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Résumé

Deuxiéme cause de mortalité par cancer chez la femme, les carcinomes du col utérin sont
associés dans 99 % des cas a une infection par un virus a ADN : le virus du papillome humain (HPV de
type 16 et 18 essentiellement). L'effet oncogene des HPV est principalement provoqué par
I'intégration des génes codant deux oncoprotéines virales, E6 et E7, dans le génome de la cellule
infectée. L'inhibition spécifique de I'oncoprotéine E6 constitue un enjeu thérapeutique majeur. En
effet, elle doit provoquer la restauration de la voie dépendante de p53 et permettre |'orientation des
cellules cancéreuses vers l'apoptose. Cependant, le développement de nouvelles stratégies
thérapeutiques nécessite une bonne compréhension des mécanismes de carcinogenese, la
découverte de molécules biologiques actives mais aussi I'optimisation de leur vectorisation. C’est
dans ce contexte scientifique que s’est inscrit mon projet de these. Celui-ci est articulé autour de
trois axes de recherche dont le but est: (i) déterminer I'activité biologique de mutants de
I’'oncoprotéine E6 d’"HPV de type 16 (16E6) afin d’établir les relations entre structure et fonctions au
niveau cellulaire, (ii) développer des ligands biologiques (scFvs) capables d’inhiber 16E6 dans un
contexte cellulaire (iii) générer des vecteurs recombinants ciblant de maniere préférentielle les
cellules cancéreuses transformées par HPV.

Au cours de ce travail nous avons, par des études fonctionnelles, montré que I'auto-
association du domaine N-terminal de 16E6 n’est pas nécessaire a la dégradation de p53 in vitro et
dans les cellules C33A. De plus, cette dégradation peut se faire de maniére indépendante de
I"'ubiquitine ligase E6AP. Nous avons également montré que des fragments d’anticorps (scFvs)
interagissant avec l'extrémité N-terminale de 16E6 bloquent la dégradation de p53 in vitro et
induisent une mort cellulaire spécifique des cellules HPV positives. Parallelement a ce projet, nous
avons produit des vecteurs adénoviraux pseudotypés ciblant de maniere préférentielle les cellules
HPV positives.

Mon travail de these a donc permis (i) une meilleure compréhension de la relation entre
auto-association de 16E6, liaison a E6AP et dégradation de p53 (ii) I'étude d’une technique
d’'immunisation intracellulaire basée sur I'expression de scFvs anti-16E6 et enfin (iii) la construction
d’adénovirus ciblant de maniére préférentielle les cellules HPV positives.

Le développement de mutants de 16E6 inhibant les activités de I'oncoprotéine ainsi que de
scFvs anti-16E6 pourrait conduire a I'élaboration de nouvelles stratégies thérapeutiques permettant

de détruire de maniére ciblée les cellules tumorales du col de 'utérus.

Mots clés : Papillomavirus, cancer du col de l'utérus, adénovirus, scFvs, oncoprotéine E6, thérapie
génique, ciblage cellulaire



16Ex: Oncoprotéine 16 d’HPV de type x
5(6) FAM: 5(6)-Carboxyfluoresceine
A.

AAV: Adeno-Associated Virus

Adx : Adénovirus de type x
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ADP: Adenoviral Death Protein

ADP: Adénosine DiPhosphate

Amp: Ampicilline

AP1: Activating Protein 1

Apaf: Aplysia activating factor

ARF: Alternative Reading Frame

ARN: Acide RiboNucléique

ATP: Adénosine TriPhosphate

B.

Bak : Bc/2-homologous antagonis killer
Bax: Bcl2-activated X

Bcl2: B-cell ymphoma leukemia type 2
BET : Bromure d’Ethidium

C.

CA : Protéine de capside

CAS: Crk-associated substrat

CBP: CREB Binding Protein

ccdB: control of cell death B

cdk : Cyclin dependent kinase

CIN x: Néoplasie Cervicale Intraépithéliale
de type x

CIP: cdk-interacting protein

Abréviations

CMH : Complexe Majeur
d’Histocompatibilité

CMV: CytoMégaloVirus

CR: Conservated Region

CRM1: Chromosome Maintenance Region1
D.

DAPI: 4', 6’ Di Amidino-2-Phényl Indole
DBP: single stranded DNA Binding Protein
DISC: Death-Inducing Signaling Complex

DMEM: Milieu de Eagle modifié par
Dulbecco

dNTP: desoxyriboNucleotideTriPhosphate
DPPC: DiPalmitoyle PhosphatidylCholine
E.

E6AP: E6 Associated Protein

E6-BP: E6 Binding Protein

E6TP: E6 Terminal Protein

EGF: Epidermal Growth Factor

EGFP: Enhanced Green Fluorescent Protein

ERC 55: Expressed in Renal Carcinoma
protein 55

ESBS: Ecole Supérieure de Biotechnologie
de Strasbourg

Ex: Early Region X

F.

FADD: Fas associated death domain
G.

Gps2: G-protein Pathway Suppressor 2

GST: Glutathion S-transférase.



GTPase: Guanosine TriPhosphate
H.

hDIg: human homologue of the Drosophila
discs

hMCM-7: human MiniChromosome
Maintenance

HPVX: Human PapillomaVirus de type X
HRP: Horseradish peroxidase

hScrib: human homologue of Drosophila
neoplastic tumor suppressor

HSGAG: Héparane Sulfate
GlycosAminoGlycane

HSPG: Héparane Sulfate ProtéoGlycane
HSV-I: Herpés Simplex Virus de type |

hTERT: human Telomerase Reverse
Transcriptase

IAP : Inhibiteur des Protéines
Apoptotiques

IBMP : Institut de Biologie Moléculaire des
Plantes

IGBMC : Institut de Génétique et de
Biologie Moléculaire et Cellulaire de
Strasbourg

IN: intégrase

IRF: Interferon Regulatory Factor
ITR: Inverted Terminal Repeat region
K.

Kan: Kanamycine

LB: Luria Bertani

LCR: Long Control Region

Lx: Late Region X

Abréviations

M.
MA : protéine de la matrice

MAGI: Membrane-Associated Guanylate
Kinase

MAPK: Mitogen-Activated Protein Kinase
MBP: Maltose Binding Protein

MCS (ou TCS) : Multi-site de clonage
mdm-2 : mouse double minute 2

MEM Zn**: Milieu d’Eagle Modifié par
Richter

MGMT : O(6)-méthylguanine-DNA-méthyl
transférase

MLP: Major Late Promoter
MOI: Multiplicy Of Infection
MTOC: MicroTubule-Organizing Center

MTT: 3-[4,5-dimethyl thiazol-2-yl]-2,5-
diphenyl tetrazolium bromide

MUPP: Multi-PDZ domain Protein

N.

NC : protéine de la nucléocapside

NIH: National Institutes of Health

o.

OMS: Organisation mondiale de la santé
ORF: Open Reading Frame

P.

PA: site de polyadénylation

PATJ: Protein Associated with Tight
Junction

pb: paire de bases



PBS: Phosphate Buffer Saline

PCR : Polymerase Chain Reaction

PDZ: PSD-95, Dlg, ZO1

PEG : PolyEthyléne Glycol

PEI : PolyEthylénimine

Pl 3: Phosphatidylinositol 3

PKA: Protéine Kinase dépendant de I'AMPc
PKN: Protéine Kinase N

PML: ProMyelocytic Leukemia

PR : Protéase Rétrovirale

pRb : protéine du rétinoblastome

PTPN: Protein tyrosine phosphatase gene
R.

RCA : Replication-Competent Adenovirus
RGD : arginine-glycine-aspartate

RMN : Résonnance Magnétique Nucléaire
RPA : Replication Protein A

RT : Reverse Transcriptase

S.

SDS: Sodium Dodécyl Sulfate

SDS-PAGE: Polyacrylamide Analysis Gel
Electrophoresis

shRNA: small hairpin RNA
SU : composant de surface
SV-40 : Virus simien 40
SVF : Sérum de Veau Foetal
T.

TBE: Tris-Borate-EDTA

TBS: Tris Buffered Saline

Abréviations

TE : Tris-EDTA

TENS : Tris-EDTA-NaOH-SDS

TK: Thymidine Kinase

TPL: TriPartite Leader

TLR: Toll Like Receptor

TM: composants transmembranaires
TNF: Tumor Necrosis Factor

TP: Terminal Protein

TRADD: TNFR-associated death domain

TRAIL: TNF-related apoptosis-inducing
ligand

u.
Ub: Ubiquitine
V.

VIH: Virus de I'lmmunodéfiscience
Humaine

X.Y.Z.

XRCC1: x-ray repair cross-complementing
group 1

YAC: Yeast Artificial Chromosome

ZD: Zinc Domain
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A. Cancer du col de l'utérus et papillomavirus humains

1. Généralités sur le cancer du col de l'utérus

Deuxieme cause de mortalité par cancer chez la femme, le cancer du col de 'utérus
représente environ 10 % de la totalité des cancers dans le monde. Classé au huitieme rang
des cancers en France, il constitue un réel probleme de santé publique. En effet, 273 000
déces sont enregistrés chaque année et environ 500 000 cancers invasifs étaient dénombrés

en 2002 (http://www-dep.iarc.fr/). Prés de 83 % des cas et trois quarts des déces sont

concentrés dans les pays en développement. De maniere générale, une corrélation existe
entre lincidence et la mortalité; ainsi certaines régions ont un taux de mortalité
anormalement élevé. Par exemple, moins de 5 % des femmes des pays en développement
survivent apres 5 ans, alors que dans les pays développés ce taux passe a 66 % [Parkin et al.,
2005]. L'agent étiologique majeur du cancer du col de l'utérus est l'infection par les
papillomavirus humains (HPV) dits de haut risque. En effet, dans 99,7 % des biopsies, leur
ADN est retrouvé [Walboomers et al., 1999]. C'est en 1972, que les premiéres expériences
initiées par le prix Nobel de médecine et de physiologie 2008, le Pr. zur Hausen, ont permis
d’établir une relation directe entre le cancer du col de l'utérus et l'infection par les HPV. Ce
lien fut finalement reconnu en 1996 par I'organisation mondiale de la santé (OMS) et le NIH
(National Institutes of Health) [Cohen and Enserink, 2008].

Le papillomavirus humain de type 16 (HPV16) est le plus fréquemment associé aux
tumeurs du col de l'utérus (54,6 %), viennent ensuite les types 18 (15,8 %), 45 (3,7 %), 33
(4,4 %) et 31 (3,5 %) ( Figure 1). La transmission virale s’effectue le plus souvent par contact
direct de la peau et des muqueuses. HPV étant le virus le plus sexuellement transmis, la
multiparité, la précocité des rapports et le nombre de partenaires représentent donc des
facteurs augmentant le risque d’infection [Castellsague and Munoz, 2003; Franco et al.,
1999]. Dans la majorité des cas cette infection par les HPV est transitoire et s’élimine en
guelgues mois. Les anomalies cytologiques générées régressent alors spontanément.
Néanmoins, I'infection persiste parfois et des Iésions précancéreuses peuvent apparaitre.
Cependant, moins de 1 % des femmes infectées par HPV16 vont développer un cancer du col
de l'utérus [Munoz et al., 2006]. Un facteur serait nécessaire a la formation des cancers du

col de l'utérus : la persistance de I'infection [Dalstein et al., 2003; Schlecht et al., 2001]. En
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revanche, I'infection multiple par plusieurs types d’HPV de haut risque reste un facteur
encore controversé.

L'infection par les HPV de haut risque s’avere donc nécessaire mais non suffisante au
développement du phénotype malin. Des cofacteurs répartis selon trois catégories vont
également jouer un roéle important: (i) les facteurs environnementaux ou exogenes
regroupant les contraceptifs oraux, le nombre de grossesses, la fumée de cigarette, la
nutrition, la co-infection avec d’autres agents sexuellement transmissibles (exemples : virus
de l'immunodéficience humaine (VIH), virus de I’herpes), (ii) les facteurs endogénes
regroupant des facteurs génétiques et (iii) les facteurs relatifs a la réponse immunitaire

(pour revue [Franco and Harper, 2005]) .

B HPV16
W HPV18
I HPV33
I HPV45
l HPV31
[ HPV58
W HPV52
[l HPV35
Il HPV59
[ HPV56
[ HPV51
[CJHPV39
M HPV73
[ HPV68
I HPV82
[ None

Figure 1 : Répartition mondiale des cancers du col de I'utérus en fonction des types d’"HPV. A eux seul, les HPV
de type 16 et 18 sont responsables de plus de 70 % des cancers du col de |'utérus (adaptée de [Munoz et al.,
2006]).

2. Dépistage, Prévention et Traitements
Le développement du cancer du col de I'utérus est un processus lent et continu qui

débute suite a I'infection des épithélia par des HPV de haut risque. Dans un premier temps,

des néoplasies cervicales intra-épithéliales bénignes (CIN1) se développent. Elles peuvent
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ensuite progresser graduellement vers des degrés plus séveres de néoplasies et des lésions

micro-invasives (CIN2 et CIN3) pour aboutir au cancer invasif (Figure 2).

Eradication Infection persistante

Instabilité génétique

Echappement aux

Régression ’ ) =
réponses immunitaires

Epithélium sain ‘—>‘ CIN1 ‘—) CIN 2 _— CIN3 | —————>

Dérégulation et Immortalisation ‘ ‘ Invasion ‘
surexpression
Infection par des 5
un HPV de oncoprotéines
hautrisque et E6et E7

cofacteurs .
Intégration virale

2a3ans 10a12ans

S S
> >

Figure 2 : Développement des cancers du col utérin. L'infection par le papillomavirus humains de haut risque
est nécessaire a I'apparition des lésions pré-cancéreuses du col de l'utérus, mais d’autres cofacteurs sont
également impliqués (multiparité, tabagisme, infection avec d’autres virus...). CIN : néoplasie cervicale intra-
épithéliale.

La prévention du cancer du col de l'utérus passe évidemment par un dépistage
précoce et systématique des lésions pré-cancéreuses. Les analyses cytologiques et
colposcopiques furent les premiéres méthodes utilisées pour ce dépistage. Décrite pour la
premiére fois par Papanicolaou [Papanicolaou, 1949], la procédure a largement évolué
depuis et une harmonisation de la terminologie a été réalisée [Jordan and Monaghan, 2004].
Les prélevements effectués au niveau du col de 'utérus sont interprétés apres coloration
afin de déterminer le type d’anomalie et son degré. Cependant le risque de faux négatifs
reste important. En effet, seulement 51 % des CIN et des cancers seraient diagnostiqués par
cette méthode [Nanda et al., 2000]. Afin de préciser le diagnostic, une colposcopie (examen
du col de l'utérus au moyen d'un appareil optique grossissant et d'un éclairage puissant)
peut étre réalisée. Récemment des outils de biologie moléculaire ont été introduits afin de

détecter la présence de séquences d’ADN ou d’ARN messagers provenant des HPV dans les

3
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prélevements. Ces tests ont lI'avantage d’étre plus sensibles et reproductibles. Seule
I’analyse histopathologique d’une biopsie cervicale permet d’établir le diagnostic définitif et
de définir le mode de traitement.

Le traitement du cancer du col de l'utérus va dépendre du stade d’évolution de la
maladie, de la taille de la tumeur, de I'dge de la patiente et de son état de santé générale.
L’examen histopathologique va permettre de classer la Iésion suivant la classification de

FIGO (http://screening.iarc.fr/viaviliappendixl.php?lang=2, Tableau 1) et de déterminer son

caractére invasif. A I'heure actuelle la radiothérapie et la chimiothérapie associées

constituent les principaux moyens de traitements.

cancer invasif identifié par examen microscopique

A
I'invasion mesurée dans le stroma ne dépasse pas 3 mm en profondeur et
Al 7 mm en largeur
I'invasion mesurée dans le stroma est comprise entre 3 et 5 mm en
A2 profondeur et ne dépasse pas 7 mm de largeur
strictement lié au col soit les Iésions cliniques sont limitées au col, soit les lésions infracliniques
Stade |
utérin sont plus importantes que dans le stade IA2. Toute Iésion
B macroscopiquement visible méme avec une invasion superficielle est classée
cancer de stade IB
Iésions cliniques de taille ne dépassant pas 4 cm
Bl
Iésions cliniques de taille supérieure a 4 cm
B2
s’étend au-dela du col pas d’atteinte paramétriale évidente. L'invasion touche les deux tiers
Stade sans atteindre les parois 1A supérieurs du vagin
1l pelviennes
atteinte paramétriale évidente mais la paroi pelvienne n’est pas touchée
affecte le vagin AB
pas d’extension a la paroi pelvienne, mais attente du tiers inférieur du vagin
Stade étendu a la paroi 1A
11 pelvienne
extension a la paroi pelvienne, hydronéphrose ou rein muet
1B
étendu au-dela du petit
extension de la tumeur aux organes pelviens adjacents
Stade bassin VA
v envahi la muqueuse de la
extension aux organes distants
vessie et le rectum VB

Tableau 1 : Classification FIGO des carcinomes du col de I'utérus, source TNM, L. Sobin and Ch Wittekind UICC
et International Union against Cancer, Geneva, Switzerland pp115-157; 6" ed 2002
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3. Vaccination prophylactique et thérapeutique

L’étiologie du cancer du col de l'utérus étant étroitement lié a une infection par les
HPV [Walboomers et al., 1999], des vaccins de types prophylactiques ont été développés.
Leur principe va étre d’administrer une molécule ou autre capable de déclencher une
réponse immunitaire. La mémorisation de cette réponse par le systeme immunitaire permet
alors lors d’une infection ultérieure une mobilisation plus rapide des acteurs du systéme
immunitaire tumoral. Ainsi, il a été montré que des anticorps spécifiques de la capside virale
L1 ou L2 sont capables de prévenir une nouvelle infection par HPV [Bousarghin 2003]. La
surexpression des protéines L1 conduit a leur auto-assemblage et a la formation de pseudo-
particules virales (Figure 3). Ces pseudo-virus dépourvus de matériel génétique, sont
capables aprés vaccination de I’h6te de déclencher de fortes réponses immunitaires. Malgré
tout, le risque de multiplication ou de virulence est totalement écarté. C'est grace a ce
procédé que deux vaccins prophylactiques ont été mis au point: (i) le Gardasil®,
commercialisé par la société Sanofi-Pasteur, est un vaccin dirigé contre quatre types d’HPV :
les HPV16, HPV18, HPV6 et HPV11. |l prévient les Iésions pré-cancéreuses du col de I'utérus
et de la vulve ainsi que des verrues génitales, et (ii) le Cervarix®, commercialisé par la société
GlaxoSmithKline, est un vaccin bivalent offrant une protection contre les HPV de haut risque

16 et 18.

EE Protéine L1 produite
Erf'_ LCR . y en baculovirus ou levure
E1 L1
Autoassemblage
E2 BxlL1
E4 s L2
T2
Génome d'HPV Gapsomeres
{ADM circulaire double brin) *
Capsomére L1 Virus-Like Particle (VLP)
spécifique de type

Figure 3 : Production pseudo-particules d’HPV
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Parallelement a cette avancé, d’autres laboratoires travaillent au développement de
vaccins thérapeutiques qui ciblent de maniere générale les deux oncoprotéines E6 et E7 des
HPV. En effet, des études ont montré que ces deux oncoprotéines contiennent des épitopes
pris en charge et présentés en association avec des molécules du complexe majeur
d’histocompatibilité de classe 1 (CMH-1) [Kadish et al., 1997]. Actuellement huit vaccins font

I'objet d’études cliniques de phase Il [Brinkman et al., 2007].

B. Les papillomavirus humains

1. Biodiversité et pathologies associées

Les papillomavirus (du latin papilla, diminutif de papula signifiant bouton et du suffixe
grec —ome désignant le caractere tumoral) sont responsables chez ’homme, d’une grande
variété de lésions cutanées et des muqueuses rassemblées sous le nom de papillomes
viraux (verrues cutanées et anogénitales, papillomes oraux et laryngés, épidermodysplasies
verruciformes). Au cours de leur vie, 80 % des femmes sexuellement actives ont été ou sont
infectées par un papillomavirus humains [Baseman and Koutsky, 2005]. Ainsi, un épithélium
cervical peut étre infecté par plus de quarante types d’"HPV.

Du fait de leur implication au niveau médical, les papillomavirus humains ont été tres
étudiés et plus de cent types ont pu étre identifiés et séquencés a ce jour [Bernard, 2005].
Approximativement 90 % des HPV caractérisés appartiennent aux genres alpha ou béta
(Figure 4).

Les papillomavirus béta provoquent chez ’lhomme des infections cutanées discretes
[Harwood and Proby, 2002]. Les papillomavirus alpha sont les plus répandus et regroupent
les virus cutanés et génitaux-mugqueux. Au sein de ce groupe, deux catégories de virus ont pu
étre identifiées : (i) les virus dits de haut risque, tels que les HPV16 et HPV18, associés au
développement de cancers anogénitaux incluant le cancer du col de I'utérus (ii) les virus dits
de bas risque, tels que HPV6 et HPV11, responsables de verrues génitales. Les infections par
des HPV de haut risque ne se limitent cependant pas aux tissus génitaux. En effet, environ 20
% des cancers de I'oropharynx contiennent de I’ADN de ces HPV [Herrero et al., 2003]. Cette
biodiversité résulte probablement de I'évolution du virus au sein des différents épithélia

humains.
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Alpha-papillomavirus,

Beta-
papillomavirus

Mu-papillomavirus L ‘Gamma-papillomavirus
-~

Nu-papillomavirus

Figure 4 : Arbre phylogénétique des papillomavirus humains (d’aprés [Doorbar, 2006]). Les HPV sont classés
en cing groupes. Les HPV pouvant infecter le col de I'utérus appartient au groupe alpha qui comprend soixante
membres. Les HPV de type béta, gamma, Mu et Nu sont retrouvés principalement dans les infections cutanées.

2. Structure et organisation génomique

Les papillomavirus sont des virus non enveloppés de la famille des papillomaviridae.
Leur capside icosaédrique d’un diamétre d’environ 55 nm est composée de soixante douze
capsomeres (Figure 5). Chaque capsomére est en fait un pentameére de la protéine majeure

de capside L1.

Figure 5 : Particule virale d’"HPV. A. Pseudo-virions d’"HPV {Bousarghin, 2009} B.Microscopie électronique de
particule de BPV (papillomavirus Bovin) (http://virology-online.com/viruses/papilloma.gif, Linda Stannard)

Le génome des HPV est constitué d’un ADN double brin circulaire d’environ 7900 pb
(Figure 6). L'analyse comparée des séquences nucléotidiques des papillomavirus de
différentes espéeces a révélé une organisation génétique commune en huit a dix cadres de

lecture ouverts (ORF, Open Reading Frame) codant pour les protéines de type précoces ou
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tardives. Les genes viraux sont transcrits sous la forme d’un messager polycistronique, qui

par des épissages alternatifs donne I'ensemble des protéines précoces et tardives.

