée et conclure systématiquement a un cas d’abus en
présence de 1ésions au VPH est erroné (177). De plus, la contraction de I’infection peut se
faire via des objets inanimés, tels que des produits d’hygiéne et des sous-vétements, ainsi

que par transmission horizontale chez I’enfant au moment de sa toilette ou de le langer

(177).

L’utilisation du condom a ¢été, dans certaines études, associ€¢ a un risque plus élevé
d’infection, mais cette observation découle probablement du fait que [’utilisation du
condom se fait généralement dans un contexte de relation avec un ou des partenaires plus

souvent enclins a avoir eu de multiples partenaires (275).
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Chapitre lll : Pathologie

3.1 Infection non productive

Dans les cas ou I’infection & VPH n’est pas éliminée, la persistance du virus augmente les
risques de développer un cancer. La stimulation constante de la phase S du cycle
cellulaire par la protéine E7 et ’abolition des mécanismes de réparation des dommages
de I’ADN contribuent a I’accumulation des mutations. L’élément-clé de la progression
des 1ésions vers le cancer serait la perte de régulation de I’expression des protéines E6 et
E7. Un génome viral intégré est davantage retrouvé dans les 1€sions pré-cancéreuses de
haut-grade ou cancéreuses et implique souvent la perte de la région de I’ADN codant
pour E2 qui exerce un controle suppressif sur I’expression des génes E6 et E7.
L’intégration en des sites préférentiels du génome humain pourrait contribuer a
I’oncogenese. Le VPH s’intégre plus fréquemment au niveau de sites fragiles du génome
et peut entrainer des délétions autour du site d’intégration. Egalement, des oncogénes
sont fréquemment retrouvés autour de ces sites (286). Les virus considérés a fort potentiel
oncogénique présentent une protéine E7 avec une forte affinité pour pRb et une protéine
E6 interagissant avec force avec p53 ainsi que la protéine d’ubiquitination E6AP. A
I’inverse, les protéines E6 et E7 des virus a bas risque ne présentent pas de telles

caractéristiques (76).

3.2 Persistance de I'infection

La majorité des infections au VPH sera résorbée par le systétme immunitaire et peu
d’infections progresseront vers des lésions avancées. Une étude effectuée sur 20 000
femmes suivies sur dix ans a évalué a 7% la proportion des femmes qui développeront
soit une Iésion CIN3 ou un cancer du col (242). Bon nombre d’études ont abordé la
différence de risque de progression vers des 1ésions entre les infections dites transitoires
et celles considérées persistantes. La premiére est définie par la détection d’un spécimen

positif ponctuel tandis que la seconde est reconnue par plus d’un spécimen positif
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s’échelonnant sur une période de suivi généralement supérieure a 12 mois. La définition
de I’infection persistante est plutot arbitraire, mais tous s’entendent pour dire qu’elle est
d’une durée de plusieurs années. La présence d’une infection persistante qui se
résorberait avant le second échantillonnage reste le point faible de cette méthode car elle
serait comptabilisée comme une infection transitoire. Les facteurs de risque associés a la
persistance sont un age supérieur a trente années, une co-infection au VIH, I’infection par
un type a fort potentiel oncogénique et une infection par de multiples types (133). La
persistance est un facteur clé dans la progression des 1ésions. Une étude en est venue a un
risque relatif de développer une Iésion cervicale de 10,19 pour les femmes ayant une
infection persistante par un VPH de haut risque comparativement a des femmes avec des

infections transitoires. Cette valeur s’¢éléve a 11,67 pour les Iésions de haut-grade (238).

3.3 Cancer du col de l'utérus

Les cellules exfoliées du col utérin prélevées lors du test Pap sont évaluées au microscope
afin de déterminer la présence des Iésions. Les cellules sont donc classifiées selon
I’observation de caractéres cytologiques. La classification européenne divise les 1ésions
en trois niveaux, soit CIN-1, -2 et -3, selon que les cellules soient faiblement,
modérément ou séverement atypiques. L’acronyme provient de « cervical intraepithelial
neoplasia ». La classification américaine, proposée par Bethesda, distingue les 1ésions de
bas-grade et celles de haut-grade reconnues sous LSIL ou HSIL pour « High/Low grade
squamous intraepithelial lesion ». Une équivalence est établie entre les 1ésions de CIN1 et
LSIL ainsi que pour les CIN2/3 et les HSIL. Tant des VPH de haut ou de bas-risque sont
retrouvés dans les LSIL tandis que les HSIL sont principalement associé¢es au VPH de
haut-risque (253). Les cytologies pour lesquelles il est impossible d’établir avec certitude
la présence ou I’absence d’anomalie classifiables selon les normes établies sont attribuées
au groupe ASCUS. Le suivi sur deux ans de ces femmes a démontré 1’absence de 1€sion
dans 79% des cas, 11% ont conservé le statut d’ASCUS, 6% ont présenté une LSIL et 4%
une HSIL (7). Les LSIL sont caractérisées par la présence de koilocytes qui sont la

manifestation cellulaire la plus fréquente d’une infection a VPH. Les noyaux sont trois
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fois plus volumineux que dans les cellules normales et un halo périnucléaire est visible.
Les HSIL présentent des cellules trés atypiques dans lesquelles le noyau est rarement
rond et ou le rapport volume du noyau sur volume du cytoplasme est trés ¢élevé (1). Il a
été estimé que les lésions CIN1 évoluent vers CIN2 a fréquence de 20%, que CIN2
progressent vers CIN3 dans 30% des cas et que 40% des lésions CIN3 vont se
transformer en cancer (76). L’absence de données portant sur la progression des lésions
s’explique par les problémes éthiques posés par I’absence d’intervention qu’impliquerait

ce type d’étude.

La premiére étude d’envergure avec un protocole standardisé visant a évaluer le role du
VPH dans le cancer du col de I'utérus a été¢ conduite en 1995 par 1’ International Agency
for Research on Cancer et a porté sur 1000 femmes recrutées dans 22 pays différents
ayant en commun le diagnostic d’un cancer du col de I'utérus. Le laboratoire central a
démontré la présence d’ADN de VPH dans 99,7% des cas (25). La prévalence des
différents types a été étudiée par le méme groupe et a été regroupée dans une méta-
analyse qui inclue les études effectuées jusqu’en janvier 2006 (248). Selon cette étude qui
se base sur 14 500 cas de cancer du col, les types en ordre décroissant de prévalence sont
VPH-16, -18, -33, -45, -31, -58, -52 et -35. Les types -16 et -18 sont responsables a eux
seuls de 70% des cas et les huit types les plus communs comptent pour 90% des
diagnostics. L’importance relative de VPH-31 semble différer selon 1’origine
géographique du spécimen (Figure VI). Il serait septiéme en termes de prévalence en
Asie, sixieéme en Afrique, quatriéme en Europe et troisieme pour les Amériques (60). Une
telle méta-analyse a également été effectuée pour les Iésions pré-cancéreuses de haut-
grade. Les ¢études publiées jusqu’en 2006 regroupant tout prés de 7000 spécimens
démontrent que les types les plus fréquents sont -16, -31, -58, -18, -33, -52, -35 et -51, ce
qui est somme toutes, similaire a la situation rencontrée pour les cancers, mais ou VPH-
18 semble sous-représenté (248). L’exercice a été répété pour les 1ésions de bas-grade en
s’appuyant sur les études publiées jusqu’en 2004. VPH a été jugé présent dans 29 a 100%
des cas témoignant d’une variation des méthodes d’échantillonnage et de détection.

Néanmoins, parmi les 5910 Iésions de bas-grade contenant de I’ADN viral, les types les
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plus fréquemment amplifiés sont, en ordre décroissant, -16, -31, -51, -53, -56, -52, -18 et

-66 (61).
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Figure VI: Les huit types de VPH les plus communs selon la région
d’origine (60)

3.3.1 Prévalence du cancer du col de l'utérus

Le cancer du col de I'utérus est le deuxiéme cancer le plus fréquent chez les femmes
apres le cancer du sein a 1I’échelle mondiale (212). Annuellement, 274 000 décés lui ont
été attribués en 2002 dont plus de 80% dans les pays en voie de développement ou ce
cancer est nettement plus fréquent (Figure VII). Survenant chez des femmes relativement
jeunes, cette maladie est la plus importante cause d’années de vie perdues dans les pays
en voie de développement (283). La raison de cette disparité géographique découle
principalement de 1’absence de programme de dépistage, mais aussi que certains facteurs
de risque sont réunis tels qu’un taux de parité élevé et une mauvaise nutrition. Des taux
similaires, soit autour de 38 cas par 100 000 individus étaient observés en Occident dans
les années ’60-’70 avant la mise en place de programme de dépistage (77). L’incidence
est particuliecrement élevée en Afrique subsaharienne, en Amérique latine, dans les

Caraibes et dans certaines régions d’Asie (212). La survie sur cing ans se situe autour de
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65% bien que des différences appréciables existent entre le 30,5% du Zimbabwe et les
Etats-Unis avec 73%. La majorité des cancers sont des carcinomes épidermoides bien que
la proportion des adénocarcinomes augmente dans les régions ou I’incidence est faible,

atteignant 25% en Occident (212).
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Figure VII : Taux d’incidence et de mortalité standardisés pour I’age par 100 000 femmes
selon la région en 2002 (212).

3.3.1.1 Infection au VPH chez femme VIH+

Plusieurs cancers sont associés au VIH dont notamment le sarcome de Kaposi, les
lymphomes non-hodgkiniens, les cancers de la sphere ORL et le cancer du col de I’utérus
(19). Certains facteurs de risque, tel que le nombre de partenaire sexuel, sont communs
aux infections au VPH et au VIH, ce qui pourrait expliquer la prévalence élevée de co-
infection. Au-dela de cette coincidence, la relation entre la diminution du taux de cellules
CD4 combinée a I’augmentation progressive des taux de détection du VPH, des 1ésions
intra-épithéliales et des cancers du col de 1’utérus témoigne d’un lien étroit entre ces deux
types d’infection. Les mécanismes par lesquels ces phénomeénes surviennent restent
inconnus mais la réactivation d’une infection latente, 1’augmentation des risques

d’infection et de la persistance prolongée de 1’infection par VPH sont autant d’hypothéses
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proposées (208). Une étude avance que la moiti¢ des Iésions cervicales proviendrait de la
réactivation d’infection latente au VPH et ’autre de nouvelles acquisitions (259). Bien
que cette propriété ait été démontrée in vitro, le contact direct entre les protéines du VIH
avec les virus du VPH est probablement un événement marginal et la protéine Tat
contribuerait de fagon négligeable a 1’oncogenése en activant le LCR (208, 267).
L’infection concomitante d’une cellule par le VIH et par un VPH-18 dont ’ADN est
intégré mene in vitro a I’augmentation de la transcription de la protéine L1. Des protéines
du VIH telles que Tat pourraient contribuer a ce phénoméene (74). Les femmes
séropositives sont sept fois plus a risque de développer un cancer du col de 'utérus et de

I’anus que les femmes séronégatives (95).

L’introduction du HAART a permis d’augmenter ’espérance de vie des personnes
atteintes du VIH, mais est accompagné d’effets secondaires marqués pour une bonne
portion des sujets traités. L effet du HAART sur le développement du cancer du col de
I’utérus est plutoét inconnu (245). Jusqu’a 35% des femmes présentant une cytologie
normale avant le début du traitement auront un test Pap anormal a I’intérieur d’un délai
de trois années apres I’initiation de la thérapie (245). L’un de ces composants, I’AZT,
pourrait contribuer a accroitre les dommages a I’ADN (208). Bien que la différence ne
soit pas statistiquement significative, le nombre de cas du cancer du col est pass¢ de 64,2
entre 1990-1995 a 86,5 par 100 000 personnes séropositives par année entre 1996-2002,
soit apres I’instauration du HAART (19).

A prime abord, la restauration partielle de I’immunité devrait normaliser I’évolution des
Iésions mais le prolongement de la vie implique également un potentiel d’exposition
accru au VPH et accroit la période de temps sur laquelle une cellule immortalisée par le
VPH peut se transformer. De plus, I’état d’immunosuppression prolongée pourrait
augmenter les risques d’accumulation d’anomalie au niveau génétique et mener a une
plus haute fréquence de cancer. Certaines €tudes jugent limité I’effet que le HAART
puisse avoir sur les lésions cervicales (72, 124). Par exemple, une étude portant sur
I’incidence des 1ésions cervicales chez les femmes VIH+ ayant un taux de CD4 supérieur

a 350 cellules par microlitre démontre que 1’incidence est similaire indépendamment de
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’adhésion au traitement HAART (246). A ’opposé, plusieurs études avancent que la
restauration de I’immunité est associée a un plus fort taux de régression des lésions

cervicales (3, 125, 189).

Dans une étude, le meilleur biomarqueur prédisant le risque de développer un cancer du
col chez les femmes séropositives pour le VIH ne reposait pas sur le taux de cellules CD4
mais bien sur I’état anergique au niveau de la muqueuse génitale(121). La mesure de la
capacit¢ du systéme immunitaire a présenter une série d’antigénes au niveau de la
muqueuse vaginale aussi affectée par la baisse du nombre de cellule de Langherans serait

un meilleur indicateur que la concentration brute de cellule CD4 sanguine(121).

3.3.2 Facteurs de risque

3.3.2.1 Facteurs exogénes

Le comportement sexuel a un impact majeur quant aux risques de développer une
infection au VPH. Le nombre de partenaires sexuels et I’dge aux premiéres relations
sexuelles, qui pourrait n’étre en fait qu’un marqueur du facteur précédent, sont considérés
comme des facteurs de risque (275). La prise de contraceptifs oraux semble étre un
facteur de risque bien que I’ensemble des études faites a ce sujet ne parviennent pas
toutes a la méme conclusion (41). Dans plus de 1’'une d’elles, la prise de contraceptifs
oraux pour une durée supérieure a cinq années serait associée a un risque accru de
développer des lésions de haut-grade ou un cancer (128, 194). Cependant, ’effet de
cohorte selon lequel un suivi gynécologique plus rigoureux serait retrouvé chez les
femmes utilisant un tel moyen de contraception pourrait expliquer la hausse du taux de
détection de Iésions cervicales (41). Aussi, ces femmes pourraient €tre plus actives
sexuellement. Les hormones ont été a plusieurs reprises étudiées quant a leur implication
dans le cancer du col de I’utérus. Suite a I’exposition aux cestrogénes, une intégration
favorisée du virus au génome et une hausse de la transcription des génes E6 et E7 ont été
observés dans des modeles expérimentaux alors qu’une persistance accrue a été observée

chez certaines femmes (11, 81, 191, 194).
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Un nombre de grossesses ¢levées, plutdt observée dans certaines régions du globe,
semblent aussi étre un facteur aggravant (128). Selon une étude, une femme ayant eu sept
grossesses ou plus a quatre fois plus de risque de développer une lésion de haut-grade ou
un cancer du col comparativement a une femme nullipare (198). Les études occidentales
a ce sujet n’arrivent généralement pas a une telle conclusion en raison du nombre limité

de femmes de multiparité ¢levée.

Des infections transmises sexuellement concomitantes a I’infection au VPH peuvent
influencer le cours de la maladie. Une infection passée par Chlamydia trachomatis
augmente, par des mécanismes encore inconnus, les risques de développer un cancer du
col de I'utérus (10). Les observations faites sur le réle d’une infection au HSV-2 dans
I’acquisition d’un VPH sont contradictoires; certains attribuent aux femmes
préalablement exposées au HSV-2 un risque deux fois plus grand de développer un
cancer alors que d’autres suggerent I’inverse, soit qu’une infection au VPH pourrait

prédisposer au développement de I’herpes (164, 247).

La persistance de I’infection semble étre plus grande chez les fumeuses (112). D’ailleurs,
la plupart des études font état d’une progression du risque de cancer du col de I'utérus
plus ’exposition au tabagisme est grande (41). Des carcinogenes retrouvés au niveau de
la muqueuse vaginale de fumeuses pourraient avoir un effet synergique avec les
processus oncogenes viraux (220). Le contact des cellules du col infectées par VPH-31
avec de fortes concentrations de benzo[a]pyréne, un carcinogéne important retrouvé dans

la fumée de cigarette, s’est traduit par une multiplication par un facteur dix du titre viral

(6).

