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ADN : Acide Désoxyribonucléique

ARN : Acide Ribonucléique

ARNm : Acide Ribonucléique messager

BCC : Basal Cell Carcinoma ou carcinome basaloide

CIN : Cervical Intraepithelial Neoplasia ou néoplasies intraépithéliales cervicales
CMH : Complexe Majeur d’Histocompatibilité

CMTA : Catcher Melting Temperature Analysis

COVID-19 : Coronavirus Disease 2019

CPA : Cellules Présentatrices d’Antigénes

CRPV : Cottontail Rabbit Papillomavirus

Ct: Cycle treshold (cycle seuil)

dNTPs : Désoxyribonucléotide Triphosphate

FCU : Frottis Cervico-Utérin

EGFR : Epidermal Growth Factor

HES : Hématoxyline-Eosine-Safran

HPV : Human Papillomavirus

HSH : Hommes ayant des rapports sexuels avec des hommes
HSV : Herpes Simplex Virus

IARC : International Agency for Research on Cancer

IC : Contrdle Interne

ICC : Invasive Cervical Cancer ou cancer cervical invasif

INF : Interféron

IST : Infection Sexuellement Transmissible

ORL : Otorhinolaryngologie

NGS : Next Generation Sequencing

NK : Natural Killer

PCR : Polymerase Chain Reaction

RT-PCR : Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction
SCC : Squamous Cell Carcinoma ou carcinome épidermoide
SFO : Société Francaise d’Ophtalmologie

TOCE : Tagging Oligonucleotide Cleavage and Extension

UV : Ultra-Violet (rayons)

VADS : Voies Aéro-Digestives Supérieures

VIH : Virus de I'lmmunodéficience Humaine
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V. INTRODUCTION

Les papillomavirus humains (HPV) constituent une large famille de virus,
ubiquitaires, ciblant les épithéliums malpighiens ou ils développent des infections
fréquentes, généralement asymptomatiques et le plus souvent éliminées par la réponse
immunitaire. Cependant, certains d’entre eux sont considérés comme des virus
oncogénes. lls sont en effet responsables d’environ 5% de tous les cancers confondus
chez ’'Homme regroupant le cancer du col de I'utérus, d’autres cancers ano-génitaux et le
carcinome de I'oropharynx. Alors que I'implication des HPV dans ces cancers est largement
démontrée, pour d’autres localisations, la relation causale n’est pas clairement définie.
C’est le cas des néoplasies épidermoides de la surface oculaire qui comprennent un large
spectre de tumeurs affectant la conjonctive et la cornée. Les rares études qui ont été
conduites afin de déterminer la prévalence et I'implication des HPV dans ces Iésions ont
donné des résultats disparates ne permettant pas de conclure. La relation entre HPV et la

survenue de ces pathologies néoplasiques de I'eeil reste donc encore a explorer.



1. Diversité de la famille des Papillomaviridae

1.1. Historique et classification phylogénétique

Les Papillomavirus étaient considérés a I'origine avec les Polyomavirus, comme
faisant partie d’'une unique famille, les Papovaviridae. Leurs grandes différences, autant
dans leurs caractéristiques biologiques que dans leur organisation génétique, ont conduit
a les classer en deux familles distinctes, les Papillomaviridae et les Polyomaviridae (1). Les
Papillomavirus appartiennent donc a la famille des Papillomaviridae, large famille qui
englobe des virus responsables de Iésions cutanéo-muqueuses le plus souvent bénignes,
mais parfois malignes, infectant ’'Homme (Papillomavirus Humains, HPV), mais aussi de
nombreuses autres espéces animales vertébrées, avec une grande spécificité d’espéce
(2). Le mot lui-méme « Papillomavirus », vient du mot latin « papilloma » signifiant « bouton »
et du suffixe « oma » désignant le caractére tumoral. L’évolution des HPV a fait I'objet de
nombreuses études, tant sur un plan phylogénétique que fonctionnel, qui concluent a leur
origine trés ancienne. Au 4¢me siécle avant Jésus-Christ, Hippocrate a été le premier a
décrire les verrues cutanées et génitales (3). A la fin du 19¢éme siecle, Payne rapporte
'augmentation contagieuse des verrues communautaires (4). Ciuffo démontre alors en
1907 en ltalie, I'origine infectieuse des verrues humaines par hétéro-inoculation d’un
ultrafiltrat provenant d’une verrue broyée (5). La nature virale des condylomes génitaux et
des papillomes laryngés est démontrée quelques années plus tard, et en 1933, Richard E.
Shope observe une évolution en cancer de certaines lésions en étudiant la papillomatose
du lapin de garenne (6). En 1949, Strauss décrit pour la premiére fois HPV en microscopie
électronique (7). Ce n'est que dans les années 70 que Harald Zur Hausen démontre le rble
de certains HPV dans les cancers du col de I'utérus (8), ce qui lui vaudra I'obtention du prix
Nobel de médecine en 2008. Depuis 2006, une prévention du cancer du col de 'utérus

par vaccination, considérée comme une vaccination anti-cancer, a été mise en place.

Les papillomavirus sont classés par génotypes (ou types) et identifiés par un chiffre.
Jusque-la, plus de 300 types de papillomavirus ont été identifiés et entierement
séquenceés, selon le centre international de référence (9), dont plus de 200 HPV (10). La
classification des HPV repose sur les homologies de séquences nucléotidiques du géne
codant la protéine de capside L1 (11,12). En effet, le géne L1 est le plus conservé du

génome des papillomavirus. Les HPV sont ainsi classés en genres, espéces, types, sous-



types, variants. Les genres posseédent au moins 60% d’homologie de séquence et les
especes de 60 a 70% (1). Un nouveau (géno)type d’HPV est reconnu dés lors que sa
séquence d’ADN différe de plus de 10% par rapport au plus proche type d’HPV déja connu,
alors que 2 a 10% de différence définissent un sous-type, et moins de 2%, un variant (1).
Les comparaisons de génome ont permis la constitution d’arbres phylogénétiques,
composé donc des 5 genres comportant des HPV, désignés par une lettre grecque : alpha,
béta, gamma, mu et nu. Les autres genres comportent des papillomavirus uniguement

animaux. Les espéces, elles, sont numérotées par un chiffre arabe (Figure 1).

Alpha-paplimavirus

Mucosal & cufaneous

Mu-papilomavirus

cutaneous

Nu-papillomayirus
cutaneous

Gamma-papillomavirus
culaneous

cufaneous

Figure 1 : Arbre phylogénétique des papillomavirus humains

(d’aprés Doorbar et al, (35))

Les HPV sont classés en 5 genres ; alpha, béta et gamma représentent les genres les plus importants. Les
HPV appartenant au genre alpha sont souvent classés selon la nature des épithéliums qu’ils infectent et le
risque oncogeéne qu'ils représentent : en gris les aHPV cutanés a bas risque oncogéne, en orange les aHPV
muqueux a bas risque oncogéne et en rose les aHPV muqueux a haut risque oncogéne avec en rouge ceux du

groupe 1 (oncogenes) selon la classification de I’Agence Internationale contre le Cancer (IARC).



1.2. Tropisme épithélial et pouvoir oncogéne

Les papillomavirus humains ont comme particularité de présenter un tropisme
préférentiel pour les kératinocytes de la peau ou des muqueuses en fonction de leur
génotype, causant alors des Iésions cliniquement distinctes (11,12). Deux grands groupes
d’HPV ont été identifiés: les HPV dits muqueux et les HPV dits cutanés (13). Cette
distinction n’est pas toujours absolue, certains types d’'HPV n’ayant pas de tropisme strict
pour la peau ou les muqueuses. Le genre alpha-HPV comprend des génotypes infectant
les muqueuses génitales et oropharyngées (14), mais aussi des génotypes a tropisme
cutané, responsables du développement de verrues. Les genres béta, gamma, mu et nu
regroupent des HPV a tropisme cutané. Les HPV sont également classés en fonction de
leur pouvoir oncogéne. Cette classification concerne principalement les HPV a tropisme
muaqueux car elle repose sur le risque de cancer du col de |'utérus associé a HPV. Une
premiére classification distinguait les HPV a haut risque oncogéne (HR), les HPV a risque
intermédiaire (ou probablement a haut risque) et les HPV a bas risque oncogéne (BR).
Depuis, ils ont été classés par I’Agence Internationale de Recherche sur le Cancer (IARC)
comme les autres carcinogénes : 12 sont classés comme oncogénes, 1 probablement
oncogeéne, ces 2 groupes correspondent aux HPV HR. Les autres sont classés possiblement
oncogénes ou inclassables quant a leur potentiel oncogéne, ces derniers correspondant
aux HPV BR (Tableau 1) (15). En dehors des HPV impliqués dans les cancers, la majeure

partie des HPV n’est pas classée par I'lARC.

Niveau de risque ‘ Génotypes HPV muqueux Génotypes HPV cutanés

16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,

1 (oncogenes) 51, 52, 56, 58, 59

2A (probablement oncogénes) 68

26,53,66,67*, 70,73, 82, 5 et 8 (chez les patients atteints

2B (possiblement oncogénes)
30%*, 34*, 69*, 85*, 97* d’épidermodysplasie verruciforme)

3 (non classables quant a leur
. X Get1l HPV du genre 8 (sauf 5 et 8) et y
potentiel oncogene chez I’homme)

Tableau 1 : Classification IARC du niveau de risque des différents papillomavirus
humains

(derniére mise a jour le 7 avril 2015)

*Génotypes classés 2B du fait de leur analogie phylogénétique avec les HPV du groupe 1
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2. Caractéristiques virologiques générales

2.1. Organisation génomique

Les papillomavirus sont des petits virus non enveloppés, mesurant 45 a 55 nm de
diamétre et comportant une capside icosaédrique. Cette derniére est composée de 72
capsomeéres pentamériques contenant 2 protéines structurales ; L1 et L2, codées par le
virus. Le génome viral est quant a lui composé d’'une molécule d’ADN bicaténaire et
circulaire, d’environ 8000 paires de bases. Les papillomavirus possédent une organisation
génomique typique ; un seul des deux brins d’ADN est codant, avec 8 ou 9 ORF (Open

Reading Frame) ou cadres ouverts de lecture, qui se chevauchent (10).
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Figure 2 : Représentation schématique du génome d’un papillomavirus humain

(image extraite du Traité de Virologie Médicale 2019, (16))

L’ADN double brin du génome est représenté par le cercle noir au centre. La position du promoteur précoce
(PE) et du promoteur tardif (PL) sont indiqués par des fleches noires. La position de chaque géne E (early) et
de chaque gene L (late) est représentée par une fleche de couleur, et la position de la région LCR par un cadre

gris (ori : origine de la réplication, pAE : polyadénylation précoce et pAL : polyadénylation tardive).
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Ce génome peut étre divisé en trois régions : une région codante E (Early) contenant les
génes E1, E2, E3, E4, E5, E6 et E7, une région L (Late) contenant les génes codant pour
les protéines L1 et L2, et une région régulatrice non codante LCR (Long Control Region),
également appelée URR (Upstream Regulatory Region), contenant la majeure partie des

éléments impliqués dans la réplication de I’ADN et de sa transcription (Figure 2) (10).

2.2. Expression et fonction des protéines virales

Les HPV ne possédent pas d’ADN polymérase virale ; ils ont donc recours a la

machinerie réplicative des cellules de I'hote pour la réplication de leur génome. Le Tableau

2 résume les fonctions des principaux genes produits lors de la réplication virale des HPV.

Protéine virale Fonctions et caractéristiques
E1 Controle la réplication de I’ADN viral en formant un hétérodimére avec E2.
Initie la réplication virale avec E1 et régule négativement le promoteur de
E2 génes précoces (inhibe 'expression de E6G et E7).
Impliqguée dans la maturation et le relargage des particules virales par
B4 destruction du cytosquelette cellulaire.
E5 Stimule la prolifération cellulaire et favorise I’échappement immunitaire.
Oncoprotéine virale majeure ; affecte la fonction de nombreuses protéines
=6 cellulaires.
Oncoprotéine virale majeure ; affecte la fonction de nombreuses protéines
= cellulaires.
Protéine majeure de capside ; utilisée pour la fabrication des vaccins
L prophylactiques contre HPV.
L2 Protéine mineure de capside.

Tableau 2 : Principales fonctions et caractéristiques des protéines virales précoces et
tardives

(d’aprés Tommasino, 2014 (10))
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2.2.1. Larégion E (Early) et ses protéines

La région E code pour les protéines précoces et représente 50% du génome (17).

E1 est une protéine de 600 a 650 acides aminés et constitue la seule enzyme codée par
le génome des HPV. C’est également une des protéines la plus conservée chez les HPV
(18). Elle posseéde une fonction hélicase et une activité ATPase essentielles a la réplication
de I’ADN viral. E1 contrdle la réplication virale (19) en s’associant avec la protéine E2 pour
former un hétérodimére et ainsi initier la réplication de I’ADN viral au niveau de I'origine

de réplication, en association avec les composés cellulaires de réplication de I’ADN (20).

E2 participe donc a I'initiation de la réplication du génome viral en synergie avec E1 via le
recrutement de cette derniére au niveau de I'origine de réplication. Mais E2 est également
un facteur important de régulation de la transcription virale ; E2 réprime notamment la
transcription de E6 et E7. L’inactivation de E2 est considérée comme un évenement

important de I'oncogenése virale (21), qui sera détaillée dans le chapitre 3.3.

E4 est une protéine cytoplasmique traduite majoritairement a partir d’'un ARNm E1"E4 et
détectée lors des derniéres étapes du cycle viral juste avant I'expression des protéines
tardives de capside L1 et L2 (22). E4 est impliguée notamment dans le relargage des
particules virales, en liant les structures de cytokératine de la cellule, et favorisant ainsi la
destruction du cytosquelette cellulaire (17). Ce phénoméne se produit particulierement
dans les couches superficielles de I'épithélium infecté par HPV et permet d’utiliser la
protéine E4 comme cible de marquage immunohistochimique afin de mettre en évidence

une infection productive a HPV (23).

Les protéines E5, E6 et E7 constituent les trois oncoprotéines virales des HPV HR. Ces
protéines ont la capacité d’altérer de multiples mécanismes clés de régulation cellulaire
dont le but initial est de favoriser le déroulement du cycle viral mais qui sont capables, en
cas d’expression non contrdlée, de créer un environnement favorable a la survenue d’un
cancer (24). Parmi leurs propriétés, on note la stimulation et la survie des cellules basales
de I'épithélium (21). On constate cependant une hétérogénéité d’expression et de fonction
de ces trois protéines selon les génotypes d’HPV étudiés. En effet, les SHPV, a I'exception
d’HPV14, sont dépourvus du gene précoce E5. De plus, seules les protéines EG et E7 des
HPV HR sont capables d’induire la dégradation de certaines protéines cellulaires

impliquées dans la régulation négative du cycle cellulaire ou le maintien de I'intégrité du
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génome cellulaire telles que pRb (protéine du rétinoblastome) qui inhibe le passage de la
cellule en phase S, et p53, facteur de transcription contrélant notamment la réparation de
I’ADN et I'apoptose des cellules maintenues en cycle cellulaire (24). Le role précis de ces
trois oncoprotéines sera développé dans le chapitre 3.3 : mécanismes de la carcinogenése
induite par HPV.