E2 E2 E2 E2 TATA P97
#4 #3 E1 #2 #1
7156 : /84

6000

HPV16

ol =

Figure 6 : Organisation du génome d’HPV de type 16 (adaptée de [Burk, 1999]). Le génome d’HPV est une
molécule d’ADN circulaire double brin de 7 906 pb. Il contient une région de régulation (LCR, Long Control
Region) qui contient les éléments de contrdle de la transcription et de la réplication et les cadres ouverts de
lecture des génes précoces (E) et tardifs (L). La région LCR est volontairement agrandie afin de faire apparaitre
les sites de fixations d’E2, E1 et Sp1 ainsi que le motif TATA du promoteur p97.(PAE : PolyAdenylation Early,
PAL : PolyAdenylation Late)

Trois régions peuvent étre individualisées au sein du génome : (i) une région précoce
E (Early) qui contient les séquences codantes des protéines virales précoces (E1 a E7). Ces
protéines vont jouer un réle important dans la réplication et la transcription de I’ADN, (ii)

une région tardive L (Late) qui code les protéines structurales L1 et L2. Et enfin (iii) une
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région non codante ou LCR (Long Control Region) qui comprend 400 a 1000 nucléotides. Elle
contient 'origine de réplication virale, les séquences nécessaires a |’encapsidation, des
séquences de régulation de la réplication et de la transcription (élément cis) ainsi que les
promoteurs des génes précoces (p97 pour HPV16 et p105 pour HPV18) et tardifs (p670 pour
les HPV16 et HPV18). Le promoteur des genes précoces va étre actif constitutivement tandis
que celui des génes tardifs est activé selon le degré de différenciation de la cellule hote.
D’autres promoteurs secondaires ont pu étre identifiés dans cette zone et joueraient un réle

dans le cycle viral [Ozbun and Meyers, 1998].

3. Cycle viral

Le cycle viral des HPV va étre lié au programme de différenciation des cellules
infectées ce qui impliqgue une coordination entre I'expression des différents produits des
genes viraux et la progression des cellules infectées vers la surface de I'épithélium.

L’'ensemble des événements du cycle viral peut étre divisé en cing étapes (Figure 7).

Libération virus

E4 7
b E4/L1 Assemblage des particules
; y Amplification du génome
} E4
. -
e } E7/E4 Maintenance du génome
- et prolifération cellulaire

E7

Maintenance du génome

Figure 7 : Cycle infectieux de 'HPV (d’aprés [Doorbar, 2006]). Les cellules présentant des noyaux rouges sont
les cellules infectées au sein desquelles les protéines virales sont exprimées. La morphologie des cellules
dépend de I'expression des protéines virales en particulier d’E6 et E7. Leur expression va étre nécessaire a la
réplication du génome. Les protéines de capside L1 et L2 vont étre exprimées au sein des cellules contenant
I’ADN amplifié au niveau des couches supérieures.
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a. Infection primaire de [I'épithélium: récepteurs cellulaires,
attachement et endocytose

Pour que l'infection ait lieu, les particules virales doivent avoir acces aux cellules de la
couche basale de I'épithélium (pour revue [Sapp and Day, 2009]). En effet, ces cellules

s’averent peu différenciées et mitotiguement tres actives (Figure 8).

Matrice extracellulaire

Al
E:f 2
5

L)

= HSPG1

' LN5
1.- HSPG2 Membrane plasmique
non HSPG

CyP8 Cytoplasme

Figure 8 : Modeéle du mécanisme infectieux utilisé par 'HPV16 (d’aprés [Sapp and Day, 2009]). 1. La particule
virale se lie a son récepteur primaire d’attachement : les héparanes sulfates protéoglycanes de type 1 (HSPG1),
présent au niveau de la matrice extracellulaire ou a la surface de la cellule. 2. La capside virale est transférée a
un second site de liaison aux HSPG2 présent a la surface de la cellule. Le changement conformationnel induit
conduit a I'exposition de la partie N-terminale de la protéine L2 et au clivage de la furine. La cyclophiline B va
favoriser cette étape. 3. Ces évenements semblent induire d’autres changements conformationnels qui
conduisent a une perte d’affinité pour les HSPG et conduisent a I'endocytose.

Actuellement, la nature précise des récepteurs impliqués dans ce mécanisme reste
inconnue. Cependant, les héparanes sulfates protéoglycanes (HSPG) joueraient un role dans
I'attachement a la cellule hote et dans l'internalisation virale [Johnson et al., 2009; Joyce et
al., 1999; Patterson et al., 2005]. Deux familles d’'HSPG de surface existent : les syndécanes
et les glypicanes. Des pseudo-particules virales d’'HPV16 ne semblent cependant pas montrer
de préférence pour l'une ou l'autre forme [Shafti-Keramat et al., 2003]. Du fait de la
prédominance des syndécanes dans les tissus épithéliaux et donc de leur haut niveau
d’expression au niveau de la cellule cible, ils pourraient servir de récepteur primaire [Elenius

et al., 1991] (Figure 8, étape 1). De plus, il a été montré in vitro, que les papillomavirus lient

10
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également des composés de la matrice extracellulaire sécrétés par les kératinocytes. Comme
pour d’autres virus, un récepteur secondaire serait requis et ce rble serait tenu par
I'intégrine a6 [Culp et al., 2007] (Figure 8, étape 2).

Les particules de papillomavirus sont internalisées lentement et ce par un mécanisme
dépendant de I'’endocytose par la voie des clathrines pour HPV16 [Culp and Christensen,
2004; Day et al., 2003] (Figure 8, étape 3). Cependant, ce mode d’entrée ne semble pas étre
conservé entre les différents types d’"HPV [Sapp and Day, 2009]. Le transfert de I’ADN viral au
noyau est alors facilité par la protéine mineure de la capside L2 et par le démantelement des
ponts disulfures intra-capsomérique dans I’environnement réducteur de la cellule [Li et al.,

1998b].

b. Phase de maintenance

Suite a I'endocytose des particules virales au sein des épithélia, le génome viral est
maintenu sous forme épisomique dans les cellules basales (de 10 a 200 copies extra-
chromosomiques). Deux protéines virales précoces vont jouer un réle clé dans ce processus :
les protéines E1 et E2 [Wilson et al., 2002]. En se liant a I'origine de réplication virale, elles
vont permettre le recrutement de la machinerie réplicative cellulaire de I’'hdéte et leur
expression va faciliter la ségrégation des génomes au cours de la division cellulaire.

La protéine E1 est une hélicase ATP-dépendante dont I'activité est essentielle a la
réplication du génome virale. Son recrutement au niveau de l'origine virale va étre
dépendant de la liaison préalable de la protéine E2. Suite a cette interaction, E1 va lier les
protéines cellulaires nécessaires a la réplication, incluant la RPA (Replication Protein A),
I’ADN polymérase o primase [Han et al., 1999; Loo and Melendy, 2004].

La protéine E2 joue plusieurs réles durant la production virale. Ainsi, dans les cellules
basales, son expression est requise pour initier la réplication virale et la ségrégation des
chromosomes. E2 est une protéine de liaison a I'ADN qui reconnait les motifs
palindromiques (AACCg(N)4cGGTT) présents dans la LCR du génome [Dell et al., 2003].
L’ADN de HPV16 contient quatre motifs de liaison a E2 au niveau de sa région LCR. Deux de
ces motifs bordent I'origine de réplication virale et servent au recrutement de la protéine E1.
E2 intervient également dans I'ancrage du génome viral au chromosome mitotique et dans

la ségrégation des chromosomes viraux [Wu and Chiang, 2007]. De plus, en tant que facteur
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de transcription, elle régule I'expression des protéines E6 et E7 en modulant I'activité de leur
promoteur. A forte concentration, E2 agit comme un répresseur en empéchant la fixation
d’autres facteurs de transcription [Bouvard et al., 1994]. E2 interagit également avec les
deux oncoprotéines E6 et E7 [Gammoh et al., 2009].

Exprimées a partir du promoteur précoce, les protéines E1 et E2 participent ainsi au

controle du nombre de copies du génome viral dans les cellules différenciées.

c. Phase de prolifération

L'entrée du papillomavirus dans la cellule hdte est suivie d'une période
d’hyperprolifération des cellules de I'épithélium supra-basal. Les oncogenes E6 et E7
seraient responsables de cette croissance. Ainsi, au cours de l'infection, I'activité de ces
génes permet a quelques cellules de la couche basale de se diviser afin de former une
couche de cellules entretenant le virus sous forme épisomique.

Dans les épithélia sains, les cellules de la couche basale migrent vers les couches
supra-basales. Elles quittent alors le cycle cellulaire et débutent un processus de
différenciation terminal afin de produire une barriere de protection. Au sein des
kératinocytes infectés par HPV, ce processus de différenciation n’a pas lieu et le cycle
cellulaire est maintenu [Sherman et al., 1997]. Le mécanisme par lequel les papillomavirus
stimulent la progression du cycle cellulaire est tres bien connu et est similaire a d’autres
virus tumorigenes. Il implique les deux oncoprotéines E6 et E7.

La liaison de E7 a la protéine pRb et la dégradation de sa forme hypophosphorylée
induit une libération du facteur de transcription E2F, qui peut alors transactiver les protéines
cellulaires requises pour la réplication virale et cellulaire telles que les cyclines A et E
(paragraphe A.4.a.ii). E7 s’associe également a d’autres protéines impliquées dans la
prolifération cellulaire, telles que les histones dé-acétylases, les inhibiteurs des kinases
dépendantes des cyclines p21 et p27 et le complexe de transcription AP1 (Activating Protein
1). Durant le processus naturel d’infection, la propriété d’E7 a induire la prolifération
cellulaire est cependant inhibée dans de nombreuses cellules, de maniere dépendante du
taux de p27 et p21. En effet, un haut niveau d’expression de ces protéines dans les
kératinocytes différenciés conduit a la formation d’un complexe E7-cycline E inactif [Funk et

al., 1997].
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Les fonctions d’E6 (paragraphe A.4.b.ii) sont complémentaires a celles d’E7 au sein
des HPV de haut risque [Stacey et al., 2000]. La principale fonction d’E6 est de lier la protéine
suppresseur de tumeur p53 et d’induire sa dégradation par le systéme du protéasome
empéchant ainsi 'entrée des cellules en apoptose. Ce role anti-apoptotique est renforcé par
son interaction avec les protéines Bak (Bc/l2-homologous Antagonist Killer) ou Bax (Bcl2-
activated X) [Thomas and Banks, 1998]. E6 posséde également un roéle dans
I’"hyperprolifération indépendamment d’E7. Cette activité est portée par son extrémité C-
terminale qui constitue un motif de liaison aux protéines a domaine PDZ (PSD-95, Dlg, ZO1).
La liaison d’E6 a certaines protéines a domaine PDZ va entrainer une prolifération des
cellules supra-basales ce qui contribue au développement des tumeurs métastasiques par

perturbation de I'adhérence cellulaire [Nguyen et al., 2003].

d. Phase d’amplification

Les évenements qui vont déclencher I'amplification du génome viral sont peu connus
mais ils semblent dépendre de changements dans I’'environnement cellulaire lors de la
migration des cellules vers la surface des épithélia. L’activation des promoteurs dépendants
de la différenciation conduit a une expression accrue des protéines virales nécessaires a la
réplication, c'est-a-dire E1 a E5. En effet, bien que les protéines E1 et E2 jouent un réle
essentiel, les protéines E4 et E5 sont également importantes.

E5, protéine transmembranaire, s’associe aux pompes a protons ATPases et retarde
le processus d’acidification endosomal [Hwang et al., 1995]. Cela va affecter le recyclage des
récepteurs aux facteurs de croissance et induire une augmentation de la voie de
signalisation issue des récepteurs a I'EGF (Epidermal Growth Factor), contribuant ainsi au
maintien des conditions favorables a la réplication.

E4 s’accumule dans la cellule au moment de I'amplification virale mais son role n’est
pas encore défini. Une partie des effets connus d’E4 serait liée a sa capacité d’association au
complexe cycline B-cdk2 (cyclin dependent kinase 2) ce qui induit un arrét du cycle a la
transition G2/M [Davy et al.,, 2006; Davy et al., 2005]. Elle agirait donc comme un
antagoniste d’E7. Ainsi il a été suggéré que I'expression continue d’E7 dans une cellule
exprimant fortement E4 entraine le maintien de la phase S et I'accumulation de génomes

viraux.
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e. Phase d’assemblage

La derniere phase du cycle virale va consister en I'assemblage de particules virales et
a leur libération a la surface de I'épithélium. Les deux protéines de structure L1 et L2 sont
exprimées uniquement dans les cellules exprimant E4 et dans des tissus ou la phase
d’amplification virale est terminée [Doorbar et al.,, 1997]. Les évenements liant
I'amplification a I'assemblage des particules ne sont pas encore connus mais dépendent de
changements dans I'épissage des ARN messagers. Le génome viral doit étre inclus dans une
capside icosaédrique contenant 360 copies de L1 et 12 copies de L2 [Modis et al., 2002].

Des son expression, la protéine L2 s’accumule avec E2 au niveau de structures
nucléaires : les PML (ProMyelocytic Leukemia) [Florin et al., 2002]. L'assemblage des
particules virales va avoir lieu lorsque les capsomeéres de L1 vont pénétrer dans le noyau et
étre recrutés par L2 au sein des PML. L'accumulation de protéines de capside a leur niveau
faciliterait ainsi 'assemblage des particules. Bien que des particules virales puissent étre
assemblées en |'absence de L2, sa présence augmente |'efficacité d’encapsidation [Stauffer
et al.,, 1998; Zhou et al.,, 1993]. Du fait de la nature non lytique du papillomavirus, la
libération des particules virales ne survient que lorsque les cellules infectées atteignent la
surface de I'épithélium. Cette rétention des particules virales limite la détection des

particules virales par le systeme immunitaire [Ashrafi et al., 2002].

f. Intégration et carcinogénése

L'un des événements majeurs conduisant au développement tumoral est I'intégration
du génome viral au sein du chromosome de la cellule héte. Dans les cellules infectées, le
génome viral peut étre retrouvé soit sous forme épisomique, soit sous forme intégrée, plus
stable ou un mélange des deux [Doorbar, 2006].

L’intégration virale se fait généralement au niveau des régions E1 ou E2 en aval d’E6
et E7 et conduit a une linéarisation du génome. Dans ce cas, la perte de I'expression d’E2
induit une perte du controle négatif qu’elle exerce sur le promoteur précoce. Les
oncoprotéines E6 et E7 voient alors leur stabilité et leur expression augmentées. Les sites
d’intégration sont distribués au hasard dans le génome de la cellule héte [Ziegert et al.,

2003], avec malgré tout une certaine préférence pour des régions dites fragiles [Thorland et
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al., 2000; Wentzensen et al., 2004]. Ainsi, par exemple, l'intégration peut survenir sur le
chromosome 8qg4 (région FRA8C) proche du locus du proto-oncogene c-myc.

Le mécanisme moléculaire conduisant a l'intégration de I’ADN viral dans le génome
cellulaire reste peu exploré. En effet, il ne s’agit pas d’une conséquence du cycle viral mais
elle est détectable dans 90 % des cancers cervicaux. |l a été montré que les kératinocytes
cervicaux contenant des formes intégrées de HPV apparaissent aprés une diminution de
I'expression d’E2. La perte de I'expression épisomale d’E2 est associée a l'activation
endogene de I'antigene viral et est accélérée par l'interféron 3 exogéene. Elle conduit a une
surexpression des deux oncogénes E6 et E7 dans les cellules contenant la forme intégrée du
génome [Thorland et al., 2000]. De plus, I'expression dérégulée des deux oncoprotéines peut
induire une instabilité chromosomique en terme de nombre ou de structure. Cela augmente
potentiellement I'accumulation de changements génétiques cellulaires ou épigéniques. Ces
altérations conduisent a I’activation des oncogéenes et a la répression de genes suppresseurs
de tumeur. La population cellulaire acquiert alors la capacité de proliférer et d’étre
immortalisée ce qui favorise sa progression vers un phénotype malin. In vitro, I'expression
d’'E6 et E7 d’HPV de haut risque est capable d’induire I'immortalisation de kératinocytes
primaires [Munger et al., 1989]. Cependant, ces cellules sont incapables de provoquer des

tumeurs chez la souris immunodéprimée.

4, E6 et E7 les acteurs clés.

Les oncoprotéines E7 et E6, malgré leur petite taille, induisent de nombreux
changements au sein de la cellule héte. Protéines multifonctionnelles majeures des HPV de
haut risque, elles suscitent un grand intérét en matiére de recherche du fait des applications

thérapeutiques qui pourraient en découler.

a. L'oncoprotéine E7

i. Structure

Petite protéine d’environ cent résidus (98 résidus pour HPV16), E7 présente des

homologies de structures avec d’autres protéines virales transformantes telles que E1A de
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I’adénovirus ou I'antigene T du virus SV-40 (pour revue [MclLaughlin-Drubin and Munger,
2009]) (Figure 9). Comme E1A de I'adénovirus, elle présente trois régions conservées les
CR1, CR2 et CR3. Ces régions vont contribuer aux activités transformantes des HPV de haut
risque ([Edmonds and Vousden, 1989]. Un motif Leu-x-Cys-x-Glu (LxCxE) au niveau de la
région CR2 est nécessaire et suffisant pour son association avec la protéine suppresseur de
tumeur du rétinoblasme pRb [Munger et al., 1989]. De nombreuses études ont montré que
le domaine C-terminal d’E7 contiendrait un autre site de liaison a pRb de plus faible affinité
[Liu et al., 2006; Patrick et al., 1994]. De plus, des mutants 16E7 ne présentant pas de CR2
sont incapables de lier les membres de la famille pRb [McLaughlin-Drubin and Munger,
2009]. Ainsi, son extrémité C-terminale contient un domaine de liaison au zinc composé de
deux motifs Cys-x-x-Cys [Barbosa et al., 1989] qui fonctionne comme un motif de
dimérisation, in vitro [Clemens et al., 1995]. La présence de ces dimeres n’a pu étre

démontrée in vivo et leurs roles potentiels dans I'activation des fonctions protéiques restent

inconnus.
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Figure 9 : Représentation schématique de 16E7 et de ses principales activités (adaptée de [McLaughlin-Drubin
and Munger, 2009]). L’extrémité amino-terminale non structurée de 37 acides aminés présente une homologie
de séquence avec la région CR1 (en vert) et CR2 (en rouge) de la protéine E1A de I'adénovirus. Les résidus
identiques ou proches sont indiqués par des boites rouge et bleu respectivement. La séquence CR1 est
nécessaire aux activités de transformation cellulaire et de dégradation de pRb mais ne contribue pas
directement a la liaison avec pRb. Le site de liaison a pRB, LXCXE est localisé a c6té d’un site de phosphorylation
par la caseine kinase Il (CKIl). Le domaine carboxy terminal représenté ici est celui de I'oncoprotéine E7
d’HPV45 [Ohlenschlager et al., 2006].

La structure tridimensionnelle d’E7 a été déterminée par résonnance magnétique

nucléaire (RMN) [Liu et al., 2006] et par cristallographie aux rayons X [Ohlenschlager et al.,
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2006] (Figure 10). Ces études ont montré que le domaine N-terminal est non replié alors que
le domaine C-terminal forme un domaine unique de liaison au zinc. Au niveau cellulaire, E7
est localisée de maniére préférentielle dans le cytoplasme [Huh et al.,, 2005] mais existe
également au niveau nucléaire, de méme qu’au sein des nucléoles. E7 est dégradée par un
mécanisme protéosomal impliquant I'ubiquitine [Reinstein et al., 2000]. Cependant elle ne
présente pas d’activité enzymatique ni de capacité de liaison a I’ADN. Son activité biologique

est liée a sa capacité a s’associer a des régulateurs cellulaires afin de former des complexes.
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Figure 10: Structure schématique du dimére d’E7 du génotype 1A (d’aprés [Liu et al., 2006] . Chaque
protomere est représenté en vert ou en bleu. L'atome de zinc et les cystéines sont représentés par des ronds
roses et des traits jaunes respectivement

ii.  Activités biologiques
e Dégradation de pRb et induction de la transcription dépendante de E2F

E7 s’associe avec la protéine suppresseur du rétinoblastome, pRb et avec les
protéines de la méme famille p107 et p130 par son motif LxCxE présent au niveau de son
domaine CR2 [Dyson et al., 1992; Munger et al., 1989]. La fonction la plus étudiée de ces
protéines est leur capacité a réguler la transition de phase G1/S et la progression du cycle
cellulaire en modulant I'activité du facteur de transcription E2F. E2F est un régulateur de
nombreux processus cellulaires incluant la différenciation cellulaire, I'apoptose, I'instabilité
génomique et la transition G1/S. Lors de la phase G1 du cycle cellulaire, le complexe pRb/E2F
agit comme un répresseur de la transcription. Dans des cellules saines, la libération de E2F
est induite par les cdk 4/6 et la cdk2 qui phosphorylent pRb en G1. Comme dans le cas de
I'infection par SV-40, E7 va lier préférentiellement pRb lorsqu’il est lié a E2F et induire de ce

fait une perte du contréle du cycle cellulaire. En revanche a la différence de I'antigéne T de
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SV40, E2F va étre libéré non pas suite a la phosphorylation de pRb mais suite a sa
dégradation par le systéme du protéasome [Boyer et al., 1996]. Ce mécanisme ferait
intervenir comme ubiqutine ligase, la culline-2 pour I’'HPV16 [Huh et al., 2007]. Ceci a pour
effet de réduire la demi-vie de pRb de neuf heures dans les cellules saines a trois heures
dans les cellules exprimant E7 [Gonzalez et al., 2001]. Les E7 d’"HPV de haut risque et de bas
risque vont étre capables de lier pRb mais I’affinité sera beaucoup plus faible dans le cas des

HPV de bas risques (Figure 11).
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Figure 11 : E7 et cycle cellulaire. Au sein des cellules saines, la progression du cycle cellulaire est régulée par la
protéine pRb sous sa forme hypophosphorylée qui est capable d’interagir avec le facteur de transcription E2F.
Lors de la phase G1, la protéine Rb est progressivement phosphorylée par les kinases dépendantes des cyclines
(CDK). Une fois hyperphosphorylée, pRB ne peut plus lier E2F. Le facteur de transcription ainsi libéré eut activer
la transcription des génes impliqués dans la poursuite du cycle cellulaire. Au sein des cellules infectées par HPV,
E7 interagit avec pRb sous forme hypophosphorylée et empéche la liaison a E2F. E2F est active de maniére
constitutive et le cycle cellulaire n’est plus soumis a un contréle. Cette activation est de plus renforcée par la
stabilisation des complexes cyclines A et E/ CDK et par I'inhibition de CDK p21 et p27.