L’influence de 1’alimentation dans la prévention ou le développement des cancers ne fait
aujourd’hui plus de doute et le cancer du col de 1’utérus ne fait pas exception a cette régle
(73). Par contre, les études, effectuées jusqu’ici parviennent difficilement a départager la
juste part de responsabilité de 1’alimentation en raison de sa forte association avec le

statut socio-€conomique, lui-méme reli¢ a certains facteurs de risque reconnu tel que le
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tabagisme et la multiparité. A titre d’exemple, le faible apport en caroténoides, plus
spécifiquement en vitamine C, avait initialement ét¢ identifi¢ comme un facteur de risque
alors qu’un role préventif lui est plutdt attribué a la lumiere d’études plus récentes (102,
218). Pour les études répertoriées de 1995 a 2003, un consensus est généralement atteint
quant a 1’association entre la consommation de fruits et Iégumes et la diminution de la
persistance de I’infection. Plus spécifiquement, la vitamine C, la vitamine B12, 1’alpha-
caroténe, la beta-caroténe, le lycopéne, la lutéine/zeaxanthine et la cryptoxanthine

pourraient réduire les risques de néoplasies (102).

3.3.2.2 Polymorphisme chez VPH-16

Plusieurs études récentes se sont attardées a la séquence de la protéine L1 du VPH-16
dans le souci d’¢lucider les variations de la séquence dans le contexte de I’¢laboration du
vaccin prophylactique. Les polymorphismes du gene de la capside ont été étudiés
largement dans les années 1990 (56, 137, 221, 224, 274, 282). Etant plutdt descriptifs et
ayant surtout des visées de classification, ces résultats étaient mis en relation avec 1’arbre
phylogénétique initialement réalisé a partir des séquences du LCR qui établit un lien entre
I’origine géographique du variant et le polymorphisme viral. Les principaux clades y
étant établis sont Afl, Af2, E, As, AA (135). L’expression de la protéine L1 est détectée a
une fréquence moindre dans les cas de cancers comparativement aux 1ésions CIN3 si bien
que ce phénomene semble faire partie d’une stratégie d’évasion du systéme immunitaire
(203). Plus encore, il a été démontré que la séquence du génome viral encodant pour la
protéine L1 est souvent supprimée dans les cas ou le virus est intégré (161). Les capsides
assemblées induisent une réponse immunitaire et une diminution, voire méme une
abolition de I’assemblage pourrait favoriser la propagation du virus. Certaines mutations,
notamment D202H, D223G, N327S et F446S, répertoriées dans les études mentionnées
ci-haut, proviennent de spécimens de cancer du col. Ces mutations affectent des régions
conservées dont le réle semble tre crucial puisque les protéines mutées ont démontré une

faible capacité de s’assembler spontanément dans des cellules d’insectes (284).
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Le LCR ainsi que la protéine E2 sont les deux facteurs clés impliqués dans la
transcription chez VPH. Malgré qu'un nombre appréciable d’études se soit penché sur la
possibilité que certains polymorphismes puissent accroitre le niveau de transcription, il
semble que cette stratégie soit limitée pour cette classe de virus. Notons & prime abord
qu’aucune modification génétique n’ayant un impact significatif n’a été retrouvée au
niveau de la protéine E2 (266). 11 est spéculé que la tendance qu’ont les variantes de la
branche évolutive asiatique-américaine a progresser vers des lésions plus séveres
comparativement au prototype pourrait étre attribuable a une augmentation de 1’activité
du promoteur P97 (144, 280). La stimulation de la transcription chez les variantes du
clade asiatique-américain est surtout attribuable aux mutations de la région 3’ du LCR,
lesquelles sont surtout confinées aux nucléotides 7660 a 7890 qui correspondent & une
région liée par le facteur cellulaire TEF-I (266). Une variante appartenant au méme clade
et mutée au niveau d’un site de liaison aux facteurs GRE et TEF-I a démontré une activité
de transcription 1,7 fois plus €élevée que le prototype (266). Aussi, la position 7310 située
au sein d’un site de liaison pour un facteur de régulation négative NF-I16, ou la cytidine
est remplacée soit par une guanine ou une thymine, a été associée avec une progression
accrue vers CIN3 et le cancer du col de I'utérus (158). Auparavant, une mutation en cette
position avait été associée a une transcription stimulée dans un contexte de cancer
oropharyngé (51). Les variantes aux positions 7193 et 7321 ont un effet contradictoire sur
I’activité oncogénique du virus comme en témoigne des résultats opposés dans la
littérature (158, 266). La mutation du LCR la plus répandue est située dans la séquence
du site de liaison du répresseur transcriptionnel YY1, plus particulierement a la position
7519. L’activité du promoteur est ainsi augmentée et affranchit le virus en le rendant
indépendant a la répression cellulaire (75, 184). La prévalence de cette mutation pour les
isolats issus de cancer du col de I'utérus semble plus élevée alors que les variantes
retrouvées dans des lésions qui ne progressent pas sont mutées dans ou a proximité
d’autres sites recrutant les facteurs de transcription cellulaire (239). De nombreux autres
polymorphismes ont pu étre identifiés sur des isolats cliniques sans impact tangible au
niveau de la progression de I’infection vers le cancer. Des expériences de mutagenese
aléatoire ont permis de démontrer I’importance de certaines régions, notamment la

position 7729 qui multiplie par trois I’activité du promoteur P97 (144).
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L’implication de la protéine E7 dans le processus de stimulation de la croissance
cellulaire en fait, tout comme E6, une source de variabilit¢é pouvant expliquer la
différence de potentiel oncogénique entre les types de VPH. De ce fait, plusieurs
tentatives ont été¢ effectuées dans le but d’identifier des régions conférant une telle
caractéristique aux protéines E6 et E7. Les variations de la protéine E7 sont, selon la
littérature disponible a ce jour, limitées. La variante majeure d’intérét médical retrouvée a
haute fréquence dans les cancers du col de I'utérus de certaines régions du monde
présente une substitution a la position 29 de la protéine d’une sérine par une asparagine.
Cette variante est associée au clade asiatique de VPH-16 et est, par conséquent, plus
fréquemment retrouvée dans cette région du monde. Sa prévalence est de 14,3% dans la
région sichuanaise, de 59,5% en Corée, de 0,9% en Allemagne et de 36,4% en Tanzanie
(82, 202, 250, 255). Un recensement de cette mutation aupres des isolats issus de cancer
du col et d’un groupe controle ne présentant pas de lésions d’une population de femmes
coréennes a établi respectivement les taux de prévalence a 70% et 33% (250). Une étude
portant sur des femmes chinoises a corroboré ces résultats en plus de souligner la haute
fréquence des mutations S63F et T846C au niveau du géne de la protéine virale (276). A
I’opposé, la distribution de cette mutation au Japon, dans le sud de la Chine et en Inde
semble étre uniforme entre les types de 1ésions (48, 96, 223). L oncogenicité variable de
certaines variantes en fonction de I’ethnicité des individus infectés est expliqué par la
distribution des alleles du HLA (278). Plusieurs autres polymorphismes ont été

répertoriés sans qu’une importance clinique particuliére ne leur soit attribuée.

Plusieurs variations pour VPH-16 ont été identifiées a ’intérieur du géne de la protéine
E6 et plusieurs études ont tenté d’associer certaines de ces variations a la persistance ou
la progression des lésions. Les premicres études établirent que certaines variantes
démontraient une tendance plus marquée a persister comparativement au prototype (169,
279). La mutation la plus la plus fréquente affecte le résidu 83 ou la valine initiale est
substituée pour une leucine. Les échantillons issus d’une cohorte de femmes suédoises
ont démontré la présence du variant L83V dans 88% des cas de cancer du col de 1'utérus

et dans 44% des I¢sions classifiées CIN3 (288). Une observation similaire a été répétée
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dans une étude menée aupres de femmes francaises (117). Cependant, d’autres études,
notamment certaines européennes, sont arrivées a la conclusion que la distribution était
uniforme au sein de la population étudiée (30, 202, 264). Entre autres, la proportion du
variant L83V diminuerait en fonction de la progression du type de la 1ésion chez les
femmes italiennes et tcheques (143, 287). Tout comme dans le cas des variantes
retrouvées en Asie, il a été postulé que la distribution des génes du HLA pourrait
influencer le potentiel oncogénique d’une variante (287). La différence d’oncogenicité de
la protéine E6 peut aussi étre attribuable en partie a la force de son interaction avec son
partenaire cellulaire p53 et de la protéine recrutée pour sa dégradation, EGAP. La variante
L83V démontre une capacité accrue en comparaison au prototype a diminuer I’expression
de p53 et de Bax mais présente ¢galement la particularité d’interagir fortement avec les

voies de signalisation MAPK et Notch (12, 46).

Les expériences de mutagenése dirigée ont permis d’identifier des modifications de la
protéine E6 procurant un potentiel oncogénique accru ainsi que les positions clés dans les
interactions avec les différents acteurs protéiques qui interagissent avec E6. Par exemple,
il a été déterminé que les modifications 46Y/47Y/49H dans une région de contact avec
p53 entraine une baisse de sa répression transcriptionnelle (162). Aussi, des mutations au
niveau des acides aminés 8 a 10 ou une délétion des résidus 9 a 13 compromettent
grandement la capacité de E6 a dégradé p53 (93). Ces mutations n’ont toutefois été¢ que
rarement répertoriées dans des isolats cliniques. Le risque accentué¢ de progression des
lésions qui accompagne la substitution E31G serait dépendant du type de molécule HLA
(65, 83). La variation D25E semble étre préférentiellement associée au cancer du col de
I’utérus au Japon alors qu’une augmentation de cette variante a travers les lésions est
constatée chez les femmes chinoises (183, 222, 277). Sa prévalence est également élevée
en Corée dans les cas de cancer du col mais la puissance statistique de I’étude n’était pas
suffisante pour confirmer cette tendance (146). Des facteurs génétiques expliquent ici
aussi en partie ce phénomene (182, 278). Les variantes non-européennes de EO6,
particulierement celles de type asiatique-américain, induiraient un risque plus élevé de

progression vers le cancer (17, 281).
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3.3.2.3 Polymorphisme pour les types autres que VPH-16

Les types de VPH autres que le type 16 ont une incidence moindre et leur étude nécessite
donc un nombre d’échantillons plus importants. Par conséquent, ils ont fait I’objet d’un
nombre plus limité de publications relatives a leur polymorphisme. Il a été proposé que le
LCR de VPH-18 serait plus performant que celui de sa contrepartie chez VPH-16 en
raison de sa capacité accrue a transformer des kératinocytes in vitro. Les variations
naturelles au niveau des sites des facteurs cellulaires SP1 et YY1 favorisant 1I’expression
de E6/E7 seraient responsables de cette caractéristique (231, 244). A I’instar de VPH-16,
les variantes asiatique-américain de VPH-18 montrent un risque accru de progression
vers le cancer et I’association entre quelques variantes et la persistance a été réalisée
(269). A I’inverse, certaines variantes présentent un potentiel oncogénique inférieur (126,
232). L’hypotheése selon laquelle VPH-18 est préférentiellement retrouvé dans les
adénocarcinomes est alimentée par quelques publications bien que les échantillons de
ceux-ci soient limités et que ces observations restent a étre confirmées (34, 168). L une
d’elle souligne que les variantes du clade africain sont exclusivement retrouvées dans les
carcinomes épidermoides tandis que les variantes de la branche asiatique-américaine sont
aussi retrouvées dans les adénocarcinomes (67). Une association entre certaines variantes
de VPH-33, -35, -52 et -58 avec la persistance et la présence de Iésions de haut-grade a

¢galement été observée dans quelques études (4, 98, 109).

3.3.2.4 Facteurs endogénes

Plusieurs facteurs génétiques impliqués dans la réponse immunitaire présentent des
polymorphismes qui influent sur la susceptibilité de la femme a développer une infection
vaginale (104). D’abord, la soustraction des cellules aux signaux d’apoptose regus est une
étape critique dans le développement d’une tumeur. Ainsi, certains polymorphismes au
niveau de ces voies de signalisation se traduisent par une augmentation du taux de cancer,
tel qu’observé au niveau de Fas/FasL dans les cas de cancer du col de I'utérus (160, 291).

De plus, bien que réfutées par certaines études, ’homozygotie arginine a la position 72
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du géne p53 semble étre un facteur de risque dans certains contextes (140, 155, 251).
Aussi, le polymorphisme peut influencer le niveau d’expression de certaines chimiokines.
Par exemple, un phénotype de faible sécrétion de TNF-o accroit les risques de
développer une 1ésion de type CINI tandis qu'une forte expression d’IFN-y augmente les
risques de cancer du col de I'utérus en favorisant I’inflammation, souvent identifi¢
comme un marqueur important de la progression des tumeurs (150, 159). Egalement,
certains polymorphismes, notamment au niveau de I’interleukine -10 et du récepteur de
I’interleukine -1 (II-1RA) pourraient étre des facteurs prédisposant au cancer du col (84,
154, 291). Récemment, I’'implication des polymorphismes de Fas et de I’IL-10 a été
remise en doute au profit de polymorphismes au niveau des récepteurs de chimiokine -2

(CCR-2) et de I’interleukine -4 (I1-4R) (139).

L’efficacité¢ de la réponse immunitaire peut étre influencée par 1’habileté des cellules a
présenter les antigénes viraux par ’intermédiaire des molécules du HLA de type II.
Hautement polymorphiques, ces régions ont été étudiées afin de déterminer si certains
alleles prédisposaient au cancer du col. Selon la région du monde ou I’étude a été
effectuée, les résultats obtenus variaient d’un effet nul ou aggravant les risques pour les
alléles DQB1*0301-3 et DRB1*1501/DQB1*0602 (131). A I’inverse, DQB1*0301-3 est
associé¢ a un risque moins grand de développer un cancer du col. Une hypothése veut
cependant qu’il soit plus facile d’identifier un alléle protecteur qui présente efficacement
les antigénes de VPH contrairement a une série d’alleles qui présentent les antigénes avec
peu d’efficacité, ce qui viendrait expliquer le plus grand nombre d’all¢le protecteur
identifi¢ (131). Plusieurs alleles de faible prévalence ont aussi ét¢ démontrés comme
protecteurs mais la reproduction des ces résultats demeure statistiquement improbable.
Quelques études ont également porté sur les HLA de type I sans qu’un consensus soit
obtenu sur quelque allele a I’exception de 1’allele DQB1*0302 qui est associé avec un
risque plus élevé de cancer du col de 1’utérus (23, 30, 113, 129, 271). L’haptoglobine est
une protéine de la phase aigué de la réponse inflammatoire et une étude récente impute un
risque plus ¢élevé de cancer du col aux femmes présentant une haptoglobine de type 1.1
(173). Ces résultats restent a étre confirmés, étant donné la faible prévalence de ce

phénotype dans la population étudiée essentiellement caucasienne.
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3.4 Autres cancers anogénitaux

Les cancers de la vulve et du vagin comptent pour 6% des cancers gynécologiques et bien
qu’ils soient d’origine hétérologue, une forte proportion est attribuable au VPH. La forme
la plus fréquemment rencontrée du cancer de la vulve survient chez les jeunes femmes et
découle de la présence de VPH alors qu’une forme indépendante de VPH est retrouvée
chez les femmes plus agées (32). Ces cancers sont souvent associés a des Iésions de haut
grade au niveau du col de I'utérus (32). Une classification établie en fonction de la
progression de la dysplasie, analogue a celle employée pour les 1ésions du col de 1’utérus,
a ¢été instaurée en 1986. Cependant, en 2004, ’ambiguité entourant le diagnostic de la
lésion de bas-grade du vagin (Vagina Intraepithelial Neoplasia 1) ainsi que 1’absence
d’un continuum des Iésions bénignes au cancer a entrainé le retrait du premier échelon de
la gradation. Cette modification est toutefois contestée, particulierement par une étude qui
établit un paradoxe avec les 1ésions du col de I'utérus. Cette étude fait état de la présence
de VPH-6 ou -11 dans 43% des Iésions de bas-grade et a hauteur de 3% dans les 1ésions
de haut-grade, tandis que les types a haut-risque -16 et -18 sont quant a eux retrouvés

dans 6% des Iésions de bas-grade et dans 91% des 1ésions de haut-grade (252).