2.2.2. Larégion L (Late) et ses protéines

La région L code pour les protéines tardives de capside L1 et L2 et représente 40%
du génome (17). L'expression de ces protéines n’est possible que dans les cellules les plus
différenciées des couches supérieures des épithéliums et survient tardivement dans le

cycle viral d’ou le terme de protéines « tardives » (late).

L1 est la protéine structurale majeure de capside. Sa structure est hautement conservée
entre les papillomavirus et elle porte les épitopes spécifiques de genre et certains épitopes
spécifiques de type d’HPV (25). Les protéines L1 recombinantes produites isolément sont
capables de s’auto-assembler pour former des pseudo-particules virales vides, les VLP
(Virus Like Particles) (26). Cette propriété de L1 constitue la base de la fabrication des

vaccins contre HPV.

L2 est la protéine structurale mineure de capside ; elle porte des épitopes communs a
plusieurs types d’HPV mais est toutefois moins conservée par I'évolution que la protéine
L1. L’association de L1 et L2 est indispensable pour les étapes d’entrée dans la cellule, et

également pour I'assemblage des particules virales et la stabilisation de la capside (27).

2.2.3. Larégion LCR

La région LCR (Long Control Region) est une région trés variable comptant 400 a
1000 nucléotides, non codante, localisée entre les ORFs L1 et EB. Elle représente environ
10% du génome (17). Elle contient I'origine de la réplication et également la plupart des
éléments régulateurs impliqués dans la réplication de I’ADN viral et de sa transcription
(10).
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3. Histoire naturelle de I'infection a HPV

3.1. Cycle viral

Le cycle viral des HPV est étroitement lié a I'état de différenciation des cellules
épithéliales. Les protéines virales sont synthétisées de facon séquentielle dans
I’épithélium infecté selon la différenciation cellulaire (Figure 3). Les différentes étapes du

cycle viral sont détaillées dans les paragraphes 3.1.1, 3.1.2 et 3.1.3.

Libération des
E:IL 1 particules virales
) > Encapsidation
. BE

. p’. A }57/54
. - Dt %’ e Amplification du
.o ° o...Q. PN .... génome viral
A Jelereee ] o }
.o QN .: ':n ® 0% '. 5 i E7 Prolifération
'...‘ s "“‘"""..‘ Maintien génomique
A) (8)

Figure 3 : Organisation du cycle réplicatif des HPV
(d’aprés Doorbar et al, 2005 (28))

(A) Représentation schématique de I'épithélium et du profil d’expression des génes viraux. Aprés
infection des kératinocytes de la couche basale (représentés en violet), le génome viral est maintenu
sous la forme d’une faible quantité d’épisomes. Lors de la différenciation épithéliale, le promoteur
précoce (p97 pour HPV16) promeut I'expression des génes E6 et E7 nécessaire a I'entrée des cellules
en phase S (rouge). Le promoteur tardif (p670) est stimulé au niveau des couches les plus externes de
I’épithélium et les protéines E1, E2, E4 et E5 augmentent en quantité (vert), facilitant I'amplification du
génome viral (bleu). Des modifications de I'épissage de ’'ARNm permettent I'expression de la protéine
E4 au niveau des couches externes ou I'on retrouve les protéines de la capside virale (orange).

(B) Les cellules des couches basales de I'épithélium sont en phase S. L'amplification du génome viral

débute dans ces cellules et s’arréte dans les cellules les plus différenciées.

3.1.1. Attachement et entrée du virus dans la cellule

Les papillomavirus humains ont un tropisme particulier pour les épithéliums
malpighiens ; ces derniers sont retrouvés au niveau cutané, au niveau des voies aéro-

digestives supérieures (VADS) (cavité buccale, pharynx, cesophage, moitié supérieure du
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larynx), et également au niveau du canal anal et de I'appareil génital notamment au niveau
de I'’exocol de l'utérus et du vagin (29). L'infection productive par HPV nécessite que le
virus ait acces aux cellules des couches basales de ces épithéliums, le plus souvent a la
faveur d’un microtraumatisme (30). Certaines zones sont particulierement vulnérables a
I'infection virale ; c’est le cas notamment de la zone de transition, dite zone de jonction,
entre I’épithélium malpighien de I'exocol et I'épithélium glandulaire de I'endocol, zone qui
facilite I'accés d’HPV aux cellules basales et aux cellules cuboides (29). Il existe aussi une
zone de jonction au niveau de I'épithélium ano-rectal, constituant alors un autre site
privilégié d’infection par HPV (31). Au niveau de la peau, les follicules pileux, riches en
cellules souches épithéliales, semblent constituer un point d’entrée pour les HPV a

tropisme cutané (29).

Il a été montré que les protéines de capside L1 et L2 des particules virales s’attachent
initialement a la cellule via les chaines d’héparane sulfate qui composent le
glycosaminoglycane de surface. Suite a cela, le virus subit des changements
conformationnels nécessaires a son entrée dans la cellule (29). Le récepteur cellulaire des
HPV n’est pas identifié de facon certaine, mais I'’entrée du virus impliquerait des
interactions avec plusieurs protéines membranaires, comme l'intégrine a6, dont les
fonctions restent encore mal déterminées (32). Le virus entre alors dans la cellule par un
mécanisme d’endocytose, qui varie en fonction du génotype. Une fois décapsidé, I’ADN
viral est libéré dans le milieu intracellulaire puis transféré dans le noyau au cours de la

mitose (33).

3.1.2. Réplication du génome viral

Aprés ce transfert, il va y avoir une premiére phase de maintien du génome viral
dans les cellules basales. Ce dernier est amplifié de facon limitée, durant la phase S du
cycle cellulaire, en méme temps que le génome de I’hdte et grace aux enzymes cellulaires.
Les protéines E1 et E2 contrblent la réplication, et maintiennent le nombre de copies

épisomales de I'ordre de 50 a 200 copies par cellule fille dans le noyau (34).

La phase de maintien est suivie d’une phase d’amplification du génome dans les couches
suprabasales ; en temps normal, ces cellules entament un processus de différenciation
qui induit I'arrét du cycle cellulaire. Il a été montré que les HPV a haut risque arrivent a

préserver la capacité d’entrée des cellules en phase S via I’expression de la protéine virale
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E7 qui interagit avec la protéine pRB, provoquant sa dégradation, et avec d’autres
protéines impliquées dans la régulation du cycle cellulaire (35). La protéine E6 est
complémentaire par le biais de la dégradation de p53 qui empéche I'apoptose des cellules
maintenues en phase S (36). Pendant cette phase d’amplification du génome viral, les
protéines E1 et E2 directement impliguées dans la réplication, sont produites en

abondance grace a la stimulation du promoteur tardif (37).

3.1.3. Assemblage et libération des virions néo-formés

La derniére étape du cycle viral consiste en I'assemblage des nouveaux virions ainsi
que leur libération dans le milieu extracellulaire. Elle n’a lieu que dans les cellules
superficielles bien différenciées, dans lesquelles les deux protéines structurales L1 et L2
codées par HPV peuvent étre synthétisées ; les protéines L2 s’accumulent dans des
structures subnucléaires, recrutent les protéines L1 et I’ADN viral. La particule virale
s’assemble alors en une capside contenant le génome viral, constituée d’environ 360
protéines L1 et 12 protéines L2 (28). Toutefois, des VLP (Virus Like Particles), peuvent
s'assembler méme si la protéine L2 est absente (38). La protéine E4, synthétisée
tardivement, contribue a la libération des virions en perturbant I'intégrité du réseau de
kératine (39). L'infection n’est pas lytique pour la cellule infectée. La libération des virions
néo-formés ne peut se faire que lorsque celle-ci atteint la surface de I'épithélium par
desquamation naturelle. L'effet cytopathogéne caractéristique est la koilocytose (Figure
4).

Figure 4 : Koilocytes

(d’aprés Krawczyk et al, (41))

Koilocytes dans a: une biopsie de col utérin (coloration HES), b : un frottis cervical (coloration de
Papanicolaou) et ¢ : une culture cellulaire (coloration HES).

Les fleches indiquent les aspects typiques des Koilocytes: un noyau excentré, agrandi et a la
chromatine irréguliére (fleche blanche), accompagné d’une large vacuole péri-nucléaire (fléche verte),

entouré d’une bordure cytoplasmique épaissie (fleche noire).
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3.2. Evolution de I'infection

3.2.1. Clairance, latence et persistance virales

Les infections a HPV sont trés fréquentes et, dans la majorité des cas, transitoires
(70% a 1 an et 90% a 2-3 ans), sans apparition de signes cliniques (34). Il s’agit du
phénoméne de clairance virale. Toutefois, la clairance virale est définie par I'absence de
génome détectable, ce qui n’exclut pas la possibilité d’une persistance de génomes
résiduels non détectables dans les cellules basales, ou latence virale, pouvant expliquer
la détection intermittente d’'un HPV donné chez un individu, en I'absence de nouvelle
exposition (16). Ce taux de clairance virale diminue lors d’une infection par des HPV HR,
notamment HPV16, qui présente une durée moyenne de persistance plus longue que les
autres HPV HR, ce qui contribuerait a son plus grand pouvoir oncogéne (40). De fait, les
individus présentant des infections persistantes a HPV HR, sont plus a risque de

développer des Iésions cancéreuses (41).

3.2.2. Réponse immunitaire

La clairance virale fait suite a la mise en place d’une réponse immunitaire efficace
de la part de I'héte. Elle présente deux composantes : une immunité innée, qui agit en
premiére ligne de l'infection et est non spécifique, associée a une immunité adaptative,
qui intervient dans un second temps, et qui prévient les réinfections (Figure 5). L'immunité
innée fait notamment intervenir les cellules NK (Natural Killer), recrutées via la production
d’interféron (INF-a et B) par les cellules infectées. Les cellules NK vont éliminer les cellules
infectées ainsi que les éventuelles cellules tumorales ayant perdu I’expression du CMH de
classe | a leur surface (42). Les macrophages jouent également un rdle important dans
I'immunité innée contre HPV, en détruisant les cellules infectées via la sécrétion de TNF-a
et de radicaux libres oxygénés (43). L'immunité adaptative, elle, intervient aprés activation
des cellules de Langerhans, principales CPA (Cellules Présentatrices d’Antigenes)
localisées dans I'épiderme. Elles vont présenter les antigénes viraux aux cellules de
I'immunité adaptative dans les ganglions lymphatiques. Les lymphocytes CD4+ naifs vont
se différencier en Lymphocytes T helper, Thl ou Th2. Deux types de réponses vont alors
se mettre en place: la réponse humorale a l'origine des anticorps spécifiques

neutralisants, et la réponse cellulaire médiée par les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques
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(CTL). Ces CTL vont alors pouvoir éliminer les cellules infectées, ainsi que les cellules
cancéreuses exprimant des antigénes d’HPV, et sont un des acteurs clés dans la réponse
immunitaires contre HPV (42). En effet, la régression spontanée des Iésions induites par
HPV est associée sur le plan histologique a la présence d'un important infiltrat
intralésionnel de lymphocytes CD4+, CD8+, ainsi que de macrophages (44). Malgré cet
important systéme de défense, plusieurs mécanismes d’échappement immunitaire
développés par les HPV contribuent a la persistance du virus et jouent un rdle dans la

carcinogeneése.
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Figure 5 : Réponse immune naturelle au cours de I'infection par HPV

(d’aprés Alain et al (45))
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3.2.3. Stratégies d’échappement immunitaire

Les HPV induisent le plus souvent des infections asymptomatiques, car elles vont
étre controlées par le systéme immunitaire, mais dans certains cas, leur détection peut
échapper au systéme immunitaire. En effet, d’'une part, le cycle réplicatif des HPV est
exclusivement intra-épithélial et sans virémie associée, les protéines virales précoces sont
trés faiblement exprimées au niveau des couches basales, et les protéines de capsides,
bien que trés immunogénes, sont exprimées uniquement dans les couches supérieures de
I’épithélium, et de ce fait, moins accessibles aux cellules immunitaires. D’autre part, les
HPV sont des virus non lytiques, qui sont assemblés dans les couches externes de
I'épithélium constituées de kératinocytes différenciées et sont éliminés au cours du
processus naturel de desquamation de ces couches superficielles (46). Enfin, le virus a
également développé plusieurs mécanismes d’échappement immunitaire, plus efficaces
pour les HPV HR, et notamment pour HPV16 (47). Parmi eux, et concernant I'immunité
innée, il a été démontré que les protéines E6 et E7 des HPV16 et 18 diminuent la
production d’'INF-a par les cellules infectées et le recrutement des cellules NK et des
macrophages au niveau de la Iésion (48). En ce qui concerne I'immunité adaptative, la
plupart des HPV réduiraient I'expression des cadhérines-E a la surface des cellules
épithéliales, diminuant alors la présence des cellules de Langerhans (49). De plus, un
autre mécanisme d’échappement mis en place par HPV est I'inhibition de la réponse
cytotoxique Thl par un glissement vers une réponse Th2 humorale. En effet, les Iésions
induites par HPV sont caractérisées par une faible quantité de cellules Th1 et un infiltrat
important de cytokines Th2 (notamment IL-6, IL-8 et IL-10) (50). La protéine E5 contribue
également a I’échappement immunitaire en inhibant le transport du CMH de classe | a la
surface des cellules infectées et donc la présentation des antigénes viraux (51).

Lorsque la réponse immunitaire échoue a éliminer l'infection a HPV, une infection
persistante s’installe et peut conduire a des manifestations cliniques variables,

développées dans le chapitre 4.2.
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3.3. Meécanismes de la carcinogenése induite par HPV

L'implication d’HPV dans le cancer du col de l'utérus a été démontré il y a
maintenant 40 ans, et les types 16 et 18 ont rapidement été mis en cause (52,53). C’est
donc selon le modéle du cancer du col de 'utérus que I'implication des HPV dans la
cancérogenése a été établie. Dans les cellules infectées, E5, E6 et E7 constituent les trois
oncoprotéines codées par les HPV HR. De par leurs interactions avec de multiples
protéines cellulaires, elles créent un environnement favorable a la transformation

cellulaire (Figure 6).