En plus du motif de liaison de la région CR2, des séquences contenues dans la région
CR1 est nécessaire a la dégradation de pRb [Jones et al., 1997]. La capacité des HPV de haut

risque a déstabiliser pRb serait nécessaire mais non suffisante a la transformation cellulaire
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[Banks et al., 1990a; Banks et al., 1990b]. En effet, en plus de son effet sur pRb, les E7 d’"HPV
de haut risque interagissent avec de nombreux partenaires cellulaires entrainant une

dérégulation du cycle cellulaire.

e E7etp53
Il a été montré que dans des cellules exprimant E7, I'expression de p53 est accrue et
gue sa demi-vie est augmentée [Demers et al., 1994]. Bien que le mécanisme de stabilisation
de p53 par E7 soit encore inconnu, il est indépendant de pl4-ARF (Alternative Reading
Frame), un inhibiteur de la dégradation de p53 induite par mdm2 (mouse double minute 2)
[Bates et al., 1998]. Cependant malgré un haut niveau de p53 au sein des cellules, sa
transcription n’est pas activée et il a méme été montré qu’E7 inhibe cette transcription

[Eichten et al., 2002].
e Autres fonctions principales de E7

E7 et systeme immunitaire

E7 peut influencer la réponse immunitaire inflammatoire en s’associant avec
I'interféron o via IRF-1 (Interferon Regulatory Factor) [Park et al., 2000]. Elle va également
bloquer la transduction du signal aux interférons par son interaction avec p48 [Barnard and

McMillan, 1999].

E7 et instabilité génomique

Les cellules exprimant I'oncoprotéine E7 vont présenter un nombre de centrosomes
aberrant ainsi que des trétasomie [Duensing et al., 2000]. Cette instabilité génomique
induite par I'expression de E7 semble étre indépendante de I'inhibition de la protéine pRb et

fait également intervenir E6 [Duensing and Munger, 2003]

E7 et métabolisme cellulaire

E7 jouerait un roéle important dans [I'altération des voies métaboliques
fondamentales. Ainsi, par exemple, E7 lie |'activate—p-glucosidase, enzyme régulant le
catabolisme du glycogene [Zwerschke et al., 2000], réduisant ainsi les stocks de glycogene au
sein des cellules. Il a également été montré que son expression serait la cause
d’alcalinisation intracellulaire due a I'augmentation de I'activité de la protéine échangeuse

d’ions Na*/H".
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E7 et hyperprolifération

De maniére indépendante de la liaison aux protéines de la famille pRb, E7 peut
également influencer la transcription des genes induits par le facteur E2F. Ainsi, il a été
montré que E7 interagit avec les déacétylases d’histone de classe 1 (HDAC) [Brehm et al.,
1999]. Cette interaction se fait par I'intermédiaire de la protéine Mi2f3, qui est capable de se
lier a des séquences situées dans le domaine en doigt de zinc d’E7.
L’hyperprolifération cellulaire induite par E7 va étre accentuée par l'interaction de son
domaine en doigt de zinc avec les facteurs de transcription AP-1 (c-jun, c-fos...)[Antinore et

al., 1996].

b. L'oncoprotéine E6

i. Structure

ZD1 ZD2

E6-AP MCM7
Paxilline TNF R1
E6-BP TRF-3

136 Protéines a

domaines PDZ

17 20 98 148 151

Figure 12: Représentation schématique de 16E6 (d’aprés [Chakrabarti and Krishna, 2003]). Les zones
d’interaction avec les principales cibles de 16E6 sont indiqués. La partie N-terminale a été décrite comme
interagissant avec p53. L'extrémité C-terminale contient quant a elle un motif de liaison aux protéines a
domaine PDZ. Une région contenue dans le domaine ZD2 interviendrait dans la liaison de protéines riches en
leucine.

L'oncoprotéine E6 de HPV16 est constituée de 151 ou 158 résidus aminoacides en
fonction du codon ATG employé pour initier la traduction protéique. D’'une masse
moléculaire d’environ 19 kDa, elle comporte quatre motifs CxxC qui vont s’associer par paire
pour former deux domaines de liaison au zinc : ZD1 et ZD2 [Barbosa et al., 1989; Grossman
and Laimins, 1989; Nomine et al., 2006] (Figure 12). Elle peut étre phosphorylée par la PKA
47 (Protéine Kinase dépendant de I'AMPc) [Kuhne et al., 2000]et la PKN 48 (Protéine Kinase

N) [Gao et al., 2000]. Au niveau cellulaire, cette protéine est essentiellement nucléaire, et se
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trouve plus particulierement en périphérie de la chromatine condensée [Masson et al.,
2003].

Les HPV de haut risque, tel que ’'HPV16, produisent aussi des formes tronquées d’E6
qui vont résulter d’'un épissage alternatif de 'ARN messager. Quatre ORF, provenant d’un
épissage alternatif, ont pu étre identifiés et nommés E6* | a E6 IV pour I’'HPV16. [Doorbar et
al., 1990; Sherman and Alloul, 1992; Smotkin et al., 1989]. Cependant I'oncoprotéine codée
par 'ORF E6 |, appelé E6* a pu étre identifiée comme modulant I'activité transcriptionnelle
du promoteur p97. [Schneider-Gadicke et al., 1988; Shirasawa et al., 1994].

Dés les années 1980, les premieres séquences de |‘oncoprotéine E6 furent
disponibles. Cependant, malgré sa petite taille, pendant de nombreuses années, aucune
donnée structurale concernant E6 n’était disponible. En effet, il était impossible d’isoler une
forme native soluble. En 1997, [Daniels et al., 1997] ont produit une protéine E6
recombinante capable de former des homodimeéres stables dans les cellules bactériennes et
humaines. Cependant le protocole d’expression et de purification n’a pas été publié et
aucune donnée sur la stabilité de cette protéine n’était disponible. Il faudra attendre 2006
pour que les premieres données structurales soient publiées [Nomine et al., 2006].

16E6 contient quatorze cystéines, dont huit lient le zinc et six autres sont non
conservées et exposées a la surface, générant une agrégation de la protéine par formation
de ponts disulfures intramoléculaires [Ristriani et al., 2000]. Notre équipe a substitué ces six
cystéines non conservées en sérine et a obtenu un mutant nommé 16E6 6C6S replié et
monomérique a faible concentration [Nomine et al., 2003; Nomine et al., 2001]. Au-dela
d’une concentration de 20 uM des structures en forme de fibre peuvent étre observées
(communication personnelle K.Zanier), ne permettant pas d’analyse structurale. Cependant,
les deux domaines de I'oncoprotéine E6 : E6C et E6N sont capables indépendamment de se
replier [Nomine et al., 2003]. Ainsi, le domaine C-terminal, nommé 4C4S, s’est avéré
parfaitement soluble et a été purifié avec succés permettant la résolution de sa structure par
RMN [Nomine et al., 2006]. Sur la base des homologies entre les deux domaines, un modeéle

de I'oncoprotéine entiere a pu étre établi (Figure 13).

21



Introduction Générale

Figure 13 : Modeéle hypothétique de 16E6 (d’aprés [Nomine et al., 2006]).
ii.  Activités biologiques connues
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Figure 14 : Les partenaires cellulaires d’E6 des HPV de haut risque.

e Inactivation de p53
L'activité la plus étudiée d’E6 est sa capacité a provoquer la dégradation de la
protéine suppresseur de tumeur p53 [Scheffner et al., 1990]. A la différence de nombreux
types de cancer, dans le cas du cancer du col utérin, le géne de p53 est rarement muté
[Hainaut et al., 1998]. Le principal mécanisme par lequel les HPV de haut risque inactive p53

consiste en sa dégradation par le systeme du protéasome (Figure 15) [Scheffner et al., 1990].
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Normalement, le taux de p53 est régulé au sein de la cellule principalement par I'E3-
ubiquitine ligase : mdm2 [Honda et al., 1997]. Cependant, en cas d’infection par HPV, cette
dégradation se retrouve inhibée. E6 induit la dégradation de p53 en formant un complexe
avec une autre ubiquitine ligase, EGAP [Huibregtse et al., 1991; Scheffner et al.,, 1993].
Cependant E6AP seul n’est pas capable de lier p53 et de le dégrader.

E6

Dommage a 'ADN

E6

‘4

/

- \\ //'”“ Ubl Ubl Ub l\..
J — N

Y X

= P
A

Phase G1 Phase S

Figure 15 : E6 et cycle cellulaire. L'interaction entre le complexe E6-E6AP et p53 conduit a la dégradation de
cette derniere par le systeme du protéasome 26S. La réponse physiologique aux dommages a I’ADN est donc
inhibée et la transcription de CIP1 n’est pas activée. Le facteur de transcription E2-F est libéré ce qui conduit au
passage en phase S.

De maniére intéressante les E6 de bas et de haut risque sont capables de lier la
protéine p53 cependant les domaines avec lesquels elles interagissent sont différents. Alors
qgue les deux types d’E6 peuvent lier I'extrémité C-terminale de p53, seuls les E6 de haut
risque sont capables de lier la région coeur (ou core domain) de p53. Cette interaction va
étre nécessaire a la dégradation [Crook et al., 1991]. L’ensemble de la protéine p53 au sein
d’une cellule exprimant E6 de haut risque n’est cependant pas dégradée [Cooper et al.,,
2003b]. En effet, plusieurs équipes ont montré que lI'expression d’E6 de haut et de bas
risque abolit I'activité transcriptionnelle de p53 [Crook et al.,, 1994; Giampieri and Storey,
2004; Lechner et al.,, 1992]. E6 peut induire ses effets suivant différents mécanismes,

incluant une inhibition de la liaison de p53, une localisation aberrante ou des modifications

post-traductionnelles.
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L'interaction d’E6 avec p53 empéche la liaison de p53 au niveau de séquences
spécifiques de I’ADN. Le niveau d’inhibition va étre corrélé a I'affinité de chaque type E6
pour p53. Ainsi, 16E6 présente un fort taux d’inhibition, 31E6 et 18E6 présentent des
niveaux intermédiaires et 1E6 un niveau bas [Lechner and Laimins, 1994]. Cette interaction
induit un changement conformationnel de p53 ce qui conduit a une inhibition de sa liaison a
I’ADN ou a une dissociation des complexes ADN-p53 déja formés [Thomas et al., 1995]. Le
second mécanisme par lequel E6 inhibe la voie de signalisation dépendante de p53 est sa
séquestration au sein du cytoplasme. Celle-ci résulterait d’un masquage des signaux de
localisation nucléaire au niveau C-terminal de p53 ou a l'activation de son export [Mantovani
and Banks, 2001]. Le troisieme mécanisme employé par E6 pour inhiber |'activité de p53 est
un arrét de la transactivation induite par p53 grace a une interaction avec CBP/p300 [Patel
et al., 1999] ou hADA3 [Kumar et al., 2002] histone acetyltransferase. Suite a un dommage a
I’ADN, p300 est connu pour acétyler p53 et de ce fait promouvoir son habilité a lier 'TADN
[Barlev et al., 2001]. Les protéines E6 lient p300 et ce qui a pour conséquence d’inhiber
I'acétylation de p53 [Patel et al., 1999]. Les deux types d’E6 vont lier p300 bien que les E6 de
haut risque semblent se lier avec plus d’affinité. Des études in vivo, ont montré que
seulement les E6 de haut risque préviennent la transactivation de p53 par p300. Cependant
lors d’études in vitro, 11E6 a été capable d’inhiber cette transactivation [Thomas and Chiang,
2005]. De maniere similaire, les E6 de haut risque sont également capables d’inhiber
I'activation de p53 en interagissant avec le facteur de transcription hADA3 [Kumar et al.,
2002].

Enfin, E6 inhiberait également I'activation de p53 en bloquant la voie de p14/ARF
[Shamanin et al., 2008]. 16E6 inhibe I'activation de p53 dépendante de p14/ARF sans inhiber
la réponse aux dommages de 'ADN et d’'une maniére qui n’est pas dépendante de la
dégradation de p53 par E6 [Shamanin and Androphy, 2004]. De maniere intéressante, ce

mécanisme serait facilité par la dégradation de hADA3 [Shamanin et al., 2008].

e E6 et apoptose
Une des premieres conséquences de la dégradation de p53 par E6 est l'inhibition de
I'apoptose qui permettrait d’éliminer les cellules infectées. Cependant un mécanisme
d’apoptose indépendant de p53 peut également étre employé afin d’éliminer les cellules

anormales. Mais E6 peut bloguer I'apoptose en I'absence de p53 [Pan and Griep, 1995].
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Deux mécanismes d’apoptose peuvent étre utilisés par la cellule : un mécanisme intrinseque
passant par la mitochondrie et un mécanisme extrinseque. De maniere intéressante, E6
perturbe les deux mécanismes afin de créer un environnement cytoprotecteur et de

prévenir la mort des cellules (Figure 16).
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Figure 16: Les voies d’apoptose intrinseque et extrinséeque (adaptée de [Howie et al., 2009]). La voie
d’apoptose extrinseque est activée par les récepteurs de mort cellulaire. Suite a leur trimérisation, les
molécules adaptatrices et la pro-caspase 8 sont activées ce qui permet a la formation du complexe DISC. Le
clivage des caspases exécutrices suivantes, 3 et 7, est alors possible et la mort cellulaire est induite. L’activation
de la voie intrinseque repose quant a elle sur un stress intracellulaire qui conduit a la formation de pores au
niveau de la membrane mitochondriale et a une libération de cytochrome-c dans le cytoplasme : I'apoptosome
est alors formé.

pro-caspase 9

L'apoptose extrinséque est induite par des signaux extérieurs qui vont conduire a
I'activation des récepteurs de mort au niveau de la surface cellulaire. Ces récepteurs sont
des membres de la famille du récepteur au TNF (Tumor Necrosis Factor) incluant TNF-R1,
Fas/CD95 et les récepteurs TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand). Aprés liaison du
ligand, les récepteurs sous forme de trimere, recrutent des molécules adaptatrices comme

FADD (Fas associated death domain), TRADD (TNFR-associated death domain) et les
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caspases initiatrices 8 et 10. L'ensemble forme alors le complexe DISC (Death Inducing
Signaling Complex). E6 a été montré comme inhibant cette apoptose extrinseque a des
stades précoces en interagissant avec TNF-R1, FADD et la caspase-8. Ainsi, 16E6 a été
montré comme liant directement le TNF-R1 ce qui inhibe son association avec TRADD et le
signal apoptotique résultant [Filippova et al., 2002]. 16E6 est également capable d’inhiber
I'apoptose stimulée par les voies de Fas et TRAIL. Cette inhibition est induite par la liaison et
la dégradation par E6 de la protéine adaptatrice de FADD et de la caspase 8 [Filippova et al.,
2004; Garnett et al., 2006]. Il est important de noter que I’'ensemble de ces observations est
basée sur 'utilisation de 16E6 de haut risque. Le comportement des E6 de bas risque n’est
en effet pas connu. Comme la liaison au FADD n’est pas dépendante du motif de liaison aux
protéines a domaine PDZ conservés des E6 de haut risque, il est possible que d’autres E6
bloguent également cette voie apoptotique [Tungteakkhun and Duerksen-Hughes, 2008]. La
voie intrinseque implique un signal cellulaire tel qu’'un dommage a I’ADN ou un stress
oxydatif. Ces stress de maniére général activent un certain nombre de voies de signalisation
qui convergent vers la mitochondrie. Une balance entre les signaux pro et anti-apoptotiques
est alors réalisée. En cas de stress, les protéines BH3 pro-apoptotiques sont activées ce qui
induit la formation de pore au sein de la membrane mitochondriale et conduit a la libération
de cytochrome c dans le cytoplasme et a la formation de I'apoptosome. Les oncoprotéines
E6 de bas et de haut risque sont capables d’inhiber cette voie d’apoptose en liant la protéine
Bak et en induisant sa dégradation par le systeme du protéasome [Jackson et al., 2000].
Cependant ce mécanisme ne serait pas universel car E6AP jouerait un rble dans la
dégradation de Bak [Simmonds and Storey, 2008]. Une étude récente a montré que cette
dégradation ne serait pas constitutive mais serait la conséquence d’un signal apoptotique.
De plus, un changement conformationnel de Bak ou sa dissociation d’avec MCL-1, son
partenaire cellulaire, serait nécessaire a la liaison d’E6 [Jackson et al.,, 2000]. D’autres
équipes ont cependant montré un niveau bas de Bak dans les cellules exprimant E6 [Du et
al., 2004; Thomas and Banks, 1998; Thomas and Banks, 1999]. Les effets d’E6 au niveau de
cette voie intrinseéque restent donc trés controversés.

De maniere importante au niveau cellulaire, ces deux voies ne sont pas séparées. En
effet, la caspase-8 est capable d’activer la voie intrinséque en utilisant les caspases 3 et 7.
Les interactions avec E6 ont donc deux effets complémentaires : elles protégent les cellules
de multiples stimuli apoptotiques mais elles préviennent aussi les relations entre ces deux
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voies. 16E6 est aussi capable d’augmenter I'expression de deux inhibiteurs de protéines
apoptotiques (IAP) : c-IAP2 et la survivine [Borbely et al., 2006; James et al., 2006].

16E6 a également été rapportée comme liant et dégradant I'oncogene c-Myc de
maniére dépendante d’E6AP et en utilisant la voie protéosomique [Gross-Mesilaty et al.,
1998]. Cependant d’autres études ont montré soit aucun changement du niveau de c-myc
[Gewin and Galloway, 2001]ou soit une augmentation dans les cellules exprimant E6
[McMurray and McCance, 2003]. De ce fait le réle de c-myc dans la cytoprotection d’E6 reste

incertain.

e Activation des télomérases

L'expression des E6 et E7 de haut risque permet I'immortalisation des cellules
épithéliales en culture [Munger et al., 1989]et I'une des cibles cellulaires impliquée dans ce
phénomeéne est la télomérase [Kiyono et al., 1998]. La télomérase va étre responsable du
maintien des télomeéres a I'extrémité des chromosomes. Elle est active au sein des cellules
saines uniquement au cours du développement embryonnaire ou au sein des cellules
souches alors qu’elle est activée dans 90 % des cellules cancéreuses [Kim et al., 1994]. Son
activité va étre dépendante de la sous-unité catalytique hTERT (human telomerase reverse
transcriptase). En absence d’activation, une érosion progressive des télomeres est observée
ce qui conduit a la mort des cellules par sénescence [Liu et al., 1999]. Ainsi, le
raccourcissement des télomeres assure la régulation du cycle de vie des cellules saines. En
effet, a partir d’un seuil critique de taille des téloméres et en I'absence d’expression de la
hTERT, la sénescence réplicative est initiée par des signaux de dommages a I’ADN.
L'expression continue de I'hTERT au sein des cellules cancéreuses va conduire a une
prolifération continue encore appelée immortalisation réplicative, étape «clé du
développement tumoral.

En 1996, il a été montré qu’E6 de haut risque peut activer la télomérase dans les
cellules épithéliales [Klingelhutz et al., 1996]. De plus, E6AP jouerait un rble essentiel dans
cette régulation de I'activité hTERT [Gewin et al., 2004]. L’activation de la hTERT se fait par le
biais d’interaction entre E6, E6AP, le facteur de transcription c-myc et son cofacteur Max
[Veldman et al., 2003].

De plus, E6 est capable d’induire la dégradation d’un represseur du promoteur de I'hTERT :

NFX1-91b[Gewin et al., 2004].
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e Modulation des signaux issus des protéines G
Par des expériences de double-hybride chez la levure, il a été montré qu’E6 était
capable de moduler la transcription des genes codant les protéines G. E6 interagit avec trois
protéines G différentes : I'E6-TP1 (E6 terminal protein 1) qui est liée et dégradée de maniere
indépendante de E6AP par les HPV de haut risque, la tubérine et enfin Gps2 (G-protein
Pathway Suppressor 2).

e Modulation de la réponse immunitaire

E6 a également été montrée comme modulant la transcription de nombreux génes
dont les produits sont impliqués dans la réponse immune innée. Ainsi, E6 de haut risque
interagit avec deux protéines qui sont des partenaires de la réponse innée a une infection
virale : I'IRF3 (Interferon Regulatory Factor) [Ronco et al., 1998]et le TLR-9 (Toll Like
Receptor) [Hansan, 2007]. L’interaction de 16E6 avec I'IRF3 inhibe ses capacités de
transactivation et empéche l'induction de I'lIFN-. De méme, I'expression exogene de 16E6
et 16E7, inhibe la transcription de TLR9 ce qui conduit a une perte de la voie de signalisation

[Hansan, 2007].

e Stabilisation des chromosomes

En plus, de 'augmentation de I'expression de la hTERT, E6 interagit également avec
d’autres protéines impliquées dans le maintien de la stabilité chromosomique.
Premiérement, les E6 de bas et de haut risque interagissent avec le facteur de réplication
hMCM7 (human Mini-Chromosome Maintenance 7), bien que cette liaison soit plus forte
dans le cas des HPV de haut risque [Kukimoto et al., 1998]. 18E6 est capable d’induire sa
dégradation via E6AP et le systeme protéosomal. Comme hMCM7 est impliquée dans la
réplication de I’ADN, 'interaction d’E6 peut induire des anomalies chromosomiques dans les
cellules infectées par HPV.

E6 interagit également avec deux autres protéines impliquées dans la réparation des
dommages a I'ADN: XRCC1 (x-ray repair cross-complementing group 1) et O(6)-
méthylguanine-DNA-méthyl transférase (MGMT) [Iftner et al.,, 2002]. XRCC1l lie les
oncoprotéines E6 des types 1, 8 et 16 et cette interaction a pour conséquence, de diminuer
sa capacité a réparer les dommages a I’ADN induits [Iftner et al., 2002]. L’interaction d’E6
avec MGMT induit sa dégradation de maniére E6AP dépendante ce qui sensibilise les cellules

aux dommages alkylants [Srivenugopal et al., 2002].
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e Perturbation de la structure épithéliale et de la différenciation

Les HPV ont évolué afin de pouvoir se répliquer dans les différentes couches de
I’épithélium squameux, environnement non permissif a la réplication virale. Une des
caractéristiques des protéines E6 de haut risque est leur capacité a inhiber la différenciation
des cellules épithéliales qui conduit normalement a la kératination et a la mort des cellules.
Ainsi, 16E6 interfere avec la différenciation cellulaire dans les souris transgéniques K14-E6
[Pan and Griep, 1994] et cause une expansion des composants non différenciés de
I’épithélium. De maniere intéressante, cette activité d’E6 apparait comme étant
indépendante de p53 [Song et al., 1999]. 16E6 est également capable d’augmenter la
résistance des kératinocytes au sérum et au calcium, agents capables d’induire une
différenciation par une voie indépendante de p53 [Sherman et al., 1997]. Peu de choses sont
connues sur le mécanisme impliqué. Cependant, 16E6 interagit avec E6GBP/ERC 55 [Chen et
al., 1995], qui serait une protéine de liaison au calcium localisée dans le réticulum
endoplasmique. E6GBP/ERC 55 forme in vivo un complexe avec E6 et E6AP. La différenciation
de I'épithélium répond a un mécanisme dépendant du calcium et il a été émis I’hypothese
qu’E6BP (E6 Binding Protein) contribuerait avec E6 dans la perturbation de la différenciation
terminale.