Le cancer du pénis est treés peu fréquent et touche annuellement environ 400 hommes en
Grande-Bretagne. A I’instar du cancer du col de I’utérus, d’importantes disparités
régionales caractérisent ce cancer pour lequel I’incidence serait 20 fois plus élevée dans
les pays en voie de développement en comparaison a 1’Occident (Figure VIII). La
majorité des cas se déclarent dans la soixantaine (188). VPH serait fortement associé aux
carcinomes des cellules squameuses qui représentent 95% des tumeurs issues du pénis.

Selon 1’¢tude, I’ADN de VPH serait détecté dans 40 a 80% des cas (147).
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Figure VIII : Incidence du cancer du pénis standardis¢ en fonction de 1’age
pour les années 1993-1997 (211).

Le cancer de I’anus a été répertorié a hauteur de 4660 cas aux Etats-Unis en 2006 selon le
National Cancer Institute (261). 660 décés ont été attribués a ce cancer durant la méme
période. Plutot rare dans la population hétérosexuelle ou un cas sur 100 000 individus est
répertorié, les hommes ayant des relations avec des hommes ont un risque relatif 37 fois
plus élevé d’étre touchés par cette maladie (263). Les individus atteints du VIH courent
deux fois plus de risque que les hommes séronégatifs mais tout individu
immunosupprimé est davantage a risque. Les facteurs de risque incluent le tabagisme et
la pratique de la pénétration anale. Certains auteurs évaluent que le cancer de I’anus
remplit les conditions pour étre classifi¢ comme une maladie transmise sexuellement
(105). VPH est généralement détecté dans les cas de carcinome épidermoide de 1’anus qui
comptent pour 84% des tumeurs de la région anale. La classification de la progression des
dysplasies anales, nommée AIN (anal intraepithelial neoplasia), repose sur des critéres

semblables a celui des 1ésions du col de ’utérus (263).
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3.5 Cancers associés

Le cancer de la peau autre que le mélanome est le cancer le plus souvent diagnostiqué
chez les Caucasiens et sa fréquence tend a augmenter depuis les 20 derniéres années
(257). Les déces qui y sont associés sont rares si bien que le taux de guérison est estimé a
99% (215). Les premiers doutes quant a I’implication de VPH dans les cancers de la peau
sont apparus alors que ces virus ¢étaient identifiés chez les gens souffrant
d’épidermodysplasie verruciformis. Une forte majorité de ces individus développent un
cancer de la peau avant 1’age de 40 ans (256). Ensuite, le fait que plus de 90% des
tumeurs des individus immunosupprimés et 50% des immunocompétents contiennent de
I’ADN viral de VPH alimente cette théorie (215). Cependant, VPH est aussi retrouvé sur
la peau saine ce qui rend nécessaire I’exclusion d’infections superficielles par un VPH
contaminant afin de ne pas leur imputer précipitamment ce type de cancer. Cette
précaution a rarement €té prise dans les études par le passé€. Une étude de 2007 éliminant
une couche de peau superficielle en est venue a des conclusions qui influenceront
certainement la recherche dans ce domaine (92). Selon 1’étude, VPH est plus souvent
retrouvé au niveau de la peau avec un cancer épidermoide ou avec une lésion bénigne que
sur la peau saine pour un méme site anatomique chez un méme individu. Qui plus est, des
types identiques de VPH n’ont été retrouvés que dans 2,3% des cas ou un site anatomique
sain a été comparé a un site anatomique lésé chez un méme individu. Les Iésions
semblaient plus souvent révéler la présence de VPH appartenant a la sous catégorie 1 ou
2 du genre beta-papillomavirus malgré qu’aucun type particulier n’ait recu le statut de
« haut-risque ». D’ailleurs, VPH est plus enclin a étre détecté au niveau des sites
particulicrement exposés au soleil. Ce phénoméne pourrait étre attribuable a 1’effet
immunosupresseur des UV et les auteurs avancent également que 1I’immunosuppression
induite par les médicaments chez les greffés combinés a I’effet des UV pourraient
expliquer leur plus grande susceptibilité au cancer de la peau (123). Bien que les UV
soient reconnus comme le principal facteur étiologique des cancers de la peau, le réle de

cofacteur de VPH dans la carcinogenése est a envisager.
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Une proportion des cancers de la téte et du cou, particulierement ceux du pharynx, du
larynx et de la cavité buccale est attribuable aux VPH (127). Ces derniers seraient
¢galement détectés dans un large éventail de cancer sans qu’un lien de cause a effet ne
soit hors de tout doute établi. Les cancers de 1’cesophage, de la conjonctive, de la vessie,
du poumon, de I’endométre, des ovaires, du colon, de la prostate et du rétinoblastome

présente dans une certaine proportion, des traces d’ADN viral provenant de VPH (108).

3.6 Autres pathologies

Les verrues sont sans contredits les plus communes des pathologies non néoplasiques
causées par papillomavirus. Celles affectant la région ano-génitale sont désignées
verruciformis condylomata, mieux connues sous le nom de condylomes. Ces
proliférations épithéliales bénignes sont causées dans 90% des cas par VPH-6 ou -11 et il
est estimé qu’environ 1% de la population américaine présente des condylomes apparents
(156). Leur potentiel de transmission est reconnu comme étant élevé (206). Les
traitements dépendent principalement de la taille, de la localisation et du nombre, mais
I’efficacité de ceux-ci est limitée. En effet, malgré les traitements, des taux élevés de
récidive de I’ordre de 30% sont observés. Les conditions d’immunosuppression rendent

le traitement des condylomes particulierement difficile (78).

Entre 7 et 10% de la population rapporte avoir eu des verrues non génitales. Les jeunes de
12 a 16 ans sont particuliérement touchés par ce type d’infection qui régresse
spontanément dans la majorité des cas (167). Les verrues plantaires sont principalement
causées par VPH-1, les verrues vulgaires par VPH-1, -2, -4, -27 et -57 alors qu’VPH-3 et

10 sont responsables des verrues retrouvées au niveau du visage et des membres (107).

D’occurrence treés peu élevée, les formes adulte et juvénile de papillomatose respiratoire
récurrente ont ét¢ décrites pour la premiere fois au XIXe siecle. La forme adulte a une
incidence de 2 par 100 000 individus alors que sa contrepartie juvénile est deux fois plus

commune (114). Cette derniére est, dans la majorité des cas, diagnostiquée autour de la
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troisiéme année de vie alors que la forme adulte se déclare autour de la trentaine ou de la
quarantaine. Les 1ésions sont typiquement localisées a la rencontre des tissus épithéliaux
squameux et cylindriques ciliés des voies aéro-digestives. Cette maladie est caractérisée
par une prolifération bénigne de papillome squameux. Le traitement repose sur 1’ablation
chirurgicale visant a dégager les voies respiratoires afin de maintenir une qualité de vie
acceptable aux sujets atteints (289). Une étude effectuée sur 603 enfants a révélé qu’ils
avaient subi annuellement une moyenne de 5,1 interventions chirurgicales (225). Les
types VPH-6 et -11 sont les plus communément rencontrés dans la papillomatose

respiratoire récurrente (116).

De plus, papillomavirus pourrait participer a la pathogenése de certaines maladies sur
lesquelles les connaissances sont limitées, bien qu’il soit é¢galement envisageable que sa
présence ne soit due a un épithélium altéré propice a sa multiplication (9). Par exemple,
VPH-5, -6 et -38 seraient détectés dans jusqu’a 90% des 1ésions cutanées psoriasiques et
les titres d’anticorps dirigés contre ces virus y seraient sept fois plus €levés que chez les

peaux saines (85, 273). Plusieurs études contestent cependant ces données (29, 270).
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Chapitre IV : Capside virale

La protéine majeure de la capside, L1, est retrouvée a raison de 360 copies dans la
capside virale alors que la protéine L2 est présente en 12 copies. La capside du VPH se
retrouve sous la forme d’un icosaédre T=7 de 600 A de diamétre. Chaque capsomére est
composé de 5 monomeres de la protéine L1. Les 12 capsomeres disposés aux sommets de
I’icosaedre sont pentavalents, c’est-a-dire qu’ils jouxtent 5 capsomeres, alors que les 60
autres sont hexavalents. Chacune des protéines L2 semble étre associée a un sommet de

I’icosaedre (86).

4.1 Protéine L1

Les bases nécessaires a 1’¢lucidation de la structure de la protéine L1 de 55kDa et de la
capside du VPH-16 ont d’abord été jetées par Chen et ses collaborateurs en 2000. Il est
cependant a noter que son évaluation de la structure de la capside virale n’a été
qu’approximative compte tenu du fait qu’elle est effectuée sur un icosaédre T=1. La
cristallisation de la structure T=7 n’a pu étre réalisée a ce jour et les expériences
conduites par Chen et ses collaborateurs ont été effectuées sur un cristal de 12 pentameres

(50).

Le monomeére de L1, long de 504 résidus, est principalement constitué d’une série de
brins B antiparalleles s’étendant des résidus 20 a 382 disposés de fagon a former deux
feuillets opposés connus sous le nom de «Jelly roll B sandwich » (Figure 1X). Une
projection latérale allant de résidus 383 a 475 est reliée a la structure centrale par le brin J
de type B qui interagit avec le feuillet composé des brins CHEF, tandis que ’hélice H5
interagit avec la région hydrophobique créé par le feuillet BIDG. Cette projection est

composée en partie de la boucle H4 (50).
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Figure IX: Représentation de la protéine L1. Les feuillets en bleu
appartiennent au « Jelly roll B sandwich », les boucles en rose assurent la
connexion entre les différents domaines. La région G1 interagissant avec le
feuillet CHEF provient du pentamére en position antihoraire alors qu’en vert
est illustré la région F du pentamere en position horaire. Les hélices en
projections latérales sont en jaune (50).

4.1.1 Structure

L1 forme des VLP dans plusieurs contextes d’expression hétérologues tels que les
systémes faisant appel au Bacculovirus, aux levures et au virus de la variole. Sa capacité
a former spontanément des pseudo-particules virales en présence ou en absence de la

protéine L2 a été¢ mise a profit dans I’élaboration de vaccins.

D’abord, les protéines L1 s’assemblent en pentameres via les interactions des hélices H2,
H3 et H4 avec les autres monomeres. Aussi, le brin G, a la marge du feuillet BIDG,
interagit avec le feuillet CHEF du monomere adjacent en position horaire. Finalement, la
boucle HI, qui s’étend jusqu’a pouvoir étre en contact avec son monomere voisin au
deuxiéme degré, s’insere dans le sillon formé par les boucles FG et EF du monomeére en
position antihoraire. La somme de ces interactions mene a la formation de pentameres de
forme conique ayant en son centre un espace d’un diamétre de 14 A et ou les monoméres

sont 1égerement orientés vers 1’extérieur (50).
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L’architecture de la capside du VPH présente plusieurs similarités avec celles des virus
SV-40 et du polyomavirus murin (166, 254). Ce constat, jumelé a I’identification d’un
pont disulfure entre les cystéines des positions 175 et 428 de deux pentameéres de la
particule virale de VPH-16, a permis de parfaire le modéle de structure de la capside (88,
192, 236). Comblant les lacunes du modéle proposé¢ par Chen, le modele du « bras
envahissant » est aujourd’hui préconisé. Selon celui-ci, chaque pentameére regoit cinq
projections et en étend tout autant vers les pentaméres adjacents afin de cimenter la
structure de la capside (Figure X). Une région charnicre allant des résidus 403 a 413
précede la région 414-469 qui comprend la boucle H4 et qui forme les ponts disulfures
entre pentameres, procurant davantage de stabilité a la capside. La région charniére, riche
en glycine et en proline, procure la flexibilit¢ nécessaire pour s’adapter a un
environnement pentavalent ou hexavalent. La région conservée de 20 acides aminés en
position N-terminale ainsi que la boucle CD contribueraient a augmenter la stabilité de la
capside en obstruant le vide créé entre les pentameéres (192). De plus, la boucle HS de la
protéine L1 semble étre essentielle dans la pentamérisation compte tenu que sa région
hydrophobique influe sur la structure de la protéine tandis qu’une délétion de la boucle

H4 n’affecte que faiblement la multimérisation (20).

Figure X : Détails structuraux d’un capsomere de VPH. A Vue apicale d’un
pentameére ou chacun des monomeéres est identifié par une couleur
différente. B Positionnement des projections latérales d’un monomere. C
Interaction entre les projections latérales de monomeéres voisins (20).
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4.2 Régions hypervariables

L’alignement des séquences des protéines L1 de 49 types de VPH a permis de constater
que des régions hypervariables étaient disposées a travers la séquence mais que la
position relative était constante a travers les types de VPH (Figure XI). Le modele
structurel permet de constater que ces régions correspondent aux boucles BC-CD-DE-EF-
HI (Figure XII). L’absence de conservation de ces régions, contrairement au reste de la
protéine, peut s’expliquer par la dérive génique ou par la pression sélective. La premicre
hypothese attribue la cause de la variabilité a la dérive par ’absence de contrainte
fonctionnelle qui pourrait limiter ce processus. La seconde, plus probable, souligne la
pression qu’exercent les anticorps en contact avec le virus qui contribue a induire des

changements de facon a échapper a la reconnaissance du systéme immunitaire (50).
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Figure XI : Alignement de la séquence de la protéine L1 des types de VPH

de la famille 9. Le faible pourcentage d’identité entre les boucles BC, DE,
EF, FG, et HI est mis en évidence (38).
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Figure XII : Représentation de la variabilité de la protéine L1 de 49 types de
VPH. Les régions hypervariables sont en rouges, les régions partiellement
conservées en blanc et totalement conservées en bleu. A Vue latérale d’un
capsomere. B Vue apicale d’un pentaméere de L1. C Vue du dessous d’un
pentamere ou les résidus conservés au fond de la structure de forme
pentamérique est mise en évidence (50).

4.2.3 Polymorphisme chez VPH-31

Les ¢études sur le polymorphisme de la protéine L1 de VPH-31 sont rares. D’abord, le
premier VPH-31 a avoir été identifi¢ 1’a été a partir d’une biopsie originant d’une
dysplasie cervicale (171). Les méthodes de I’époque ne permettaient qu’une
caractérisation partielle du virus. L’évaluation de son homologie par rapport aux autres
variantes identifiées a ce jour reposait sur des analyses de Southern blot réalisées a
différentes températures et dans des conditions de salinité variables, suivant une digestion
enzymatique. Un sous-type du VPH-31 a été identifi¢ de la méme fagon suite a des
expériences réalisées sur une nouvelle lignée cellulaire (16). Seule une étude exhaustive
sur le polymorphisme du VPH-31 a ¢été publiée et porte sur quatre isolats de femmes

américaines parmi lesquelles trois présentaient des lésions de types CIN 3 et une CIN 1

(137).

4.3 Protéine L2

La protéine L2 semble étre, au contraire de la protéine L1, moins limitée a un rdle
structurel et participerait activement a plusieurs étapes du cycle viral. Une fois
synthétisée dans le cytoplasme, ses deux signaux de localisation situés en C- et en N-

terminal et ’interaction de sa partie C-terminale avec la chaperonne cellulaire Hsc70 la
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dirige vers le noyau en vue de I’assemblage (90). Son entrée est alors régulée par son
interaction avec des récepteurs d’import nucléaire de type kap beta (24, 66). Elle recrute
alors la protéine L1 en I’entrainant dans des compartiments subnucléaires nommés
« Nuclear domain 10 » ou 1’assemblage est présumé avoir lieu (148). L2 aurait aussi la
propriété d’interagir avec la protéine E2, qui a son tour lie ’ADN viral. Ces deux
caractéristiques poussent a croire qu’elle joue un role clé dans I’encapsidation du génome

viral (86).