3.3.1. Expression de E6G et E7

L’expression prolongée et dérégulée de E6 et E7 des HPV HR constitue I’événement
clé de I'oncogenése. Parmi les mécanismes menant a cette expression non contrblée, la
perte de la régulation négative exercée par E2 constitue un événement majeur. La perte
de E2 est le plus souvent secondaire a une intégration du génome viral dans le génome
cellulaire (coupure ou délétion) (54). Plusieurs études ont montré que la fréquence de
I'intégration du génome viral d’HPV était corrélé a la sévérité des lésions (55). La perte de

I'expression de E2 peut également survenir par hyperméthylation de I’ADN viral (56).

3.3.2. Dérégulation du cycle cellulaire et immortalisation

La protéine E7 interagit avec pRb, protéine du rétinoblastome, et ses protéines
associées p107 et p130 ; ces protéines sont directement impliquées dans la régulation du
cycle cellulaire. En effet, pRb régule négativement les facteurs de transcription de la famille
E2F (E2F1-3), cette association maintenant les cellules dans un état de quiescence en
phase GO/G1 du cycle cellulaire. L’interaction de E7 des HPV HR avec pRb conduit a la
dégradation de pRb par le protéasome, permettant la libération de E2F et ainsi le passage
des cellules en phase S du cycle cellulaire. E7 peut également dégrader p107 et p130 qui
sont elles aussi des régulateurs de E2F (10). De plus, E7 inactive directement les protéines
p21 et p27, inhibitrices des kinases dépendantes des cyclines (CDK) favorisant une
prolifération cellulaire incontrolée (57). Enfin, méme en présence de |ésions de '’ADN, E7

peut faciliter la prolifération cellulaire via la voie ATR-CHK1 (24).
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La protéine E6 joue un réle complémentaire par rapport a E7, en prévenant I'apoptose des
cellules maintenues en phase S par 'action de E7. En effet, une des propriétés les plus
importantes de E6 des HPV HR est sa capacité a induire la dégradation de la protéine
suppresseur de tumeur p53 (58). En cas de stress cellulaire, p53 est un facteur de
transcription activé permettant de stopper le cycle cellulaire afin de réparer d’éventuelles
Iésions de I’ADN, ou bien d’induire 'apoptose de la cellule, afin de garantir I'intégrité du
génome cellulaire et de prévenir I'émergence d’éventuelles cellules anormales. E6 forme
un complexe avec la protéine EGAP (E6-associated protein), une ubiquitine ligase cellulaire,
ce complexe se lie a p53 et induit sa dégradation par le protéasome. E6 est capable
également d’induire I'activation du géne hTERT (human Telomerase Reverse
Transcriptase) et donc une augmentation de I'activité télomérase contribuant a
I'immortalisation de la cellule (59). E6 peut également dégrader d’autres protéines pro-

apoptotiques comme Bak et Bax (10).

Le role de la protéine E5 dans le processus carcinogéne est de plus en plus étudié ; elle
semble jouer un rble en addition des protéines E6 et E7. Notamment, elle est capable elle
aussi d’induire la dégradation de la protéine pro-apoptotique Bax (60) et elle est également
impliquée dans le processus de prolifération cellulaire en modulant I'expression du
récepteur a I'EGF (Epidermal Growth Factor-Receptor) (61). Cependant, son expression est
absente dans la majorité des cancers attribuables aux HPV alors que celle de E6 et E7 est

conservée.

3.3.3. Transformation cellulaire

La transformation cellulaire liée aux HPV est rare. In vitro, les cellules immortalisées
par E6 et E7 peuvent se transformer aprés un grand nombre de passages ou en co-
exprimant une autre protéine oncogéne. E6 et E7 induisent une instabilité génétique
favorable a la survenue d’anomalies génétiques conduisant au cancer. Les protéines E6
et E7 contribuent toutes deux a la transformation cellulaire. La protéine E6 des HPV HR
posséde un motif PDZ-ligand, capable de se lier au domaine PDZ de nombreuses protéines
et d’induire leur dégradation conduisant notamment a une altération de la polarité
cellulaire et de la formation des jonctions serrées et adhérentes de I'épithélium (62). La

protéine E7, elle, via des interactions avec les cyclines/CDK2 entraine des anomalies de
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la duplication des centrosomes induisant la formation de faisceaux mitotiques aberrants
a l'origine d’aneuploidies (63). Les deux protéines favorisent donc la perte de la polarité

cellulaire et la rupture des jonctions des cellules épithéliales.

Les protéines EB5, E6 et E7 sont donc responsables d’une dérégulation du cycle cellulaire

avec accumulation de mutations du génome et une progression vers la transformation

cellulaire.
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Figure 6 : Représentation schématique des principales étapes de la carcinogenése
induite par les HPV HR
(d’aprés Alain et al, (45))
Les protéines E5, E6 et E7 coopérent pour transformer des cellules basales et suprabasales.
L’activation de la prolifération cellulaire par inactivation de I'entrée en phase S, la dérégulation de la
ségrégation des chromosomes et 'augmentation de I'activité télomérase contribuent a augmenter la
fréquence des mutations dans les cellules en phase de croissance. L’inhibition des facteurs cellulaires

suppresseurs de tumeurs p53 et pRB, empéche la destruction des cellules transformées.

23



3.3.4. Facteurs associés

L'influence de cofacteurs exogénes peut également favoriser I'infection a HPV, sa
persistance ou encore son évolution vers un processus carcinogéne. La consommation de
tabac, par son rble carcinogéne et également immunosuppresseur, favorise le
développement de lésions malignes, quelle que soit la localisation de I'infection (64). Les
données épidémiologiques montrent également que les patient VIH+ ont plus de risque de
développer des cancers HPV induits, |a aussi quelle que soit la localisation de I'infection
(cancers oropharyngés, du col de I'utérus, de I'anus ou du pénis) (65-67). Au niveau du
col de 'utérus, la multiparité, I'obésité et I'imprégnation oestrogénique du col, acquise ou
intervenant lors de la grossesse, favorisent la métaplasie malpighienne et pourrait ainsi
faciliter I'évolution vers un cancer (64,68). L'existence d’une coinfection avec d’autres
agents d’IST (notamment Chlamydia trachomatis et Neisseria gonorrhoeae) pourrait
contribuer au développement d’anomalies cervicales (69,70). Au contraire, I'infection
concomitante par plusieurs types d’HPV, fréquente chez la population jeune, n’influe pas

sur la durée et la persistance de I'infection (71).

4. Infections par HPV : épidémiologie et Iésions associées

4.1. Epidémiologie et modes de contamination

Chaque année, plus de 600 000 nouveaux cas de cancers sont attribuables aux
HPV (72). La prévalence des infections génitales a HPV dans le monde est estimée a 12%
(73) et 75% de la population sexuellement active sera infectée par un HPV au moins une
fois dans sa vie (74). Bien que la majorité des cas étudiés le soit chez la femme, le taux
naturel d’'infection par HPV est globalement similaire chez les deux sexes. De plus, HPV est
associé a 100% des cancers cervicaux, presque 90% des cancers anaux, environ 50% des
cancers du pénis et 40% des cancers du vagin et de la vulve, environ 30% des cancers de
I'oropharynx (variation selon les pays), et plus de 2% des cancers de la cavité buccale
(Tableau 3 et Figure 7) (75).
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Localisation du Nouveaux cas Attribuables Fraction Attribuables par genre (n)

cancer ()] a HPV (n) attribuable (%) Hommes S
Col de I'utérus 528 000 528 000 100 _ 528 000
Anus 40 000 35 000 88 17 000 18 000
Vagin et vulve 49 000 20 000 41 _ 20 000
Pénis 26 000 13 000 51 13 000 _
Oropharynx 96 000 29 000 31 24 000 6 000
Bouche 358 000 9000 2,4 7 000 2000
Total 1 097 000 634 000 58 61 000 574 000

Tableau 3 : Nombre global estimé de nouveaux cas de cancers attribuables a HPV en
2012

(d’aprés Schiffman et al, 2016 ((75))
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Figure 7 : Répartition globale mondiale des cancers attribuables a HPV en 2012

(d’aprés Schiffman et al, 2016 ((75))

La fraction de cancers attribuables a HPV par genre et région géographique est trés variable. La nette
prédominance de cancers féminins refléte la part importante des cancers du col de I'utérus, quasiment
tous attribuables a HPV. La fraction attribuable est la fraction de cancers qui ne seraient pas survenus

s'il n’y avait pas eu d’exposition a HPV.
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La transmission du Papillomavirus Humain peut se faire par contact direct entre individus
infectés par HPV, ou par auto-inoculation. Elle peut également se faire par contact indirect
avec des objets ou surfaces souillés par le virus, grace a sa résistance dans
I'environnement (76). Concernant I'appareil génital, la transmission du papillomavirus
humain est principalement sexuelle ; I'infection a HPV est en effet la premiére IST dans le
monde (77). Les rapports a risque de transmission comprennent les rapports sexuels
vaginaux et anaux, mais également les activités sexuelles sans pénétration, ainsi que le
sexe oral (78). Enfin, une transmission verticale in utero de la mére a I’enfant, et également

en per et post-partum est possible, mais a un degré moindre (79).

Hommes et femmes sont donc les deux principaux maillons de la chaine de transmission
de ce virus. lls peuvent étre a la fois porteurs asymptomatiques, transmetteurs ou victimes
d’infection productive a HPV, dont les manifestations sont développées dans le chapitre

suivant.

4.2. Manifestations cliniques associées aux HPV

Les HPV sont des virus ubiquitaires bien adaptés a I’étre humain, dont presque
toutes les parties du corps peuvent étre affectées. Les infections peuvent étre totalement
inapparentes ou donner des manifestations cliniques allant de Iésions bénignes telles que
des verrues (Iésions cutanées) ou des condylomes (Iésions des muqueuses), a des Iésions
précancéreuses ou cancéreuses. Bien que certains types d’HPV soient associés a des
atteintes cliniques caractéristiques (Tableau 4), ces associations ne sont pas absolues.
Les infections a HPV peuvent étre productives, infracliniques ou latentes, aussi bien dans

les atteintes cutanées que muqueuses (80).
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Lésions Principaux types d’HPV associés

Verrues communes HPV 2, 4,7

Verrues planes HPV 3, 10, occasionnellement 26, 29 et 41
Verrues plantaires HPV 1, 2,4

Epidermodysplasie verruciforme

Verrues planes HPV 3, 10

Plaques pityriasis-like HPV 5, 8

Carcinome de la peau exposée au soleil HPV 5, 8

Verrues anogénitales

Condylomes acuminés HPV 6, 11, 40, 42-44,54,61, 72, 1, 89
Tumeur de Buschke Lowenstein (condylome acuminé géant) HPV 6, 11

Papulose bowénoide HPV 16, 55

Groupe 1 (oncogenes)
Groupe 2A (probablement oncogénes)
Groupe 2B (possiblement oncogénes)

Pré-cancers et cancers anogénitaux

Lésions orales et oropharyngées

Papillomes oraux HPV 2,6, 7, 11, 16, 18, 32, 57
Papillomes laryngés et papillomatose respiratoire juvénile HPV 6, 11

Hyperplasie focale (maladie deHeck) HPV 13, 32

Cancer oropharyngé HPV 16

Tableau 4 : Types d’HPV et Iésions particuliéres associées

(d’aprés Cubie, 2013 (80))

4.2.1. Manifestations cliniques associées aux HPV a tropisme cutané

4.2.1.1 Verrues cutanées

Les verrues communes ou « vulgaires » de la peau sont des Iésions bénignes isolées
ou multiples et de taille variable (Figure 8). Elles se transmettent par contact direct de
personne a personne, ou indirectement via des objets ou surfaces contaminées, la
transmission étant facilitée par des lésions de la peau, méme minimes (80). Elles sont
associées préférentiellement avec un génotype donné selon leur localisation (Tableau 4).
Les verrues vulgaires siégent préférentiellement au niveau du dos de la main, mais
peuvent étre retrouvées au niveau des genoux chez les enfants. Leur prévalence
s’échelonne de 3,5% chez I'adulte a plus de 30% chez I'enfant (81). Les verrues plantaires
peuvent prendre I'aspect de Iésions douloureuses piquetées de noir appelées myrmécies,

ou alors un ensemble de lésions plus superficielles et moins douloureuses appelées
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verrues mosaiques. Les verrues planes, elles, sont des petites lésions |égérement
surélevées pouvant étre pigmentées et siégeant fréquemment au niveau du dos de la main
ou du visage. Elles s’arrachent facilement et se propagent assez vite sur le visage, le cou

et les lévres.

Figure 8 : Aspect clinique de verrues cutanées

a et b. Verrues communes sur le dos de la main et périunguéales (d’aprés Cubie, 2013 (80))
c. Verrues planes sur le visage (Mayo Foundation for Medical Education and Research)
d. Verrues plantaires (d’aprés Cubie, 2013 (80))

4.2.1.2 Epidermodysplasie verruciforme

L’épidermodysplasie verruciforme est une maladie génétique récessive rare,
caractérisée par une infection cutanée chronique disséminée a HPV. Elle est associée a
une mutation d’un des deux génes EVER1 ou EVER2. Les génes EVER codent pour des
protéines transmembranaires qui interviennent dans I’homéostasie du zinc : leur mutation
entraine une susceptibilité aux infections par plus de 40 types de p-papillomavirus. Les
patients peuvent présenter des lIésions prenant 'apparence de verrues planes, de macules
hyper ou hypo-pigmentées, pouvant se réunir sous forme de plaques, ou également sous

forme de lésions verruqueuses. Ces lésions possédent un risque important de
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transformation avec I'exposition au soleil. Les HPV 5 et 8, classés comme oncogénes
possibles selon I'IARC (2B), sont les génotypes les plus souvent impliqués dans les

phénoménes de transformation (80).

4.2.1.3 Syndrome WHIM

Le syndrome WHIM est un syndrome congénital rare, secondaire a un déficit immunitaire.
L’acronyme WHIM signifie Warts, Hypogammaglobulinemia, Infections and Myelokathexis,
et résume les principales caractéristiques cliniques de la maladie. Les patients présentent
entre autres, des verrues cutanées et des condylomes anogénitaux dus a des infections
persistantes par HPV. La transmission se fait selon un mode autosomique dominant, et la
maladie est due dans 98% des cas a une mutation entrainant une activation de la voie de
signalisation associée au récepteur de chimiokine CXCR4. Les Iésions du tractus génital et

oropharyngé peuvent évoluer en cancer (82).

4.2.1.4 Carcinomes épidermoides cutanés

Le lien entre HPV et les cancers cutanés, carcinomes épidermoides (SCC) et
carcinomes basaloides (BCC) n’est pas clair, excepté chez les patients immunodéprimés.
Des HPV muqueux, en particulier HPV16, sont parfois détectés dans les SCC et BCC, et
plus rarement, les génotypes 2, 31, 34, 35, 58, 61 et 73 (83).