L'adhérence cellulaire a la matrice extracellulaire affecte différents processus
cellulaires incluant la morphologie, la prolifération et la migration cellulaire. La restriction de
I'adhérence cellulaire a la matrice joue un rble important dans la tumorigenese. Cette
adhérence est dépendante de structures spécialisées contenant des intégrines, de la
vinculine, des kinases d’adhérence focale et la paxilline. L'activité de la paxilline va étre
régulée par une phosphorylation des tyrosines induite en réponse a divers stimuli incluant
un traitement aux hormones de croissance (pour revue [Deakin and Turner, 2008]. La
paxilline, protéine associée au complexe d’adhérence folliculaire et impliquée dans
I'organisation du cytosquelette d’actine, est capable d’interagir avec les E6 de haut risque. La
liaison des E6 de haut risque a la paxilline perturbe la formation des fibres d’actine et
entraine une perte de l'intégrité de I'épithélium [Schaller, 2001; Tong and Howley, 1997].
Une autre protéine clé dans I'adhérence cellulaire a la matrice est la zyxine. La zyxine est une
molécule de I'adhérence cellulaire responsable de la liaison de la matrice extracellulaire au
cytosquelette. Elle régule ainsi, la prolifération cellulaire, la différenciation. E6 lie la zyxine

d’une maniére similaire a la paxilline, et perturbe I’habilité de cette protéine a maintenir la
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structure cellulaire [Degenhardt and Silverstein, 2001].Une interaction entre E6 et la
fibulinel a également été démontrée [Du et al., 2002].
L’ensemble de ces événements contribue a la transformation cellulaire et a I'invasion

des tissus par la tumeur en induisant une déstabilisation de la matrice extracellulaire.

e Interaction avec les protéines a domaine PDZ

Les protéines E6 de haut risque présentent a leur extrémité C-terminale un motif
hautement conservé [Crook et al., 1991; Pim et al., 1994]. Ce motif contribue cependant a
I'activité transformante d’E6 [Kiyono et al., 1997]. Cette région contient un motif de liaison
aux domaines PDZ (xT/SxV) qui permet 'interaction hautement spécifique avec les protéines
contenant des domaines PDZ [Doyle et al., 1996; Songyang et al., 1997]. Les domaines PDZ
sont des modules d’interaction protéique constitués de 80 a 90 amino-acides, présents en
plusieurs copies dans les protéines impliquées dans la formation de canaux ioniques, la
signalisation et I'adhérence cellulaire. L'oncoprotéine E6 stimule la dégradation de ces

protéines [Thomas et al., 2009] (Tableau 2).
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PROTEINE ’ FONCTION ’ EFFETS INDUITS REFERENCES

Dlg Polarité cellulaire Dégradation par le systeme du [Gardiol et al.,
Suppresseur de tumeur | protéasome et ubiquitination 1999]

Scribble Polarité cellulaire Dégradation par le systeme du | [Nakagawa and

Suppresseur de tumeur

protéasome et ubiquitination

Huibregtse, 2000]

MAGI-1,MAGI-2 Polarité cellulaire Dégradation par le systeme du | [Thomas et al,
et MAGI-3 Suppresseur de tumeur | protéasome et ubiquitination 2002]
Localisation de PTEN a
la membrane
MUPP1 Signal de repliement Dégradation par le systeme du | [Leeetal., 2000]
protéasome et ubiquitination
PATJ Formation et intégrité | Dégradation par le systeme du | [Storrs and
des jonctions serrées protéasome et ubiquitination et | Silverstein, 2007]
dégradation directe par E6
PSD95 Signal de repliement Dégradation par le systeme du | [Handaetal., 2007]
protéasome et ubiquitination
PTPH1/PTPN3 Tyrosine phosphatase Dégradation par le systeme du | [lingetal., 2007]
protéasome et ubiquitination
PTPN13 Phosphatase ? [Spanos et al.,
2008]
TIP-1 Régulateur des | ? [Hampson et al.,
interactions a PDZ 2004]
TIP-2/GIPC Voie de signalisation | Dégradation par le systeme du | [Favre-Bonvin etal.,
TGFB protéasome et ubiquitination 2005]
CAL Trafic intracellulaire Dégradation par le systeme du | [Jeongetal., 2007]
protéasome et ubiquitination
PAR3 Polarité cellulaire Dégradation par le systeme du | [Tomaic et al,

Suppresseur de tumeur

protéasome et ubiquitination

relocalisation cellulaire

et | 2009]

Tableau 2 : Les cibles de 'oncoprotéine E6 contenant des domaines PDZ (d’aprés [Thomas et al., 2009]). ?:

inconnu.

La premiére protéine a PDZ cible de E6 a avoir été identifiée est la protéine hDlg

[Kiyono et al., 1997; Lee et al., 1997]. hDIg est 'homologue humain de la protéine Dlg de

Drosophila melanogaster. Elle est impliquée dans le maintien de I'adhérence cellulaire, de la
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polarité apico-basale et de la prolifération de I’épithélium cellulaire. Au niveau cellulaire, son
activité est régulée par phosphorylation et ubiquitination en fonction du degré des contacts
cellulaires. L'oncoprotéine E6 perturbe cette régulation en stimulant sa dégradation par la
voie protéosomal indépendante d’E6AP [Gardiol et al., 1999]. Cette interaction induit une
rupture des jonctions cellulaires, abolit la polarité, altére le processus de différenciation et
stimule la prolifération des kératinocytes. Depuis la découverte de cette interaction, de
nombreuses interactions avec les protéines a domaine PDZ ont été décrites (pour revue
[Tungteakkhun and Duerksen-Hughes, 2008]). E6 en interagissant avec ces protéines
indispensables au maintien de I'adhérence cellulaire, de la polarité et de la régulation de la
prolifération accentue le processus de cancérogénése. Celui—ci conduit a une

désorganisation des tissus et a I'établissement de métastases.

iii. Les motifs de liaison

Comme nous venons de le voir, E6 lie de nombreux partenaires cellulaires possédant
des activités variées au sein de la cellule. De nombreux travaux ont été entrepris afin
d’identifier et de déterminer une séquence ou un motif préférentiel de liaison. Des études in
vitro et in vivo ont montré que la liaison d’E6 a p53, Bak, hMCM7, E6TP1 et c-myc est
facilitée par I'association a I'ubiquitine ligase E3, EGAP [Matsumoto et al., 2006; Motoyama
et al., 2004].

Les données obtenues par des expériences de double-hybride chez la levure
conduisant a l'identification de peptides s’associant avec E6, les comparaisons de séquences
connues des partenaires de liaison a E6 [Be et al., 2001] ainsi que l'utilisation de peptides
inhibiteurs afin de bloquer la liaison de E6 [Liu et al., 2004]ont révélé que E6 se lie a une
séquence consensus caractérisée par les résidus LxxOLsh [Baleja et al., 2006] dans lequel x
représente n’importe quel acide aminé, O est un résidu hydrophobique, s est un amino-
acide présentant une petite chaine latérale et h est un amino-acide qui peut former de
multiples liaisons hydrogénes avec sa chaine latérale.

Dans le cas de l'interaction E6-E6AP, c’est le motif LQELLGE qui est responsable de
I'interaction. Cette séquence consensus a également été référencée comme un motif LxxLL
[Cooper et al., 2007; Cooper et al., 2003a] afin de mettre en évidence I'importance des trois

leucines conservées aux positions 9, 12 et 13 pour faciliter la liaison d’E6 a ses partenaires.
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En effet, la substitution de ces trois leucines abolit I'interaction d’E6 avec E6AP [Cooper et
al., 2003a]. Une fois qu’E6 a lié E6AP le complexe peut alors lier d’autres partenaires
cellulaires et induire leur dégradation. C’est le cas notamment pour p53, Bak, hMCM7,
E6TP1 et c-myc.

La comparaison des séquences des HPV de haut risque a révélé la présence d’un
domaine C-terminal conservé formé par les résidus xT/SxV dans lesquels x est un amino-
acide. De maniére intéressante, cette séquence est absente des HPV de bas risques. Elle va
étre responsable de l'interaction avec les protéines hDlg, hScrib, MUPP1, PATJ, PTPN3 et
MAGI. L'interaction d’E6 avec ces cibles va étre induite non pas par le motif contenant trois
résidus de leucine, mais par un domaine PDZ conservé.

La dégradation de p53 par les E6 d’HPV de haut risque est I'un des mécanismes
majeurs du processus de cancérogénese. Deux sites d’interaction avec E6 au niveau de p53
ont pu étre identifiés [Crook et al., 1991; Li and Coffino, 1996] [Huibregtse et al., 1991;
Scheffner and Whitaker, 2003]: (i) le premier implique le domaine C-terminal de p53
compris entre les résidus 364 et 393. Cette interaction est indépendante de la liaison a E6-AP
et est commune aux HPV de bas et haut risque. Elle n’est pas responsable de la dégradation
de p53 [Li and Coffino, 1996] mais elle bloquerait 'activité transcriptionnelle de celui-ci
[Lechner et al., 1992] en interférant avec les domaines d’oligomérisation de localisation
nucléaire (ii) le second est dépendant de la liaison a E6AP et implique les résidus du
domaine de liaison a 'ADN de p53 (DBD DNA binding domain) de la zone 113 a 290.
L'interaction du complexe E6-E6AP avec ce domaine est nécessaire a sa dégradation
[Huibregtse et al., 1991; Scheffner et al., 1993] mais pas suffisante [Mansur et al., 1995].
L'interaction avec une région en N-terminal comprise entre les résidus 92 et 112 serait en

effet nécessaire.

c. Les propriétés transformantes de E6 et E7

L'activité transformante des HPV est une conséquence de leur stratégie de
réplication au sein des cellules supra-basales de [|'épithélium. En effet, les HPV vont
promouvoir le maintien des cellules infectées en induisant une perturbation de la
différenciation cellulaire et en réactivant leur croissance. Les deux oncoprotéines E6 et E7

comme nous avons pu le voir jouent un role clé dans cette transformation. Ces deux
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protéines voient en effet leur fonction changer suite a l'intégration du génome dans la
cellule hote. Ainsi, leur fonction est d’établir les conditions nécessaires a la bonne réplication
du virus mais apres intégration leur expression continue conduit a I'acquisition de propriétés
transformantes. Ces propriétés transformantes proviennent d’interactions et d’activités
propres a E6 et E7 des HPV de haut risque. Elles vont agir de maniére synergique au cours
des étapes de la progression tumorale.

Bien que les deux oncoprotéines soient capables d'immortaliser chacune les cellules
humaines, il apparait que cette coopération conduit a des effets plus efficaces. Ainsi, tandis
qu’E7 va stimuler la prolifération cellulaire, E6 va empécher la réparation de I’ADN et
I’'apoptose en réponse au stress hyperprolifératif. En parallele, ces deux oncoprotéines vont
inhiber la réponse immunitaire antivirale et modifier le métabolisme des cellules infectées
pour leur permettre une croissance constante. Par perturbation des contacts intracellulaires

et des voies de signalisation, I'oncoprotéine E6 va permettre I’établissement de métastases.

d. Inhibition de I'oncoprotéine E6

Différentes stratégies ont été employées pour inhiber les fonctions de I'oncoprotéine
E6 et restaurer la protéine suppresseur de tumeur p53 dans les cellules transformées. L'une
d’entre elles va reposer sur |'expression dans les cellules de peptides ou de polypeptides
capables de lier et d’inhiber spécifiqguement E6. Par la technique du double-hybride dans la
levure, des aptameres capables de lier E6 ont été développés. L'expression de ces peptides
dans les cellules issues de cancer cervical provoque la remontée du taux de p53 et leur
orientation vers I'apoptose [Butz et al., 2000]. Des études se sont intéressées aux propriétés
inhibitrices des variants d’épissage d’E6 ou de mutants ponctuels. L’expression ectopique de
la forme E6* est capable d’inhiber la dégradation de p53 et d’induire I'apoptose p53-
dépendante [Pim and Banks, 1999]. D’autres groupes se sont intéressés a la capacité de
certains anticorps anti-E6 a inhiber in vitro la dégradation de p53 induite par E6 [Courtete et
al., 2007; Griffin et al., 2006; Lagrange et al., 2007]. De cette maniere, des scFvs anti-16E6
ont été caractérisés et leur expression dans les cellules transformées par HPV16 a montré
qu’ils permettraient de restaurer le taux de p53 et d’orienter les cellules vers I'apoptose
[Griffin et al., 2006; Lagrange et al., 2007] (voir partie résultats). A ce jour, aucune drogue

capable de lier et d’inhiber spécifiquement E6 n’a pu étre isolée. En revanche des composés
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chimiques ont été utilisés pour inhiber la dégradation de p53 par E6. Ainsi, les inhibiteurs de
I’export nucléaire, la leptomycine et I'actinomycine D et sans cibler E6 vont induire une
accumulation dans les noyaux de la protéine p53 [Freedman and Levine, 1998] et provoquer
leur apoptose [Hietanen et al., 2000]. Suite a I'intégration chromosomique, nous avons vu
que le contréle exercé sur le promoteur précoce par la protéine E2 était perdu. Des travaux
récents ont montré que la sur-expression de ce facteur de transcription dans les lignées HPV
positives est capable d’induire une inhibition de la croissance cellulaire [Francis et al., 2000;
Hwang et al., 1993]. Lorsqu’il est exprimé de maniére continue et prolongée, la sénescence
[Goodwin and DiMaio, 2000], I'apoptose [Blachon and Demeret, 2003; Demeret et al., 2003]
ou encore la régression tumorale chez la souris [Graham and Herrington, 2000] sont
induites. Les effets de E2 sur le cycle cellulaire serait la conséquence de la répression d’E6 et
E7 tandis que I'effet pro-apoptotique serait du a une activité propre d’E2 sur la voie des
caspases [Blachon and Demeret, 2003; Demeret et al., 2003]. Du fait qu’E6 est exprimée de
maniére constante dans les Iésions cervicales et semble responsable de la progression du
phénoméne malin, cette protéine représente un candidat intéressant pour le
développement de nouvelles stratégies thérapeutiques. Plusieurs approches ont été testées
afin de bloquer son expression dans les cellules HPV positives en utilisant par exemple des
inhibiteurs sélectifs de la transcription virale [Goodwin and DiMaio, 2000], des antisens
[Hamada et al., 1996a], des ribozymes ou encore des shARN ou des siARN. L’ensemble de
ces approches induit la suppression de la croissance et une réduction concomitante de la
tumorigenese in vivo. |l est difficile d’obtenir des ARN messagers ciblant uniquement E6 du
fait de I'expression polycristronique de E6 et E7. Le but thérapeutique majeur est de bloquer
la dégradation de p53 induite par E6. Car en effet, la voie p53 reste totalement fonctionnelle
dans les tumeurs cervicales [Burk, 1999]. Cependant cette approche ne peut pas étre
universelle du fait que linhibition de cette dégradation ne conduit pas toujours a une
augmentation du niveau de p53. L'interaction d’E6 avec les protéines a domaines PDZ est
aussi une cible thérapeutique intéressante. Le site de liaison est petit, exposé et la structure
de nombreux domaines PDZ est résolue. De plus l'interaction de E6 avec les domaines PDZ
est hautement spécifique de ce fait, il serait possible d’envisager de développer des agents

chimio-thérapeutiques capables d’inhiber spécifiguement cette interaction.
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Notre équipe a récemment mis en évidence une protéine E6 mutante contenant une
seule mutation F47R. Ce mutant s’avere défectif pour la poly-ubiquitination et la
dégradation de p53. Lorsqu’elle est exprimée dans les cellules HPV positives, la protéine
16E6F47R agit comme un dominant négatif. De plus, son expression prolongée supprime la
prolifération des cellules Hela en induisant une sénescence précoce. Ce phénotype semble
indépendant de l'activité de liaison aux domaines PDZ. Les cellules Hela sénescentes
exprimant le F47R conservent une expression de p53, hMDM2 et p21-CIP mais I'expression
de 18E6 est diminuée. La sénescence induite est un phénomene dépendant de la voie de

signalisation par p53 [Ristriani et al., 2009].

C. Les adénovirus

1. Classification

Depuis leur identification par [Rowe et al., 1953], a partir de fragments d’amygdales,
les adénovirus ont fait l'objet d'une recherche intense. Devenus des modeles
incontournables de biologie moléculaire, ils ont permis I'étude de processus cellulaires
importants comme |'épissage des ARN messagers ou |'étude de la réplication de I’ADN
[Rowe et al., 1953]. Durant cette période de nombreux sérotypes ont été découverts,
certains sont méme capables d’induire des tumeurs chez les rongeurs [Yabe et al., 1962].

Les adénovirus appartiennent a la famille des adenoviridae, définie en 1976, qui est
subdivisée en quatre genres: les ata-adénovirus, avi-adenovirus, si-adenovirus et les
mastadenovirus.

Les cinquante et un sérotypes identifiés chez I'homme [Horwitz, 2001] appartiennent
au genre des mastadenovirus et sont répartis selon six especes de A a F. Cette classification
repose sur des homologies de séquences et sur les propriétés d’hémagglutination [Benko
and Harrach, 2003; De Jong et al., 1999] (Tableau 3). Elle prend également en compte
I’éloignement phylogénétique entre certains genes. De plus, une corrélation existe entre
I'espéce, le tropisme cellulaire et la pathologie induite. Ainsi, chez I’homme, les adénovirus
sont la cause de gastroentérites, d’infections oculaires (conjonctivites bénignes) ou
d’infections respiratoires de type rhino-pharyngites. Les infections respiratoires, souvent

limitées aux voies respiratoires hautes sont provoquées essentiellement par trois especes :
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les espéces B, C et E. Dans de rares cas, les espéces B et E peuvent induire une infection des

voies respiratoires basses qui conduit au développement de maladies respiratoires aigués.

A.

Adenoviridae

| Mastadénovirus |

| Siadénovirus |

| Atadénovirus |

| Ichtyadénovirus

Aviadénovirus

AN

Autres mammiferes:
Singes, Rongeurs,
Chien, Porc, Bovidés,
Equidés

Dindon
Grenouille

Homme

Bovidés,
Ovidés,
Capridés,
Hémione,
Reptiles,
Canards,
Marsupiaux

Esturgeon

B.
Nombre de
Espéce (anciennement Récepteur
Sérotype répétitions 3 de la Tropisme
sous-groupe) utilisé
tige de la fibre
12,31 CAR
A 23 intestinal
18 ND
CD46 et
3
CD80/86
B1 respiratoire
16, 21, 50 CD46
6
7 ND
11, 14,35 CD46
B2 rénal
34 ND
CAR, Héparane
2,5 Sulfate
C 22 respiratoire
CMH-1
1,6 ND
15, 19p CAR
8, 19a Acide sialique
oculaire et
D 9,10, 13,17, 20a 30, 32, 33, 36, 8
autres
38, 39, 43,43,44, 45, 46, 47, 48, ND
49,51
E 4 CAR 12 respiratoire
F 40, 41 CAR 22/12 intestinal
Tableau 3: La famille des adenoviridae A. Classification des Adenoviridae.

B. Classification des

Mastadenovirus humains. Les nombres de répétions au niveau de la tige B correspond au sérotype noté en gras

ND : Non déterminé
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Les adénovirus de sérotype 2 et 5 (Ad2, Ad5), appartenant a I'espéce C, largement
utilisés dans les essais de thérapie génique sont quant a eux peu pathogenes chez ’lhomme.
En effet, dans la grande majorité des cas l'infection reste transitoire et les cellules infectées
ainsi que le virus sont éliminés par le systeme immunitaire en utilisant a la fois la réponse

innée et la réponse adaptative [Burgert et al., 2002].

2. Structure de la particule

Les adénovirus sont des virus non enveloppés, composés d’une molécule d’ADN
double-brin linéaire de 36 kb. La particule virale, formant un virion d’un diametre d’environ
70 nm, est composée d’'une capside icosaédrique entourant un cceur nucléoprotéique
[Stewart et al., 1993].

Grace aux progrés réalisés en matiere de cristallographie par rayons X et de
reconstruction d’images a une résolution de 6 A, il a été possible de déterminer la
disposition de chacun des composants de la capside [Fabry et al., 2005; Saban et al., 2005].
Les onze protéines structurales principales ont tout d’abord été identifiées par migration sur
gel SDS-PAGE et nommées de Il a XIl dans un ordre décroissant par rapport a leur masse
moléculaire (Tableau 4).

Les capacités d’expérimentation utilisées a I'époque non pas permis d’identifier de
protéine 1. Douze copies de homotrimere d’hexon (polypeptide II) forment chacune les
vingt faces triangulaires de la capside ce qui en fait le principal composant [van Oostrum and
Burnett, 1985]. Chacun des douze sommets est composé d’'un complexe entre la protéine
pentamérique dénommeée penton-base (polypeptide Ill) et une fibre trimérique (polypeptide

IV) (Figure 16).
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Constituants du

Masse moléculaire d’'un

Caractéristiques et fonctions

virion monomere (kDa)
Hexon (I1) (720) 109 capsomeére majeure
Penton Base (lIl)
63 liaison aux récepteurs secondaires
(60)
llla (60) 63 protéine « ciment » interne
Protéines de la
Fibre (1V) (36) 62 liaison aux récepteurs primaires
capside
VI (360) 22 liaison ADN-capside
Y 42 compactage de '’ADN
Vil 15 protéine basique interne
IX (240) 14 protéine de « ciment » externe
Protéine terminale liaison covalente a I’ADN, réplication,
38
TP (2) transcription
Protéines du core
Vi 19 compactage de 'ADN
" 11 compactage de 'ADN
clivage des précurseurs, maturation des
Protéase 23
virions
Autres protéines
transactivation du promoteur tardif,
Iva2 51

encapsidation de I’ADN

Tableau 4 : Les composants du virion (d’apres [Stewart et al., 1993]). Les nombres entre parentheéses indiquent
le nombre de copie des protéines par virion.