Le réle de L2 ne s’arréte pas une fois le virus relaché de la cellule. Au contraire, son
implication au niveau de ’attachement a la membrane et de 1’étape de fusion avec la
cellule est soutenue par un nombre grandissant de publications ou I’infectiosité du virus
dépend de sa présence. La région C-terminale a ét¢ démontrée comme étant nécessaire
afin que le virus endocyté par une vésicule de clathrine puisse s’échapper de I’endosome
(136). La protéine L2 procéderait d’abord, dans des conditions acides, en associant une
région positivement chargée aux lipides négatifs de la membrane. Il s’ensuivrait un stress
qui altérerait I’intégrité membranaire résultat de I’insertion d’une région hydrophobe de
L2 dans la membrane (145). La décapsidation surviendrait, selon ce mécanisme, dans les
endosomes et serait dépendant du clivage de la partie N-terminale de la protéine L2 par
une protéase de type furine (228). La protéine L2 accompagnerait I’ADN viral vers le
noyau et permettrait son entrée par son interaction avec les mémes récepteurs cellulaires
que lors du processus d’assemblage (24). Le cheminement vers le noyau serait assuré¢ par
I’interaction du domaine C-terminal de la protéine L2 avec les dynéines cellulaires (89).
Une voie alternative ne faisant pas interagir de lysosymes ou d’endosomes semblerait
plutot prédominer dans le cas de papillomavirus endocytés par des vésicules de caveolea
(132). La protéine L2 pourrait influencer le trafic vésiculaire par son interaction avec la

tSNARE syntaxine § et permettre la décapsidation dans le réticulum endoplasmique (27).
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Chapitre V : Vaccin

5.1 Généralites

Plusieurs vaccins contre des maladies d’origine virale tels que I’hépatite et la grippe ont
été développés au fil du temps. Les premiéres expériences d’immunisation a partir de
protéines de la capside d’un papillomavirus ont été réalisées chez le modele animal du
lapin a queue blanche en 1992 (151). La protéine L1 s’assemble spontanément en
conservant les propriétés immunologiques du virus natif en n’étant toutefois pas
infectieux du fait que le pseudo virion formé ne contient pas de matériel génétique. La
réponse immunitaire des rongeurs s’est avérée robuste en démontrant une forte réponse
en IgG, ce qui a encouragé la poursuite des expérimentations chez 1’humain. Les
protéines de la capside de VPH-11 et -16 ont été injectées chez des femmes en 1997
(122). La compagnie Merck est parvenue a démontrer deux années apres I’immunisation
par VPH-16 qu’aucune femme des 765 recrutées n’a développé d’infections persistantes
vis-a-vis ce type alors que 41 des 765 femmes attitrées au groupe placebo ’ont subi
(157). Quatre ans aprés 'immunisation, le vaccin démontrait une efficacité¢ de 94% alors
que sept femmes vaccinées contre 111 ayant regu le placebo ont développé une telle

infection (175).

Ces expériences ont servi de prémisse a la mise au point d’un vaccin quadrivalent, le
Gardasil, fabriqué par Merck et d’un vaccin bivalent, le Cervarix, commercialisé¢ par
Glaxo Smith Kline (GSK). Le premier est disponible dans 80 pays depuis juin 2006
tandis que le second a été soumis aux autorités réglementaires américaines en 2007 et a
été approuvé a I’automne 2009. Le vaccin quadrivalent contient les types -6, -11, -16, et -
18 pour qui I’assemblage des pseudovirus repose sur un systeme d’expression en levure.
Un systéme faisant appel a un baculovirus recombinant infectant des cellules d’insectes
assure la production de VLP pour le vaccin bivalent contenant VPH -16 et -18 (22).
L’hydroxide d’aluminium (AsO4) est I’adjuvant que contient le vaccin de GSK alors que
Merck a opté pour le sulfate d'hydroxyphosphate d'aluminium qui a démontré sa

supériorité chez la souris (43).
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5.2 Administration

Les deux vaccins sont administrés de facon intramusculaire a raison de trois doses
séparées d’un intervalle minimal de six mois. La population actuellement visée par les
campagnes de vaccination est limitée aux jeunes filles de 11-12 ans mais toutes femmes
de 9 a 26 ans peuvent recevoir le vaccin selon le « Advisory Committee on Immunization
Practices » (178). Somme toute, les effets adverses sont peu nombreux mais une douleur
au site d’injection a été observée a plus haute fréquence chez les individus vaccinés que
chez ceux recevant le placebo. Cervarix semble étre le vaccin qui occasionne le plus de
douleur (119). Des cas isolés du syndrome de Guillain-Barré et de paralysie faciale
partielle ont été rapportés dans la population vaccinée, notamment chez une jeune femme

ayant recu depuis peu le vaccin contre I’hépatite B (22).

Les titres d’anticorps plus élevé d’un facteur 1,7 a 2,7 constatés chez les jeunes militent
en faveur de I’instauration de campagne de vaccination en bas dge. Aussi, les jeunes
semblent ressentir moins de douleur a la vaccination, mais des cas de fiévre sont plus
nombreux dans ce groupe d’age. Des études en cours examinent la possibilité
d’administrer des vaccins chez les enfants séropositifs de 7 a 12 ans ainsi que chez les
femmes de 26 a 45 ans (22). L’évaluation des bénéfices qu’entrainerait la vaccination
systématique des hommes par rapport au colt engendré est aussi sous évaluation. La
combinaison des vaccins réunissant un effet protecteur contre notamment VPH, le
tétanos, la diphtérie et la coqueluche est considérée et certaines de ces combinaisons sont

d’ores et d¢ja brevetées (285).

5.3 Efficacitée

Le vaccin est considéré prophylactique puisqu’il ne présente aucun effet clairement
démontré pour les infections déja présentes (21). Les données compilées jusqu’ici I’ont
¢été chez des femmes n’ayant pas d’historique de lésions cervicales et par conséquent,
aucune de ces conclusions ne peut étre extrapolée chez les femmes ayant des I1ésions (47).

Néanmoins, une réduction de 46% du nombre de CIN2/3 ou d’adénocarcinome
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occasionnés par les types -6, -11, -16 et -18 a été observée chez les femmes vaccinées
présentant une infection au moment de la vaccination due a I’'un des quatre types
précédemment mentionné (47). Cette constatation oriente la vaccination vers une
population n’ayant pas été infecté par le virus, d’ou le choix des jeunes filles n’ayant,
selon toute vraisemblance, pas eu de relation sexuelle. Les sujets immunodéficients,
notamment ceux atteints par le VIH qui sont particuliérement a risque de développer des
1ésions ano-génitales, pourraient bénéficier des effets du vaccin. Des études réalisées chez
la souris déficiente en cellules CD4 ont permis de démonter une réponse immunitaire

contre les épitopes du VPH (284).

L’efficacité du vaccin contre VPH dépend de 1’établissement d’une population de cellule
B mémoires. Cinq ans aprés son administration chez des femmes, des titres d’anticorps
égaux ou supérieurs a ceux observés dans les cas d’infections naturels témoignent de
I’efficacité du vaccin (103, 268). Des études devront cependant étre entreprises afin
d’¢établir la durée de la protection induite par ces vaccins. Les programmes de dépistage
du cancer du col de I"utérus déja mis en place dans les pays scandinaves en ont fait un
choix tout indiqué pour la poursuite d’étude visant a établir I’efficacité a long terme de
ces vaccins (163). Deux études d’envergure de phase III et IV y sont actuellement en
cours. Jusqu’ici, la mise en commun d’études cliniques portant sur le vaccin quadrivalent
révele qu’une seule femme parmi les 8579 vaccinées a développé une I€sion cervicale
contre 85 sur 8550 pour le groupe placebo pour une efficacité de 99% (13). Le vaccin

bivalent a démontré dans une étude de phase III une efficacité supérieure a 90% (207).

5.4 Risque de sélection

L’éventualité ou 1’¢limination des VPH de la niche écologique qu’ils occupent pourrait
entrainer 1’émergence de souches oncogénique a été soulevée notamment par la FDA. En
observant un taux plus élevé, mais non significatif, de 1€sions cervicales chez les femmes
séropositives infectées par un type non contenu dans le vaccin qu’elles ont regu par
rapport au groupe placebo, I’organisme en est venu a émettre cette réserve (237). N’ayant

pas observé de compétition pour la niche écologique entre les virus et n’étant pas un
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constituant de la flore normale, il n’y a, a priori, aucune raison qui pourrait laisser croire
qu’un autre VPH comblerait la niche laissée vacante (119, 165). Aussi, le danger
d’exercer une pression sélective sur certaines variantes est un aspect de la vaccination qui
peut étre préoccupant. Cependant, I’utilisation par le virus de la machinerie cellulaire qui
introduit rarement des erreurs rend peu probable son évolution rapide vers une forme qui
ne serait pas couverte par 'immunité induite par le vaccin. De plus, les variantes
divergeant de 2% a I’intérieur d’un type sont neutralisées a partir des anticorps générés
par un virus du méme type, diminuant davantage les probabilités d’un tel événement

(229).

5.5 Immunité croisée

Les expériences menées sur le lapin a queue blanche ont établi que la protection du
vaccin était conférée exclusivement envers les types qui le composent (31). De fagon
similaire, les individus ayant regu le vaccin contenant seulement VPH-16 avait un taux de
Iésions attribuables aux autres types similaire au groupe placebo (175). La réactivité
croisée est un phénomene qui peut étendre la couverture envers des types oncogeénes qui
n’entrent pas dans la composition du vaccin. Aussi, la diminution des Iésions CINI1 a
CIN3 qui sont majoritairement causées par des types non inclus dans le vaccin pourrait
éviter le stress encouru par I’annonce de telles 1ésions et alléger la pression sur le systéme

de santé qu’exerce leur suivi (61, 214).

Les types non inclus dans les deux principaux vaccins sont la cause de 30% des cancers
du col de 'utérus. L’étude de I’épitope de la capside reconnus par les anticorps a permis
d’observer que certains étaient répandus a plus d’un type et rendaient ainsi possible la
neutralisation de plus d’un type par un méme anticorps. Malgré qu’ils soient
pratiquement absents des 1ésions de haut grade, I’intérét de I’immunité crois¢ entre les
types -6 et -11 n’est pas moindre en raison du colt des traitements qu’ils engendrent
(153). Ces deux types partagent des épitopes dont un notamment reconnus par 1’anticorps
H6.J54 (59, 272). 1l semble également que les types 18 aient en commun certains

épitopes avec le type 45 qui lui est phylogénétiquement apparenté (110). Des expériences
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similaires in vitro ont jeté¢ la lumiere sur 'immunité croisée ente les membres de la
famille a9 (62). Les types -16, -31, -33 et -58 seraient neutralisés simultanément par un
méme anticorps. Cependant, le taux de réactivité croisée le plus élevé est rencontré chez
VPH-16 et -31 ou I’activité de 1’anticorps chez VPH-31 représente 1% de sa capacité
neutralisante pour son épitope principal situé sur la protéine L1 de VPH-16. Cette
observation effectuée en étudiant un répertoire limité d’anticorps se traduit par une
protection de 34,5% envers VPH-31 et de 94,2% face a VPH-45 suite a I’administration
de vaccin bivalent chez des femmes pour qui la diversité du bassin d’anticorps est
incomparable a 1’é¢tude in vitro (120). Cette derniere faisait également état d’une faible

réactivité croisée entre VPH-39 et -59 (62).

5.6 Perspectives

L’¢largissement du nombre de types de VPH couvert par le vaccin serait un exploit sur
lequel plusieurs groupes de recherche se penchent. Munoz et ses collaborateurs ont
estimé qu’un vaccin nonavalent basé sur la protéine L1 serait nécessaire afin d’induire
une immunité contre 90% des types de virus présentant un fort potentiel oncogénique
(196). La protéine L2 est considérée comme une alternative prometteuse. L’anticorps
RG-1 qui réagit contre sa région hautement conservée entre les VPH-16 et -18 constitué
des résidus 17 a 36 a démontré une capacité a neutraliser les pseudovirions des VPH-5, -
6, -16, -18, -31, -45, -52 et -58 (101). Aussi, un vaccin a ADN codant pour une protéine
de fusion entre les protéines virales E6, E7 et L2 est présentement a 1’¢tude et semblerait
particulierement efficace en générant une réponse de cellules CD8 contre les cellules
cancéreuses dans lesquelles sont exprimées E6 et E7 (100, 149). Cependant, le plus grand
obstacle qu’affronte le domaine de la vaccination contre le cancer du col de I'utérus
demeure son accessibilité aux populations les plus touchées. L’Organisation mondiale de
la santé, les compagnies pharmaceutiques ainsi que les ceuvres caritatives devront
coopérer afin de trouver un terrain d’entente et rendre disponible ce vaccin au pays moins
bien nantis. Parmi les améliorations a apporter afin de rendre possible ce projet, le cotit

du vaccin devra étre abaissé. La culture en cellule eucaryote est actuellement la norme
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mais pourrait dorénavant se faire dans un hote bactérien tel qu’Escherichia coli afin
d’amoindrir les cotits de production (87, 233). La résistance a la température est aussi un
aspect a ne pas négliger dans les pays ou les moyens de réfrigération sont plus rares. Dans
un contexte ou le matériel médical est un luxe, ’administration du vaccin sans faire usage
de seringue serait un atout. En réponse a cet obstacle, I’administration transdermique et

intranasale sont considérés (226).
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Objectifs et hypothese

L’association entre le polymorphisme de certains geénes et la persistance de I’infection ayant été
démontrée notamment chez les VPH-16, -18, -33, -35 et -52, il est pertinent d’explorer
I’éventualité ou une telle relation pourrait étre retrouvée chez le VPH-31 (4, 98, 109, 169, 269,
279). Comme mécanisme qui pourrait expliquer une telle association, il est possible de
mentionner une capacité accrue d’adhésion aux cellules épithéliales que pourrait procurer
certaines variations de la capside. Egalement, des altérations majeures de la séquence de la
protéine de la capside pourraient prévenir son assemblement et ainsi réduire les risques de
neutralisation par le systéme immunitaire de I’hote (283). Afin d’attester 1’existence de variantes
présentant de telles propriétés, le polymorphisme de la capside a été mis en relation avec la durée
de I’infection ainsi qu’avec le stade de la Iésion. Compte tenu des observations rapportées chez
les autres membres de 1’espece 9 des alpha-papillomavirus, il est possible de croire qu’une telle
association pourra étre observée pour la protéine de la capside de VPH-31 (4, 98, 109).
Cependant, ces conclusions ont été tirées a partir de 1’analyse de génes ayant un réle direct dans
I’oncogenese, soit E6, E7 et LCR, tandis que les données recueillies au sujet des protéines de la

capside restent plutdt éparses (137).

La cristallographie de la protéine majeure de la capside L1 de VPH-16 a permis d’établir avec
précision sa structure (50). La proximité phylogénétique entre VPH-31 et VPH-16 permet
d’avancer que les régions hypervariables exposées au systétme immunitaire ainsi que les régions
d’importance structurelle identifiées chez ce dernier seront retrouvées chez VPH-31. Les régions
hypervariables, de par leur exposition au systéme immunitaire de 1’hote, devraient avoir subi une
pression de sélection dont les régions structurelles enfouies au sein de la protéine ont été
exemptes, ce qui devrait entrainer une plus grande variabilit¢ dans les régions externes

comparativement aux régions internes.