La maladie de Bowen est un carcinome épidermoide in situ de la peau. Dans 3 a 5% des

cas, il évolue vers un carcinome invasif pouvant étre associé a des métastases (84).

4.2.2. Manifestations cliniques associées aux HPV a tropisme muqueux

4.2.2.1 Lésions génitales

L’ADN d’HPV a tropisme muqueux est détecté dans les prélévements cervicaux en
absence de toute manifestation clinique chez 11 a 12% des femmes, partout dans le
monde avec de grandes variations selon les régions et les populations. Les infections

peuvent donc étre totalement inapparentes, tant sur le plan clinique
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gu’anatomopathologique. HPV16 est le génotype le plus souvent détecté méme lorsque la

cytologie est normale (73).

Les condylomes acuminés sont des manifestations fréquentes de I'infection a HPV au
niveau des muqueuses anales et génitales (organes génitaux externes et col chez la
femme, testicules et pénis ¢ hez 'homme). Ces lésions se présentent sous la forme
d’excroissances dites en «créte de coq » (Figure 9), pouvant récidiver aprés traitement,
surtout si une immunodépression survient. Les HPV les plus fréquemment mis en cause

sont les génotypes 6, 11 (85).

Figure 9 : Aspect clinique de condylomes acuminés anogénitaux

(d’aprés Cubie, 2013 (80))

4.2.2.2 Les lésions intraépithéliales de bas-grade, haut-grade et cancers

Les lésions précancéreuses du col de I'utérus sont classées en trois groupes
histologiques selon la classification de Richart, en fonction de la proportion et de la hauteur
de I’épithélium anormal. Comparé a un épithélium malpighien normal, une CIN (néoplasie
intraépithéliale cervicale) est caractérisée par des perturbations architecturales, avec des
troubles de la différenciation cellulaire, associées a des anomalies cytologiques : les CIN1
correspondant a des lésions de bas grade (LSIL), et les CIN2 et CIN3 correspondant a des
lésions de haut-grade (HSIL) (Tableau 5). Les Iésions de haut-grade regroupent des
dysplasies s’étendant de 2/3 a la totalité de I'épithélium et également les carcinomes in
situ. Les deux formes histologigues majeures du cancer cervical invasif (ICC) sont les

carcinomes épidermoides (environ 85%) et les adénocarcinomes (environ 15%). Cette
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classification est superposable pour les autres localisations (vagin, vulve, anus et pénis).
Sur le plan cytologique, la classification de référence est celle de Bethesda (Tableau 6) ; la
corrélation cyto-histologique n’étant pas parfaite, certaines lésions classées de bas grade
en cytologie peuvent s’avérer de haut grade en histologie. Les Iésions de bas grade
présentent des signes d’infection productive avec la présence de koilocytes visibles en
cytologie et histologie. HPV16 est détecté dans 20 a 28% des FCU présentant une cytologie
normale ou une lésion de bas-grade LSIL/CIN1, dans 40/47% des CIN2/HSIL et dans
58/63% des CIN3/ICC (86).

Histologie Images colposcopiques

Dysplasie légere

-
(avec CIN1 5
—
koilocytose)
Dysplasie
y o CIN2
modérée
e

Dysplasie sévére
CIN3
Carcinome in situ

Tableau 5 : Classification des anomalies histologiques cervicales selon Richart

La classification histologique la plus récente et qui est actuellement utilisée est la terminologie LAST
(Lower Anogenital Squamous Terminology), qui distingue les Iésions de haut grade (HSIL) et de bas

grade (LSIL).
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HSIL

Lésion intra-épithéliale de haut grade

Lésion intra-épithéliale de bas grade



Anomalies malpighiennes

ASC-US Atypies de nature indéterminée

ASC-H Atypies ne pouvant exclure une lésion de haut grade
LSIL Lésion intraépithéliale de bas grade

HSIL Lésion intraépithéliale de haut grade

Carcinome

AGC Atypies glandulaires

AIS Adénocarcinome in situ

Adénocarcinome

Tableau 6 : Classification des anomalies cytologiques cervicales selon Bethesda

ASC-US : Atypical Squamous Cells of Undertermined Significance Lesions
ASC-H : Atypical Squamous Cells Evocating High-grade Lesions

LSIL : Low-grade Squamous Intraepithelial Lesions

HSIL : High-grade Squamous Intraepithelial Lesions

AGC : Atypical Glandular Cells

AIS : Adenocarcinoma in situ

Outre le cancer du col de I'utérus, des dysplasies et des cancers peuvent également étre
observés au niveau de la vulve, du vagin, du pénis et de I'anus. La proportion de cas

attribuables a HPV est résumée dans le Tableau 3.

4.2.2.3 Lésions et cancers de la muqueuse oropharyngée et des voies

aérodigestives supérieures
En dehors de la sphére génitale, les HPV peuvent étre responsables d’infection des

VADS, pouvant se présenter sous la forme de papillomes, condylomes, verrues ou encore

de cancers.
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L’hyperplasie épithéliale focale ou maladie de Heck est une affection rare de la muqueuse
orale associée a HPV, plus souvent rencontrée chez les femmes et les enfants de certaines
populations (esquimaux, amérindiens, maghrébins, turcs). Les Iésions sont localisées au
niveau de la sphére orale (lévre, langue, palais) et se caractérisent par des papules. Les

HPV 13 et 32 sont les plus fréquemment retrouvés (87).

La papillomatose laryngée juvénile est la tumeur la plus fréquente du larynx de I'enfant.
Elle se manifeste avant 5 ans, et son mode de transmission le plus probable est vertical,
lors du passage du nouveau-né dans la filiere génitale maternelle infectée. La forme
adulte, elle, débute typiquement entre 20 et 40 ans, et la transmission serait plutot
orogénitale. Les papillomes sont des lésions proches des condylomes et siégent
principalement au niveau du larynx, mais peuvent s’étendre a tout I’arbre respiratoire, ainsi
gu’au pharynx et a I'cesophage. Les HPV impliqués sont les mémes que ceux des
condylomes, a savoir HPV6 et 11, HPV11 semblant étre associé a des formes plus séveres,
avec un risque accru d’obstruction des voies aériennes (88). Le risque de transformation

de ces Iésions bénignes reste faible (<1%) (89).

Une méta-analyse récente a montré une augmentation de la fréquence des cancers
oropharyngés (50 000 cas par an dans le monde) (90). Ce phénoméne est associé a
'augmentation de I'incidence des cancers oropharyngés attribuables aux HPV, estimé a
41% en 2000 contre 72% en 2004, probablement di aux modifications des pratiques
sexuelles. Les cancers oropharyngés associés a HPV sont de meilleur pronostic que les
cancers non viro-induits. La recherche d’une infection a HPV dans les cellules tumorales
fait désormais partie du bilan initial (marqueur pronostique). Le génotype retrouvé en
majorité est également HPV16 (au moins 85% des cas) ; HPV18, 31, 33 et 35 pouvant

également étre détectés (91).

4.2.3. Immunodépression acquise et HPV

De par les traitements immunosuppresseurs qui leur sont administrés, les patients
transplantés d’organes solides présentent un terrain favorable aux infections. Un large
spectre d’HPV est trouvé dans les Iésions présentées par ce type de patients, et,

contrairement aux personnes immunocompétentes, la régression spontanée n’est que trés
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rarement constatée. Des Iésions a HPV sont détectables chez 24 a 53% des patients dés
les premiers mois suivant la transplantation. De plus, la prévalence des manifestations
cliniques augmente avec la durée du traitement immunosuppresseur (92). En effet, cing
ans apreés la greffe, 85% des patients ayant subi une transplantation rénale développent
des lésions dues a HPV, se présentant le plus souvent sous forme de papillomatoses
extensives. Enfin, le risque de transformation de ces lésions cutanées chez le patient
transplanté rénal est de 14% dans les dix premiéres années suivant la greffe, et 40% dans
les vingt ans post-greffe, et une association entre HPV et les carcinomes épidermoides

présentés par ces patients a été retrouvé dans la majorité des cas (93).

Les patients vivant avec le VIH eux, sont plus susceptibles de développer des lésions a
HPV, malignes ou non. Les atteintes anogénitales et oropharyngées sont les
manifestations les plus courantes de I'infection a HPV dans cette population (94). De plus,
il existe une corrélation entre la diminution progressive du nombre de CD4+ et la détection
accrue d’HPV au niveau anal et cervical, indiquant qu’'une immunodépression plus
importante serait associée a une réplication plus intense d’HPV (95). Le taux de
transformation est également plus important que dans la population générale, avec une
augmentation de la prévalence des cancers oropharyngés a HPV ainsi que des néoplasies
intraépithéliales ano-génitales. Enfin, des papillomatoses disséminées peuvent également
étre observées qui pourraient étre en lien avec le syndrome de restauration immunitaire

pouvant apparaitre chez certains patients recevant une thérapie antirétrovirale (96).

5. Les pathologies oculaires associées aux papillomavirus

5.1. Brefs rappels anatomiques et histologiques de la surface oculaire

La surface oculaire est constituée de I'ensemble des composants qui assurent
I'interface entre I'ceil et le milieu extérieur. Cette entité inclut les paupiéres, la conjonctive,
le tissu lymphoide conjonctival, la cornée, les nerfs sensitifs de la cornée, les glandes
lacrymales et le film lacrymal, et également le limbe. Le limbe est la zone de jonction entre
la cornée et la sclérotique et sa fonction premiére est le renouvellement de I'épithélium de
la cornée, car il héberge les cellules souches épithéliales de la cornée. Dans chaque tissu,

les carcinomes ont une localisation préférentielle. Comme vu précédemment pour le
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cancer du col de 'utérus, les épithéliums de transition ou de jonction sont particulierement
exposés au développement de carcinomes, et c’est également le cas de la zone de jonction
cornéolimbique (Figure 10) (97). En effet, a leur niveau deux micro-environnements
différents se cotoient, pouvant favoriser I'apparition de dysplasies et de carcinomes in situ
puis invasifs (98). Les différences de vitesse de renouvellement cellulaire pourraient avoir
un impact sur le risque de transformation. Certains épithéliums comme celui de la cornée
et de l'intestin gréle ont un renouvellement trés rapide (moins de 3 jours) et seraient
relativement protégés des carcinomes, alors que ceux a renouvellement lent seraient plus
exposés comme dans le cblon. Les épithéliums de jonction sont a cycle lent. Ainsi, les
carcinomes sont plus fréquents au niveau de la marge palpébrale et du limbe (99). De
plus, ces deux localisations sont plus exposées aux irritations chroniques
environnementales et aux rayons ultraviolets qui constituent un facteur de risque

supplémentaire de cancer.

Jonction

cornéolimbique

r { Glande

T laaymale

Jonction
limbosclérale

Glande de

Meibomius
Cul-de-sac

conjonctival
supérieur

Film lacrymal

Cornée

Conjonctive
bulbaire

Cul-de-sac

conjonctival
inférieur

Tarse

Limbe de I'anatomopathologiste

4444444 Limbe de I'histologiste

Figure 10 : Représentation schématique anatomique et histologique de la surface
oculaire et du limbe

(adapté d’aprés (100) et (101))

a. épithélium conjonctival ; b. stroma conjonctival ; c. capsule de Tenon et épisclére ; d. stroma limbique
et cornéoscléral ; e. muscle ciliaire ; f. partie circulaire et radiaire du muscle ciliaire.
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5.2. Modes de contamination

L’auto-inoculation via des doigts contaminés par une surface ou des Iésions semble
étre la source majeure de contamination de I'ceil. En effet, une étude a montré la présence
d’HPV sur les doigts de patients présentant des verrues génitales (37,5% des femmes, n=3
et 69% des hommes, n=9) (102). De plus, il semble exister une transmission verticale de
la mére a I'enfant durant le travail et lors du passage de la filiere génitale, comme le montre
la détection d’HPV dans le papillome conjonctival d’'un enfant né d’'une mére présentant

une infection vulvaire a HPV durant la grossesse (103).

5.3. Tumeurs de la surface oculaire et HPV

Il existe une grande variété de tumeurs de la surface oculaire ; en effet, 'ensemble
des éléments constituant I’épithélium et le stroma conjonctival peut étre a I'origine d’un
processus tumoral. Les tumeurs bénignes sont ainsi beaucoup plus fréquentes que les
tumeurs malignes, plus rares, essentiellement représentées par les néoplasies
épidermoides, le lymphome et le mélanome. Comme pour les autres localisations, les HPV
peuvent étre présents au sein d’une conjonctive ne présentant aucune anomalie clinique
ou histologique. Le role d’HPV dans les |ésions bénignes et malignes de I'ceil n’est pas
complétement élucidé (104). Seront développées ici les papillomes, les ptérygions et les

néoplasies épidermoides.

5.3.1. Papillome conjonctival et HPV

Le papillome conjonctival est une tumeur bénigne relativement fréquente, se
présentant sous la forme d’une excroissance, qui peut étre sessile ou pédiculée, et souvent
d’aspect rosé di a la présence d’une forte vascularisation de la Iésion (Figure 11). Le sieége
de prédilection des papillomes est le cul-de-sac ou la conjonctive bulbaire. lls peuvent
apparaitre a la fois chez I'adulte et I'’enfant, bien que l'incidence la plus élevée se situe
entre 20 et 39 ans, ce qui correspond également au pic d’incidence de I'infection génitale
a HPV chez les jeunes adultes sexuellement actifs, avec une prédominance masculine

(environ 60% des papillomes) (105).

36



Figure 11 : Aspect clinique d’un papillome conjonctival du cul-de-sac inférieur

(image de la SFO (101))

L’étiologie des papillomes conjonctivaux n’est pas parfaitement connue, mais la relation
causale avec la présence d’HPV a été documentée. Les études qui ont un nombre
conséquent d’échantillons cliniques montrent la présence d’un HPV dans la majorité des

|ésions (Tableau 7). Les HPVG et 11 sont les HPV plus fréquemment détectés (106).

o — Date de Prévalence Types Méthode de Nombre
publication d’HPV d’'HPV détection  d’échantillons
McDonnell et al (107) 1987 65% 6, 11 ISH 23
Mincione et al (108) 1992 50% 6,11 ISH
Saegusa et al (109) 1995 100% 16 PCR
Nakamura et al (110) 1997 50% 6 PCR
Sj6 et al (111) 2001 92% 6,11, 16 PCR 52
Minchiotti et al (112) 2006 100% 11 PCR 4
Sj6 et al (113) 2007 81% 6, 11, 45 PCR 106
Takamura et al (114) 2008 100% _ PCR 8

Tableau 7 : Détection d’HPV dans les papillomes conjonctivaux

(d’aprés Chalkia et al, (106))
PCR : Polymerase Chain Reaction ; ISH : Hybridation in situ

Comme les autres papillomes, les papillomes conjonctivaux sont des Iésions avec un trés
faible potentiel de transformation (111), bien qu’une évolution vers une tumeur maligne
ait déja été décrite (115).
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5.3.2. Ptérygions et HPV

Le ptérygion est une Iésion fréquente et bénigne de la conjonctive située la plupart
du temps du coté interne de I'ceil (vers le nez) (Figure 12). Elle posséde une forme d’aile
caractéristique, pouvant envahir la cornée et menacer alors la vision. Outre une
prédisposition génétique, les facteurs extrinséques, notamment I’'exposition aux UV et aux
poussiéres, jouent un rble primordial dans sa genése, ce qui expliquerait la grande
fréquence du ptérygion dans la zone intertropicale et dans certaines professions
particulierement exposées a ces facteurs (116). En effet, la prévalence du ptérygion est
variable selon les régions, inférieure a 2% dans les pays tempérés, elle peut aller jusqu’a

30% dans la zone intertropicale (117).