De nombreuses protéines mineures contribuent également a la formation de la

capside et joueraient un réle dans son assemblage. Ainsi, ’ADN est enrobé dans un

complexe protéique [Mirza and Weber, 1982] et chaque brin est lié a son extrémité a une

protéine terminale (TP) [Rekosh and Russell, 1977]. Cette protéine terminale agit comme

une amorce pour la synthese d’ADN mais sert également d’ancre au chromosome viral

[Schaak et al., 1990]. De par sa masse moléculaire estimée a prés de 150 x 10° Da (pour

’Ad2, en sachant que son ADN représente déja 22 x 10° Da) et sa taille (diamétre sphérique

de 914 A), I'adénovirus est trois fois plus grand que le poliovirus [van Oostrum and Burnett,

1985].
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' Penton-base (lll)
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VI
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Figure 16 : Schéma représentatif de la particule virale et des principaux éléments structuraux de la capside et
du nucléoide interne (d’apres http://www.john-libbey-eurotext.fr/fr/revues/bio_rech/vir/e-
docs/00/03/FB/72/texte alt 085gl.jpg P. Boulanger). Le virion est constitué d’un ADN génomique de 36
kilobases, lié¢ par des protéines basiques. Une capside protéique icosaédrique protege ce cceur
nucléoprotéique. La protéine majoritaire de cette capside est I'hexon et a chague sommet un complexe penton
base- fibre est présent. De nombreuses protéines secondaires mineures contribuent également a la formation
de la capside et jouent un réle dans I'assemblage de celle-ci et dans I'enrobage de I’ADN viral.

3. Génome viral

Le génome de I'Ad5 entierement séquencé [Chroboczek et al., 1992] présente une
organisation en unités de transcriptions précoces (E1 a E4), intermédiaires (plIX, plVa2) et
tardives (L1 a L5) qui s’expriment de maniere séquentielle (Figure 17). Historiquement, le
chromosome a été divisé en cent unités de carte. Les génes tardifs codent des protéines de
structure alors que les genes précoces codent des protéines régulatrices qui bloguent les
mécanismes anti-viraux de la cellule héte et préparent la réplication virale. La molécule
linéaire d’ADN présente a ses extrémités des régions ITR (Inverted Terminal Repeat region)

qui contiennent |'origine de réplication virale et permettent la circularisation de la molécule.
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Figure 17 : Représentation schématique du génome de I’adénovirus (adapté de [Russell, 2000]). Le génome de
I’Ad est constitué d’un ADN double brin linéaire d’environ 36 Kb. Il est caractérisé par |'existence de régions
dites précoces (E1 a E4) et tardives (L1 a L5) indiquées par des fleches sur le schéma. Les génes précoces
régulent la transcription, induisent la croissance cellulaire, préviennent I'apoptose, modulent la réponse
immune de I'h6te ou induisent la libération des particules virales. Les génes tardifs sont transcrits a partir d’'un
promoteur unique : le MLP et codent I'ensemble des protéines structurales.

4. Les acteurs de l'infection

a. Les protéines virales importantes

i. Lafibre (polypeptide IV)

La fibre, polypeptide de 582 acides aminés chez I'Ad2, est liée de maniére non
covalente par son extrémité N-terminale a la surface du penton-base [Devaux et al., 1987;
Zubieta et al., 2005]. Trente six copies de cette protéine sont assemblées en trimére au
niveau des douze sommets de la capside. Il a été montré qu’une séquence proche de son
extrémité N-terminale (FNPVYPY) est hautement conservée entre les sérotypes [Zubieta et
al., 2005]. De nombreuses liaisons hydrogéenes et des ponts salins contribuent a la stabilité
de linteraction avec le penton-base. La séquence peptidique responsable de cette
interaction est également bien conservée entre les sérotypes. La fixation de la fibre au
penton-base induit des modifications conformationnelles coopératives qui permettent de ne
laisser de la place que pour un trimere de fibre. La trimérisation de la fibre va étre
dépendante des séquences a la fois du bouton terminal et de la tige [Li et al., 2006].

Classiquement, la fibre peut étre subdivisée en trois domaines: (i) une queue N-

terminale, flexible, responsable de la liaison au penton base (ii) une tige centrale assez rigide
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présentant des motifs répétés d’environ quinze résidus et (iii) un domaine C-terminal
globulaire nommé bouton terminal (knob en anglais) qui joue un role crucial dans les

interactions avec la cellule hote. (Figure 18).

Bouton terminal

Héparane'; l ‘m

Sulfates Tige fess |

Figure 18 : Structure de la fibre de I’Ad5 (adaptée de [Russell, 2009]).. La fibre est présente au niveau des
douze sommets de I'icosahédre sous la forme d’un trimeére. Elle est constituée de trois domaines structuraux
distincts : la queue, la tige et le bouton. Le domaine « queue » fournit un ancrage a la fibre grace a une
association non covalente avec les protéines penton-base. L'interaction avec le récepteur naturel CAR, est
facilitée par la présence de la tige qui éloigne le domaine globulaire. Le bouton terminal accomplit deux
fonctions : (i) maintenir I'état trimérique de la fibre (ii) permettre I'interaction avec le CAR. Les sites de fixation
aux récepteurs d’attachement sont notés en gras.

La fibre a été la seconde protéine de I'adénovirus cristallisée [Mautner and Pereira,
1971], mais ce cristal n’a pas permis une détermination de sa structure. Il a fallu attendre
1994, pour obtenir les premiéres informations concernant le bouton terminal de la fibre de

I’Ad5 [Xia et al., 1994]en utilisant la cristallographie par rayons X (Figure 19).

Figure 19 : Structure du bouton terminal de la fibre. Selon le modele tridimensionnel de la fibre établi par [Xia
et al,, 1994], le domaine globulaire (bouton) ressemble a une hélice de bateau constituée de feuillets B reliés
par des boucles. La boucle HI, qui relie les feuillets H et |, est exposée en dehors du bouton et fournit un lieu
d’insertion privilégié pour des ligands hétérologues.

Le nombre de répétition variable au niveau de la tige entraine une variation naturelle
de la longueur de celle-ci en fonction des sérotypes [Green et al., 1983]. Ainsi, la fibre de
I’Ad2 contenant 22 répétitions atteint une longueur d’environ 37 nm. Des glycosylations de
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certains résidus sérine de la tige ont également pu étre mises en évidence sans qu’aucun

role fonctionnel n’ait pu étre déterminé [Cauet et al., 2005].

ii. Le penton-base

La base du penton (ou penton-base, polypeptide Ill) est une protéine pentamérique
insérée stratégiqguement au niveau des douze sommets de la capside. Cette protéine
possede une propriété fondamentale pour l'infection. En effet, elle est responsable de
I'attachement et de linternalisation de la particule virale. Durant le processus d’entrée
cellulaire, le penton-base interagit avec les intégrines présentes a la surface de la cellule
hote. Une séquence RGD conservée chez tous les sérotypes humains a I'exception de I’Ad40,
et de I'’Ad41 est responsable de cette interaction. Pendant de nombreuses années, les seules
données structurales concernant la base du penton était des figures de microscopie
électronique. Récemment, la structure de la base du penton de I’Ad2 a été résolue [Zubieta
et al., 2005]. Un tonneau constitué de huit brins 3 forme la partie basale du penton-base
alors que sa partie supérieure est constituée essentiellement d’hélices o et de boucles lui

donnant un aspect en tulipe.

S A é’:" ji b
3 .r"— v & \
T YA %

Figure 20 : Reconstitution par microscopie cryo-électronique de la protéine penton-base de I’Ad5 (d’aprés
[Zubieta et al., 2005]). Deux boucles RGD sont visibles. Les extrémités N et C terminales sont également
indiquées

Deux zones du penton-base présentent une grande variabilité entre les différents
sérotypes : (i) la boucle RGD, flexible partiellement organisée et (ii) la boucle variable, au
niveau des sommets du penton qui présente une longueur et une séquence variable en

fonction des sérotypes dont la fonction reste encore inconnue (Figure 20).
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Les résidus Gln 482 et lle 484 ont été identifiés comme responsables de l'interaction
avec la fibre. Suite a cette interaction, un ré-arrangement coopératif de la fibre a lieu. En
effet, le changement de structure d’'un monomere n’est possible dans I’environnement
stérique que si 'ensemble des monomeéres change également de configuration. Cependant,
dans le contexte d’une particule virale, le mode de fixation de la fibre au niveau de cette
base pentamérique n’est pas connu. La boucle RGD jouerait également un role dans la sortie
des endosomes [Shayakhmetov et al., 2005]. Il est intéressant de noter que le penton-base
est capable de s’agréger pour former des dodécaedres capables d’interagir avec les

composants cellulaires [Fender et al., 2005; Vives et al., 2004].

b. Récepteurs d’attachement impliqués

La premiére étape de l'infection virale est la reconnaissance de la cellule héte par le
virus. Il s’agit d’une liaison de haute affinité entre le bouton terminal de la fibre et son
récepteur primaire présent a la surface de la cellule hote. Plusieurs récepteurs ont pu étre

identifiés.

i. CAR

Le récepteur des adénovirus le plus étudié est le CAR (Coxsackievirus and Adenovirus
Receptor), protéine de 46 kDa également responsable de I'internalisation des coxsackievirus
du groupe B [Bergelson et al., 1997]. Membre de la superfamille des immunoglobulines, il
est responsable au sein des cellules de I'adhérence cellulaire homotypique [Hassell et al.,
1986] et est présent dans les jonctions intracellulaires spécialisées comprenant le disque
cardiaque [Noutsias et al., 2001] et les jonctions serrées des cellules épithéliales polarisées
[Cohen et al., 2001]. Bien que sa distribution au sein des tissus humains ne soit pas bien
définie, son ARN messager est présent dans de nombreux organes, incluant le cceur, le
cerveau, le pancréas, les intestins [Tomko et al., 1997], les poumons, le foie et les reins
[Fechner et al., 1999]. De plus, sa délétion, chez I'animal, conduit a I'apparition de
malformations telles qu’une hyperplasie ventriculaire [Chen et al., 2006].

Son expression a la surface des cellules cibles permet I'attachement de certains virus
appartenant a I'espece A (Ad12), C (Ad2, Ad5), E (Ad4) et F (Ad41). Le récepteur CAR sous

forme soluble interagit également avec I’Ad31 (espece A), I’Ad9 et ’Ad19 (espéce D) ou avec
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leurs fibres isolées [Roelvink et al., 1998]. Ces observations ont conduit a penser que le CAR
serait le récepteur universel de tous les adénovirus en dehors de ceux de |'espece B.
Cependant, cela ne semble pas étre le cas. En effet, les espéces sont constituées de virus
hétérogenes et des virus de méme sérotype peuvent différer dans leur maniere d’interagir
avec les récepteurs cellulaires. De plus, nombres des expériences ont été menées en utilisant
des fibres isolées ou avec un récepteur soluble ce qui ne refléte pas ce qui se passe quand un
virus entier interagit avec son récepteur au niveau de la surface cellulaire.

La structure cristallographique de la fibre liée au domaine N-terminal du CAR révele
qu’il interagit avec un site a la surface du trimére du bouton terminal de la fibre [Freimuth,
1996; Roelvink et al., 1999]. L'alignement des séquences du bouton terminal liant le CAR
indique que les résidus de contact sont uniquement partiellement conservés entre les
espéces. Cependant, la capacité de liaison au récepteur est d’'une certaine maniere
maintenue malgré les variations de séquences du fait de la pression immunologique [Howitt
et al., 2003]. La nécessité pour le virus de lier le CAR et les intégrines en méme temps
semblent imposer des contraintes géométriques pour les interactions avec les récepteurs.
De ce fait, les virus liant le CAR ont besoin d’avoir une fibre longue [Roelvink et al., 1998;
Shayakhmetov and Lieber, 2000] et flexible [Wu et al., 2002]. Bien que la fibre trés courte de
I’Ad9 soit capable de lier le CAR, cette interaction avec la cellule héte apparait étre CAR-
indépendante : son penton base est en effet capable d’interagir seul avec les intégrines
cellulaires [Roelvink et al., 1996]. Un modele dans lequel des fibres libres d’adénovirus
faciliteraient la progression virale en brisant les jonctions intercellulaires dépendantes du
CAR [Walters et al.,, 2002] a été proposé. Ce phénomene peut par exemple se produire
quand les fibres de part leur taille trop courte ou une trop grande rigidité ne permettent pas
une infection des cellules dépendantes du CAR. Le signal cellulaire induit par la liaison de
I’Ad au CAR a été proposé comme inhibant la prolifération des cellules tumorales [Okegawa

et al., 2001]

ii. Les héparanes sulfates glycosaminoglycanes

Les héparanes sulfates glycosaminoglycanes (HS-GAG) sont des carbohydrates
sulfatés hétérogenes trés abondants au niveau de la matrice extracellulaire et du glycocalyx
cellulaire. Dans de nombreux cas, les glycosaminoglycanes sont liés a une protéine « core »
formant ainsi des protéoglycanes [Hassell et al., 1986]. Les Ad2 et Ad5 lient les HS-GAG de
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maniére indépendante du CAR [Dechecchi et al., 2001; Dechecchi et al., 2000]. La
reconnaissance des HS-GAG est permise grace a un motif d’acides aminés basiques : KKTK,
présent au niveau de la queue de la tige de I’Ad5 [Cardin et al., 1989]. La mutation de ce
motif modifie de maniere significative le tropisme du virus in vivo, bien gu’il n’ait pas été
montré que cette altération résulte d’'une modification de la liaison aux HS-GAG [Smith et
al., 2003]. Le mécanisme par lequel les autres adénovirus lient les HS-GAG n’est pas connu.
Cependant le site de liaison aux HS-GAG putatif est conservé dans I'ensemble de I'espéece C

et absent des fibres des autres virus dont le génome est séquencé [Nemerow et al., 2009].

iii. CD46

Avant l'identification d’un récepteur spécifique, il avait été observé que I’Ad3, virus
de I'espece B, n’entre pas en compétition pour un site d’attachement avec les virus de
I'espéce C (Ad2 ou I’Ad5). Le récepteur d’attachement utilisé serait donc différent [Defer et
al., 1990; Stevenson et al., 1995].

Aucun virus de l'espece B testé (Ad3, Ad7, Ad1l et Ad35) n’a été montré comme
interagissant avec le CAR [Bergelson et al., 1997; Roelvink et al., 1998]. D’autres expériences
de compétition suggérent qu’il interagit avec au moins deux types de récepteurs [Segerman
et al., 2003]. Ainsi, de nombreux adénovirus de |'espece B ont été montrés comme liant
CD46, protéine régulatrice exprimée sur toutes les cellules humaines nucléées, impliquée
dans l'internalisation d’autres pathogenes (exemple : virus humain de I’herpés de type VI,
virus measles) [Tornow et al., 1985]. Les virus de I'espéce B1 et B2 semblent tous les deux
lier le CD46 qui représenterait donc le récepteur commun pour ce groupe. Cette liaison
s’effectue au niveau du bouton terminale de la fibre [Gaggar et al., 2003; Segerman et al.,

2003].

iv. CD80 et 86

L'infection par I’Ad3 de cellules dendritiques isolées dépend de l'interaction avec
CD80 et/ou CD86 [Short et al., 2004]. Ces récepteurs, membres de la superfamille des

immunoglobulines, sont exprimés sur les cellules présentatrices d’antigene et sont connus
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pour leur fonction d’activation des lymphocytes T. Actuellement les mécanismes par lequels

les autres sérotypes interagissent avec ces deux types de récepteurs restent inconnus.

v. Les acides sialiques

De nombreux virus de l'espéce D (Ad37, Ad8, Ad19a) ont été montrés comme
infectant les cellules aprés attachement aux acides sialiques o(2-3), composés
carbohydrates communs des glycoprotéines et des glycolipides [Arnberg et al., 2000]. Des
études cristallographiques montrent que les acides sialiques se lient a un site du sommet du
bouton terminal de la fibre [Burmeister et al., 2004]. Les résidus potentiellement impliqués
dans cette interaction sont conservés au sein des virus de I'espéce D.

Les trois adénovirus connus pour lier les acides sialiques provoquent des
conjonctivites, cependant aucune relation n’a pu étre établie entre cette capacité de liaison

a une molécule de surface ubiquitaire et la spécificité de leur tropisme.

vi. Intégrines aMp2 et alp2

Dans de nombreux cas, I'attachement du virus dépend d’une interaction directe
entre le penton-base et les intégrines cellulaire de surface, sans nécessité de récepteur
primaire pour la fibre. Ainsi, des virions d’Ad2 déficients pour la fibre sont capables
d’infecter des monocytes, cellules CAR-négatives. Elles utilisent alors un mécanisme
impliquant un attachement primaire aux intégrines de surface, suivi d’'une interaction avec

les av-intégrines (M2 et alLB2) [Huang et al., 1996].

vii.  Récepteurs protéiques et non protéiques

Le domaine a2 du complexe majeur d’histocompatibilité de type | (CMH-I) a été
rapporté comme induisant une interaction de haute affinité avec I’Ad5 lorsqu’il est exprimé
sur des lignées cellulaires humaines déficientes en CMH. Le site d’attachement putatif de la
fibre montre de faibles similarités de séquences avec les sites de liaison identifiés pour le
CAR. Cependant, I'expression du CMH-1 a la surface de cellules de hamster montre qu’il
présente peu d’affinité pour la fibre de I’Ad5 [Hong et al., 1997]. Le rOle de cette protéine

ubiquitaire dans l'infection reste donc encore flou.
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L'Ad5 a également été montré comme liant la molécule d’adhérence des cellules
vasculaires , V-CAM1, membre de la superfamille des immunoglobulines exprimé sur les
cellules endothéliales activées. [Cybulsky et al., 1991]. Du fait d’une expression plus
importante de V-CAM1 a Ila surface des cellules présentant un endothélium
athérosclérotique, il a été suggéré que l'infection induite par les V-CAM1 serait un outil de
choix pour une thérapie génique ciblée de I'athérosclérose [Chu et al., 2001].

L’'hexon de I'Ad5 interagit également avec le dipalmitoyle phosphatidylcholine
(DPPC), composant du surfactant pulmonaire. Cependant le role de cette interaction reste

inconnu in vivo [Balakireva et al., 2003].

c. Les intégrines, comme récepteur d’entrée cellulaire

De nombreux sérotypes d’adénovirus présentent un peptide RGD au niveau de leur
penton-base. Il sert de sites de reconnaissance a des intégrines, membres d’'une grande
famille de récepteurs d’adhésion hétérodimérique (af}). Le recrutement de ces intégrines
par le penton-base, induit des signaux cellulaires, nécessaires a I'internalisation du virus, tels
qgue l'activation de la PI3 (phosphatidylinositol 3) kinase, de p130 CAS (Crk-associated
substrat) et des RhoGTPases [Li et al., 1998a] et permet également la sortie des endosomes
[Wickham et al., 1994].

Les intégrines connues pour faciliter I’'entrée du virus incluent le récepteur a la
vitronectine, avp3 et avp5 [Wickham et al., 1993], avp1 [Li et al., 2001], a3p1 [Salone et al.,
2003]et a5B1 qui reconnaissent tous des ligands RGD.

Le rble de la liaison a ces intégrines a été trés étudié pour les Ads de sérotype 2 et 5,
reconnaissant comme récepteur d’attachement primaire le CAR. Cependant, 'interaction
entre le motif RGD et les intégrines est aussi impliqguée dans l'internalisation de virus qui
lient d’autres récepteurs primaires [Mathias et al., 1994], avec une exception pour ceux de
I'espece F (Ad40 et Ad41). Il est important de noter qu’une mutation des séquences RDG
présentes au niveau du penton-base ralentit mais ne prévient pas l'internalisation et
I'infection par les Ads [Bai et al., 1993]. Cela indique que I'entrée de I'Ad se produit de
maniére indépendante des intégrines ou que l'interaction avec ces molécules intervient au

niveau d’un autre motif.
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L'internalisation de virus déficients en RGD est plus rapide dans les cellules exprimant
un haut niveau de récepteur pour la fibre suggérant que le recrutement de multiples
récepteurs pour la fibre pourrait compenser la perte de l'interaction au niveau du penton-
base [Freimuth, 1996]. De plus, cette interaction joue un role clé dans I'étape de sortie des

endosomes [Wickham et al., 1994].

5. Cycle viral
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Figure 21 : Mécanisme d’entrée cellulaire de I’adénovirus. (1) Fixation de I’Ad a la surface cellulaire par deux
types d’interaction : une avec CAR ou CD46, 'autre avec les awv-intégrines, (2) Endocytose du virion impliquant
la voie des clathrines, (3) Dissociation progressive du virion au sein des endosomes précoces, (4) Relargage des
protéines du vextex incluant pVI dans les endosomes, (5)Transport du virion partiellement dé-assemblé le long
des microtubules grace a la dynéine (6) Importation de I’ADN viral par les pores nucléaires.

a. Reconnaissance cellulaire et internalisation

Le cycle infectieux est initié suite a la liaison du virion aux récepteurs de la surface

cellulaire (Figure 1, étape 1).
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Les virus de I'espéce C (Ad2 et Ad5) se lient aux récepteurs de surface suivant deux
types d’interaction ligand-récepteur. Une premiere interaction de haute affinité a lieu entre
le bouton terminal de la fibre et le récepteur CAR a la surface de la cellule. Celle-ci est suivie
d’une interaction de plus faible affinité entre un domaine RGD de liaison aux intégrines du
penton- base et les intégrines cellulaires avp3, avp5, aMpB2 et a5B1 [Bergelson et al., 1997].
De maniére combinée, ces deux interactions induisent une fixation irréversible et
coopérative du virus a la surface de la cellule. Une liaison additionnelle de faible affinité
entre les protéines de la capside et les HS-GAG a également été montrée [Meier and Greber,

2003].

b. LU’entrée

Une fois liée a la surface membranaire, la capside pénétre au sein de la cellule par un
procédé d’endocytose par un récepteur [Maxfield and McGraw, 2004] (Figure 21, étape 2-3).
Un examen précoce par microscopie électronique a permis l'identification de vésicules
entourant les virus. Ces vésicules présentent un manteau épais dense en électrons, qui a
plus tard été identifié comme des vésicules recouvertes de clathrine [Dales and Choppin,
1962]. De plus, I'internalisation du virus nécessite la présence de cholestérol libre au sein de
la membrane plasmique [Worgall et al., 2000].