Les femmes recrutées aux fins de cette étude proviennent de cliniques dédiées au suivi
d’infection transmise sexuellement et cet échantillonnage permet par conséquent de comparer
I’incidence de I’infection a VPH-31 entre les femmes canadiennes VIH+ a celles a risque de

contracter cette maladie. Des résultats contradictoires ont été obtenus jusqu’ici quant a la



48

supériorité de I’incidence des infections par des VPH considérés a haut risque comparativement
aux bas risques chez les femmes VIH+ (72, 124, 208). L’incidence entre ces deux groupes ne

devrait donc pas présenter une différence significative.
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Abstract

The L1 gene encodes for the major capsid protein of human papillomaviruses (HPV). There is
limited information on the polymorphism of L1 for types related to HPV-16. This report explores
the polymorphism of L1 in phylogenetically-related types 31, 33, and 35 compared to HPV-16.
Genital specimens collected from 732 HIV-seropositive and 323 HIV-seronegative women were
screened for HPV DNA with consensus L1 PCR. Cervical samples positive for HPV-16 (n=74),
-31 (n=78), -33 (n=37), and -35 (n=58) were further characterized by PCR-sequencing of the
complete L1 gene. The number of nucleotide substitutions within L1 ranged from 19 for HPV-33
to 52 for HPV-31. The ratio of the number of variants/number of isolates tested was higher for
HPV31 (56.4%, p=0.05) and HPV-35 (60.3%, p=0.04) compared to HPV-16 (40.5%), while this
ratio was lower for HPV-33 (24.3%), although not significantly (p=0.14). The maximal distance
between HPV variants was greater in the five putative surface-exposed loops of L1 than in
sequences outside the loops (p<0.01). Synonymous variations were encountered in 1.7% (95%
CI 1.1-2.3) of nucleotides inside the L1 loops and 2.4% (95% CI 1.2-3.7) of nucleotides outside
the L1 loops. Non-synonymous variations were encountered in 1.8% (95% CI 1.1-2.5) of
nucleotides within the L1 loops and 0.2% (95% CI 0-0.4) of nucleotides outside the loops. dN/dS
ratios were below 1.0 in extra-loop and intra-loop regions, but they were lower in extra-loop
regions. These results suggest that sequences within and outside the hypervariable loops of L1

were under selective constraint.
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Introduction
More than 100 genotypes of Human papillomaviruses (HPV) infect mucosal and

cutaneous epithelial cells in humans. The 40 mucosal HPV genotypes are classified into low-risk
and high-risk types depending on their association with cervical intraepithelial neoplasia and
cancer [Bosch et al., 2002]. HPV types 31, 33, and 35 are closely related to HPV-16, the most
prevalent type detected in cervical cancer [Munoz et al., 2003]. These genotypes are considered
as high-risk types based on epidemiological and phylogenetic studies [Chan et al., 1992;Munoz
et al., 2003]. These types also segregate into the same phylogenetic branch, designated species 9
of the alpha-papillomavirus genus [de Villiers et al., 2004]. In North America, HPV-31, -33 and -
35 are important oncogenic types as they rank amongst the seven most frequent genotypes
detected in cervical cancer [Clifford et al., 2006]. Moreover, HPV-35 was amongst the
oncogenic genotypes along with HPV-16 and 59 with the highest risk for cervical cancer in an
international case-control study [Munoz et al., 2003]. We have previously reported on the
polymorphism of long control region (LCR), E6 and E7 genes of these three genotypes in a

cohort of sexually active women in Canada [Gagnon et al., 2004;Gagnon et al., 2005].

Humoral responses against HPV types target a complex set of epitopes, both type-specific
and cross-reactive [Orozco et al., 2005]. Linear and conformational epitopes have been mapped
to the capsid of HPV-16 [Christensen et al., 1996a;Christensen and Kreider, 1990;White et al.,
1998]. Non-contiguous loop regions of L1 that display critical components of type-specific and
conformational epitopes are juxtaposed upon L1 folding into capsomers [Carter et al.,
2006;Christensen et al., 2001;Olcese et al., 2004]. HPV L1 loops exhibit considerable
polymorphism within and between types [Carter et al., 2006;Christensen et al., 2001;Olcese et
al., 2004], resulting in different binding affinities to neutralising antibodies [Varsani et al., 2006].
L1 polymorphism may have been established to escape neutralisation since non-synonymous
variations are localised closely to neutralisation epitopes [Pastrana et al., 2001;Roden et al.,
1997]. A single amino acid change can also markedly affect the efficiency of assembly of HPV-
16 L1 protein into a virus-like particle [Kirnbauer, 1996].

Despite these important facts, there is limited information available on the polymorphism of the

L1 gene of types related to HPV-16 [Gagnon et al., 2007;Icenogle et al., 1995;Raiol et al.,
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2009;Stewart et al., 1996;Yamada et al., 1995]. The most recent report on HPV types related to
HPV-16 was conducted in Brazil and analyzed only a portion of the L1 protein [Raiol et al.,
2009]. In this work, the polymorphism of the L1 gene of high-risk types 31, 33, and 35 is
described and compared in this work to HPV-16 polymorphism in isolates collected from a
population of sexually active women living in Canada infected or at risk of being infected by
HIV. We also assessed whether L1 polymorphism was greater in areas of the L1 proteins

putatively exposed to the immune system.

Materials and methods

Study population and study design. Cell lysates were selected from stored processed
cervicovaginal lavages collected from 1055 participants (732 HIV-seropositive, 323 HIV-
seronegative) recruited in the Canadian Women’s HIV Study who had tested positive at least
once for HPV-16, 31, 33 or 35 DNA. From 1993 to 2000, women were recruited across Canada
if they were seropositive for HIV (n=732) or if they were seronegative (n=323) but at risk for
HIV infection [Hankins et al., 1998;Hankins et al., 1999]. The original study design and
characteristics of the cohort have been described elsewhere [Aho et al., 2003;Hankins et al.,
1999]. Briefly, each cell lysate was amplified for 3-globin DNA with PC04 and GH20 primers to
control for DNA integrity [Coutlée et al., 1997]. B-globin-positive lysates were tested for the
detection and typing of HPV DNA using the MY09-MY11-HMBOI1 consensus L1 PCR as
described previously [Coutlée et al., 1997;Coutlée et al., 1999]. Amplified products were spotted
onto nylon membranes and reacted under stringent conditions with **P-labelled oligonucleotide
probes for types 6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56 and 58. All participants provided
written informed consent. Ethics committees of participating institutions approved the study

protocol.

Amplification and PCR-sequencing of HPV-16, 31, 33, 35 L1 genes. HPV-16, -31, -33, and -
35 isolates from cervicovaginal lavages were further characterized by amplifying three
overlapping regions of L1 using primer pairs described in Table 1. Two pl of processed sample
was amplified in a 9600 Thermal Cycler in a 100 pl reaction volume containing 10 mM Tris-HCI

[pH 8.3], 50 mM KCI, 2.5 units of AmpliTag Gold enzyme (Roche Diagnostic Systems,
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Mississauga, Ont.), 2.0 mM MgCl, concentration, 0.5 uM of each primer, 0.25 mM each dCTP,
dTTP, dGTP and dATP. Amplification profiles included an initial step at 94°C for 120 sec
followed by 10 cycles at 94°C for 15 sec, at 55°C for 30 sec and at 72°C for 45 seconds, and
completed with 35 cycles at 94°C for 15 sec, at 55°C for 30 sec and at 72°C for 45 seconds. In
the last round of 35 cycles, the extension step of each cycle was increased by five seconds. A last
step was performed to complete the amplification reaction at 72°C for 7 min. All isolates were

amplified successfully with the respective three L1 primer pairs (data not shown).

Direct double-stranded PCR-sequencing was done with the same primers described above
for each HPV genomic areas, using the fluorescent cycle-sequencing method (BigDye terminator
ready reaction kit, Perkin-Elmer) on 20 ng of purified amplicons [Gagnon et al., 2007]. Cycling
parameters were 25 cycles at 96°C for 10 sec, 50°C for 5 sec and 62°C for 4 min. Sequence
analysis was performed on an ABI Prism 3100 Genetic Analyser system. Non-prototypic isolates

were sequenced at least twice to exclude Tag-induced errors.

Data analysis. HPV-31 and 33 prototypes were the first isolates sequenced [Cole and Streek,
1986;Myers et al., 1995]. HPV-35 prototype was HPV-35H since multiple errors have been
reported in the original published sequence data (HPV genome database, Los Alamos National
Laboratory (http://hpv-web.lanl.gov/stdgen/virus/hpv/compendium/htdocs/)). For each type,
HPV L1 sequences from the prototype and variants were aligned using CLUSTALW 1.8.
Phylogenetic trees were constructed based on the neighbor-joining algorithm by using the Mega
version 4. dN/dS ratios were calculated using the Nei-Gojobori method [Tamura et al.,
2007;Zhang et al., 1998]. For the comparisons of genetic variability between genotypes, the
significance of difference of number of variation sites per variant or isolate was assessed with a
Mann-Whitney rank sum test and of the proportion of variable nucleotides was assessed with a

Fisher’s exact test.

Results

Of 1055 women recruited in The Canadian Women’s HIV Study, 78 were infected by HPV-31,
37 by HPV-33 and 58 by HPV-35. All these isolates were sequenced successfully across the L1

gene. There was no evidence of premature stop codon or nucleotide deletion in the L1 genes. The
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site and nature of synonymous and non-synonymous variations defining HPV-31, 33 or 35
variants as well as the putative hypervariable regions in L1 for types 31, 33 and 35 are displayed
on Figure 1. A total of 44, 9 and 35 genomic variants were identified in 78 HPV-31, 37 HPV-33
and 58 HPV-35 isolates, respectively (Figure 1, Table 2). No more than one variant was detected
per sample. The prototype was the most frequent molecular variant for HPV-33 but not for HPV-
31 or 35 (Figure 1).

The variability of the L1 gene was compared between types as presented in Table 2. Since the
three genotypes are related to HPV-16, the L1 gene of 74 HPV-16 isolates from women selected
consecutively was also sequenced as a reference. HPV-16 nucleotide variations in these isolates
were consistent with those published in previous reports [de Boer et al., 2004;Yamada et al.,
1995]. The number of variants in proportion to the number of isolates as shown in Table 2 was
higher for HPV31 (56.4%, p=0.05) and HPV-35 (60.3%, p=0.04) compared to HPV-16 (40.5%).
This ratio was lower for HPV-33 (24.3%) than for HPV-16, although this difference was not
statistically significant (p=0.14). The maximal distance between any two variants for each
genotype was less than 2% in the nucleotide sequence of L1 (Table 2). The total number of
nucleotide substitutions within the L1 gene ranged from 19 for HPV-33 to 52 for HPV-31. The
lengths of the L1 genes and of the putative loops from the various types were similar (Table 2).
A mean of 0.6% (range, 0.4%-0.8%) of nucleotides in L1 were sites of non-synonymous
variations for HPV-31, 33 and 35. As described previously for HPV-16, there was a greater
number of synonymous than non-synonymous variations in L1 for all high-risk types (Table 2)
[Pushko et al., 1994]. The proportion of synonymous to non-synonymous variations in L1 was
similar across types (p=0.80). Compared to HPV-16, the percentage of nucleotides that were
sites of polymorphism (% variation in Table 2) was similar for HPV-31 or 35 (p>0.10 for each
comparison), but was lower for HPV-33 (p=0.005) due mainly to a smaller percentage of
nucleotides being sites of synonymous variations for the latter type. Overall, HPV-31 was the
most heterogeneous of the high-risk genotypes considering the number of variants identified or
the proportion of nucleotide variations per variant or per isolate tested (Table 2). The distribution
of number of variations per variant was significantly different when HPV-31 was compared with
each of the other types (p=0.0001 for each comparison), when HPV-16 and HPV-35 were
compared (p=0.0001), but not when HPV-35 and HPV-33 were compared (p=0.018; significance
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level for 6 comparisons set at 0.008; Table 2). HPV-31 also had the highest median number of
variations per isolate. This difference was significant when HPV-31 was compared to types 33 or

35 (p<0.003) but not to type 16 (p=0.046) (significance level for 6 comparisons set at 0.008).

The fact that HPV-33 was less heterogeneous than the other related high-risk types could be
related to the smaller number of HPV-33 isolates tested or to a lower degree of polymorphism
for this genotype. The maximum distance between any variants of HPV-33, HPV-16 or HPV-31
was similar (Table 2). Also, HPV-33 had a similar number and similar percent nucleotide
variations per variant or per isolate compared to HPV-16. As stated in the paragraph above, the
distribution of number of variations per variant was not significantly different between HPV-35
and HPV-33. The distribution of number of variations per isolate was not significantly different
between HPV-33 and HPV-16 or HPV-35 (p > 0.10 for each comparison). These findings
support that the smaller number of HPV-33 isolates tested compared to the other genotypes may

contribute to the lower heterogeneity measured for HPV-33.

Since the ethnic origin of women recruited in the study was known [Gagnon et al., 2004;Gagnon
et al., 2005], we investigated if HPV-31, 33 or 35 polymorphism was associated with ethnicity.
Phylogenetic analysis of the L1 gene from HPV-31, HPV-33 and HPV-35 revealed the presence
of branches in the three phylogenetic trees (Figure 2). Isolates from all women from African
descent clustered in HPV-31 Cluster A. Thus, 13 (30.3%) of the 43 isolates of HPV-31 Cluster A
were from women of African descent compared to none (0%) of the 22 isolates of HPV-31
cluster B (p=0.002) and none (0%) of the 13 isolates of HPV-31 cluster C (p=0.03). The 13
women of African descent were not living in the same city in Canada: 7 were living in Montreal,
4 in Toronto and 2 in Ottawa. Twenty-nine (67.4%) of the 43 women infected by HPV-31
isolates in the HPV-31 cluster A were Caucasian in comparison to 33 (94.3%) of 35 isolates in
HPV-31 clusters B (p=0.004). Only three isolates were from Asian woman. Three (12.0%) of the
25 isolates in HPV-33 Cluster A were obtained from women from African descent compared to 7
(58.3%) of 12 of isolates belonging to HPV-33 Cluster B (p=0.006). In opposite, 21 (84.0%) of
the 25 isolates in HPV-33 Cluster A and 5 (41.7%) of the 12 isolates in HPV-33 Cluster B were
Caucasians (p=0.02). In opposite to results obtained with HPV-31 and 33, no association was

found between HPV-35 clusters and the ethnic origin of participants. Isolates from women from
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African descent were detected in 17 (44.7%) of 38 and 11 (55.0%) of 20 isolates from HPV-35
clusters A and B, respectively (p=0.58).

HPV-16 hypervariable regions correspond to loops BC, DE, EF, FG, and HI [Carter et al.,
2003;Chen et al., 2000;Olcese et al., 2004]. The positions of the putative five loops in HPV-31,
33 and 35 were deduced by aligning L1 sequences of the prototypes of these types with HPV-16
prototype. The distribution of non-synonymous and synonymous nucleotide variations within
putative hypervariable regions and within conserved regions outside these loops is illustrated in
Figure 1. Non-synonymous L1 variations were not distributed evenly over the L1 gene and were
located mainly in putative hypervariable regions while synonymous variations were distributed
more evenly. The distance between isolates was greater in the hypervariable loops than in
conserved regions of L1, except for HPV-35 (Table 2). The greatest intra-loop distance was
calculated for HPV-31 and the lowest for HPV-35, a difference that was statistically significant
(p=0.038).

The proportions of nucleotides variations in intra and extra-loop regions of L1 with synonymous
or non-synonymous for the four high-risk types are provided in Table 3. Synonymous variations
were found in a mean of 1.7% (95% CI 1.1-2.3) of nucleotides in the loops and of 2.4% (95% CI
1.2-3.7) outside the loops, while non-synonymous variations were encountered in 1.8% (95% CI
1.1-2.5) of nucleotides within the loops and 0.2% (95% CI 0-0.4) of nucleotides outside the
loops. Thus, non-synonymous variations were less frequently detected in extra-loop regions than
synonymous variations within and outside the loops and of non-synonymous variations within
the loops. Non-synonymous variations were detected as frequently as synonymous variations
inside the loops but less frequently than synonymous variations outside the loops, except for
HPV-33. The proportion of nucleotides with synonymous variations were thus similar for
sequences inside or outside the putative loops for all types (p>0.30). In opposite, non-
synonymous variations were significantly more frequently encountered inside hypervariable
regions than in sequences between the loops. However, the proportion of nucleotides with non-
synonymous variations in loop sequences was similar to that of synonymous variations
calculated for intra-loop and extra-loop regions (Table 3). dN/dS ratios calculated for intra-loop

and extra-loop regions in Table 3 were below 1.0. The dN/dS ratio was especially lower for
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outer-loop sequences (p<0.005) for all types studied. This ratio was higher for intra-loop
sequences but still was below 1.0. These ratios suggested that L1 sequences were under selective
constraint, or purifying selection, meaning that non-synonymous variations have evolved at a

slower rate than synonymous sites, especially for sequences located between outer loops (Table

3).