Figure 12 : Aspect clinique d’un ptérygion

(d’aprés Twelker et al, (118))

Cependant, de récentes études ont suggéré qu’HPV pourrait également étre impliqué dans
la physiopathologie du ptérygion. En effet, sa formation serait plutdét un processus en
plusieurs étapes, dans lequel les facteurs génétiques et environnementaux, ainsi que les
infections par certains virus seraient susceptibles d’étre impliqués (119). La relation entre
HPV et les ptérygions a été depuis largement étudiée (Tableau 8). Des variations
importantes de détection existent entre les différentes études, allant de O a 100%. Ce
manque de consensus entre les études peut notamment étre expliqué par des différences
de méthodologie et de technique de détection. L'étude de Piras et al (134), a montré une
incidence de 100% d’HPV dans des cas de ptérygions provenant d’ltalie, contre 21% pour
des ptérygions d’Equateur, et ce, en utilisant la méme technique de détection, la PCR. Les
différences géographiques de prévalence du virus pourraient expliquer ces variations,

soutenant I’hypothése d’une physiopathologie multifactorielle du ptérygion (120).
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Auteurs

Date de

publication

Prévalence

d’'HPV

Méthode de

détection

Nombre

d’échantillons

McDonnell et al (121) 1992 USA 0% _ PCR 6
Varinli et al (122) 1994 Turquie 64% _ IHC 25
Dushku et al (123) 1999 USA 0% _ PCR 13

Detorakis et al (124) 2001 Gréce 24% 18 PCR 50

Gallagher et al (125) 2001 UK 50% 6,11, 16 PCR 10

Italie 100% PCR
Piras et al (126) 2003 _ _ 41
Equateur 21% PCR
Chen et al (127) 2003 Taiwan 0% _ PCR 65
Ateenyi-Agaba et al
2004 Ouganda 50% 11, 37 PCR 10
(128)

Schellini et al (129) 2006 Brésil 0% _ PCR 36
Kuo et al (130) 2006 Taiwan 0% _ PCR 4
Sjo et al (113) 2007 Danemark 4,4% 6 PCR 90

Takamura et al (114) 2008 Japon 4,8% _ PCR 42

Rodrigues et al (131) 2008 Brésil 58,3% 1,2,16 PCR 36
Otlu et al (132) 2009 Turquie 0% _ PCR 40
Tsai et al (133) 2009 Taiwan 24% 16, 18 PCR 129

Piecyk-Sidor et al 56,1116,
2009 Pologne 27,6% 18, 31, 52, PCR 58
(134)
59
Hsiao et al (135) 2010 Taiwan 3% 18 PCR 65
. 16, 18, 58,
Chong et al (136) 2014 Malaisie 64,4% 5o PCR 45
Hamed-Azzam et al
2016 Israél 0% _ IHC 100
(137)
33, 39, 45,
Chalkia et al (138) 2018 Gréce 42,86% PCR 21
56, 59, 66

(d’aprés Chalkia et al, (106))

PCR : Polymerase Chain Reaction ; IHC : Immunohistochimie

5.3.3. Néoplasies épidermoides et HPV

Tableau 8 : Détection d’HPV dans les ptérygions

Les néoplasies épidermoides de la surface oculaire comprennent un spectre large

de tumeurs affectant la conjonctive et la cornée, allant de néoplasies intraépithéliales

telles que des dysplasies et carcinomes in situ, jusqu’a différents grades de carcinomes
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épidermoides invasifs. Elles se présentent souvent sous la forme d’une Iésion sessile,
gélatineuse, bien définie et lIégérement surélevée, située prés du limbe, et pouvant

s’étendre sur la cornée (Figure 13).

Figure 13 : Aspect clinique de carcinome in situ (a) et de carcinome épidermoide invasif (b)

(images de la SFO (101))

L’absence d’envahissement cornéen et une importante vascularisation seraient plutot en
faveur d’un carcinome invasif mais il n’y a pas de critéres cliniques clairs pour différencier
les Iésions purement intraépithéliales (dysplasies et carcinomes in situ), des |ésions ayant
envahi le chorion (carcinomes invasifs) (101). Le diagnostic de certitude est histologique
(Figure 14).

,"r_\ .

Figure 14 : Aspects histologiques des néoplasies épidermoides de la surface oculaire

(images de la SFO (101))

a. Dysplasie conjonctivale avec atypies modérées; présence d’atypies cellulaires plus ou moins
marquées n’intéressant que les couches profondes de I'épithélium, les couches les plus superficielles
étant normales.

b. Carcinome épidermoide in situ ; les atypies sont plus sévéres et intéressent toute I'épaisseur de
I’épithélium, mais elles respectent la membrane basale.

c. Carcinome épidermoide invasif ; les anomalies sont similaires au carcinome épidermoide in situ mais
avec franchissement de la membrane basale et envahissement du chorion sous-jacent.
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L'incidence de

ces

cancers semble également étre

fortement

corrélée a

I'immunodépression ; en effet une incidence plus élevée de ces pathologies est montrée

dans les pays ou I'infection par le VIH est épidémique (139). Cependant, d’autres facteurs

de risque sont associés avec ces pathologies: I'dge avancé, le sexe masculin et

I’exposition aux UV notamment (139).

Auteurs

Date de

publication

Prévalence
d’'HPV

Types d’HPV

Méthode de

détection

Nombre

d’échantillons

Lauer et al (140) 1990 USA 80% 16, 18 PCR 5
Tuppurainen et al
1992 Finlande 0% _ PCR/ISH 4
(141)
McDonnell et al (121) 1992 USA 88% 16 PCR 42
6, 11, 16,
Tabrizi et al (142) 1997 Australie 39% 18 PCR 88
Karcioglu et al (143) 1997 UK 55,6% 16, 18 PCR nichée 45
Dushku et al (123) 1999 USA 0% _ PCR nichée 8
Toth et al (144) 2000 USA 22% 16, 18 PCR 23
Scott et al (145) 2002 USA 100% 16, 18 PCR/ISH 10
Eng et al (146) 2002 USA 0% _ PCR nichée 20
Tulvatana et al (147) 2003 UK 0% _ PCR 30
Ateenyi-Agaba et al
2004 Ouganda 86% _ PCR 21
(128)
Moubayed et al (148) 2004 Tanzanie 93% 6,11, 18 PCR 14
Tornesello et al (149) 2006 UK 19,8% 6, 18 PCR 86
6, 11, 16,
Kuo et al (130) 2006 Taiwan 100% 18, 33, 37, PCR nichée 9
58, 72
Sen et al (150) 2007 Inde 0% _ IHC 30
Manderwad et al
2009 Inde 0% _ PCR 57
(151)
Guthoff et al (152) 2009 Allemagne 0% _ PCR/IHC 31
Asadi-Amoli et al
2011 Iran 88% _ PCR nichée 50
(153)
Chauhan et al (154) 2012 UK 11% 16 PCR 64
Woods et al (155) 2013 Australie 6,5% 16 PCR nichée 50
Afrogheh et al (156) 2016 USA 30% 16 ISH/PCR 43

Tableau 9 : Détection d’HPV dans les néoplasies épidermoides de I'ceil

(d’aprés Chalkia et al, (106))

PCR : Polymerase Chain Reaction ; IHC : Immunohistochimie ; ISH : Hybridation in situ
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Différentes études ont été conduites afin de déterminer la prévalence d’HPV dans ces
|ésions oculaires. Néanmoins, il en résulte une grande variation, avec une détection du
virus variant de 0% a 100%. Ainsi, d’aprés les études rapportées dans le Tableau 9, la
prévalence moyenne est de 39% (0-100%). Malheureusement, le statut immunitaire

notamment VIH des patients inclus dans ces études n’a pas été mentionné.

5.4. Attribution d’une tumeur aux HPV a haut risque

[l existe plusieurs méthodes en pratique pour attribuer un cancer aux HPV a haut
risque. Elles sont utilisées pour les cancers dont une partie n’est pas associée aux HPV,
comme les tumeurs de I'oropharynx. Dans les cancers attribuables aux HPV, E6 et E7 sont
constamment exprimées. C’est pour cette raison que la détection des ARNm EG/E7 par
RT-PCR en temps réel est le « gold-standard » ou test de référence (157), témoignant d’'une
infection transcriptionnellement active. La présence du génome viral, surtout quand elle
est mise en évidence par PCR n’est pas suffisante, pouvant étre le simple reflet d’'une
infection concomitante non transformante. Dans une étude menée sur une série de 143
tumeurs oropharyngées, I'ADN d’'HPV a été retrouvé dans 24 d’entre elles, mais
I'expression de E6/E7 a été mise en évidence sur seulement 12 des 24 tumeurs HPV
positives (soit 50%) (158). Une alternative a la détection des ARNm EG/E7 est de détecter
la protéine p16, qui est un marqueur indirect de I'expression de E7 des HPV a haut risque.
Les tumeurs liées a HPV sont celles ou I’ADN viral et la surexpression de p16 sont
simultanément détectés (157). Enfin, I'hybridation in situ chromogénique est une
technique qui, bien que moins sensible que les techniques de PCR, permet de visualiser

la présence d’ADN viral dans les cellules tumorales.
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V. OBJECTIF DE L’'ETUDE

L’objectif principal de notre travail était d’étudier la prévalence des HPV dans une
série de biopsies de néoplasies épidermoides oculaires, prélevées entre 2010 et 2020 et
conservées dans le service d’Anatomie et Cytologie Pathologiques (Dr Eric Frouin) au CHU

de Poitiers.
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VI. MATERIELS ET METHODES

1. Patients et échantillons

Les patients ont été sélectionnés grace a une requéte informatique réalisée dans
le systéme informatique du service d’Anatomie et Cytologie Pathologiques du CHU de
Poitiers avec I'aide du Dr Eric Frouin. La requéte, contenant les codes ADICAP : HOE6418
(correspondant aux métaplasies conjonctivales), HOEE5 (correspondant aux néoplasies
intraépithéliales), HOEEG (correspondant aux carcinomes in situ), HOEE7 (correspondant
aux carcinomes infiltrants) et HOEE4 (correspondant aux kératoses actiniques
conjonctivales), a été utilisée dans le logiciel DaVinci® afin d’intégrer 'ensemble des

pathologies carcinomateuses de I'ceil, de janvier 2010 a mars 2020.

Pour chaque patient, I'age au moment du diagnostic, le sexe, la nature de la |ésion, et le

statut immunitaire ont été recueillies.

Une biopsie a été effectuée chez ces patients afin d’identifier la tumeur et été conservée
aprés inclusion en paraffine (Figure 15). Les tissus prélevés ont été fixés dans du
formaldéhyde 10%, déshydratés dans des bains d’alcool de concentration croissante et
inclus en paraffine afin d’obtenir un durcissement des tissus. Les piéces ont été
découpées au microtome (Figure 15), permettant d’obtenir des coupes trés fines de 10um.
Apreés apposition sur lame et coloration a I’'HES (Hématéine-Eosine-Safran), ces coupes ont
fait 'objet d’'une double lecture au microscope optique permettant de diagnostiquer et
définir le stade histopathologique de la tumeur. Pour notre travail, environ 10 copeaux de
paraffine de 10um d’épaisseur (Figure 15) ont été découpés a partir du bloc incluant

chaque tumeur afin d’en extraire et d’étudier I’ADN.

|
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Figure 15 : Biopsie en bloc de paraffine, microtome et copeaux de 10um

Les tissus prélevés ont été fixés dans du formaldéhyde 10%, déshydratés dans des bains d’alcool de

concentration croissante et inclus en paraffine afin d’obtenir un durcissement des tissus.
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2. Purification d’ADN a partir de tissus conservés dans la paraffine

2.1. Déparaffinage des échantillons

Une étape de déparaffinage des copeaux contenant les tumeurs a précédé
I’extraction de I’ADN, selon le protocole en vigueur au laboratoire. Ainsi, pour chaque
échantillon, les copeaux de paraffine ont été transférés dans un microtube a vis de 2 mL.
Un volume de 1,2 mL de xyléne a été ajouté, et I'ensemble a été agijté vigoureusement
grace a un vortex pendant une minute. Puis les microtubes ont été centrifugés pendant 10
minutes a 20 000 g, a température ambiante (15-25°C). Le surnageant a alors été
éliminé, sans perturber le culot. Un volume de 1,2 mL d’éthanol absolu (96-100%) a été
ajouté au culot, afin d’éliminer le xyléne résiduel. L’ensemble des microtubes a été agité
par vortexage, puis centrifugé selon les mémes modalités que précédemment. Le
surnageant a de nouveau été éliminé, puis un second lavage a I’éthanol a été réalisé, dans
les mémes conditions. Les microtubes ont alors été incubés dans un bain sec a 37°C,
pendant environ 15 minutes, jusqu’a obtenir une évaporation compléte de I'éthanol

résiduel.

2.2. Extraction de I’ADN

Pour procéder a I'étape de purification de I’ADN, le kit d’extraction manuelle
QlAamp® DNA Mini Kit (QIAGEN™) a été utilisé, selon la procédure fabricant (Figure 16).
Le principe de cette extraction repose sur I'adsorption de ’ADN sur une membrane de gel
de silice. Le culot des échantillons précédemment obtenus a d’abord été repris dans 180
uL de tampon ATL. Une lyse a été effectuée en ajoutant 20 uL de Protéinase K, et aprés
un bref vortexage des échantillons, ces derniers ont été incubés dans un bain sec a 56°C
pendant 2 heures (jusqu’a lyse compléte des tissus). Puis un volume de 200 uL de tampon
de lyse AL a été ajouté et les échantillons ont été vortexés jusqu’a obtention d’une solution
homogéne. A ce moment-la, 20 yL de contrdle interne exogéene (trousse DICO Extra R-
GENE™) ont été additionnés. Les échantillons ont tous ensuite été incubés dans un bain
sec a 70°C pendant 10 minutes. La précipitation de I’ADN a été induite par I'addition de
200 pL d’éthanol. La solution de 600 uL ainsi obtenue pour chaque échantillon a été
transférée en totalité sur une colonne de silice (QIAamp®), pour lier les acides nucléiques,
aprés une centrifugation de 1 minute a 6000 g. Un premier lavage pour éliminer les

impuretés a été réalisé, en utilisant 500 yL de tampon de lavage AW1, suivi d’'une
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centrifugation a 6000 g pendant 1 minute. Une fois I'effluent éliminé, un deuxiéme lavage
avec 500 pL de tampon de lavage AW2, suivi d’une centrifugation a 20 000 g pendant 3
minutes a été réalisé. Une fois I'effluent a nouveau éliminé, 'ADN a été élué par
centrifugation (1 minute a 6000 g) dans 50 uL ou 30 pL (pour certains échantillons avec
peu de matériel) de tampon d’élution AE, aprés une incubation de 5 minutes a température
ambiante. Afin de concentrer au maximum I'extrait ainsi obtenu, une deuxiéme élution
avec I'éluat précédemment obtenu a été réalisée dans les mémes conditions. Les extraits

ainsi obtenus ont été conservés a -20°C, ou utilisés aussitot.