Une démonstration fonctionnelle de I'endocytose a été faite en utilisant un systéeme
dans lequel les voies d’endocytose induites par la clathrine étaient inhibées par un dominant
négatif. La dynamine est une protéine qui joue un role essentiel dans la rupture des puits
recouverts de clathrine afin de former des vésicules libres [van der Bliek and Meyerowitz,
1991]. Le mutant K44A de la dynamine est thermosensible et agit comme un inhibiteur
dominant négatif de I'endocytose en bloquant la formation des vésicules recouvertes a 37°C
[Damke et al., 1994]. En l'utilisant, il a été alors démontré que l'infection par I'Ad est

dépendante de I’endocytose par la clathrine.

c. Sortie dans le cytosol

La sortie dans le cytosol est 'une des étapes cruciales du cycle viral mais aussi la
moins connue. Pour les Ad2 et Ad5, elle arrive rapidement aprés I'endocytose. [Greber et al.,

1993] ont montré que la libération des particules dans le cytoplasme est inhibée par des
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agents lysosomotropiques. De plus, elle nécessite in vitro un pH acide [Blumenthal et al.,
1986]. Cependant, de nombreux autres travaux montrent un effet léger des amines
lysosomotropiques sur l'infection par I’Ad [Rodriguez and Everitt, 1996]. La présence des
particules virales dans les endosomes et un pH endosomal bas ne sont donc pas suffisants
pour induire une perturbation des endosomes : d’autres facteurs doivent étre impliqués. Un
de ces facteurs est l'intégrine avp5 [Wickham et al., 1994]. En effet, I'interaction entre la
base du penton et lintégrine induirait un changement conformationnel du penton,
conduisant a I'exposition de la protéine VI. Une fois dans I’endosome, le virus est exposé a
un environnement réducteur ce qui active la protéase virale présente dans la capside qui va
alors dégrader la protéine VI exposée [Wiethoff et al.,, 2005]. Ce clivage va permettre la
libération de I’ADN viral déstabilisant ainsi la capside virale ce qui conduit a la lyse
endosomale. La fibre serait également impliquée dans la sortie des endosomes. En effet, il a
été démontré, que selon les sérotypes, elle entraine une sortie plus ou moins rapide de
I’endosome. Ainsi, les adénovirus de I'espece B ne sortent pas au niveau des endosomes
précoces (pH 6,5) mais s"accumulent dans les endosomes tardifs et les lysosomes ou le pH
est plus acide [Colin et al., 2004; Miyazawa et al., 2001]. Il a également été montré que la
taille et la structure du génome encapsidé pouvait influencer I'endosomolyse

[Shayakhmetov et al., 2004].

d. Translocation nucléaire

Apreés la sortie des endosomes, le virus est transporté au noyau le long du systeme
microtubulaire. La capside se retrouve dans un environnement cytosolique visqueux qui agit
comme une barriére a la diffusion au noyau. Afin de se déplacer au sein de la cellule, elle
interagit avec des moteurs moléculaires cytosoliques telle que la dynéine cytoplasmique qui
permet une liaison au réseau des microtubules d’actine [Leopold et al., 2000; Mabit et al.,
2002; Suomalainen et al., 1999]. La capside va alors utiliser le complexe moteur dynéine-
dynactine afin de se déplacer vers le centre organisateur des microtubules (MTOC). Ce
mouvement va étre favorisé par les voies des PKA, p38/MAPK et MK2. L’adénovirus doit
ensuite se détacher de ce complexe pour rejoindre les pores nucléaires [Greber et al., 1997].
De maniére surprenante, la protéine CRM1 (Chromosome Maintenance Region) d’export

nucléaire est requise pour cet import [Strunze et al., 2005]. Une fois fixés a la surface
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cytosolique du pore nucléaire, les virus délivrent leur génome au noyau de la cellule. La
fixation se fait sur une protéine filamenteuse du complexe du pore nucléaire : CAN/Nup214
qui s’aveére nécessaire au dé-assemblage de la particule [Trotman et al.,, 2001]. Le
démantelement et I'import de I’ADN sont permis par l'interaction avec I'histone H1 et les

importines Imp f3 - Imp7.

e. Réplication et assemblage de particules virales
i. Phase précoce du cycle viral

Durant cette phase I'ensemble des protéines régulatrices des unités E1, E2, E3 et E4
sont synthétisées. Elles modifient la biologie de la cellule infectée son cycle cellulaire et
diverses activités enzymatiques au profit de la réplication virale. Elle va aboutir a Ila

réplication du génome viral en 6 a 12 heures en fonction du sérotype.

L'unité E1 (A et B) est immédiatement activée suite au transfert du génome dans le
noyau de la cellule infectée. La région E1A est responsable du contrOle de la transcription
des genes précoces dont les produits sont nécessaires a la réplication de I’ADN viral (pour
revue [Berk, 2005]). La protéine plX, présente en grande quantité dans la capside virale,
contribuerait a I'activation immédiate de I'expression de la région E1A en agissant sur
I'activité transcriptionnelle de son promoteur [Rosa-Calatrava et al.,, 2001]. Contrairement
aux rétrovirus, I'accomplissement du cycle infectieux ne sera pas dépendant de I'état
prolifératif de la cellule. En effet, E1A va favoriser I'’entrée des cellules en phase S en activant
I’expression de génes cellulaires [Keblusek et al., 1999]. Cette propriété résulte en partie de
son interaction directe avec des facteurs cellulaires tels que pRB, Jun et ATF2 impliqués dans
le contréle de la transcription.

La région E1B code les protéines E1B-55K et E1B-19K. L’interaction de la protéine
E1B-55K avec la protéine suppresseur de tumeur p53 et sa coopération avec I'ORF6 de E4
facilitent I’entrée en phase S en inhibant 'activité transcriptionnelle de p53 [Teodoro and
Branton, 1997; Wienzek et al., 2000]. La protéine E1B-19K, analogue fonctionnel de BCI2, a
quant a elle une action anti-apoptique [Cuconati et al., 2002], qui favorise la réplication

virale en évitant I'atrophie de la cellule héte avant la libération des virus. Les produits de la
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région E1 sont également impliqués dans la transition vers la phase tardive du cycle et dans
le transport sélectif des ARN m viraux du noyau vers le cytoplasme.

L'unité E2 est elle-méme subdivisée en deux produits : (i) la région E2A qui code la
DBP (single stranded DNA binding protein). Cette protéine lie I'’ADN simple brin et est
impliquée dans la régulation de génes viraux [Chang and Shenk, 1990] (ii) la région E2B code
I’ADN polymérase virale et la protéine terminale (TP). Le précurseur de cette derniere, pTP,
sert d’amorce a la réplication virale [Hay et al., 1995] en s’associant a I'ITR 5" du génome
[Salas, 1991]. Sous sa forme mature, la TP est encapsidée et permet I'attachement du

génome a la matrice nucléaire lors du transfert de I’ADN dans le noyau.

L'unité E3 n’est pas essentielle a la réplication virale in vitro, mais possede une
fonction immuno-modulatrice. A partir de cette région, neuf ARN messagers sont générés
par épissage alternatif d’'un ARN pré-messager [Chow et al., 1979]. lls vont conduire a la
synthése de six protéines dont les fonctions ont été caractérisées. Ainsi, la protéine gp19,
localisée au niveau de la membrane du réticulum endoplasmique, lie la chaine lourde du
CMH de classe | bloquant ainsi sa translocation et son incorporation au sein de la membrane
plasmique [Burgert and Kvist, 1987]. Les cellules sont alors protégées de la lyse induite par
les lymphocytes T cytotoxiques. Les protéines 14,5 K et 10,5 K agissent en synergie pour
inhiber I'expression du récepteur a I'EGF (Epidermal Growth Factor) a la surface des cellules
infectées limitant ainsi les réactions inflammatoires. Elles protégent d’autre part les cellules
infectées de la cytolyse induite par le TNF o (Tumour Necrosis Factor) tout comme la
protéine 14,7 K [Wang et al., 1988]. Les protéines 14,7 K, RID a, et RID 3 inhibent la voie
pro-apoptotique. Enfin la protéine 11,6 K ou ADP (Adenoviral Death Protein), exprimée en
faible quantité a partir du promoteur E3 au cours de la phase précoce mais produite en trés
grande quantité pendant la phase tardive a partir du MLP (Major Late Promoter) [Tollefson
et al., 1992] facilite la lyse cellulaire et la sortie des particules virales.

Les produits des genes dérivés de la cassette E4 facilitent le métabolisme de I’ARN
messager en collaboration avec ceux de la région E1. Cette région est complexe. Elle est a
I'origine de dix huit messagers distincts produits par épissage alternatif [Virtanen et al.,
1984]. Ces ARN messagers codent potentiellement sept polypeptides différents mais
seulement quatre protéines sont retrouvées au cours de I'infection. Celles-ci présentent de

nombreuses fonctions telles que l'initiation de la réplication viral, I'expression des génes

53



Introduction Générale

tardifs, I'inhibition de la synthése des protéines cellulaires, I’altération de I'ultra-structure du
noyau de la cellule infectée, I'accumulation, I'épissage et le transport des ARN messagers

précoces et tardifs (pour revue [Weitzman and Ornelles, 2005]).

ii.  Transition vers la phase tardive

Cette étape se caractérise par I'activation de la transcription des genes codant les
protéines Va2 et plIX. Les premiers ARNm de Va2 apparaissent environ neuf heures apres le
début de l'infection et la protéine est détectable des douze heures [Winter and D'Halluin,
1991]. La protéine IVa2 joue un réle important dans I'activation du promoteur majeur de la
phase tardive (MLP) et favorise ainsi la transition vers cette phase et la synthése des
protéines structurales. De méme, la protéine pIX produite précocement va étre nécessaire a
I'activation du MLP [Lutz et al., 1997]. pIX joue également un réle dans I'altération de 'ultra-
structure nucléaire en séquestrant les protéines PML et SP 100 [Rosa-Calatrava et al., 2003].

Durant cette phase de transition, les ARN associés au virus (ARN-VA | et 1) sont
transcrits a partir de I’ARN polymérase cellulaire Il [Liao et al., 1998]. Ainsi, I’ARN VA-Il est
accumulé entre trois et huit heures apres l'infection alors que I’ARN VA-I augmente tout au
long de la phase tardive. [Pruzan and Flint, 1995]. L’ARN VA-I s’avére étre un antagoniste de
la protéine kinase cellulaire DAl (Double Stranded RNA activated protein Kinase) qui est un
facteur antiviral, inhibiteur de la synthese protéique. L'ARN VA-lI va donc prévenir son
activation et controler ainsi 'initiation de la traduction des ARN m viraux tardifs [Philipson,

1995].

iii. Phase tardive

L’unité de transcription tardive (MLP) code un transcrit primaire de 29 Kb a I'origine
de cing familles d’ARN (L1 a L5) selon le site de polyadénylation utilisé. Ce transcrit est
produit par 'ARN polymérase Il sous le contréle du MLP dont I'activité est stimulée par
I'initiation de la réplication de I'ADN viral, la présence des protéines IVa2 et plX et
I'interaction avec certains facteurs de transcription. Tous les transcrits issus de ce promoteur
contiennent une séquence non codante de deux cents nucléotides en 5 appelée TPL
(Tripartite Leader). La reconnaissance du TPL par la protéine L4 100 K et I’ARN VA-I favorise

la traduction des ARN messagers viraux tardifs par rapport aux ARN messagers cellulaires
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[Philipson, 1995] en autorisant une initiation de la traduction indépendante du facteur

cellulaire elF4F.
f. Assemblage et libération des particules.

Apres réplication de I’ADN viral, la synthése des protéines virales de structure et
I’'assemblage ont lieu dans le noyau de la cellule hote. Les triméres d’hexon et les oligomeéres
de penton-base-fibre se forment et sont transportés vers le noyau seuls ou guidés par des
protéines chaperonnes. Les capsides peuvent alors s’assembler selon une séquence bien
ordonnée (pr revue [D'Halluin, 1995] : assemblage des protéines de capside, incorporation
polarisée du génome viral dans les particules formées avec le concours des protéines L1,
condensation de I'’ADN grace a lincorporation des protéines V, VIl et p et enfin
encapsidation de la protéase virale qui clive les précurseurs protéiques incorporés. Cette
maturation finale induit un changement de conformation des complexes fibre-penton-base
qui conferent aux virions une capacité d’infection maximale. Généralement trente a
guarante heures aprés l'initiation de la réplication, le cycle productif se termine par la mort

des cellules et la libération des virions.
g. Endocytose via la voie des clathrines

L'assemblage des particules virales dans le noyau débute généralement huit heures
aprés I'infection et conduit a la production de 10*10° particules par cellules qui sont libérées
dans le cytoplasme en tant que particules matures, par lyse cellulaire, trente a quarante

heures aprés I'infection (pour revue [Meier and Greber, 2003]).
D. Thérapie génique et adénovirus
1. Le concept de thérapie génique

Le concept de thérapie génique a été introduit en 1973 suite au développement des
méthodes d’ADN recombinant. Il peut étre défini comme I’utilisation de matériel génétique
pour modifier les cellules d’un patient atteint ou non d’'une maladie héréditaire. La thérapie

génique peut donc potentiellement s’appliquer a un grand nombre de pathologies.
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Le traitement du cancer par thérapie génique parait prometteur. En effet, cette
technologie, plus qu’une autre, tire profit de I’'avantage des nouvelles découvertes en ce qui
concerne les aspects moléculaires et génétiques liés aux pathologies tumorales. Elle offre en
outre la possibilité d'un traitement plus ciblé et plus rationnel que ceux proposés
actuellement. Deux méthodes transferts de génes sont développées : le transfert in vivo
dans lequel le transgéne est injecté soit directement dans la tumeur soit dans la circulation
systémique et le transfert ex vivo sur des cellules cibles de patients qui sont ré-implantées.
En thérapie génique anti-cancéreuse, deux stratégies principales sont utilisées: la réversion
du phénotype néoplasique par la correction des mutations induites et/ou I’élimination des
cellules néoplasiques par l'activation du systéme immunitaire, par induction de la mort
cellulaire ou par inhibition de I'angiogénése. Sur I’ensemble des essais cliniques recensés en
thérapie génique dans la littérature prés de deux tiers sont destinés au traitement des

cancers (http://www.wiley.co.uk/genetherapy/clinical/, Figure 22).

Cancers 64,6 % (993 essais)
) Maladies cardiovasculaires 8,9 % (137 essais)
@ Maladies génétiques 8,1 % ( 124 essais)
® Maladies infectieuses 7,9 % (121 essais)
Maladies neurologiques 1,8 % (27 essais)

@ Maladies oculaires 1,1 % (17 essais)
Autres maladies 2,1 % (33 essais)

) Marquage génétique 3,3 % (50 essais)
@ Volontairessains 2,3 % (35 essais)

Figure 22: Applications des essais cliniques depuis 1989 dans le monde,
source htpp://wiley.co.uk/genmed/clinical, Mars 2009

2. Thérapie génique et cancer du col de I'utérus

De nombreuses stratégies de thérapie génique ont été utilisées pour le traitement
des cancers telles que l'inhibition de I'angiogenese, I'induction de la mort cellulaire par des
génes suicides, la réactivation des suppresseurs de tumeurs ou encore linhibition
d’oncogene (pour revue [McCormick, 2001]).

Les cellules transformées par HPV souffrent d’addiction aux oncogenes [Weinstein

and Joe, 2006]. En effet, I'expression continue des deux oncoprotéines E6 et E7 est
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nécessaire et suffisante pour le maintien du phénotype transformé [Durst et al., 1987] [Pirisi
et al.,, 1987; Yee et al., 1985]. L'analyse des séquences codant les protéines, p53 et pRB,
principales cibles de E6 et E7, montrent que celles-ci ne présentent pas de mutations.
s’avere donc envisageable de restaurer leur fonction par thérapie génique. Plusieurs études
ont montré qu’il était possible d’inhiber sélectivement I'expression de E6 et E7 par
I'utilisation d’oligonucléotides spécifiques de I’ARN messager biscistronique codant ces
protéines (pour revue [DiPaolo and Alvarez-Salas, 2004]). Ainsi, des ARN antisens spécifiques
des ARN messagers de E6 et E7 d’HPV16 et 18 peuvent induire I'inhibition de I'expression
des deux oncoprotéines et un arrét de la croissance cellulaire en culture [Steele et al., 1993]
mais aussi en modele de xénogreffe chez la souris [He et al., 1998b]. Un ARN antisens de
I’ARN messager de 16E6 provoque quant a lui I'apoptose des lignées cellulaires transformées
par HPV16 et une augmentation du taux du suppresseur de tumeur p53 [Cho et al., 2002].
L'inhibition spécifigue de I'ARN messager de 16E7 n’induit qu’une diminution de la
croissance cellulaire [Cho et al., 2000]. Des siRNA (Small Interfering ribonucleic acid), petits
ARN double brins de 21 a 25 nucléotides, ont également été testés dans les lignées
transformées par HPV. Ainsi, plusieurs siRNA contre les messagers E6 et E7 ont été décrits.
Certains vont induire une accumulation de p53 et un retard de la prolifération cellulaire
[Jiang and Milner, 2002], d’autres provoquent |'apoptose des cellules transformées [Butz et
al., 2003; Jiang and Milner, 2002]. Il a également été montré que leur administration in vivo
dans un modeéle murin de tumeur inhibe la croissance tumorale [Jonson et al., 2008].

Yamato et col.,, ont montré que l'inhibition d’E6 seule serait plus efficace que
combinée a celle d’E7 [Yamato et al.,, 2006]. Des séquences d’ADN simple brin
complémentaires de 'ARN messager cible ont également été utilisées. Elles présentent
I'avantage d’étre plus facile a transférer dans les cellules et d’induire a la fois une
inactivation du messager mais aussi sa dégradation par la RNase H ou par une activité
catalytique en cas d’utilisation de ribozyme. De telles séquences contre les ARN messagers
de E6 et E7 sont capables d’inhiber la croissance des cellules transformées [Steele et al.,
1993] en culture, et en xénogreffe chez la souris [Tan and Ting, 1995]. Néanmoins ces
molécules sont extrémement instables in vivo.

Carson et col., ont développé une nouvelle stratégie afin de prévenir la réplication
dans les cellules infectées par HPV en utilisant une expression conditionnelle de la thymidine
kinase (TK) de I'herpés simplex virus (HSV). La délivrance de I'HSV-TK par un adeno-
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associated virus (AAV) suivi d’un traitement au ganciclovir résulte en une mort efficace des
cellules HPV positives [Carson et al., 2005].

Les adénovirus réplicatifs conditionnels (CRAds) sont également un bon espoir
thérapeutique. Il a en effet été montré que le CRAd Ad5-A24RGD serait capable d’induire
une oncolyse des cellules cervicales cancéreuses [Bauerschmitz et al., 2004]. Cette efficacité
a également pu étre montrée dans le modele souris par injection intra-veineuse et intra-
tumorale.De plus, aucune toxicité n’a été observée. Une autre approche qui utilise a son
avantage la similarité entre les produits des genes des virus a ADN, est la complémentation
de mutants adénoviraux par les HPV [Balague et al., 2000]. Une méthode alternative pour
inhiber la croissance des cellules cancéreuses HPV est basée sur I'observation que les
fonctions de p53 sont dans la plupart des cancers cervicaux inhibées. Le produit du géne
d’E6 lie et inactive p53 en induisant sa dégradation. p73 est similaire en fonction a p53 mais
n’est pas dégradé par E6 d’HPV. Das et col ont montré une inhibition de la croissance des
cellules E6 positives suite a I'administration d’'un Ad-p73 in vitro [Das et al., 2003]. Les Ads
ont également été utilisés pour délivrer des ARN antisens de E6 et E7 in vitro, ex vivo et in
vivo. Suite a l'infection des cellules, I'expression de pRb et p53 augmente et les cellules
entrent en apoptose [Hamada et al., 2006]. Un adénovirus permettant I'expression de p53 a
également été utilisé par Hamada et col., en infectant des cellules HeLa HPV 18 positives. In
vitro la croissance cellulaire a été diminuée et la protéine p53 est détectable par western
blot et immunofluorescence [Hamada et al.,, 1996b]. [Tsao et al., 1999] ont infecté des
cellules cancéreuses HPV positives et négatives par un adénovirus recombinant contenant
I’ADN complémentaire de p21. Une mort cellulaire massive par apoptose a été mise en
évidence dans toutes les lignées cellulaires et des résultats similaires ont été observés dans
un modele de xénogreffe chez la souris. Les adénovirus recombinants p21 seraient donc un
nouvel outil pour le traitement des cancers cervicaux. Un virus atténué de la vaccine
permettant I'expression des deux oncogenes E6 et E7 et de linterleukine 2 a également
permis le traitement de maladies malignes et prémalignes induites par les HPV [Liu et al.,
2004]. Récemment, [Bousarghin et al., 2009] ont montré qu’il était possible d’utiliser comme
vecteur pour I'expression de shRNA (small hairpin) anti-E6 et E7 des pseudoparticules d’HPV.
Ainsi, 'utilisation de shRNA anti-E6 induit une accumulation de la protéine p53 au niveau
cellulaire et une réduction de la viabilité. Tandis qu’une expression de shRNA anti-E7 induit

une inhibition de la croissance tumorale et la mort cellulaire. Une autre technique de
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thérapie génique utilisée dans le cas du cancer du col de I'utérus est la thérapie génique dite
vaccinante. Ainsi, il a été montré que la transfection du gene codant CD80 dans des cellules
HPV16 positives peut permettre I'obtention d’une réponse cytotoxique T positive contre
16E7 [Kaufmann et al., 1997]. Ce travail fut le premier a montrer que I'expression de CD80
peut induire la stimulation des lymphocytes T cytotoxiques en utilisant 16E7 comme
antigéne. Gilligan et col, ont créé un adénovirus recombinant délété pour E1 et E3 et
permettant I’expression de la molécule co-stimulatrice B7 [Gilligan et al., 1998]. Les cellules
exprimant I'antigéne B7 présentent un plus fort niveau de prolifération des lymphocytes T
comparées aux cellules infectées par un virus contréle. Ce virus présenterait donc une utilité
pour le développement de vaccin. Une autre approche ciblant les cellules dendritiques a
également été envisagée. Les cellules dendritiques sont reconnues comme des médiateurs
clés de la réponse immunitaire T dépendante. Il a été montré qu’une modification génétique
des cellules dendritiques peut induire une immunité anti tumorale. Ainsi dans I'étude de
[Tillman et al., 2000], la protéine E7 d’'HPV a été introduite au sein des cellules dendritiques
en utilisant un Ad ciblant le CD40. Ce virus induit une maturation des cellules dendritiques,
qui sont alors utilisées pour vacciner des souris. Dans le cas de xénogreffe chez la souris, les
cellules dendritiques modifiées par E7 induisent une régression tumorale [Tillman et al.,

2000].