Discussion

In this work, the sequence variations in the L1 gene of four members of species 9 of the Alpha-
papillomavirus genus were analyzed in genital samples collected from sexually active women in
the course of a prospective study on HPV persistence and HIV infection. Limited nucleotide
variations in the L1 gene genital HPV types other than HPV-16 had been reported previously
[Stewart et al., 1996;Raiol et al., 2009;Gagnon et al., 2007].

As found for other HPV types and in HPV genes other than L1, HPV-31, 33 and 35 L1 variants
did not evolve from random mutational events and several variation sites were shared by several
isolates and variants [Aho et al., 2003;Bernard et al., 2006;Calleja-Macias et al., 2004;Gagnon et
al., 2004;Giannoudis and Herrington, 2001;Heinzel et al., 1995;Ho et al., 1993;Nindl, 2002;0ng
et al., 1993;Prado et al., 2005;Yamada et al., 1997]. The genetic variation of up to 1.1% between
the most divergent L1 variants for each type corresponds to the expected degree of diversity
within a HPV type in a coding sequence. Deletion or insertion was not a source of polymorphism
inL1.

Ethnicity has been associated with lineage for several high-risk types [Aho et al., 2003;Bernard
et al., 2006;Calleja-Macias et al., 2004;Prado et al., 2005]. We found that women of African
descent were more likely to be infected by non-prototypic variants belonging to clusters in the
phylogenetic trees of types 31 and 33, in opposite to HPV-35. As found previously by others
based on the analysis of other regions of the HPV genome, dichotomic trees were observed with
types 31, 33 and 35 [Calleja-Macias et al., 2004;Calleja-Macias et al., 2005;Khouadri et al.,
2006;Raiol et al., 2009]. In opposite, HPV-52 variants have been reported by one group to
cluster in several branches [Raiol et al., 2009]. In a Mexican population of women, HPV-31 and

35 variants were also separated into phylogenetic branches [Calleja-Macias et al., 2004]. The
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differences in L1 polymorphism between the three types analyzed could be related to differences
in ethnic distribution of women infected by each type in the cohort. However, participants were
recruited from the same population of women living in Canada and the ethnic origin of women
infected by each type was similar. Lineage of HPV variants could be determined only for HPV-
16 since it is not as comprehensively established for other types. These differences underscore

the fact that the HPV DNA polymorphism is not the same across types.

HPV genotypes share several conserved domains in the L1 gene, corresponding to internal
capsid structures. These domains are separated in HPV-16 by five regions of highly divergent
residues from 10 to 30 amino acids in length extending outward from the capsid and forming
exposed loop domains [Chen et al., 2000;Pushko et al., 1994;Zhou et al., 1992]. These non-
contiguous hypervariable loops are juxtaposed upon folding of L1 and display critical
components of type-specific and conformational B cell epitopes that are recognised by
neutralising antibodies [Carter et al.,, 2006;Chen et al.,, 2000;Christensen et al.,
1996b;Christensen et al., 1996a;Christensen et al., 2001;Combita et al., 2002;Gagnon et al.,
2005;Ludmerer et al., 2000;Olcese et al., 2004;Roden et al., 1997;Wang et al., 1997]. The
crystallography model of HPV L1 also predicts these loop structures on assembled capsomers
[Bishop et al., 2008;Chen et al., 2000]. Amino acid changes induced by non-synonymous
variations in HPV-16 L1 map closely to the principal neutralisation epitopes [Pastrana et al.,
2001;Chen et al., 2005;Roden et al., 1997]. Conformational differences of hypervariable L1
loops have been demonstrated between HPV types [Bishop et al., 2008]. Most of the non-
synonymous variations were localised inside the putative hypervariable L1 zones for the four
types studied in this report. As previously described for HPV-16 [Yamada et al., 1995;Yang et
al., 2005], non-synonymous variations were also found rarely outside hypervariable zones in
types 31, 33 and 35. An additional variable region in HPV-16 has been described between
residues 400 and 450, the same area we found most of the non-synonymous variations outside

the hypervariable regions [Carter et al., 2003].

Amino acid changes induced by non-synonymous variations in HPV-16 L1 map closely to the
principal neutralisation epitopes [Chen et al., 2005;Pastrana et al., 2001;Roden et al., 1997]. The

polymorphism of surface-exposed amino acids could result from drift due to weak functional
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constraints, negative selection by neutralising antibodies or other components of the immune
response, or from adaptation to the use of different cell receptors [Yang et al., 2005]. The
presence of neutralising antibodies against surface loops of L1 suggest that loops are exposed to
the selective pressure from the host immune system [Chen et al., 2000;Christensen et al.,
1996a;Christensen et al., 2001;Christensen and Kreider, 1990;Dillner, 1999;:Roden et al.,
1997;Wang et al., 1997;White et al., 1998]. The low dN/dS ratios for DNA sequences inside and
outside the L1 loops are suggestive that they were under selective constraint. The polymorphism
within hypervariable L1 loops could have been driven by the selective pressure of the host’s
immune response. The inter-loop sequences were even less variable and more strongly selected
possibly due to structural reasons. Amino acid variations in these areas could compromise
particle assembly or alter L1 conformation that is exposed to the immune system or interacts

with the cell receptor for the entry of the virus into the cell [Kirnbauer, 1996;Yang et al., 2005].

This study contributes to the understanding of polymorphism of the capsid of high-risk HPV
types related to HPV-16. In summary, although there were some differences between related
high-risk HPV genotypes in polymorphism of L1, precise areas with most of the amino acid
changes were found at similar locations in all the types studied. The internal regions of L1 were
more conserved than L1 loop regions. The inter-loop sequences were also under selective
pressure. Studies on L1 polymorphism should be extended to other high-risk types from other
HPYV species to establish if the evolution of L1 sequences from other types was similar to HPV-

16-related types.
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Figure 1.

Polymorphism of the L1 gene of HPV types 31, 33 and 35.

1a) HPV-31 L1 polymorphism

60

L1 genomic variations

g
o
o
=)
@

5633
5558
5581
5590
5681
5723
A794
5839
5848
5875
5905
5920
921
5946
BD16
E019
B038
B085
G127
6142
6220
6238
6250
6328
G346
6350
G367
6372
B379
B472
G475
G565
G535
G637

6647
BEG4
B703
6754
B772
G775
G795
GB05
BB17

6841

Frequency

6846
GB62
GB65
BB74
7033
7050

Quter loop

m
i
m
i
n
@

FG

Prototype

3112

31L14

316

ELINE:]
3L1-10
L1112
31L1-14
31L1-16
L1118
3L1-20
3Lz
L1124
31L1-26
3ML1-28
31130
3ML1.32
31L134
31L136
L1138
31L140

31142

codon position

@
o
@
@
o
@
@
@
@
@
@
@
@
o
@
@
@

@
@

=
@
@
o
o
@

N S N O

N T N A N O

e | gl [ Jal o Jtla | |

g e 0 | lal |t s g/

g | e 0 | lal [t a g/ | c
g e | 0 gl | lal [t s g/ | c

T ——
I A
T ———
I

alg
I I A

a 9
-I-I-I-I-\-\-I-
a ]

43 266 273

@

@
@
@

=
®

=
o
a

c
N O
a
N I N
a
N O
4 a

a a

N I O N
a

N N O N

I N S
----ﬁ-an;
--ﬁ---a-n
------a-n
----ﬁ-a-n
------a-n
R a lz'l-ﬂ
s

S
— a . a  a
—— o a o a|

T T
c _al la
I

g ¢ &l |a

365 400

o
o
@
@
@
@
m

-------+
I O
I O
O O
I O
I O
I O O
-----ﬁ-—
------ﬁ1—
I O
I
I O O
I O O
------ﬁ—
------:—1 |
I O O
I

R
I
-

1
L]
1

o

431 499

prototype AA

[\l T

Mutated AA

w o

T
T A N

0 —

E
D

w—
o=




61

1b) HPV-33 L1 polymorphism
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Figure 1. Polymorphism of the L1 gene of HPV types 31, 33 and 35. Nucleotide
positions where variations were detected in L1 are shown for HPV-31 (fig. a), HPV-
33 (fig. b) and HPV-35 (fig. c). Positions for which no variation was encountered
compared to the prototype are marked by a hyphen, whereas a letter showing the
mutated base indicates the variation site. The designation of variants was arbitrary.
Frequency indicates the no. of isolates identified for each variant. Changes in amino
acid (AA) are also shown. Nucleotides that are the site of non-synonymous variations

are in bold.
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Figure 2. Phylogenetic trees of HPV-31, 33 and 35 variants based on L1 sequences.
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2¢) HPV-35
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Figure 2. Phylogenetic trees of HPV-31, 33 and 35 variants based on L1 sequences.
The sequences of L1 from 43 HPV-31 variants, 8 HPV-33 variants and 34 HPV-35

variants were aligned. Parsimony analyses were done to construct phylogenetic trees. The
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bottom scales measure genetic distances in substitutions per nucleotide. Letters in bold

indicates the clusters for each type.



Table 1. Primers for HPV-16, -31, -33 and —35 L1 analysis.
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Name Amplified segment Sequence (5 to 3') Position
16-L1-1 HPV16 L1 5-end TATAACTGACCAAGCTCCTTCA 5492-5513
16-L1-2 segment CCTGGATTTACTGCAACATTG 6165-6185
16-L1-3 HPV16 L1 middle TGCAGGTGTGGATAATAGAGAA 6051-6072
16-L1-4 segment TCCCCATGTCGTAGGTACTC 6721-6740
16-L1-5 HPV16 L1 3-end TGGCATTTGTTGGGGTAAC 6600-6618
16-L1-6 segment CAAGCACATACAAGCACATACA 7201-7222
31-L1-1 HPV31 L1 5'-end CCTACAACGCCACAAGTGTC 5443-5462
31-L1-2 segment GCATTGTTACTACAAGGACTACC 6068-6090
31-L1-3 HPV31 L1 middle GCAAACCACCTATTGGAGAGC 6036-6056
31-L1-4 segment GGTGTGGTCAATCCAAAATTC 6760-6780
31-L1-5 HPV31 L1 3'-end CCACACGTAGTACCAATATGTCTG 6561-6584
31-L1-6 segment CAATACAGCACAAGCACATACAC 7072-7094
33-L1-1 HPV33 L1 5-end TGTAGACGGTGCTGACTTTG 5511-5530
33-L1-2 segment GGCAGGTGCTGCATTAGTA 6121-6139
33-L1-3 HPV33 L1 middle AGCCTCCAACAGGGGAACA 6081-6099
33-L1-4 segment GTGTTAAACCAAATTGCCAATC 6726-6749
33-L1-5 HPV33 L1 3-end CCACTCGCAGTACTAATATGAC 6600-6621
33-L1-6 segment ACATGCACACAAACAAGTACAC 7226-7248
35-L1-1 HPV35 L1 5-end GCAGATGGGGGTGACTTTTA 5519-5538
35-L1-2 segment CACCAAATCCTGTGTCTACCA 6199-6220
35-L1-3 HPV35 L1 middle CCTTGTAATGCTAACCAGGTA 6120-6140
35-L1-4 segment TGGTGTAAGGCCAAAATTC 6800-6818
35-L1-5 HPV35 L1 3-end GTCTGTGTGTTCTGCTGTGTC 6620-6640
35-L1-6 segment CGGTTGAAAGGTAATGTAAAG 7424-7444



Table 2- L1 polymorphism in HPV-31, 33 and 35 compared to HPV-16 .

No. of variants
No of isolates

L1 length (nt)
Extra loop
Intra loop

Total no. of variations (%)
Synonymous
Non-synonymous

% Variation of L1
Synonymous
Non-synonymous

Max. distance between variant (%)
Intraloop
Extraloop

No. of variation per variant
median
range

Lower-upper quartile

% variation per variant
median
range

No. of Variation per isolate
median
range

Lower-upper quartile

% Variation per isolate
median
range

HPV-16

30
74

1596
1290
306

51 (100)
38 (74.5)
13 (25.5)

3.2
24
0.8

17/1596 (1.1)
5/306 (1.6)
12/1290 (0.9)

2.0
0-18
2.0-16.0

0.4
0-1.1

1.0
0-18
1.0-2.0

0.1
0-1.1

HPV-31

44
78

1515
1206
309

52 (100)
41 (78.9)
11 (21.1)

3.4
2.7
0.7

12/1515 (0.8)
7/309 (2.3)
5/1206 (0.4)

12.0
0-16
10.5-13.0

0.7
0-1.1

12.0
0-16
10.0-13.0

1.1
0-1.1

HPV-33

9
37

1500
1197
303

19 (100)
14 (73.7)
5 (26.3)

1.3
0.9
0.4

12/1500 (0.8)
5/303  (1.7)
7/1197 (0.6)

5.0
0-12
1.0-11.0

0.3
0-0.8

1.0
0-12
0-10.0

0.2
0-0.8

The L1 gene of HPV-16, 31, 33 and 35 was characterized by PCR-sequencing as

69

HPV-35

35
58

1508
1211
297

38 (100)
32 (84.2)
6 (15.8)

2.5
2.1
0.4

7/1508 (0.5)
1/297 (0.3)
6/1212 (0.5)

6.0
0-10
5.0-8.0

0.4
0-0.7

5.0
0-10
5.0-7.0

0.6
0-0.7

described in the methods section. 74 isolates of HPV-16 were also characterized as

HPV-31, 33 and 35 are related to HPV-16 and belong to the alpha 9 species. As

reported previously, 62 HPV-16 isolates were European variants, 7 were African-1
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variants, 3 were African-2 variants and 2 were Asian-American variants (Fontaine

et al., 2005;Wheeler et al., 1997). CI is for confidence interval.

Table 3- L1 polymorphism in highly variable loops and non variable regions of the

L1 protein of HPV types 16, 31, 33, 35, 52.

HPYV types Proportion of synonymous var. Proportion of non-synonymous var. Intra loops Extra
toops Intra loops  Extra loops P Intra loops Extra loops p dN/dS  Z test dN/dS Z
test
16 5/306 (1.6) 33/1290 (2.6) 0.35 5/306 (1.6) 6/1290 (0.5) 0,03 0.35 0.10 0.08 <0.001
31 6/309 (1.9) 35/1206 (2.9) 0,46  4/309 (1.3) 1/1206 (0.1) 0,04 0.12 0.01 0.02 <0.001
33 4/303 (1.3) 10/1197 (0.8) 0,43 5/303 (1.7) 1/1197 (0.1) 0,001 0.38 0.12 0.04 0.002
35 4/297 (1.4) 28/1211 (2.3) 0,30 5/297 (1.7) 1/1211 (0.1) 0,0001 0.33 0.14 0.02 0.001

The rate of synomymous or non-synonymous variations were compared
between loops and extraloops regions of L1 protein by first comparing the
proportion of nucleotides in or outside the putative loop regions with these
variations and also by calculating the dN (number of non-synonymous
substitutions per nonsynonymous site)/dS (synonymous substitutions per

synonymous site) and Z-test.
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Discussion

Les variations de séquence du geéne de la protéine majeure de la capside L1 de plusieurs
membres de I’espéce 9 du genre alpha papillomavirus ont été analysées a partir de
prélevements effectués sur une cohorte de femmes canadiennes a risque ou infectées par
le VIH. L’étude présentée est la plus grande réalisée jusqu’ici portant sur les
polymorphismes des types apparentés phylogénétiquement au VPH-16 (35, 36, 97, 137).
Le VPH-58, un membre de 1’espeéce 9 des papillomavirus, a été¢ exclu de cette étude en
raison de sa faible représentation au sein de la cohorte étudiée et de la difficulté d’acces a
des échantillons qui en découlait. Ce type est particuliérement important en Asie ou il
cause un nombre plus grand de cancer du col qu’au Canada toute proportion gardée en

regard avec la taille de la population.