The QlAamp DNA Blood Mini Spin

QIAamp Spin Procedure
.k;%) .zx»if« .g’!jgf‘ ~>:"':f::‘ _ﬁ-
Sample —» E "“‘. —_— E T E\j ‘r. % T T
Lyse Bind (M“\Z:i‘WI) (Buff“:r’f:Wﬂ Elute Pure genomic or viral DNA

Figure 16 : Protocole d’extraction des acides nucléiques grace au kit QIAGEN™

(QlAamp® DNA Mini Kit)

3. Estimation de la quantité d’ADN présente dans les échantillons et

de la qualité de I'extraction

Une estimation de la quantité d’ADN obtenue dans chaque extrait a été réalisée
grace au recueil de densités optiques (DO) par spectrophotométrie dans le rayonnement
ultra-violet a 260nm, spectre d’absorption maximal des acides nucléiques. La pureté de la
solution d’ADN a été évaluée par le rapport A260 nm/A280 nm. La pureté est considérée

comme acceptable quand ce ratio est compris entre 1,8 et 2.

4. Détection du génome d’HPV par PCR en temps réel

4.1. Principe de la PCR en temps réel

La PCR (Polymerase Chain Reaction) est aujourd’hui la technique la plus fréquemment
utilisée pour la détection des HPV. Elle permet I'amplification d’'une séquence

nucléotidique spécifique directement a partir de I’ADN extrait d’un échantillon. Dans le cas
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des HPV, on utilise un couple d’amorces ciblant et encadrant spécifiquement la séquence
subgénomique du génotype que I'on souhaite analyser. Des systémes multiplex ont été
développés, pour lesquels plusieurs couples d’amorces, chacun spécifique d'un génotype
que I'on veut identifier, sont réunis dans un méme mélange réactionnel. lls permettent
donc de détecter la présence de plusieurs génotypes d’HPV au sein d’une seule réaction
de PCR. La réaction comporte en général une quarantaine de cycles. Chaque cycle
comporte une étape de dénaturation de I'’ADN, une étape d’hybridation des amorces et
une étape d’élongation permettant a la Taq polymerase de synthétiser le brin d’ADN
complémentaire, a partir des nucléotides (dNTPs) présents dans le milieu réactionnel
(Figure 17). Ainsi, n cycles de PCR permettent en théorie de produire 2" copies de la

séquence ciblée.

VR L B R | RN 2

5 3
/ TAQ . Primer R
Polymerase
® © 3
Primer F TAQ
DNA 5 e— Polymerase cDNA

3 > T

3

Figure 17 : Principe d’un cycle de PCR

1. Phase de dénaturation de I’ADN a 95°C

2. Phase d’hybridation des amorces sur la séquence cible a 60°C

3. Phase d’élongation avec synthése du brin d’ADN complémentaire a 72°C
Primer F : Amorce sens, Primer R : Amorce anti-sens

cDNA : brin d’ADN complémentaire

Le principe de la PCR en temps réel repose sur la possibilité de détecter 'amplification de
I’ADN cible dans une réaction au cours du temps. Cela est possible grace a une détection
de la fluorescence, émise par une ou plusieurs sondes spécifiques de I’ADN cible
présentes d’emblée dans le mélange réactionnel, au cours de la répétition de plusieurs
cycles de transition de température. Les données de fluorescence sont collectées a chaque
cycle de PCR. Plus I’échantillon est concentré en ADN cible a I'origine, moins il faudra de
cycles de PCR pour atteindre un point pour lequel le signal fluorescent est alors
significativement supérieur au bruit de fond. Ce point est alors défini comme le cycle seuil

ou Ct (pour Cycle treshold) et apparait en début de phase exponentielle. Si I’on suit la
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fluorescence au cours du temps d’'une PCR en temps réel, on observe 3 phases distinctes
(Figure 18) :

- la phase d’initiation : la quantité de produit amplifié est insuffisante pour générer un
signal fluorescent supérieur au bruit de fond.

- la phase exponentielle : la quantité de produit amplifié génére un signal fluorescent
supérieur au seuil de détection de I'appareil. En coordonnées logarithmiques, cette phase
est représentée par une droite. C'est uniquement pendant cette phase que la
quantification est possible.

- la phase de plateau (ou de saturation) : certains composants de la réaction deviennent

limitants et le systéme ne permet donc plus une amplification exponentielle.

Phase plateau

Phase exponentielle

F0—0—0—0—0—0—0—0—0“—————— [ jgne de base
Phase d'initiation

Intensité du signal fluorescent émis

0 § 100 A5 20 25 '30: 35 40 45 50
Nombre de cycles PCR

Figure 18 : Les différentes phases d’une PCR en temps réel

La fluorescence est émise soit par un agent intercalant (exemple : SYBR green), qui
s’incorpore dans les doubles brins d’ADN, soit, le plus souvent, par une sonde spécifique
de la séquence cible (Figure 19). Les sondes les plus fréguemment utilisées sont les

sondes d’hybridation, couramment appelées sondes TagMan®.

SYBR Greenl &

T e Sense Primer i abian Prob’
3’= 5
g 2 5 : 3
%\ Anti-sense Primer

L

TooE Yy e
i E { § { E E: 5 3

A B
Figure 19 : Emission de la fluorescence lors d’une PCR en temps réel

A: agent intercalant et B : sonde d’hybridation
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4.2. Particularités de la trousse Anyplex™ I HPV28 Detection
(SEEGENE®)

La trousse Anyplex™ || HPV28 Detection qui a été utilisée permet la détection semi-
guantitative par PCR en temps réel de 28 génotypes d’HPV en 2 panels A et B :
- Panel A : détecte les 12 HPV de classe 1 (oncogénes) : HPV16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,
52, 56, 58 et 59 ainsi que le seul HPV de classe 2A (probablement oncogéne) : HPVGS et
un HPV du groupe 2B, HPV66, antérieurement classé dans les hauts risques.
- Panel B : 6 HPV de classe 2B (possiblement oncogénes) : HPV26, 53, 69, 70, 73 et 82
ainsi que 8 autres HPV a bas risque oncogéne (classe 3 ou non classés par I'lARC) : HPVG,
11, 40, 42, 43,44, 54 et 61.

Le contrdle interne (IC), endogéne, correspond a I'amplification simultanée du géne de la
béta-globine humaine, qui permet de vérifier la bonne cellularité du prélévement et

['absence d’inhibiteurs de la PCR.

La détection des HPV par le kit Anyplex™ || HPV28 fait appel a une PCR multiplexe en temps
réel particuliére, dont le principe repose sur une détection semi-quantitative grace a la
technique CMTA cyclique (Catcher Melting Temperature Analysis) (Figure 21), associée a
la technologie TOCE (Tagging Oligonucleotide Cleavage and Extension) (Figure 22). Cette
technologie repose notamment sur deux composés essentiels : le pitcher et la catcher
(Figure 20).

DPO™ o***** 2 Pitcher
—-;.' sssmuassnnnnne Target

[ LITTTTTT TP T T yyT 2

Tm=70C Catcher
or X¥
e L TTTTET AT TTTTTTTE =
Tm=65C :ﬂcatcher I. | l.
or 4¥ 60C 65C 70T
Tm:60°C [ [TTCEETTITTIT = CatcherTm

—mCatcher

Figure 20 : Ajustement du catcher
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Le pitcher est un oligonucléotide simple brin qui se lie a la séquence cible. Le catcher est
une matrice simple brin artificielle marquée par deux fluorochromes, le quencher et le
reporter. En présence de leur séquence cible, les amorces et le pitcher se lient a cette
séquence. Lors de la phase d’élongation, le pitcher est clivé. Sa portion non liée a la
séquence cible (ou tagging portion) est ainsi libérée et vient s’hybrider a sa séquence
complémentaire présente sur le catcher. L’élongation de la tagging portion sur le catcher
entraine la séparation du quencher et du reporter, permettant alors a ce dernier d’émettre

une fluorescence détectée par le CFX™9G6.

Les matrices spécifiques des 28 HPV et du contrble interne sont marquées par des
fluorochromes différents permettant leur détection simultanée au cours d’une seule et
méme réaction, via 5 canaux différents (FAM, HEX, Cal Red 610, Quasar 670 et Quasar
705). Par ajustement de la séquence et de la longueur du catcher, elles présentent
également des températures de fusion différentes permettant leur détection simultanée
au sein d’'un seul et méme canal. Cela permet de discriminer les différents pathogénes
détectés dans un méme canal fluorescent grace a I'analyse a 3 reprises de la courbe de
fusion (melting curve) lors des 30¢me, 40¢me et 50¢me cycle de PCR, et ainsi, de quantifier

le ou les HPV présents, de facon semi-quantitative (+++, ++, + ou indétectable) (Figure 21).

cyclic-CMTA points

cyclic-CMTA points Viral titer Interpretation
15t (30 cyche) 2nd (40 cycle) 3rd (50 cyche)
Argstussen High +++
O o 5 33 "
: Intermediate ++
= @ =T
- o Low +
“w
- Not detected Not detected

Figure 21 : Principe de la technologie CMTA cyclique utilisée dans le kit Anyplex™ || HPV28

(d’aprés SEEGENE®)
Une analyse de la courbe de fusion est effectuée a 3 reprises (a 30, 40 et 50 cycles de PCR),

permettant une détection semi-quantitative des HPV détectés.
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Figure 22 : Principe de la technologie TOCE™
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4.3. Détection du génome d’HPV dans les échantillons

Pour la détection des 28 génotypes d’HPV avec la trousse Anyplex™ II, deux
mélanges réactionnels différents par échantillon ont été nécessaires, correspondant aux
deux panels A et B.

Dans chaque puits de PCR, ont été introduits : 5 yL de mélange réactionnel incluant les
dNTPs et la Tag polymerase (PCR Master Mix), 5 uL d’eau dépourvue de RNAses, 5 uL de
réactif HPV28 A ou B, et enfin 5 uL d’échantillon (extraits d’ADN ou contrdle). Trois
contrbles positifs différents (HPV28 PC1, PC2 et PC3) et un contrble négatif (eau RNAse-
free) ont été utilisés pour valider 'amplification.
L’amplification a été effectuée grace a un thermocycleur en temps réel (CFX96, BIORAD®).
La PCR en temps réel a été réalisée selon le protocole pré-programmé spécifique de la
trousse du fournisseur. Une détection de la fluorescence lors de I'analyse de la courbe de
fusion aux cycles 30, 40 et 50, a permis une détection semi-quantitative.
Programme d’amplification :
- incubation initiale a 50°C pendant 4 minutes : activation de I’'Uracile-N-Glycosylase
permettant d’éliminer les amplicons résultant de PCR antérieures
- dénaturation initiale a 95°C pendant 15 minutes permettant la séparation des deux brins
d’ADN et d’activer la Taq polymerase.
- 50 cycles de PCR avec :

. dénaturation a 95°C pendant 30 secondes

. hybridation a 60°C pendant 1 minute

. €longation a 72°C pendant 30 secondes

- analyse de la courbe de fusion avec détection de la fluorescence aux cycles 30, 40 et 50.

Suite a la PCR, les données brutes des 3 lectures de fluorescence ont été exportées vers
le logiciel d’interprétation Seegene® Viewer. La validation technique de I'analyse a été
réalisée en fonction du résultat d’amplification du controle interne (IC). Pour chaque signal,
a chacun des trois points de fusion, la détection ou l'absence de détection de la
température de fusion spécifique a été évaluée. Si la température de fusion du signal est
détectée a I'un des trois points CMTA au minimum, le signal est considéré comme détecté.
Si la température de fusion du signal n’est détectée a aucun des trois points CMTA, le

signal est considéré comme non détecté (Tableau 10).
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Résultat cibles Résultat IC Interprétation

+++ ou ++ ou + +++ ou ++ ou + ou - Cible détectée

- +++ ou ++ Cible non détectée

Ininterprétable
- + ou - . g 2 s - . . .
(mauvaise qualité du prélevement ou présence d’'inhibiteurs)

Tableau 10 : Interprétation des résultats selon I'amplification du contréle interne (IC)

Les échantillons pour lesquels au moins I'un des 28 signaux HPV, ainsi que le signal du controle interne,
ont été détectés sont considérés comme positifs (ADN HPV détecté avec identification de la (ou des)
cible(s) HPV). Les échantillons pour lesquels au moins I'un des 28 signaux HPV a été détecté€, alors que
le signal du controle interne est faible ou n’a pas été détecté, sont considérés comme positifs (ADN HPV
détecté avec identification de la (ou des) cible(s) HPV, mais d’autres génotypes HPV qui n’ont pas été
détectés peuvent étre présents). Les échantillons pour lesquels aucun des 28 signaux HPV n’a été
détecté, alors que le signal du controle interne est faible ou n’a pas été détecté, sont considérés comme
invalides (prélévement ou préparation inadéquat de I’échantillon, présence d’inhibiteurs, phénomeéne

de compétition).