3. Les méthodes de transfert de genes

a. Vecteurs viraux

Les méthodes virales de transfert de gene représentent la catégorie la plus utilisée et
la plus étudiée lors des essais cliniques. Un tableau présente les avantages et les

inconvénients des principaux vecteurs (Tableau 5).
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Vecteurs

Adeno-associated virus

Avantages
Transduction des cellules
quiescentes et en division

Durée d’expression longue in vivo

Peu immunogene

Introduction Générale

Inconvénients
Réadministration possible
Taille limitée du transgene (4,5 kb)
Production a des titres moyens (10%° particules

infectieuses (pi)/mL)

Rétrovirus

Taux de transduction élevé ex vivo
Durée d’expression assez longue

Peu immonogéne

Faible taux de transduction in vivo
Transduction uniquement des cellules en
division
Risque de mutation insertionnelle
Taille du transgene limité (environ 8 kb)

Production difficile et titre faible (10% pi/mL)

Poxvirus ou virus de la vaccine

Capacité de transgeéne élevée (25 kb)
Efficacité d’expression et
transduction
Infection de la plupart des types

cellulaires

Fortement immunogéne
Difficulté a inhiber la réplication virale
Fonctions de certains génes inconnues

Effets secondaires importants

Virus de I’herpés simplex

Infection de cellules quiescentes et
en division
Capacité de transgéne élevé (30 kb)
Production relativement aisée a des
titres élevés
Possibilité de limiter leur réplication
par des drogues

Manipulation du génome aisée

Effets secondaires importants
Fonctions de nombreux génes inconnues

Hautement antigénique

Adénovirus

Taux de transduction élevé in vivo et
ex vivo
Transduction des cellules
quiescentes et en division
Production aisée a des titres
importants (10" pi/ mL)
Peu pathogene
Non intégration dans le génome

Génome trés bien caractérisé

Taille limité du transgéne (maximum 7,5 kb)
Réadministration possible
Présence d’anticorps neutralisants en quantité
importante dans la population

Durée d’expression courte

ADN nu

Sécurité d’emploi
Tres peu immunogéne

Production simple

Transfection peu efficace
Durée d’expression courte

Ciblage de la transfection difficile

Lipides cationiques et

particules d’ADN condensées

Transfection efficace in vivo pour les
complexes non ioniques

Peu immogene

Transfection inefficace in vivo pour les
complexes cationiques et toxicité

Durée d’expression tres courte

Tableau 5 : Comparatifs des systemes de transfert de gene.
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i. Les adéno-associated virus (AAV)

lls appartiennent au genre dependovirus de la famille des parvoviridae et sont non
pathogenes (pour revue [Daya and Berns, 2008]). Virus non réplicatifs, ces virus non
enveloppés a ADN simple brin doivent leur survie a un virus auxiliaire qui peut étre de deux
natures soit un Ad, soit un virus de I’herpés. Le génome est en fait une molécule d’ADN de
polarité sens et antisens d’environ 4,7 kb. Des brins antisens et sens sont enveloppés dans
des capsides de maniere proportionnelle. Ce génome est caractérisé sur le plan structural
par la présence de deux ITR palindromiques flanquant deux ORF qui vont servir d’origine de
réplication. Deux étapes existent dans le cycle de vie de 'AAV : (i) en présence du virus
auxiliaire qui conduit a une phase productive caractérisée par une réplication du génome,
une expression des génes viraux et la production du virion et (ii) en absence de virus
auxiliaire, ou les AAV peuvent entrer en latence grace a une incorporation au niveau du
chromosome 19. Le génome en cas d’infection par le virus auxiliaire peut alors se répliquer
comme précédemment. Ce cycle est hautement régulé par des interactions complexes entre
le génome de I'AAV, le virus auxiliaire et les protéines de I'hote. Le tropisme du vecteur
pourra alors étre dépendant du vecteur auxiliaire utilisé. Les récepteurs de surface de
nombreux AAV ont pu étre identifiés, ainsi par exemple I'’AAV-3 utilise les héparanes
sulfates. Cependant, il est possible de le modifier en introduisant des modifications
génétiques au sein des protéines structurales du virion. Néanmaoins, ces virus présentent une
faible capacité d’encapsidation ce qui limite la taille du transgene. Par la technique du split
gene qui repose sur leur capacité a former des concatémeres et a recombiner au niveau des

ITR il est possible d’augmenter la taille du transgene jusqu’a 10 kb [Grimm et al., 1998] .

ii. Les rétrovirus

e Les oncorétrovirus
Historiquement, il s’agit des premiers virus utilisés comme vecteur de transfert de
géne [Mulligan, 1993]. Ce sont des virus a ARN retrouvés chez tous les vertébrés qui peuvent
étre classés en deux sous-familles (orthoretrovirinae et spumavirinae) et sept genres. Virus
enveloppés, ils présentent une capside en forme de tronc de cone et un génome composé

de deux molécules d’ARN monocaténaires identiques de polarité positive (Figure 23). La
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rétro-transcription en ADN de celui-ci est possible grace a la rétrotranscriptase virale. Les

oncorétrovirus les plus employés dérivent généralement des virus murins (MoMLV).

Figure 23 : Représentation schématique d’une particule rétrovirale. TM : composants transmembranaires,
SU : composant de surface, IN : intégrase ; CA protéine de capside, MA : protéine de la matrice, NC : protéine
de la nucléocapside, RT reverse transcriptase, PR protéase rétrovirale .

Leur génome comprend a ses extrémités deux régions LTR qui contiennent le site
d’initiation de la transcription, les séquences nécessaires a |'intégration chromosomique et
une séquence activatrice. Apres pénétration dans la cellule hote, 'ARN viral est rétro-
transcrit en ADN par I'action de la transcriptase inverse. Cette molécule d’ADN est alors
intégrée de facon aléatoire dans le génome de la cellule hote et les génes peuvent étre
transcrits par l'utilisation de la machinerie cellulaire. Grace a l'utilisation d’'une séquence
IRES plusieurs genes thérapeutiques peuvent étre placés sous le contréle des mémes
séquences régulatrices dans un oncorétrovirus recombinant. La plupart du temps, dans les
virus recombinants, les séquences virales LTR nécessaires sont conservées mais les régions
codant les protéines virales Gag, Pol et Rev sont délétées permettant l'insertion d’un
fragment d’environ 8 kb. Le tropisme naturel de ces virus peut étre modifié mais la plupart
du temps, il s’agit de pseudo-particules [Mulligan, 1993]. Leur utilisation présente I'avantage
d’exprimer de maniére stable et prolongé le transgéne qui est inséré au niveau du génome
de la cellule héte. Cependant leur utilisation in vivo manque d’efficacité car les rétrovirus
sont rapidement neutralisés par le systeme du complément lorsqu’ils sont injectés de
maniere systémique. Une particularité intéressante de ces vecteurs est |'absence presque
compléte de genes viraux dans le génome transféré. L'expression est donc restreinte a la
protéine d’intérét ce qui limite la réponse immunitaire et augmente la persistance des

cellules infectées. L'intégration du génome dans le chromosome de la cellule hote permet
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une expression maintenue du transgene. Cependant son caractere aléatoire dans le
chromosome est accompagné de linsertion de promoteurs viraux qui entraine
potentiellement I'activation ou la dérégulation de proto-oncogénes. Une autre limitation

majeure est due a leur incapacité a infecter des cellules post-mitotiques.

° Les lentivirus

Ils possedent un génome et un cycle de réplication beaucoup plus complexes que les
oncorétrovirus classiques. Le virus de I'immunodéficience humaine (VIH), lentivirus le plus
étudié, présente une structure organisationnelle de base identique aux oncorétrovirus.
Cependant il présente des genes accessoires dont les produits jouent un rdle crucial dans le
cycle réplicatif. Ainsi, par exemple, les protéines Tat et Rev sont essentielles pour une
expression efficace des génes viraux. Tat active le promoteur LTR du VIH et permet la
production d’ARN viral. Rev assure quant a elle son transport du noyau cellulaire au
cytoplasme. Ces vecteurs sont capables d’infecter a la fois des cellules quiescentes et des
cellules en division. Cependant le mécanisme précis de cette propriété est encore inconnu
mais il semble facilité par de nombreuses protéines virales notamment la protéine de
matrice Gag et la protéine accessoire Vpr [Kondo, 1995]. De nombreux obstacles doivent
étre contournés pour le développement de vecteurs recombinants, notamment du fait que
de nombreuses protéines virales sont nécessaires a la propagation du virus et que celles-ci
sont souvent toxiques. D’importants efforts de recherche sont en cours afin d’améliorer les
étapes de production pour obtenir des titres plus élevés sans générer de vecteurs
compétents pour la réplication. Cette recherche repose essentiellement sur Ile
développement de nouvelles lignées d’encapsidation exprimant de maniére stable les

protéines virales.

iii. Les poxvirus ou virus de la vaccine

Ce sont des virus enveloppés de forme ovoide qui contiennent une molécule d’ADN
double brins linéaire de 130 a 375 kbp ([Moss and Shisler, 2001]. Dans cette famille, le virus
de la vaccine est trés largement utilisé comme vecteur de transfert de géne [Guo and
Bartlett, 2004]. Son cycle réplicatif va entierement se dérouler dans le cytoplasme de la
cellule hote. Actuellement il est tres utilisé dans le traitement des cancers comme virus

oncolytiques ou comme vecteurs permettant I'expression de suppresseur de tumeurs. La
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taille de son génome a pour avantage de permettre I'insertion de plusieurs genes, mais de ce
fait il est également difficilement manipulable. De plus le récepteur responsable de son
attachement a la cellule hote reste encore inconnu. Pour cette raison, il parait difficile de
modifier son tropisme méme si [Galmiche et al., 1997] ont réussi a le rediriger vers la
molécule Erb-2 (pour revue [Kirn and Thorne, 2009]). Ces virus possedent un large tropisme
pour les tumeurs et ne nécessitent pas un récepteur de surface particulier pour pénétrer
dans la cellule héte mais ils utilisent de nombreux signaux cellulaires de membrane [Moss,
2006] [Mercer and Helenius, 2008]). Leur génome n’est pas intégré au sein de la cellule hote
mais ils se répliquent de petites structures nucléaires au sein du cytoplasme appelée « viral
factories ». lls sont tres efficaces pour se propager au niveau de tumeur distante lors d’'une

injection systémique.
iv.  Levirus de I’herpeés simplex (HSV)

Les virus de I'herpés de type | et Il sont capables d’infecter une grande variété
d’organes avec un tropisme particulier in vivo pour les cellules du systeme nerveux
[Lachmann and Efstathiou, 1999]. Ce sont des virus a ADN linéaire d’environ 150 kb codant
70 a 80 protéines différentes (Figure 24).

Protéine de
I'enveloppe

J T8 pr v 7]
Tégument o, e 53_; L

ADH

Hucléocapside Lol

Figure 24 : Virion d’herpés simplex virus. |l est composé de quatre principaux éléments : (i) un corps dense aux
électrons comprenant; (ii) un ADN double brin; (iii) une capside icosaédrique et (iv) une enveloppe, source
Elsevier 2002.
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De maniere spécifique, ils lient les héparanes sulfates cellulaires. Cette premiere
interaction permet une liaison de forte affinité avec un second récepteur, membre de la
famille du TNF ([Montgomery et al., 1996], s’ensuit alors une fusion des membranes virale et
cellulaire qui aboutit au passage de la capside dans le cytoplasme. Dans certains neurones
post-mitotiques, le virus peut entrer en phase de latence et persister sous forme épisomique
pendant une dizaine d’années. Cette particularité fait de ces virus des outils de choix pour le
traitement des maladies neurologiques (parkinson, ischémie ou autres...). Apres l'infection
de la cellule hote, la protéine virale transactivatrice VP16 induit I'expression d’un grand
nombre de genes précoces qui sont eux méme des régulateurs de I'expression des genes
entrant dans les processus de réplication virale et d’encapsidation. Une mutation de la
protéine ICP4 entraine une suppression de la capacité réplicative des HSV et de tels virus ont
été utilisés in vitro et in vivo pour le transfert de genes. Une autre approche va consister en
I"'utilisation d’amplicons (pour revue [Sena-Esteves et al., 2000]). Pour cela, un plasmide
contenant le gene d’intérét et uniquement l'origine de réplication du HSV ainsi que les
séquences d’encapsidation sont co-transfectées avec un cosmide contenant le génome du
HSV délété de ses séquences d’encapsidation. Le virus ainsi produit contient uniquement des
séquences plasmidiques et n’induit donc pas de toxicité chez I’'h6te. Le cosmide peut étre
remplacé au besoin par un virus auxiliaire apportant en trans les protéines nécessaires a
I’élaboration du virus recombinant. La thérapie génique basée sur I'utilisation de tel virus
défectif est en plein essor. En effet, ce systeme présente de nombreux avantages. Tout
d’abord la capacité de clonage d’ADN hétérologue est supérieure a 50 kb, ensuite, I'HSV
possede la capacité d’infecter des cellules quiescentes et de réguler de maniere tres fine

I’expression des genes thérapeutiques.

b. Méthodes non virales

Deux groupes de méthodes non virales de transfert de gene existent : les méthodes
chimiques et les méthodes physiques. Parmi les méthodes physiques nous retrouvons
notamment la micro-injection (introduction directe de I’ADN dans le cytoplasme ou le noyau
d’une cellule), la technique dite de géne gun (utilisation de particule d’or ou de tungsténe
recouverte d’ADN), le champ électrique ou électroporation (déstabilisation locale de la

membrane). Les méthodes dites chimiques vont quant a elles reposer sur I'utilisation de
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vecteurs synthétiques qui vont permettre d’améliorer la pénétration de la molécule. Ces
vecteurs sont composés de lipides ou de polymeéres synthétiques. Ainsi, les lipoplexes, ADN
recouvert de lipides conduisant a la formation de liposomes, vont étre de deux types : (i)
anioniques ou neutres qui ne permettent par un niveau d’expression important (ii)
cationiques qui de part leur charge positive forment un complexe naturel avec ’ADN chargé
négativement et permettent une interaction plus importante avec la membrane cellulaire
[Zhdanov et al.,, 2002]. Cependant les lipoplexes ne présentent pas de ciblage cellulaire
particulier d’ou le développement de lipoploplexes ciblés auquels a été ajouté un peptide de
fixation a un récepteur spécifique [Scott et al., 2001]. Une seconde classe de vecteurs
chimiques va étre basée sur la formation d’'un complexe entre ’ADN et des polyméres, le
plus utilisé étant le poly-éthylénimine (PEIl). Celui-ci posséde une capacité d’endosomolyse
qui permet la libération de I’ADN dans le cytoplasme et son transfert au noyau. Souvent lors
de Il'utilisation en intra-veineuse, une couche de polymeres hydrophiles est adjointe afin
d’augmenter leur durée de vie et d’éviter les interactions non spécifiques. Le plus souvent, il
s’agit du PEG (polyéthyléne glycol).

Parallelement a ces deux techniques, un transfert de génes nus dans les tissus et
organes sous forme plasmidique ou de fragment de PCR a également été utilisé [Nishitani et

al., 2000].

4. Les adénovirus en thérapie génique

a. Méthodes de construction d’adénovirus recombinants

Les vecteurs adénoviraux recombinants sont obtenus par une ou plusieurs

modifications de leur génome. Plusieurs méthodes ont été développées

i.  Par ligation in vitro

Les premiers adénovirus recombinants ont été générés par ligation in vitro [Berkner
and Sharp, 1983; Rosenfeld et al.,, 1991]. Cette méthode utilise le génome viral dans son
ensemble et un plasmide contenant la partie gauche du génome adénoviral qui comprend
I'ITR, la séquence d’encapsidation et la séquence enhancer d’E1A (0 a 1,3 unités de carte).
Apres insertion de la séquence du gene d’intérét en aval de la séquence virale, le fragment

digéré par Clal contenant la région gauche du génome et le géne d’intérét est lié au génome
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de I'Ad5 lui-méme digéré par le site unique Clal. Le produit de ligation obtenu est alors
transfecté dans les cellules 293. Cependant cette méthode n’est pas tres efficace et requiere
la purification des virus recombinants par plage de lyse car les virus sauvages ou ne
contenant pas le transgene résultant d’une digestion incompléte ou d’une religation sont
également produits. De plus, la région E1 n’est pas completement éliminée ce qui limite
considérablement la capacité d’insertion au sein du génome. Les sites uniques au sein du
génome adénoviral sont rares et ne permettent pas une insertion a niveau précis d’ou
I'introduction de sites uniques aux endroits désirés [Gilardi et al., 1990] [Mizuguchi and Kay,

1998] [Mizuguchi and Kay, 1999] .

ii. Recombinaison homologue chez les mammiféres

La découverte par Ruben en 1983 de forme circulaire de génomes adénoviraux dans
les cellules infectées a permis le clonage de celui-ci sous forme plasmidique. Ces plasmides
transfectées dans les cellules de mammifere se montrent infectieux [Ghosh-Choudhury et
al., 1986] [Graham, 1984]. Ainsi une nouvelle méthode a été mise en place afin de cloner un
gene au niveau de la région E1 [Graham et al., 1984]. Elle repose sur |'utilisation de deux
plasmides : (i) un premier qui contient le géne d’intérét entouré des séquences flanquant la
région E1, I'lTR gauche et le signal d’encapsidation et (ii) un second contenant le génome
entier de I'adénovirus délété pour la région E1 et de la séquence d’encapsidation sous forme
circulaire [Bett et al., 1994]. Les plasmides sont transfectés dans les cellules 293, ou la
recombinaison a lieu entre les régions homologues. Des particules contenant le transgene
sont alors générées et isolées par purification en plage de lyse. L'inconvénient majeur de ce
systeme est la faible fréquence de recombinaison et le temps pris pour I'obtention des virus
recombinants. Cette approche génere de plus un grand nombre de virus réplicatifs ou RCA
(Replication-Competent Adenovirus) (20 a 70 %) qui résultent d’'une recombinaison avec la
séquence E1 contenue dans le génome cellulaire. De nombreuses stratégies ont été
développées afin de contourner ce probleme. Ainsi, I'utilisation de vecteurs adénoviraux
contenant un géne marqueur (GFP ou lac Z par exemple) permet une sélection des cellules
contenant le virus recombinant [Davis et al., 1998]. Un effort particulier a également été fait
quant a la génération de lignée d’encapsidation présentant une région E1 réduite a son
minimum limitant ainsi les phénoménes de recombinaison [Imler et al.,, 1996]. Afin
d’augmenter le taux de recombinaison permettant l'insertion du transgene des stratégies
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basées sur |'utilisation du systéeme Cre/lox ont été mises au point. Dans ce cas le génome
adénoviral parental contient une séquence d’encapsidation flanquée de deux sites lox P. Sa
co-transfection dans les lignées 293 exprimant de maniére stable la recombinase Cre, avec
un plasmide contenant I'extrémité gauche du génome viral et le gene d’intérét en aval
duquel on retrouve un site lox P. Une premiére recombinaison déléte la séquence
d’encapsidation du génome parental et une seconde permet a ce génome de recombiner
avec le plasmide grace au site lox P en aval du géne d’intérét [Hardy et al., 1997]. Cependant,
la capacité de recombinaison par lI'enzyme Cre n’est pas totale et des contaminants

parentaux peuvent apparaitre.

iii. ~Recombinaison homologue chez les bactéries

La recombinaison homologue chez E. coli a ensuite été exploitée pour la construction
d’Ads recombinants [Chartier et al., 1996; He et al., 1998a]. Cette méthode tire a son
avantage la haute performance d’une souche de bactéries en matiére de recombinaison : les
BJ5183 (recBCsbcBC). Comme pour la recombinaison dans les cellules de mammiféres, cette
méthode utilise deux plasmides (Figure 25) : (i) un plasmide contenant le génome de I’Ad
entouré par deux sites de restriction pour I'enzyme Pacl, le géne de résistance a I'ampicilline
et une origine, et (ii) un plasmide dit navette qui contient la région gauche du génome
incluant I'ITR gauche, le signal d’encapsidation et les séquences entourant la région E1 et le
géne d’intérét. Apreés linéarisation du plasmide génome par Pmel, la souche bactérienne BJ
5183 est co-transformée par les deux plasmides. La recombinaison a alors lieu entre les
séquences chevauchantes et les clones sont isolés sur boites. De part leur génotype, les BJ
5183 ne permettent pas la production d’'une grande quantité d’ADN, le plasmide obtenu sert
pour transformer une souche bactérienne classique type DH10B. Une autre souche
bactérienne (Top10F’) a été utilisée avec succes pour générer des Ads recombinants [Renaut
et al., 2002]. Son utilisation permet a la fois une bonne recombinaison et la production en
quantité d’ADN plasmidique. Les clones sont alors testés par des techniques de biologie
moléculaire classiques. Afin de produire les particules virales, le plasmide obtenu est digéré
par Pacl ce qui libére les ITR puis transfecté dans les cellules HEK-293. Contrairement aux
autres méthodes de recombinaison homologues dans les cellules eucaryotes, la génération
de RCA est extrémement faible. [He et al., 1998a] ont décrit un systéme similaire dans lequel
le plasmide navette contient en plus une partie de I'extrémité droite du génome viral le gene
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de résistance a la kanamycine. Ce plasmide navette linéarisé est alors cotransfecté avec le
plasmide génome circulaire dans les bactéries. L'évenement de recombinaison entre les
extrémités du plasmide conduit a l'insertion du geéne d’intérét ainsi qu’a I'échange des
parties plasmidiques dont la résistance a la kanamycine. Les génomes recombinants sont

ainsi plus facilement sélectionnés (Figure 25).

Gauche -\

Plasmide adénoviral
Ad5.AE1

(1) Linéarisation par Pme | et
(2) Cotransformation dans les BJ5183
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Figure 25: Génération d’adénovirus recombinants par le systtme Adeasy’™. Les plasmides navette et
adénoviral sont transférés par électroporation dans les bactéries BJ5183 apres linéarisation du plasmide
navette par Pmel. Une recombinaison homologue entre les régions du bras gauche et du bras droit permet la
génération d’un plasmide recombinant contenant la cassette d’expression du gene d’intérét inséré a la place de

la région E1 du génome adénoviral.