Jusqu’a maintenant, les efforts de recherche ont principalement été orientés vers la
compréhension des mécanismes oncogéniques et des propriétés immunologiques des
papillomavirus d’importance clinique. L’analyse de la protéine L1 a été exhaustivement
étudiée pour le VPH-16 alors qu’un nombre plus limité de publications a porté sur les
autres types. Avec les données accumulées sur VPH-16, il est pertinent de répertorier
celles relatives aux types dont la prévalence est moindre dans un contexte ou la
couverture conférée par la vaccination aspire a étre étendue aux types moins fréquents.
L’importance des infections causées par VPH-16 risque de diminuer avec I’introduction
du vaccin anti VPH-16, ce qui pourrait permettre aux autres types d’augmenter leur
prévalence comme agent étiologique du cancer (206). L’équipe de Stewart a cependant
fait un travail de pionnier dans le domaine en analysant la séquence de douze types de
VPH lesquels sont les types —16, -18, -33, -35, -39, -45, -51, -52, -58, -59, -68, et -73
(258). L’intérét de cet article ne réside pas dans le nombre de spécimens analysés qui est
somme toutes plutot modeste avec un total de 175 échantillons, mais bien de par la
diversité géographique de I’origine des spécimens. Ces derniers étaient majoritairement
issus de tumeurs de col utérin prélevés en Amérique du Sud (Argentine, Brésil, Bolivie,

Cuba, Colombie, Chili, Panama, Paraguay), en Amérique du Nord (Canada, Etats-Unis),
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en Europe (Allemagne, Espagne, Pologne), en Afrique (Algérie, Bénin, Guinée, Mali,

Ouganda, Tanzanie) et en Asie (Indonésie, Philippines, Thailande).

Un certain nombre de conclusions peuvent étre tirées des résultats de cette étude.
D’abord, malgré qu’il soit généralement possible de construire un arbre phylogénétique a
partir de plusieurs échantillons d’une méme espece de VPH génitaux, ou a tout le moins
d’associer I’origine géographique du prélevement a un clade génétique, les auteurs
soulignent que les types —33, -35, -51, -58 et —68 n’ont pu permettre une telle
construction. Le nombre limit¢é de spécimens, la faible diversit¢ a I’intérieur de
I’échantillonnage pour les types sus-mentionnés couplés a une faible variabilité
intratypique et a un séquengage limité a 400 paires de bases du gene L1 fournissent des
pistes plausibles expliquant ce constat. A I’inverse, et ce méme pour un nombre de
spécimens limité, une telle association était possible pour VPH-45. Trois groupes ont
ainsi été observés apres 1’alignement de leurs séquences, parmi lesquels I'un d’entre eux
¢tait associé a la présence de plusieurs variations propres a son origine africaine dont
deux substitutions aux résidus 379 et 462. Toutes les variantes prototypiques étaient
représentées pour tous les types de VPH a I’exception de VPH-39 et —73. Le VPH-52 a
été celui qui a présenté le plus de variation intratypique en comparaison avec la variante
prototypique pour un total cumulé de 19 substitutions de nucléotides pour les 13 isolats
analysés, parmi lesquels sept étaient identiques a la séquence du prototype. Un
¢échantillon présentait 10 nucléotides divergents du prototype. Le VPH-52 était donc le
type avec la variante la plus distante du prototype. VPH-52 est également celui qui se
distingue en étant le type ayant le nombre absolu le plus élevé de nucléotides différents
entre deux variantes, soit de 12. La plus grande distance intratypique relativement aux

substitutions d’acides aminés 1’a été avec VPH-45 pour qui sept résidus étaient affectés.

Les résultats obtenus par Gagnon et al. appuient 1’étude de Stewart a 1’effet que HPV-52
semble présenter une variabilité €levée au niveau de son géne L1 (97). Cent quatorze
¢échantillons ont ainsi été s€quencés sur la totalité¢ de la longueur du géne. Bien que moins
variable que les genes E6 et E7 ou les variations non-synonymes comptent pratiquement

pour la moitié des mutations rapportées, il reste que 14 des 70 modifications dans VPH-
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52 entrainent un changement d’acide aminé pour la protéine L1. Les variations non-
synonymes se retrouvent préférentiellement dans les boucles hypervariables (10
mutations/311 pb — 3,2%) en comparaison aux régions conservées qui les ceinturent (4
mutations/1278 pb — 0,3%). Les mutations synonymes semblaient pour leur part étre
distribuées uniformément entre les régions hypervariables (10 substitutions/311pb —
3,2%) et conservées (46 substitutions/1278pb — 3,6%). Aucune variante n’a démontré une
persistance accrue pour les spécimens analysés. Il en va de méme pour les résultats que
nous avons obtenus; aucune substitution de nucléotide n’a pu étre associée a une infection
dont la persistance était accrue et la distribution des mutations est similaire a celle
observée par Gagnon et al. En effet, la proportion de mutations non-synonymes dans les
régions hypervariables s’éléve a 1,3% (4 mutations/309 pb) alors qu’elle se chiffre a
moins de 0,1% (1 mutation/1206 pb) pour les régions conservées. Ces dernieres
présentaient 35 substitutions parmi les 1206 paires de bases analysées (2,9%) et 6

substitutions parmi les 306 (1,9%) nucléotides que comptent les régions hypervariables.

Dans un pays tel que le Brésil, reconnu comme ayant la troisieme prévalence mondiale de
cancer du col de I’utérus, I’enjeu de santé public que représente le VPH incite plusieurs
groupes de recherche brésiliens a s’intéresser au VPH et plus particuliérement, aux types
moins fréquents que le VPH-16 qui ne sont par ailleurs pas inclus dans les préparations
vaccinales actuelles. Ainsi, Cerqueira et al. a entre autres publi¢ deux articles s’attardant
a la séquence de L1 pour des types autres que VPH-16 (44, 45). L’origine de ces
variantes a ¢été retracée et des arbres phylogénétiques construits. Un total de neuf
nouvelles variantes a été identifié pour les types —18, -33, -53, -58, -59 et —66 a partir
d’un échantillonnage dont la taille n’a pas €t¢ mentionnée. Aucune analyse exhaustive n’a
été effectuée, les auteurs se contentant de séquencer environ 400 paires de bases pour les
types présentant un patron de migration hors du commun obtenu au RFLP. La restriction
du séquengage a une portion qui ne recoupe pas toutes les régions hypervariables

représente assurément une sous-évaluation du polymorphisme de L1.

Dans un effort de classification, Calleja-Macias et des collaborateurs internationaux ont

mis en commun leurs efforts pour établir la phylogénie de plusieurs types de VPH (35,
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36). Parmi ceux-ci, VPH-31, -35, -52 et —58 ont ét¢ sélectionnés mais cette classification
s’est effectuée a partir de la séquence du LCR, reconnue comme étant plus variable (5,
49, 106). D’ailleurs, I’étude affirme que la diversité est plus grande dans les régions non-
codantes que pour les protéines E6 et L1. La protéine de la capside a été séquencée au
tiers de sa longueur, soit la section couverte par les amorces MY09/11. A peine six
variantes détectées sur 25 isolats étaient différentes de la séquence de référence malgré
qu’ils aient sélectionné leurs spécimens a analyser en fonction de la plus grande distance
phylogénétique possible a partir de leurs résultats basés sur le LCR. A nouveau, 1’analyse
des geénes L1 se concentrait sur une région variable entre les génotypes qui est amplifiée
par des amorces consensus. Le polymorphisme de la protéine L1 ne pouvait, encore ici,
étre apprécié a sa pleine mesure pour les types autres que VPH-16 sur la pleine longueur

de la protéine.

Des études d’envergure moindre de par le nombre de spécimens évalués ont aussi été
réalisées (137, 219). L’une d’elle s’est attardée a comparer les séquences de la capside de
VPH-16 et -31. Les auteurs en sont venus a la conclusion que les régions a la source des
variations intratypiques étaient également les régions qui présentaient le plus de disparité
entre les espéces de VPH-16 et —31 (137). Le génome du VPH-31 a été séquencé des
nucléotides 3972 a 7170 a partir de 4 échantillons dont deux se sont avérés identiques a la
séquence prototypique (219). L autre étude observait une faible variabilité pour les geénes
L1 des types —53, -56 et —66 pour qui une ¢étude phylogénétique a été réalisée a partir du
LCR. Encore une fois cette derniere étude ne se contentait que de I’amplification de la
séquence comprise entre les amorces MY09/11, représentant sommairement le tiers de la
longueur totale du gene, avec toutes les limitations que cela comporte. L’analyse
exhaustive comparative du polymorphisme de la protéine L1 de types autres que VPH-16
n’a donc été publié qu'une seule fois et se basait sur deux spécimens différents du

prototype.

Pour ce qui est de VPH-16, I’étude de la protéine L1 illustre bien les progres et les succes
qui ont mené a la mise au point d’un vaccin une vingtaine d’années apres que [’agent

étiologique du cancer du col de I'utérus eut été établi hors de tout doute. Les premiéres
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études consistaient sommairement a une accumulation de données descriptives. D’abord,
un article d’Icenogle et al. se limitait a décrire de nouvelles variantes chez VPH-16 mais
aussi pour VPH-6 (138). Ensuite les connaissances quant a la structure de la protéine se
sont accumulées grace a I’analyse de I’hydrophobicité des résidus et par la neutralisation
de certains épitopes qualifiés de dépendants des lymphocytes B et T. Ces avancées ont
permis de prédire les régions exposées au systéme immunitaire. Ont alors été publiés des
articles ou des liens ont été établis entre les régions hydrophiles ou hydrophobes et le
degré de variation intratypique. A titre d’exemple, Pushko er al. a conclu que les
mutations silencieuses avaient généralement lieu a des positions conservées de la protéine
L1 et ce, a travers les VPH (221). Au contraire, les modifications entralnant une
modification de la séquence de la protéine avaient lieu en des positions qui €taient soit
variables soit constantes. Ces constations reflétent en fait que certaines régions sont plus
conservées et que des régions hypervariables sont retrouvées dans la protéine L1 des
membres de la famille des VPH. Ces auteurs soulignaient que le nombre de mutations
synonymes excédait le nombre de mutations non-synonymes. La présente étude portant
sur les types de I’espéce 9 établit aussi que le nombre de mutations synonymes excede
celui des mutations non-synonymes pour tous les types étudiés. De plus, ils remarquaient
une ségrégation de certaines mutations ensemble selon I’origine de la patiente, ce constat
ayant été rendu possible puisqu’ils ont effectué¢ leurs recherches sur des échantillons de
Trinidad et de Grande-Bretagne. Bon nombre de substitutions présentes dans les
spécimens caribéens ne I’étaient pas pour les spécimens européens et vice versa. Quatre
variations de résidus sur les neuf identifiées dans I’étude étaient situées dans une zone
hydrophilique. La protéine L2, a qui était alors attribué un role important dans le
phénomeéne de réponse de 1’hote, semblait étre, selon ces auteurs, plus variable que L1

dans les spécimens de Trinidad mais pas pour ceux de la Grande-Bretagne.

Représentant une percée significative pour 1’époque, 1’analyse d’un fragment de 297
paires de bases de L1 par un groupe de I’universit¢ de Cape Town a mené a la
formulation de constats qui sont toujours reconnus aujourd’hui (224). Leurs conclusions
¢taient que les régions hydrophiles identifiées quelques années auparavant

correspondaient a des zones hypervariables flanquées par des régions hydrophobes plutot
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conservées (40). Au terme de leur recherche, ils ont postulé que le rythme auquel
évoluent certains génes est moindre en raison de contraintes structurelles et de pression
de sélection par I’hote. Ces observations se sont basées sur les différences de variabilité
entre L1 et le LCR. Ils ont fait référence a une étude qui répertorie 48 substitutions sur
une longueur de 345 paires de bases du LCR alors que trois études sur L1 rapportent un
total de dix mutations sur une longueur de 297 paires de bases (134, 138, 221). Au méme
moment, des études sur la phylogénie du VPH étaient publiées et étaient basées sur
I’é¢tude du LCR (134, 205). Contrairement a ce qui venait d’étre publié, les auteurs
spécifiaient qu’ils ne parvenaient pas a associer 1’origine géographique de la femme de
laquelle le spécimen était issu a une séquence de variante. Naturellement, la faible
variabilit¢é de L1 par rapport au LCR rend moins probable 1’observation d’une telle

association, d’autant plus que seul un fragment restreint de la protéine a été évalué (18).

La nouvelle classification des variantes de VPH-16 a été renforcée par des études portant
sur L1. Yamada et al. ont observé que 11 changements de nucléotide étaient spécifiques
au groupe formé par les branches NA, Afl, Af2 et AA et que de cinq a six de ces
variations leurs étaient respectivement spécifiques (282). Au niveau des acides aminés,
trois modifications étaient spécifiques au groupe, parmi lesquelles la leucine a la position
428 était typique de la branche As. Les auteurs soulignent que les variations d’acides
aminés sont dispersées de facon relativement égale a travers la région codante alors qu’on
observe une concentration en certaine région pour L2. La schématisation du locus de
leurs mutations permet de deviner que celles-ci se retrouvent dans les zones
hypervariables, théorie qui avait tout de méme été avancée par des auteurs autour de la
méme période. Encore ici, la variabilité de L1 mise en perspective par rapport a celle de
E6, L2 et le LCR met en évidence son faible taux de mutation. Sur un total de 1484 paires
de bases séquencées pour L1, 2,2% des nucléotides se sont avérés variables alors que le
second moins variable était E6 avec 3,3%. La différence est plus flagrante en s’attardant
aux mutations non-synonymes qui se retrouvent pour 2,4% des nucléotides de L1, en
acceptant plus d’une méme mutation pour une méme position, tandis que cette valeur
s’éleve a 4,6% pour E6. La plus grande distance entre deux variantes était de 18

nucléotides dans L1 sur un total de 1484 paires de bases analysées.
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Toujours dans 1’objectif de répertorier la séquence des VPH-16 en fonction de 1’origine
du préléevement, environ 250 spécimens de femmes porteuses de cancer du col ont été
séquencés au niveau des génes E6 et L1 (281). Une covariation de mutations entre ces
deux genes a été constatée, ce qui est en accord avec ce qui a été rapporté précédemment
(274, 282). Aucune combinaison atypique E6-L1 n’a été observée, c’est-a-dire que la co-
ségrégation se fait a I’intérieur de variantes reconnues comme appartenant a la méme
sous-classe pour les deux protéines. L’absence de combinaison atypique suggere qu’il n’y
a pas de phénomene de recombinaison entre variantes. Comme il faut s’y attendre, des
substitutions de nucléotides n’ayant pas été¢ préalablement rapportées sont communément

retrouvées dans ce type d’étude et deux 1’ont été dans celle-ci.

Par la suite, 1’idée selon laquelle certaines substitutions de nucléotides de E6, E7 et du
LCR pourraient conférer un potentiel oncogénique accru s’est répandue. Ainsi, la
premicre publication de la décennie sur le polymorphisme a tenté d’associer a la fois
’origine géographique des souches de VPH-16 et les caractéristiques de I’infection de la
femme a la séquence des protéines virales (269). L’étude a conclu que les variantes non-
européennes conduisaient plus souvent a des infections persistantes, accroissant du méme
fait le risque de cancer (280). Puisqu’il a déja été démontré que les mutations co-
ségrégaient préférentiellement, les versions non-européennes de la capside devraient
¢galement étre associées a la persistance de I’infection au VPH. Les observations faites
sur E6 et L1 venaient donc confirmer la classification des variantes de VPH-16 en clade
basée sur 1’analyse du LCR et ont permis d’attribuer a certaines variantes un pouvoir

oncogénique accru.