5. Evaluation de la présence ou non d’inhibiteurs d’amplification

Pour les échantillons n’ayant pas obtenu une amplification acceptable du géne de
la béta-globine lors de la détection d’HPV par la trousse Anyplex™ || HPV28, une détection
de I’ADN d’un contrdle interne exogéne (trousse DICO Extra R-GENE™) a été effectuée afin
de vérifier 'absence d’inhibiteur d’amplification dans les extraits d’ADN obtenus. Ce
contrble interne a été ajouté avant I’étape d’extraction de I’ADN, il permet donc également

de vérifier la qualité de I'extraction.
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VII. RESULTATS

1. Population étudiée et caractéristiques

77N
Patients éligibles

n=42

‘\/

i
Patients exclus
Matériel anatomopathologique
insuffisant
77 N\
Patients inclus

n=37

-
A L

Patients analysés Pauen\ts_non ana]yses
-76 apres filtrage qualité
n= n=11

N N

Figure 23 : Diagramme de flux de I'étude

Le nombre de patients éligibles pour cette étude suite a la requéte informatique
était de 42 ; 5 patients ont été exclus d’emblée suite a une quantité insuffisante de
matériel disponible sur les blocs d’anatomopathologie. Les 37 biopsies incluses dans
I’étude ont donc fait I'objet d’'une mesure de la quantité d’ADN contenue dans I’échantillon
par spectrophotométrie (résultats présentés dans le chapitre 2. Estimation de la quantité
d’ADN dans les échantillons), et d’'une recherche de I’ADN d’HPV par PCR (résultats
présentés dans le chapitre 3. Prévalence d’HPV dans les échantillons analysés). Suite a la
PCR HPV, I'absence de détection du controdle cellulaire pour 11 échantillons a mené a leur
exclusion pour I'analyse des données. Une recherche d’inhibiteurs de PCR a été réalisée
pour ces échantillons (résultats présentés dans le chapitre 4. Vérification de la présence

d’inhibiteurs de I'amplification).
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N° de bloc de o Age au diagnostic Immunodépression | Infection

paraffine Nature de la lesion (années) connue VIH

1 596438 Néoplasie intraépithéliale 84 M Non NC
2 616774 Néoplasie intraépithéliale 69 M Oui NC
3 620848 Néoplasie intraépithéliale 64 M Non NC
4 622744 Néoplasie intraépithéliale 61 M Non NC
5 626467 A Néoplasie intraépithéliale 73 M Non NC
6 644875 Néoplasie intraépithéliale 921 M Non NC
7 645643 Néoplasie intraépithéliale 80 M Non NC
8 658518 A Néoplasie intraépithéliale 79 M Non NC
9 662496 Néoplasie intraépithéliale 86 M Non NC
10 679291 Néoplasie intraépithéliale 77 M Non NC
11 681514 B Néoplasie intraépithéliale 83 M Non NC
12 693946 3 Néoplasie intraépithéliale 81 M Non NC
13 694034 3 Néoplasie intraépithéliale 95 M Non NC
14 717006 A3 Néoplasie intraépithéliale 57 M Non NC
15 722794 A1 Néoplasie intraépithéliale 84 M Non NC
16 731011 B1 Néoplasie intraépithéliale 49 M Oui Oui
17 18H12019 Néoplasie intraépithéliale 47 M Non NC
18 19H4501 Néoplasie intraépithéliale 76 M Non NC
19 633894 A Carcinome infiltrant 62 M Non NC
20 643617 B Carcinome infiltrant 82 F Non NC
21 665074 Carcinome infiltrant 66 M Non NC
22 702031 Carcinome infiltrant 80 M Non NC
23 711583 A10 Carcinome infiltrant 91 M Non NC
24 717606 A1 Carcinome infiltrant 63 F Non NC
25 607852 Métaplasie conjonctivale 51 F Non NC
26 667939 Métaplasie conjonctivale 89 F Non NC
27 703444 3 Métaplasie conjonctivale 48 M Oui Oui
28 723970 Métaplasie conjonctivale 69 F Non NC
29 734531 C Métaplasie conjonctivale 65 F Non NC
30 577108 Métaplasie conjonctivale 75 M Non NC
31 19H1626 Métaplasie conjonctivale 46 F Non Non
32 19H1675 Métaplasie conjonctivale 67 M Non Non
33 20H1207 Néoplasie intraépithéliale 52 M Non NC
34 663628 C KA conjonctivale 59 M Non NC
35 677358 KA conjonctivale 28 F Non Non
36 19H9191 Carcinome in situ 52 M Oui Non
37 19H10163 Carcinome in situ 27 M Non NC

Tableau 11 : Caractéristiques cliniques de la population étudiée

KA : Kératose actinique ; NC : non connu
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La médiane d’age de la population étudiée est de 69 ans avec un minimum 27 ans et un
maximum de 95 ans. Le sex ratio est de 3,6 soit 29 hommes pour 8 femmes. Les patients
ont été considérés comme ayant une immunodépression connue si il été retrouvé : une
prise de traitements immunosuppresseurs ou de corticoides, une chimiothérapie, un stade
SIDA ou une cirrhose. Le statut VIH a été recherché pour tous les patients ; la plupart du
temps celui-ci est non connu, les patients n’ayant pas bénéficié d’un dépistage sérologique
au CHU de Poitiers.

2. Estimation de la quantité d’ADN présente dans les échantillons

Les résultats de I'estimation de la quantité d’acides nucléiques mesurée par
spectrophotométrie dans chaque extrait analysé sont présentés dans le Tableau 12. La

guantité d’ADN était le plus souvent faible. Les ratios A260/280 étaient tous acceptables.

Quantité d’ADN Quantité d’ADN Quantité d’ADN
estimée (ng/uL) estimée (ng/uL) estimée (ng/pL)

1 5.20 14 3,30 27 3,35

2 0,90 15 2,55 28 3,35

3 2,20 16 4,60 29 3,25

4 2,35 17 2,40 30 4,25

5 0,40 18 2,25 31 3,35

6 171,3 19 28,05 32 3,65

7 2,20 20 7,75 33 11,15

8 4,40 21 8,50 34 3,70

9 4,65 22 12,55 35 3,10

10 5,00 23 9,95 36 9,40

11 2,85 24 3,35 37 49,05

12 2,35 25 2,75

13 199,65 26 2,95

Tableau 12 : Quantité estimée d’ADN dans les extraits obtenus

3. Prévalence d’HPV dans les échantillons analysés

Pour chacun des 37 extraits obtenus, la recherche d’HPV a été effectuée par PCR :
un puits réactionnel détectant les génotypes « haut risque », a savoir 66, 45, 58, 51, 59,
16, 33, 39, 52, 35, 18, 56, 68, et 31, et un autre puits détectant les génotypes « bas
risque », 26, 69, 73, 42, 82, 53, 43, 54, 70, 61, 6, 44, 40 et 11. Les résultats bruts

analysés par le logiciel Seegene® Viewer sont présentés dans le Tableau 13.
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Génotype d’HPV

Interprétation
66 45 58 51 59 16 33 39 52 35 18 56 68 31 26 69 73 42 8 53 43 54 70 61 Sutomatique
[24 ] -T-T7T-T7T-T7T-T+<T7-T-7T-T7T-T7T-T7T-T1T-T7T-T-T-T-T7T-T-T-T7T-T-T-T1T-T-T-T-T-T + [ + [Hpvicdétecté |

25 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - Ininterprétable
26 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - Ininterprétable
27 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - + BR non détecté
28 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - + - HR non détecté
29 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - ++ + Non détecté
30 | - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - + ++ Non détecté
31 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - ++ - HR non détecté
32 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - ++ + Non détecté
33 | - - - - - - - - - - - - - - - | - - -] - - - - - - - - - - =+ | ++ Non détecté
34 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - Ininterprétable
35 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - Ininterprétable
36 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - ++ ++ Non détecté
37 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - +++ | ++ Non détecté

Tableau 13 : Résultats bruts de la détection des HPV a haut risque et bas risque des 37 échantillons inclus

HR : Haut Risque

BR : Bas Risque

PC1 : Positive Control 1

PC2 : Positive Control 2

PC3 : Positive Control 3

NC : Negative Control

- : cible non détectée

+, ++, +++ : cible détectée

La bordure rouge symbolise la séparation entre les génotypes HR et les génotypes BR, détectés dans 2 puits de réaction différents.

Le controle interne est un contrdle interne endogéne ; il correspond a la détection du géne de la béta-globine humaine et permet de vérifier la cellularité de I’échantillon.

Les cases sur fond gris représentent les résultats ne pouvant pas étre interprétés du fait de I'absence d’amplification du controle cellulaire endogéne.
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Nature de la Iésion

Carcinome infiltrant

‘ Détection d’ADN d’HPV
Présence d’ADN d’HPV16

Néoplasie intraépithéliale

Absence d’ADN d’HPV

Néoplasie intraépithéliale

Absence d’ADN d’HPV

Néoplasie intraépithéliale

Absence d’ADN d’HPV

Néoplasie intraépithéliale

Absence d’ADN d’HPV

Néoplasie intraépithéliale

Absence d’ADN d’HPV

Néoplasie intraépithéliale

Absence d’ADN d’HPV

Néoplasie intraépithéliale

Absence d’ADN d’HPV

Néoplasie intraépithéliale

Absence d’ADN d’HPV

Néoplasie intraépithéliale

Absence d’ADN d’HPV

Carcinome infiltrant

Absence d’ADN d’HPV

Carcinome infiltrant

Absence d’ADN d’HPV

Carcinome infiltrant

Absence d’ADN d’HPV

Carcinome infiltrant

Absence d’ADN d’HPV

Métaplasie conjonctivale

Absence d’ADN d’HPV

Métaplasie conjonctivale

Absence d’ADN d’HPV

Métaplasie conjonctivale

Absence d’ADN d’HPV

Métaplasie conjonctivale

Absence d’ADN d’HPV

Carcinome in situ

Absence d’ADN d’HPV

Carcinome in situ

Absence d’ADN d’HPV

Néoplasie intraépithéliale

Absence d’ADN d’HPV HR

Néoplasie intraépithéliale

Absence d’ADN d’HPV HR

11

Néoplasie intraépithéliale

Absence d’ADN d’HPV HR

14

Néoplasie intraépithéliale

Absence d’ADN d’HPV HR

28

Métaplasie conjonctivale

Absence d’ADN d’'HPV HR

31

Métaplasie conjonctivale

Absence d’ADN d’HPV HR

16

Néoplasie intraépithéliale

Absence d’ADN d’HPV BR

27

Métaplasie conjonctivale

Absence d’ADN d’HPV BR

7

Néoplasie intraépithéliale

Ininterprétable

10

Néoplasie intraépithéliale

Ininterprétable

15

Néoplasie intraépithéliale

Ininterprétable

17

Néoplasie intraépithéliale

Ininterprétable

18

Néoplasie intraépithéliale

Ininterprétable

25

Carcinome infiltrant

Ininterprétable

26

Métaplasie conjonctivale

Ininterprétable

34

KA conjonctivale

Ininterprétable

35

KA conjonctivale

Ininterprétable

Tableau 14 : Tableau résumé de la détection d’HPV, en fonction de la nature de la Iésion
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Sur les 37 échantillons présentés dans le Tableau 14, un seul contient de ’ADN d’HPV HR,
en I'occurrence HPV16, 19 d’entre eux montrent une absence de détection d’HPV et sont
donc considérés négatifs. Pour 6 autres, on note une absence de détection d’HPV HR, la
détection des HPV a bas risque étant ininterprétable du fait de I'absence d’amplification
du contrdle cellulaire endogéne. De méme, pour 2 échantillons, une absence d’HPV a bas
risque est montrée, sans pouvoir conclure sur les génotypes haut risque du fait de
I'absence d’amplification de ce méme contrdle. Enfin, 9 résultats sont totalement
ininterprétables, également du fait de I'absence d’amplification du contrdle interne. Ainsi,
apres avoir écarté les 11 échantillons pour lesquels I'amplification du contrble cellulaire
endogéne n’était pas acceptable pour la détection des HPV a haut risque (rendus
ininterprétables pour la détection des HPV a haut risque), les 26 échantillons restants ont

pu étre inclus dans I'analyse des données.

4. \Vérification de la présence d’inhibiteurs d’amplification

Pour les 11 échantillons n’ayant pas obtenu une amplification acceptable du géne
de la béta-globine (résultats ininterprétables) et qui ont donc été exclus de I'analyse des
données, une détection de I’ADN d’un controble interne (trousse DICO Extra R-GENE™) a été
effectuée afin de vérifier I'absence d’inhibiteur d’amplification dans les extraits d’ADN

obtenus, dont les résultats sont présentés dans le Tableau 15.

' N°  Détection @~ Ct Interprétation |
PC + 27,93 PC valide
NC - Indéterminé NC valide

7 + 27,91 Cible détectée
10 + 27,64 Cible détectée
15 + 27,78 Cible détectée
16 + 27,68 Cible détectée
17 + 27,57 Cible détectée
18 + 27,70 Cible détectée
25 + 26,91 Cible détectée
26 + 27,68 Cible détectée
27 + 27,60 Cible détectée
34 + 27,52 Cible détectée
35 + 27,42 Cible détectée

Tableau 15 : Détection du contréle interne exogéne DICO
PC : Positive Control

NC : Negative Control
60



Les résultats montrent une amplification acceptable du contrdle interne pour tous les
extraits (Ct inférieur au Ct du controdle positif+3Ct), permettant de conclure a une absence
d’inhibiteur de réaction de PCR dans les extraits analysés. Ainsi, pour ces échantillons,
I'absence de détection du contrdle interne endogéene (béta globine cellulaire) suggére une
guantité insuffisante de matériel cellulaire dans I’échantillon de biopsie, et/ou, la présence

d’une mauvaise qualité de I’ADN extrait (séquences endommagées).

5. Patiente ayant une tumeur positive pour HPV16

La patiente est une femme née en 1954, qui a comme principaux antécédents un
kyste branchial gauche traité chirurgicalement en 2004 et 2 hernies discales. Elle n'a pas
de traitement ; il y a une intoxication tabagique, estimée a 30 paquets-années. C'est une
ancienne ouvriere d’usine de produits chimiques, qui ne travaille plus. Il n'y pas

d’antécédents néoplasiques dans la famille.