La comparaison entre les variations a I’intérieur des protéines E6, E7 et L1 d’échantillons
provenant de pays ayant une faible prévalence de cancer du col de 1'utérus, tel que les
Pays-Bas, a ceux issus de pays a haut-risque, tels que I’Indonésie et le Suriname, serait
une stratégie pour faire ressortir les positions-clés qui pourraient conférer un potentiel
oncogénique accru (68). A partir de spécimens positifs pour VPH-16 de 24 femmes ayant

nouvellement regu un diagnostic de carcinome du col a Jakarta, 34 au Suriname et 29 aux
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Pays-Bas, la région de L1 couverte par les amorces MY09/11 a été séquencée. La
représentation a 73% d’une variante indonésienne ayant comme marqueur C6822T au
sein de L1, G660A en E7 et A276G en E6 suggere qu’elle présente un potentiel
oncogénique accru. Aussi retrouvée dans [’échantillonnage surinamien, sa présence
pourrait expliquer I’incidence plus élevée de cancer chez les Javanaises résidentes au
Suriname en comparaison aux autres groupes ethniques. Des études plus élaborées et
dans d’autres populations permettraient d’explorer cette hypothése, laquelle il a été
impossible de confirmer dans notre étude portant sur les femmes canadiennes puisque

cette variante n’a pas ¢été recensée au sein des échantillons étudiés.

Les deux études qui ont suivi se sont encore attardées sur les génes E6, E7 et L1 issus de
spécimens provenant de la Chine et du nord de I’Inde. La premiere a révélé, parmi ses
131 échantillons venant de carcinome du col de I'utérus que 93% des spécimens chinois
contenaient une séquence identique au prototype asiatique et que 98% appartenaient a la
lignée asiatique (276). Au total, 10 substitutions de nucléotides ont ét¢ observées, dont
quatre silencieuses et six non-synonymes. La seconde étude a, au contraire, souligné
I’absence de variante asiatique au profit d’une forte représentation de la lignée
européenne (209). Treize positions se sont avérées variables, parmi lesquelles cing
entralnaient des modifications de résidus, dont 1’une a attiré ’attention des auteurs.
L’¢échange d’une thréonine pour une proline au résidu 353 pourrait altérer la structure
tertiaire de la protéine compte tenu que la présence de cet acide aminé au cceur de
structures secondaires telles que I’hélice et le feuillet est incompatible. Les auteurs de
cette étude soulévent que cette substitution pourrait altérer les épitopes conformationnels
impliqués dans la neutralisation par 1’hdte, mais cette hypothese reste a étre vérifice. Fait
surprenant, la protéine L1 avait démontré une plus grande variabilité¢ que E6 et E7 dans

cette étude tout comme dans celle de Yamada et al. (281).

Le polymorphisme de tous les types présentés dans notre étude est similaire. La plus
faible variabilité observée pour VPH-33 refléte probablement le faible nombre d’isolats
testés. En effet, le pourcentage de nucléotides polymorphiques dans VPH-33 est similaire

a celui des autres types. Bien entendu, la différence dans le nombre de mutations des
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genes ¢étudiés est fonction du degré de polymorphisme du geéne en question, de sa
longueur et du nombre d’isolats examinés. Une correction s’est donc imposée afin de
permettre 1’analyse des résultats. Tel que mentionné dans les études précédemment citées,
I’ethnicité est fortement associée au polymorphisme de L1 pour VPH-16 et cette
association est présente bien que plus faible pour certains autres types. La différence du
polymorphisme du géne L1 entre les types issus de la cohorte pourrait étre due a la
différence d’origine ethnique des femmes recrutées pour 1’étude. Cependant, les
participantes ont toutes ¢été enrdlées dans 1’étude a partir d’une méme population
canadienne et I’origine ethnique des femmes étaient similaires a travers les types de VPH.
Pour mettre ces résultats en perspective avec d’autres études également réalisées sur
d’autres cohortes de femmes, il est pertinent de souligner que la diversité ethnique
canadienne est reflétée dans la diversité des polymorphismes retrouvés chez les variantes
du VPH. Le groupe phylogénétique des variantes n’a seulement pu étre établie que pour
VPH-16, étant donné que la classification phylogénétique n’est pas complétée pour les
autres types. Des variantes de toutes les lignées majeures de VPH-16 ont été retrouvées
dans cette étude. Dans nos études précédentes, le polymorphisme des VPH était associé

avec ’ethnicité indépendamment de 1’année d’immigration (5, 97, 99).

Les VPH partagent plusieurs domaines conservés a travers le géne L1, ce qui correspond
a la structure interne de la protéine de la capside (50). Cette structure conservée est
notamment composée de feuillets beta antiparalléles CHEF et BIDG ainsi que d’une série
d’hélices qui interviennent entre autres dans la formation des capsomeres. Ces domaines
sont séparés pour le VPH-16 par cinq régions hypervariables s’étendant sur une longueur
de 10 a 30 acides aminés chacune. De fait, ces boucles ont pour réle de connecter ces
structures les unes aux autres. Elles sont au nombre de six mais la boucle CD, reliant les
composantes C et D des feuillets n’est pas exposé¢ a la surface mais est plutdt enfoui dans
la structure tertiaire de la protéine, jouant probablement un role davantage structurel que
ses homologues, d’ou I’absence d’une variabilité ¢levée a ce niveau. Les cinq boucles
DE, EF, FG, GH et HI qui s’é¢lancent vers ’extérieur de la protéine s’y retrouvent
juxtaposées malgré qu’il y ait absence de contiguité de fagon linéaire. Il en résulte des

épitopes conformationnels reconnus par les anticorps neutralisants (39, 58, 62, 204). Tant
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la cristallographie que des expériences de neutralisation en sont venues a identifier la
structure présumée de la protéine L1. Toutefois, la structure de la capside ne semble pas
étre exactement identique pour tous les types (20). En effet, il semble que les épitopes
conformationnels immunodominants varient selon le type puisque les boucles FG et HI
semblent primer pour VPH-16 alors que BC, DE et HI le serait davantage pour les VPH-6
et -11 (57, 172). Les derniéres études de cristallographie ont révélé avec précision les
différences structurelles de ces boucles entre les types -11, -16, -18 et -35. La plupart des
mutations non-synonymes ont été identifiées au sein de boucles variables pour VPH-31.
Cependant, tel que rapporté pour VPH-16 et d’autres types, des variations non-
synonymes sont aussi retrouvées a I’extérieur de ces zones. La majorité des mutations
non synonymes hors boucle pour les types -16 et -52 origine d’une région hypervariable

entre les résidus 400 et 450 dont I’existence a déja été révélée pour VPH-16 (284).

L’immunogénicité de la protéine de la capside du VPH lui est conférée par les boucles
résultantes de sa conformation tridimensionnelle. Une modification au sein de I'une de
ces boucles entraine également une modification de ces propriétés immunologiques. Ce
constat a été ¢élaboré notamment en interchangeant les boucles des VPH-16 et -31 et en
soumettant la chimére a un sérum réactif contre le virus non-modifié (38). Les anticorps
ne réussissaient dorénavant plus a neutraliser les particules virales. Les boucles DE, FG et
HI semblaient étre, selon les conclusions de cette étude, critiques pour la reconnaissance
de la capside par les anticorps. L’introduction d’épitopes du virus de 1’hépatite B au
niveau des boucles de la protéine majeure de la capside du VPH-16 a aussi permis
d’observer une diminution de 1’efficacité des anticorps qui neutralisaient mieux le virus
non modifié (37). De surcroit, ce nouvel immunogene générait des anticorps neutralisant
le virus de I’hépatite B une fois injecté chez un hote immunocompétent, permettant de
croire que le VPH serait un candidat potentiel a titre de vecteur d’épitope. Il a été constaté
que les variations non-synonymes survenant dans la séquence de la protéine L1 sont
concentrées au niveau des épitopes immunogenes. Toujours en se basant sur des
méthodes de neutralisation par des anticorps, la concentration des mutations non-
synonymes au niveau des boucles au cours de 1’évolution des VPH qui sont propres a

chaque type a comme corolaire que certains anticorps dirigés contre les boucles d’un



88

sous-type ne seront pas neutralisants pour un autre. Par contre les anticorps neutralisants

contre le VPH-16 le sont contre des variantes de ce type (53).

La source exacte de cette variabilité reste toutefois inconnue bien que plusieurs
hypotheses soient mises de 1’avant pour tenter de 1’expliquer. L’une des plus reconnues a
ce jour propose que les variations proviennent de la pression sélective exercée par le
systeme immunitaire de 1’hote. Il est aussi envisagé que cette variabilité ne découle que
de la simple dérive génique. Les faibles contraintes structurelles démontrées par
I’insertion de séquences exogeénes permettant néanmoins 1’assemblage de particules
virales sont en accord avec cette hypothése. Qui plus est, étant un virus a8 ADN, la dérive
génique se fait & un rythme moindre comparativement aux virus 8 ARN en raison d’une
polymérase plus fidele a sa matrice. Finalement, les variations attribuables a 1’hote

seraient une source négligeable de variabilité au sein des VPH.

Hormis les variations d’acides aminés de sa protéine majeure de capside, le virus a mis au
point de nombreuses autres stratégies pour échapper au controle immunitaire de 1’hote
afin de compléter son cycle de vie. A I’inverse de plusieurs virus qui tentent d’altérer la
réponse immunitaire de I’hdte, le VPH se distingue par la discrétion de son cycle
réplicatif. D’abord, la réplication du virus est étroitement coordonnée avec le programme
de réplication et de différenciation normal du kératinocyte, cellule de la muqueuse
épithéliale qu’il infecte. Il n’entraine pas sa lyse qui pourrait étre propice a ce qu’une
cellule présentatrice d’antigene expose a sa surface des antigénes de VPH phagocytés.
Plutot, le virus attend la mort naturelle des kératinocytes par desquamation et est ainsi
libéré. Aussi, le VPH exprime exclusivement sa principale protéine immunogene dans la
partie supérieure de [’épithélium qui est d’ailleurs considérée comme
immunologiquement vierge, limitant encore une fois les risques d’activation des défenses
de I’hdte. De plus, I’infection est circonscrite au site d’infection, soit I’épithélium, ce qui
limite la capacité de réponse de I’hdte en limitant le nombre de cellules ayant le potentiel
d’entrer en contact avec une cellule infectée. L’altération de la réponse antivirale
intracellulaire compte également parmi les stratégies adoptées par le VPH. Ainsi, les

protéines E6 et E7, essentielles dans le processus d’oncogenese, interférent avec
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I’expression de I’IFN-alpha (200, 210). Tous ces processus combinés font des VPH des

virus presque invisibles pour notre systéme immunitaire.

Les mutations au niveau des régions hors boucles, quant a elle, affectent la production de
particules virales. Le taux de production de particules virales dans un systéme de culture
de cellule d’insecte varie a I’intérieur du type VPH-16 d’un facteur allant de 1 a 79
dépendamment de la séquence de L1. Les résidus 83 a 97 semblent jouer un role crucial
dans cette disparité (262). Des résultats abondant en ce sens ont été obtenus dans un
systtme de culture en levure (152). Une altération de cette séquence peut rendre
impossible la formation d’une capside fonctionnelle. Les conséquences d’une altération
majeure de la séquence codante ont par ailleurs ét¢ démontrées avec VPH-16.
L’activation des cellules dendritiques via Myd88, un intermédiaire commun de la voie de
signalisation de plusieurs TLR, était diminuée significativement chez des souris infectées
par certains virus recueillis de Iésions cancéreuses avancées. La cause de cette absence de
réponse était en fait due a 1’efficacité amoindrie du virus a assembler correctement une
capside virale. Sur les 8 échantillons de 1ésions de grade CIN-III recueilli aux fins de leur
¢tude, la moitié présentaient une telle caractéristique et d’autres études présentaient des
observations similaires (118, 134). Les auteurs croient que la diminution de I’assemblage
efficace est en fait une stratégie supplémentaire pour tenter d’échapper au contrdle
immunitaire de 1’hote (284). L’impact que semble avoir les résidus a I’extérieur des
boucles sur 1’assemblage efficace des particules virales permet d’avancer 1’hypothése que
les contraintes structurelles de la capside ont régi en partie son évolution au cours des

siécles.

Cette étude contribue a la compréhension du polymorphisme chez les types a haut-risque
autres que VPH-16. En résumé, outre des différences entre ces types a haut-risque, il reste
que la localisation de la majorité des substitutions d’acides aminés était similaire.
D’ailleurs, la région interne de la protéine était plus conservée que les boucles externes de
la protéine L1. Les données obtenues suggérent qu’il n’y a pas eu une évolution poussée
par la pression sélective du systtme immunitaire mais plutdét par une pression de

sélection. L’¢étude du polymorphisme de L1 devrait étre étendue aux autres types a haut-
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risque afin de déterminer si 1’évolution de leur protéine de capside est similaire a celle

observée chez les types apparentés a VPH-16

Perspectives de projets de recherche futurs pour I'étude du
polymorphisme du VPH

Les perspectives du champ de recherche portant sur le polymorphisme des différentes
protéines virales du VPH devraient étre orientées de facon a tenter de pallier a sa
principale lacune, son approche fragmentée. Plusieurs études ont porté sur la mutation
T350G au niveau de la protéine E6 comme étant une substitution conférant un fort
potentiel oncogénique. Or, le rdle clé de cette position ne peut étre démontré avec
certitude. Il pourrait bel et bien s’agir de nouvelles propriétés conférées par un niveau
d’activité plus élevé ou par une nouvelle conformation, mais bien d’une réponse
différente de I’hote aux antigénes du virus ou d’une régulation différente de I’expression
de la protéine (52). Plusieurs études ont démontré la tendance qu’ont plusieurs mutations
a co-ségréger ; ces hypothéses ne peuvent donc pas étre balayées du revers de la main
sans une investigation plus approfondie. Pour ce faire, I’analyse compléte du génome
attribuerait sans équivoque le potentiel oncogénique a une position ou plutdt a une
variante vu que ce potentiel est en réalit¢ une somme de ces caractéristiques. Douze
variantes majeures de VPH-16 ont ainsi été séquencées. La classification actuelle
semblait étre respectée, a ’exception de la branche phylogénétique Afl qui démontrait
une ambiguité quant a son positionnement. D’autres auteurs soulignent également que le
rythme d’évolution serait plus grand dans les génes précoces en comparaison aux genes
tardifs, remettant en doute le concept de classification basée sur un seul géne sur lequel
repose des observations cliniques, d’ou le besoin d’une approche globale du génome du
VPH malgré la complexité de la tiche (52). Un autre argument en faveur d’une telle
approche vient du fait que des types apparentés a VPH-16, ceux des groupes 9 et 11,
partagent une homologie de leurs genes E6 et E7 avec les groupes 5, 6 et 7 apparentés a
VPH-18 sans pour autant que leur distribution soit identique dans les cas de cancer
squameux et glandulaire (8). Des différences a 1’extérieur des protéines classiquement

reconnues comme impliquées dans 1’oncogencse doivent donc nécessairement exister
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(34). Les études in vitro pour différencier les impacts des différentes mutations d’une
protéine devraient donc investiguer si les mutations qui coségrégent avec la mutation

identifiée ont aussi un impact sur I’activité de la protéine pour laquelle ils codent.

Pour conclure, I’ensemble des résultats présentés dans cet ouvrage permettent d’élargir
les connaissances quant au polymorphisme de la capside du des types qui appartiennent a
la méme espéece que le type le plus prévalent des papillomavirus oncogenes, le VPH-16.
Le polymorphisme de la capside de ces papillomavirus oncogeénes n'avait jamais été
¢évalué jusqu'a notre travail. Plus spécifiquement, une esquisse de la phylogénie du VPH-
31 basée sur l’origine ethnique des femmes infectées a pu étre établie et pourrait
éventuellement permettre d’identifier des variantes virales dont les particularités de la
capside lui conféreraient une capacité de persistance accrue ou une tendance plus
marquée a générer des lésions. Cette étude démontre que le polymorphisme de la capside
des papillomavirus oncogeéne est globalement similaire entre les types oncogenes.
Finallement, les données obtenues viennent appuyer la littérature actuelle les selon
laquelle 1’évolution des papillomavirus est grandement modulée par des contraintes

structurelles et ce, méme au niveau des boucles externes de la protéine.
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