L’histoire de la maladie remonte a octobre 2010 avec l'apparition d’adénopathies
cervicales bilatérales sous maxillaires. Une imagerie tomodensitométrique cervico-
thoracique est effectuée en 2012 et retrouve des adénopathies nécrotiques jugulo-
carotidiennes bilatérales, ainsi qu’une tuméfaction kystique cervicale antérieure gauche.
Une exérése est réalisée et, aprés examen anatomopathologique, un carcinome
malpighien différencié non kératinisant est diagnostiqué, conduisant tout d’abord a
I'hypothése de la transformation carcinomateuse d’un kyste branchial résiduel, avec
métastases ganglionnaires. Un nouveau scanner est réalisé un mois plus tard et retrouve
un hypermétabolisme intense en regard des 2 sillons amygdalo-glosses, une atteinte
jugulo-carotidienne bilatérale ainsi qu’une atteinte basi-cervicale gauche. Il est alors
décidé un évidement cervical bilatéral avec amygdalectomie bilatérale. L'examen
anatomopathologique diagnostique un carcinome épidermoide moyennement différencié,
peu mature, infiltrant 'amygdale droite. De plus, 3 ganglions métastatiques sans
franchissement capsulaire sur 5 ganglions gauches sont retrouvés, ainsi que 2 autres sur
13 au niveau cervical droit. Il s’agissait donc d’un carcinome épidermoide de la tonsille
métastatique. L’étude immunohistochimique met en évidence une surexpression de p16
au niveau de la tumeur évoquant un cancer attribuable aux HPV. A la suite d’'une réunion
de concertation multidisciplinaire, une indication de radio-chimiothérapie concomitante
adjuvante est posée. La patiente est traitée jusqu’en avril 2013, puis une surveillance est

mise en place.
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En aodt 2016, la patiente se plaint d’'un ceil gauche larmoyant. Une consultation en
ophtalmologie en janvier 2017 retrouve un cedéme palpébral et la découverte d’une Iésion
indurée du canthus interne sous caronculaire gauche, ferme a la palpation. L’examen
anatomopathologique confirme la présence d’un carcinome infiltrant, moyennement
différencié, non kératinisant. De plus, dans cette lésion également, [I'étude
immunohistochimique montre une surexpression de p16. Les examens complémentaires
du bilan d’extension retrouvent un hypermétabolisme intense de la Iésion tumorale du
canthus interne et de la paroi interne de 'orbite gauche, s’étendant au canal lacrymal, a
la paupiére inférieure et a I'espace pré-maxillaire. Il est alors décidé une exérése du
carcinome épidermoide orbitaire avec exantération gauche. La patiente a bénéficié d’'une

radio-chimiothérapie concomitante.

Début 2018, la patiente présente une volumineuse ulcération en regard de la loge
tonsillaire droite, s’étendant a la paroi latérale de I'oropharynx droit et a I'uvule. Des
biopsies sont réalisées et I'examen anatomopathologique confirme la récidive. Lors d’une
consultation de contrdle en janvier 2020, la patiente présente une évolution de la Iésion
au niveau de l'uvule, qui est biopsiée, et un carcinome épidermoide infiltrant
moyennement différencié non kératinisant est retrouvé. De plus, p16 est également

détectée par immunohistochimie.

Lors d’'une pan-endoscopie ORL, la patiente présente une désaturation importante et une
trachéotomie de sauvetage est réalisée. Sur le plan carcinologique, I'imagerie objective un
aspect global de progression des lésions laryngo-pharyngées. La réunion de concertation
pluridisciplinaire en février 2020 propose alors une prise en charge par soins palliatifs

exclusifs. La patiente est décédée le 26 juillet 2020.

La détection de ’ADN d’HPV a été réalisée rétrospectivement au niveau de la biopsie de la
tumeur lacrymale et au niveau de la tumeur oropharyngée droite, et retrouve I’ADN
d’HPV16 dans les 2 lIésions. Leur analyse immunohistochimique avait montré une
surexpression de p16; on peut en déduire que la nature tumorale des Iésions de la
patiente est donc attribuable a HPV. La question se pose d’une métastase oculaire du
carcinome de la tonsille ou d’'un second cancer. Pour apporter une réponse, nous avons
décidé de séquencer les 2 HPV16 par une technique a haut débit (NGS) afin de comparer

les séquences virales et les sites d’insertion de I’ADN viral dans I’ADN cellulaire. L’ADN a
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été envoyé au Pr Charlotte Charpentier qui travaille sur les cancers de I'anus attribuables
aux HPV et utilise cette technique pour ses travaux, et qui avait proposé son aide.
Malheureusement, le séquencgage n’a pas encore pu étre effectué du fait de I'épidémie

mondiale actuelle (utilisation des séquenceurs uniquement pour le COVID-19).
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VIIl. DISCUSSION

Les néoplasies épidermoides de la surface oculaire comprennent un spectre large
de tumeurs affectant la conjonctive et la cornée, allant de néoplasies intraépithéliales
telles que des dysplasies et carcinomes in situ, jusqu’a différents grades de carcinomes
épidermoides invasifs. Les HPV sont connus pour induire des |ésions intraépithéliales
menant a des dysplasies et jusqu’a diverses pathologies néoplasiques, largement étudiées
dans le cas des carcinomes du col de l'utérus et dans une moindre mesure, dans les
cancers anaux et de I'oropharynx. Toutefois, I'association entre HPV et les néoplasies
épidermoides de la surface oculaire n’est pas complétement élucidé, et la littérature
retrouve des résultats hétéroclites. L’objectif du travail présenté ici était de rechercher la
présence d’HPV par PCR dans une série de biopsies oculaires, a partir d’'une étude
rétrospective réalisée en collaboration avec le laboratoire d’anatomopathologie du CHU de

Poitiers.

Cette étude a donc retrouvé la présence d’HPV sur une seule des 26 biopsies de
néoplasies épidermoides oculaires analysées, soit une prévalence de 3,8%. Cette faible
prévalence suggere que l'infection a HPV ne serait la cause de la maladie que dans de
rares cas, et serait alors plutét un cofacteur a son développement. En effet, dans la
littérature, la prévalence d’HPV au sein de ces |ésions demeure extrémement variable,
allant de 0 a 100%. Plusieurs facteurs peuvent expliquer ces variations. Tout d’abord, elles
peuvent étre dues aux moyens méthodologiques employés dans les différentes études.
D’une part, par la nature des échantillons analysés ; en effet, les tissus paraffinés sont
souvent plus difficiles a traiter que des tissus congelés ou frais. L’inclusion des tissus dans
la paraffine entraine des effets déléteres sur les séquences d’ADN. De méme, le choix du
protocole d’extraction de 'ADN peut influer sur les résultats. En fonction du protocole
utilisé, la quantité et la qualité de I'’ADN extrait peut fortement varier, comme le montre
I’étude de Alvarez-Aldana et al (159). Le protocole d’extraction qui a été utilisé ici est celui
en vigueur au laboratoire de virologie du CHU de Poitiers, utilisé en routine lors d’extraction
d’ADN a partir de tissus en paraffine. De plus, le méme kit d’extraction est utilisé par le
laboratoire d’oncologie biologique du CHU de Poitiers. Dans la littérature, ce protocole de
déparaffinage est retrouvé plusieurs fois (149,151,153,155,160), ainsi que le kit
d’extraction utilisé (151,153,160). D’autre part, la technique de PCR est fortement
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conditionnée par le choix des amorces et de la sonde, qui dépendent de la qualité et de la
taille des séquences d’ADN extraites. Néanmoins, Estrade et al (161) ont montré une trés
bonne sensibilité et spécificité de la PCR Anyplex™ || HPV28 de Seegene® qui a été utilisée
ici. Il faut enfin tenir compte de la présence éventuelle d’inhibiteurs d’amplification dans
les prélévements, ainsi que de la cellularité du matériel étudié. En effet, la paraffine est un
inhibiteur potentiel d’amplification, ce qui peut expliquer en partie la présence d’inhibiteur
dans les échantillons. Cependant dans cette étude, les échantillons qui ont été rendus
ininterprétables semblent I'étre du fait d’'une mauvaise cellularité du prélévement,
démontré par I'absence d’amplification du contrble cellulaire endogéne, plutdét que de la
présence d’inhibiteurs de PCR, vérifié par I'amplification d’un contréle cellulaire exogéne.
Cela s’explique du fait de la trés petite taille des biopsies étudiées, parfois presque
invisibles a I'ceil nu. Enfin, un dernier élément a prendre en compte pour comparer les
différentes études semble étre le biais d’origine géographique. En effet, une équipe
italienne (126) a comparé la détection d’HPV dans des ptérygions d’individus italiens
(prévalence retrouvée = 100%) et d’individus équatoriens (prévalence retrouvée = 21%),
suggérant I'hypothése de l'existence de différences géographiques dans I'implication
d’HPV au sein de ces |ésions, pouvant étre expliquées par les différents modes de vie, les
conditions environnementales et la composition génétique. Tous ces facteurs influent sur
la mise en évidence des HPV et peut expliquer en partie les différences d’incidence

trouvées par les différentes équipes de recherche.

Une des limites a I'étude présentée ici est la taille de la population étudiée ; seulement 26
échantillons ont pu rentrer dans 'analyse statistique. Les autres études ne montrent
cependant pas de grands effectifs non plus, ces tumeurs étant relativement rares. Deux
d’entre elles atteignent plus 100 échantillons (133,137), les autres en ayant en moyenne
aux alentours de 40. Une étude multicentrique permettrait de s’affranchir de ce facteur et

ainsi d’avoir une population étudiée qui soit plus représentative.

L’équipe iranienne d’Asadi-amoli et al (153) a conclu a l'implication d’HPV dans le
développement des néoplasies oculaires avec une forte association, aprés étude de 50
biopsies pour lesquelles 'ADN d’HPV a été retrouvé dans 46 d’entre elles, versus 50
biopsies témoins saines, toutes négatives. A l'instar de cette derniére, la majorité des
études ne se contente que de la détection d’HPV par PCR; comme évoqué dans le

paragraphe IV. 5.4 de ce travail, cela est insuffisant pour attribuer le caractére tumoral
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d’une Iésion a un HPV. La recherche par RT-PCR des ARNm EG/E7, considérée comme le
« gold standard », n'est que peu réalisée car elle nécessite des biopsies fraiches ou
congelées uniquement, alors que la majorité des études utilisent des tissus paraffinés.
Les études associant la détection d’HPV par PCR, aux techniques d’'immunohistochimie
semblent alors étre les plus pertinentes. C’est le cas du travail de I’équipe allemande de
Guthoff et al (152), qui n’a pas retrouvé de preuve de l'implication d’HPV dans le
développement de la majorité des néoplasies de la surface oculaire. Comme elle, la
majorité des publications n’arrivent pas a démontrer I'implication d’HPV en tant
gu’instigateur de ces pathologies néoplasiques de I'ceil, démontrant I’hétérogénéité de la
littérature et la nécessité de nouvelles recherches pour prouver ou non cette implication
ainsi que son degré. En effet en 2011, I'lARC a conclu la preuve de I'implication d’HPV
dans les pathologies de la surface oculaire comme étant faible, et de ce fait, ne le citant

pas dans la liste des agents oncogénes de la surface oculaire (162).

En ce qui concerne la patiente de notre étude, les biopsies analysées surexprimaient p16 ;
on peut en déduire que la nature tumorale de ses Iésions est donc attribuable a HPV. Le
résultat du séquencage permettra de conclure sur la nature métastatique de sa tumeur
oculaire ou au contraire plutdt primitive. Si I’hypothése du cancer primitif est retenue, alors

le lien entre HPV et néoplasie oculaire sera certain.

Enfin, les génotypes détectés le plus souvent dans les Iésions oculaires sont les génotypes
6, 11, 16 et 18, les infections par ces derniers pouvant étre prévenues par la vaccination.
Il existe actuellement deux vaccins prophylactiques, le Gardasil 9®, nonavalent, ciblant les
HPVG6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52 et 58 et le Cervarix®, bivalent, ciblant les HPV16 et 18.
Sur le plan ophtalmologique, la vaccination devrait diminuer l'incidence des papillomes
conjonctifs dus a l'infection par HPV. En revanche, il serait intéressant d’évaluer dans un
futur proche lI'impact de la vaccination contre HPV sur l'incidence des néoplasies
épidermoides oculaires, étant donné que le rble du virus reste a définir. De plus, méme si
dans cette étude I’échantillon retrouvé positif était celui d’une femme, dans la littérature,
ces Iésions ont une prédominance masculine et HPV est ainsi plus souvent retrouvé chez
les hommes, apportant un argument supplémentaire a la vaccination des garcons. En
France, 'HAS a statuée en décembre 2019, en recommandant I'élargissement de la

vaccination contre HPV chez tous les garcons, de 11 a 26 ans révolus.
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IX. CONCLUSION

Cette étude a montré une faible prévalence d’HPV dans les échantillons de
néoplasies épidermoides oculaires analysés, en accord avec la plupart des études
publiées, ne permettant pas de conclure sur la relation de causalité entre HPV et les
pathologies néoplasiques de I'ceil. Néanmoins, I'implication des HPV dans ce type de
pathologie n’est pas exclue pour autant. Une large étude multicentrique incluant un grand

nombre de chaque type de tumeur oculaire serait plus contributive.
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Xll. RESUME

Introduction

Les papillomavirus humains (HPV) constituent une large famille de virus, ubiquitaires,
ciblant les épithéliums malpighiens ou ils développent des infections fréquentes,
généralement asymptomatiques et le plus souvent éliminées par la réponse immunitaire.
Cependant, certains d’entre eux sont considérés comme des virus oncogéenes. lls sont en
effet responsables d’environ 5% de tous les cancers confondus chez ’'Homme regroupant
le cancer du col de I'utérus, d’autres cancers ano-génitaux et le carcinome de I'oropharynx.
Alors que I'implication des HPV dans ces cancers est largement démontrée, pour d’autres
localisations, la relation causale n’est pas clairement définie. C'est le cas des néoplasies
épidermoides de la surface oculaire qui comprennent un large spectre de tumeurs
affectant la conjonctive et la cornée. Les rares études qui ont été conduites afin de
déterminer la prévalence et I'implication des HPV dans ces lésions ont donné des résultats
disparates ne permettant pas de conclure. La relation entre HPV et la survenue de ces
pathologies néoplasiques de I'ceil reste donc encore a explorer.

L’objectif de notre travail était d’étudier la prévalence d’HPV dans une série de biopsies de
néoplasies épidermoides oculaires. Il s’agit d’une étude rétrospective monocentrique.

Matériel et méthodes

Les échantillons ont été recueillis sur une période de 10 ans, entre 2010 et 2020 au CHU
de Poitiers, dans le service d’Anatomie et Cytopathologie pathologiques. Les biopsies
incluses dans I'étude ont été déparaffinées, I'extraction de I'’ADN a été réalisée sur
colonnes (Qiamp DNA kit, Qiagen®), la quantité et la pureté de I’ADN ont été estimées par
spectrophotométrie et la détection des HPV a été réalisée par PCR en temps réel multiplex
(Anyplex Il HPV28 Detection, Seegene®).

Résultats

Une seule des 26 biopsies de néoplasies épidermoides oculaires analysées contenait de
I’ADN viral (HPV16), soit une prévalence de 3,8%. Elle provenait d’'une patiente qui avait
un antécédent de métastase ganglionnaire cervicale attribuée a un carcinome de
I'oropharynx dans laquelle HPV16 avait également été détecté.

Conclusion

Cette étude a montré une faible prévalence d’HPV dans les échantillons de néoplasies
épidermoides oculaires analysés, en accord avec la plupart des études publiées, ne
permettant pas de conclure sur la relation de causalité entre HPV et les pathologies
néoplasiques de I'ceil. Néanmoins, I'implication des HPV dans ce type de pathologie n’est
pas exclue pour autant. Une large étude multicentrique incluant un grand nombre de
chaque type de tumeur oculaire serait plus contributive.

Mots-clés

HPV, human papillomavirus, ceil, cancer, néoplasie épidermoide, PCR
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