69



Introduction Générale

iv.  Utilisation de la technique « gateway »

Cette nouvelle méthode de clonage largement développée dans le monde de la
biologie moléculaire permet d’insérer un gene d’intérét dans une batterie de vecteurs
d’accueil dont des vecteurs adénoviraux. Cette technologie est commercialisée par la société
Invitrogen sous le nom de Gateway™. Elle s’inspire du processus naturel

d’intégration/excision du phage lambda dans le génome d’E. coli (Figure 26).
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Figure 26 : La technologie Gateway ® : A. Obtention du vecteur d’entrée B. Obtention du vecteur d’expression

Dans la bactérie, un site de recombinaison naturel att B est présent alors que dans le
phage un site att P est retrouvé. Lors de l'infection de la bactérie par le phage, 'ADN du
phage lambda recombine avec le génome de la bactérie au niveau de ces sites de
recombinaison grace a la présence d’une enzyme d’intégration spécifique. Cela conduit a
I'introduction du génome du phage dans la bactérie. Une fois intégrés, les sites de
recombinaison hybride prennent le nom d’att L et att R (pour droite et gauche). Cette
réaction de recombinaison (LR/BP) est la base du clonage par la technologie Gateway™. La
premiere étape du clonage consiste a obtenir 'ORF a cloner avec a chacune de ses

extrémités deux sites de recombinaison att B: att Bl et att B2. Ces deux sites sont
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légerement différents I'un de I'autre ce qui permet d’assurer le processus de clonage
directionnel. Cette opération est réalisée par une réaction de PCR utilisant un couple
d’amorces dont les extrémités 5’ sont constituées par les séquences att B1 et att B2. Lors de
la deuxieme étape, le produit de PCR doit étre sous-cloné par recombinaison BP avec un
vecteur donneur afin d’obtenir un plasmide dit d’entrée dans lequel I'ORF est flanqué de
deux sites attL : att L1 et 2. La recombinaison est catalysée par la BP clonase Il ™. Enfin, ce
plasmide (vecteur d’entrée) est co-incubé avec le vecteur de destination contenant le
génome viral. Ce vecteur est muni des sites attR1 et attR2 recombinant spécifiquement avec
les sites att L1 et att L2. Un plasmide d’expression adénoviral est alors obtenu grace a
I’action de la LR Clonase ™ Il. Lors de toutes ces étapes, la technique de sélection positive via
I"'utilisation du gene ccdB (control of cell death B) est utilisée [Bernard, 1996]. Seuls les clones
présentant le géne d’intérét seront capables de pousser du fait de l'inactivation du géene

ccdB.

v. Autres méthodes

D’autres techniques ont été développées afin de produire des Ads recombinants : la
recombinaison homologue dans la levure [Ketner et al., 1994], l'utilisation de Ia
recombinaison induite par Cre-Lox (paragraphe D.4.a.ii), I'association d’une recombinaison
chez la bactérie et dans les cellules de mammiféres [Anderson et al., 2000], une basée sur
I'utilisation de cosmide [Kojima et al.,, 1998], une basée sur l'utilisation de YAC (Yeast

Artificial Chromosome) [Ketner et al., 1994] (Figure 27).
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Figure 27 : Structure génomique des différentes générations de vecteurs adénoviraux. La localisation des
unités de transcription précoces et tardives sont indiquées en haut sur le vecteur sauvage. Les régions ITR sont
symbolisées par des triangles jaunes et la séquence d’encapsidation par un rectangle rose.

b. Vecteurs de premiére génération

Afin d’augmenter la sécurité biologique lors de I'administration d’adénovirus et
d’étendre ainsi leur champ d’application thérapeutique, des vecteurs défectifs pour la
réplication ont été générés par excision de la région E1. Cette région, localisée a I'extrémité
gauche du génome code des protéines nécessaires a I'expression des autres génes précoces
et tardifs. Plusieurs types de délétions de cette région ont été réalisées avec une maximal de
3150 bp. Puisque les produits de la région E1 sont indispensables a la croissance virale, ils
doivent étre apportés en trans par des lignées cellulaires spécifiques telles que les 293
[Graham et al., 1977], les 911 [Fallaux et al., 1996] ou les PCR6 [Fallaux et al., 1998].
Nombreux de ces vecteurs de premiere génération ont été délétés en plus d’une partie de la
région E3. Cette délétion peut atteindre 3,1 kb. Cette région n’étant pas essentielle a la
réplication virale, aucune complémentation n’est nécessaire. Néanmoins, pour certaines
applications, il est intéressant de conserver cette région et méme d’augmenter I'expression
d’E3. En effet, par exemple, le produit gp 19K, responsable de la réduction de la réponse
immune T cytotoxique contre le vecteur, pourrait améliorer la persistance du vecteur

[Bruder et al., 1997]. Comme l'adénovirus peut encapsider approximativement 38 kb sans
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gue cela n’affecte son titre ni sa stabilité [Bett et al., 1993], des adénovirus délétés pour la
région E1 peuvent accepter des insertions de plus de 5,1 kb alors que des adénovirus
doublement délétés E1/E3 permettent le clonage de prés de 8,2 kb. Cette premiere
génération d’adénovirus permet I'obtention d’une réponse immune significative in vivo,
principalement due a la synthése de novo de protéines virales [Gilgenkrantz et al., 1995].
Bien que ces vecteurs soient largement utilisés comme véhicules de transfert de
gene, des problémes subsistent. Le premier survient lors de la production de tel vecteur
dans les cellules 293. Celles-ci contiennent en effet, en plus de la région E1, les régions
flanquantes présentent également dans le vecteur. Elles seraient responsables
d’évenements de recombinaisons homologues qui donnent naissance a des virus
compétents pour la réplication : les RCA (Replicative Competent Adenovirus) [Lochmuller et
al., 1994]. D’autres lignées cellulaires ont donc été développées pour limiter ce phénomeéne
en réduisant les parties flanquant la région E1 [Fallaux et al., 1998; Fallaux et al., 1996]. Un
second probléme survient lors de leur introduction chez I’'h6te du faite de I'induction d’une
forte réponse immunitaire T cytotoxique qui entraine la destruction des cellules hotes. Cette
réponse serait de plus stimulée par I'observation d’une réplication faible méme en I'absence
de la région E1 [Yang et al., 1994] qui induit une expression des génes tardifs in vivo.
Cependant cette induction d’une forte réponse immune peut étre mise a profit lors de leur
utilisation dans le cas de traitement de cancer ou pour une vaccination plus efficace. De plus,
ces vecteurs de premiere génération ne permettent pas l'insertion de genes de grande taille,

de genes multiples ou encore de génes controlés par des promoteurs spécifiques.

c. Vecteurs de seconde génération

Deux nouvelles générations ont été construites avec pour but essentiel d’accroitre la
capacité d’accueil des vecteurs de premiére génération et de diminuer leur immunogénicité.
La second génération d’adénovirus possede en plus d’une délétion des régions E1 et E3, une
délétion d’une autre région essentielle a la réplication E2A ou E4. La production de ces virus
a nécessité le développement de nouvelles lignées cellulaires. Ainsi, différentes lignées
cellulaires ont été construites ; elles permettent I’expression de la protéine liant ’ADN E2a

[Zhou et al., 1996], la protéine terminale E2b [Langer and Schaack, 1996] ou d’E4 [Wang et
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al., 1995]. La délétion correspondante du genome, cumulée aux délétions de E1 et E3,

permet une insertion d’environ 14 kb.

d. Vecteurs de troisieme génération ou vecteur « gutted »

Ces vecteurs sont dépourvus de toutes les séquences virales codantes et ne
conservent que les régions ITR et la séquence d’encapsidation [Kochanek, 1999]. De tels
vecteurs peuvent incorporer des fragments d’ADN allant jusqu’a 37 kb. Leur production
nécessite d’infecter les cellules d’une part avec le plasmide contenant le « mini-génome »
viral et la cassette d’expression du transgéne et d’autre part avec un virus auxiliaire (virus
helper) qui apporte en trans les protéines nécessaires a la réplication et a I’'assemblage des
particules. La présence d’une mutation dans la séquence d’encapsidation du virus auxiliaire
doit lui conférer un désavantage lors de I'assemblage des particules filles. La contamination
par le virus auxiliaire reste malgré tout importante et la propagation de tel vecteur a des
titres élevés reste difficile. Une amélioration significative a été apportée par I'utilisation du
systéme cre-loxP, éliminant la séquence d’encapsidation du virus auxiliaire [Parks et al.,
1996; Umana et al.,, 2001]. Une premiere étude clinique utilisant de tel adénovirus a

récemment vu le jour dans le traitement de I’hémophile A.

e. Avantages et inconvénients des vecteurs adénoviraux

Le principal avantage quant a l'utilisation d’adénovirus est leur versatibilité. En effet,
une fois construit un vecteur unique peut étre utilisé pour I'expression de protéine en cellule
humaine, I'étude des effets des produits des génes en biologie cellulaire ou des études in
vivo sur de nombreux tissus et de nombreuses espéces. La grande capacité des adénovirus
permet l'expression de nombreux genes. L'inconvénient majeur du systeme est la
complexité de construction. Comme un adénovirus ne peut théoriquement pas s’intégrer
dans les chromosomes de la cellule hote, I'expression du transgene reste transitoire. In vitro,
I’expression reste donc courte et pourrait limiter des études in vivo a moyen terme. Bien que
les adénovirus aient été largement utilisés in vivo pour des études de fonction protéique, il
réside toujours un probléme par rapport a la réponse immunitaire de I'h6te. Une des
principales conséquences de cette réponse immunitaire, est la limitation des études a long

terme dans les animaux immunodéprimés.
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E. Introduction du projet de recherche

Depuis plusieurs années, notre équipe s’est impliquée dans la compréhension des
mécanismes de tumorigenése en utilisant le modele du cancer du col de I'utérus et d’"HPV.
L'introduction de ce mémoire a souligné le besoin de développer et d’améliorer les
méthodes actuelles de traitements de ce type de cancer. Néanmoins, cette optimisation
nécessite une bonne compréhension des mécanismes moléculaires mis en jeu lors de
I'infection par les papillomavirus humains. C'est dans ce contexte scientifique que s’est
inscrit mon projet thése qui comportait deux volets : (i) un premier plus fondamental qui
consistait en I’étude fonctionnelle de mutants de I'oncoprotéine 16E6 et (ii) un second basé
sur l'exploration de nouvelles stratégies thérapeutiques spécifiques des cellules

transformées.

1. Etude fonctionnelle de I'oncoprotéine 16E6

Comme nous avons pu le voir, I'oncoprotéine E6 joue un role clé dans le
développement des carcinomes du col utérin. Malgré sa petite taille, la structure d’E6 a
résisté pendant une vingtaine d’année a toute analyse, du fait de la difficulté a produire
cette protéine par voie recombinante sous forme repliée. En développant des approches
d’optimisation de qualité de protéines dites « difficiles », notre équipe a finalement résolu et
publié la structure RMN du domaine C-terminal de 16E6 [Nomine et al.,, 2006]. Plus
récemment, un mutant de 16E6 défectueux pour la dégradation de p53, 16E6 F47R, a été
isolé et caractérisé [Nomine et al., 2006; Ristriani et al., 2009]. Il est capable de rétablir un
haut niveau protéique de p53 et déclenche la sénescence lorsqu’il est exprimé dans des
cellules dérivées de tumeurs induites par HPV [Ristriani et al., 2009]. Dans le prolongement
de cette percée scientifique, I’équipe a centré ses projets sur I'obtention de données
structurales sur I'oncoprotéine entiére seule ou complexée a un motif de liaison préférentiel.
Ainsi, dans le but d’optimiser les conditions de purification de la protéine, de nombreuses
études ont porté sur le phénoméne d’auto-association de 16E6, mais également sur les
zones d’interaction avec ses partenaires cellulaires, notamment I'ubiquitine ligase E6GAP. Des

mutants de I'interface de dimérisation ou de la surface potentielle de liaison a EGAP ont été
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alors développés. Dans ce contexte, le but de mon projet était de connaitre la relation entre
auto-association de 16E6, liaison a E6AP et dégradation de p53, mais aussi le role joué par le

complexe E6-E6AP-p53. Ces travaux font I'objet de la premiére partie des résultats.

2. Exploration de nouvelles stratégies thérapeutiques

a. Immunisation intracellulaire

L'oncoprotéine E6 est capable, via I'interaction avec d’autres partenaires cellulaires,
d’orienter la protéine suppresseur de tumeur p53 vers une voie de dégradation par le
protéasome 26S. Dans les cellules tumorales du cancer du col de I'utérus, le géne codant la
protéine p53 n’est pas muté. Plusieurs stratégies visant a neutraliser E6 ou les ARN
messagers correspondants ont alors été proposées en vue d’augmenter le taux endogeéne de
p53 pour induire un arrét de la croissance ou la mort cellulaire (par exemple [Bousarghin et
al., 2009; Butz et al., 2003]). Lors de mon projet de thése, nous nous sommes plus
particulierement intéressés au développement de fragments d’anticorps simple chaine anti-
16E6. En effet, au sein du laboratoire, des anticorps reconnaissant spécifiquement la partie
N-terminale de 16E6 ont été développés [Giovane et al., 1999]. Ces anticorps sont capables
d’inactiver in vitro la dégradation de p53 induite par 16E6. Suite au clonage et a I'expression
de leurs domaines variables, nous avons obtenu plusieurs fragments d’anticorps simple
chaine (scFvs) ciblant 16E6 [Giovane et al., 1999; Sibler et al., 2005]. Dans ce contexte, mon
travail a consisté en la caractérisation des effets induits suite a leur expression dans le

contexte cellulaire. Ces travaux font I'objet du premier article.

b. Ciblage de vecteurs adénoviraux aux cellules transformées par
HPV.

L'introduction de ce mémoire a également souligné la nécessité d’optimiser les
vecteurs de transfert de gene afin d’améliorer I'efficacité et la spécificité des traitements
anti-cancéreux de thérapie génique. En effet, le point commun de tous les vecteurs
développés en vectorologie est leur manque de spécificité cellulaire ou leur tropisme naturel
trop vaste empéchant un ciblage efficace des tissus cibles. Afin de sélectionner des ligands
peptidiques permettant I'adressage et l'internalisation de molécules dans les cellules SiHa
transformées par HPV16, I'approche phage-display a été utilisée au sein du laboratoire
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[Robinson et al., 2005]. Une banque combinatoire de peptides cycliques fusionnés a la
protéine majeure pVlll de la capside du bactériophage M13 a été utilisée. Apres trois cycles
de sélection sur les cellules SiHa, trois familles de peptides ont été individualisées (Tableau
6).

Les phages-peptides sélectionnés ciblent et ne sont internalisés que dans les cellules
transformées par HPV 16 ou 18 (Figure 28). lls sont donc un atout pour le développement de
vecteurs de transfert de géne. Le but de mon travail fut alors de développer des adénovirus
ciblant de maniére préférentielle les cellules transformées par HPV en utilisant la spécificité
de ces peptides. Dans un premier temps, des adénovirus pseudotypés ont été construits et
testés. Leur caractérisation a fait 'objet du deuxiéme article. Parallelement a ce travail, nous
avons entrepris de développer un outil permettant un clonage rapide dans I'adénovirus.

Cette méthode fait I'objet du troisieme article.
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Figure 28: Visualisation des phages-peptides internalisés et de leur localisation cellulaire par
imunofluorescence. (d’apres [Robinson et al., 2005]). Les cellules ont été incubées en présence de chloroquine
(100 uM) avec les phages-peptides sélectionnés contréle, al, 5 et y6 (1x10™ cfu/mL chacun) pendant 1 h a
4°C, puis lavées et incubées 2 h a 37°C. Les particules de phages ont été marquées a I'aide d’un anticorps anti-
M13 et d’un anti-lapin TRITC. Grossissement x 400.

Séquence du peptide

Famille . . Fréquence
présenté
1 32
a 2 CRRTNWQGAGC 6
3 CQLTGTHGAGC 2
4 CADPNSVRAMC 4
P 5 CADPNSVRAHC 4
Y 6 CAAHYRVGPWC 2

Tableau 6 : Séquences en acides aminés des peptides internalisants (d’apres [Robinson et al., 2005]). Les
peptides internalisants spécifiques des cellules transformées par HPV ont été sélectionnés par la technique de
« phage display ». Apres trois cycles de sélection-amplification sur des cellules SiHa, I’ADN de 50 clones a été
purifié, séquencé et la composition en amino-acides a été déduite. La fréquence a laquelle chaque séquence a
été retrouvée est indiquée dans la colonne de droite. Trois familles de peptides ont été définies suivant leur
homologie de séquence. Les amino-acides identiques entre les peptides sont indiqués en gras.
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A. Matériel

1. Lignées cellulaires

NUMERO ORGANISME
ORGANE MALADIE

ATCC D’ORIGINE

MORPHOLOGIE

PARTICULARITES

transformées par I’ADN de I’Ad5

(segment allant du nucléotide 1 au

épithéliales
CRL-1573 293 Homo sapiens rein 4344), expression des protéines
adhérentes
E1A et B et d’une partie de la
protéine pIX de I’Ad5
épithéliales
CRL-11268 293 T Homo sapiens rein contiennent I'antigene T de SV-40
adhérentes
épithéliales
[Von transformées par I'Ad5, expression
adhérentes,
Seggern et 633 Homo sapiens poumon carcinome de la fibre de I’Ad5 et des régions
dérivées des cellules
al., 2000] El
A549
épithéliales
adhérentes, expression des régions E1A et B et
col de
CRL-13002 GH 329 | Homo sapiens adénocarcinome | dérivées des cellules d’une partie de la protéine pIX de
'utérus
Hela I’Ad5, HPV18 positives
col de épithéliales HPV 16 positives (1 a 2 copies par
HTB-35 SiHa Homo sapiens carcinome
'utérus adhérentes cellule) p53 et pRB positive
col de carcinome épithéliales HPV 16 positives (environ 600
CRL-1550 CaSki Homo sapiens
'utérus Epidermoide adhérentes copies par cellule)
HPV 18 positives, expression faible
col de épithéliales
CL-2 Hela Homo sapiens adénocarcinome de p53, niveau d’expression
'utérus adhérentes
normal de pRB
expression d’une protéine pRB de
col de épithéliales taille anormale et d’une protéine
HTB-31 C33A Homo sapiens carcinome
'utérus adhérentes p53 mutée (R273C), négative pour
I’ADN et I’ARN d’'HPV
col de carcinome épithéliales
HTB-32 HT-3 Homo sapiens expression de p53 et pRB
'utérus adhérentes
glande adénocarcinome épithéliales
HTB-22D MCF7 Homo sapiens
mammaire adhérentes
épithéliales absence d’expression de la
CRL-5803 H1299 Homo sapiens poumon carcinome
adhérentes protéine p53
épithéliales
HTB-85 Saos-2 Homo sapiens moelle ostéocarcinome absence du gene codant p53
adhérentes
épithéliales
CCL-185 A549 Homo sapiens poumon carcinome
adhérentes
Cercopithecus fibroblastes
CRL-1651 Cos-7 rein cellules transformées par SV-40
aethiops adhérentes
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L’'ensemble des caractéristiques des lignées cellulaires utilisées est présenté dans le
tableau ci-dessus. Les lignées cellulaires sont maintenues a 37°C sous une atmosphere
humide contenant 5 % de CO,. Toutes les lignées cellulaires sont maintenues dans du milieu
DMEM (milieu de Eagle modifié par Dulbecco, Gibco®) complémenté avec 5 ou 10 % de
sérum de veau foetal (SVF), 2 mM de L-glutamine (Invitrogen), 50 ug/mL de gentamicine
(Gibco®). Les cellules 633 sont cultivées dans du milieu MEM Zn** (milieu de Eagle modifié
par Richter, Gibco ®) complémenté avec 5 % ou 10 % SVF, 200 pg/mL d’hygromycine B

(Invivogen) et 300 pg/mL de zéocine (Invivogen).

2. Plasmides
GENE DE

PROMOTEUR PARTICULARITES Fournisseur

RESISTANCE

pcDNA3 ampicilline CMV et T7 présence d’un multi-site de clonage (MCS) Invitrogen

présence de la séquence du génome de I’Ad5
pTG3622 ampicilline [Chartier et al., 1996]
délétée des régions E1 et E3

présence d’un MCS et des séquences de recombinaisons
pShuttle kanamycine (@\Y\% homologues pour un clonage en remplacement de la Clontech

région E1 dans le génome de I’Ad5

pEGFP-C3 kanamycine cMV Présence d’un MCS en aval du géne codant 'EGFP-C3 Clontech

présence du génome de I'Ad5 délété des régions E1 et
pAd5-CMV/TCS ampicilline cMV [Mailly et al., 2008]
d’un MCS en remplacement de la région E3 de I'Ad5

plasmide permettant I'expression des fibres sauvages ou
pDV 137 ampicilline (e\V\Y [Nicklin et al., 2001]
modifiées des adénovirus

plasmide d’expression et de clonage pour les différents

pXJ 40 ampicilline CMV et T7
mutants de16E6
pcDNA;-p53 ampicilline cMvV plasmide d’expression eucaryote pour la protéine p53
pAd5-EGFP
pAd5-TK plasmides contenant le génome de I’Ad5 délété de la
pAd5-TKEGFP ampicilline (@\Y\% région E1 et dont la région E3 est remplacée par I'un des [Mailly et al., 2008]
pAd5- transgenes
C6SF47RAPDZ
pPMBP-peptide plasmide permettant I'expression du peptide EGAP
ampicilline T7
E6AP (LXXLL)
plasmide permettant I’expression dans les bactéries de la
pMBP-E6AP ampicilline T7
protéine E6AP entiere
présence des régions de recombinaisons homologues
pLeft/Right/TCS ampicilline cMvV pour un clonage en remplacement de la région E3 dans [Mailly et al., 2008]
le génome de I'Ad5
présence du gene permettant I'expression de la
pMP-TK ampicilline (@\Y\% thymidine kinase de I’herpés simplex virus de type |

(HSV-1)
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3. Adénovirus

Modification des régions

Type de fibre
E1 E3
Ad5-GFP délétée EGFP-C3 sauvage
Ad5-TK délétée TK-HSV-I sauvage
Ad5TK-EGFP délétée Fusion TK-EGFP sauvage
Adénovirus Ad5-6C6SFA47RAPDZ délétée 6C6SF47R-APDZ sauvage
génétiquement Ad5-1F4 délétée scFv 1F4 sauvage
modifiés Ad5-1F4-P41L délétée scFv 1F4-P41L sauvage
Ad5-1F4-L177P délétee scFv 1F4-L177P sauvage
délété pour le gene de la
Ad5-GFPAF/F GFP délété
fibre
fibre exprimée portant la
Ad5-GFP-KO1 GFP délété
Adénovirus mutation KO1
pseudotypés
obtenus grice fibre exprimée portant la
au systéme de Ad5-GFP-al GFP délété mutation KO1 et le peptide
transfection- al
transduction fibre exprimée portant la
mis au point Ad5-GFP-B4 GFP délété mutation KO1 et le peptide
par [Von p4
Seggern et al., fibre exprimée portant la
2000] Ad5-GFP-y6 GFP délété mutation KO1 et le
peptide y6
Ad5-GFP-fiberless GFP délété dépourvu de fibre

4. Souches Bactériennes

Les souches bactériennes sont cultivées en milieu de culture Luria-Bertani (LB ; 10 g/L
bactotryptone ; 5 g/L extrait de levure; 5 g/L NaCl) contenant ou non du bactoagar (15 g/L).
Selon les cas, la sélection des clones est effectuée en présence d’ampicilline (100 ug/mL) ou

de kanamycine (50 pg/mL).
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5. Anticorps

TYPE ANIMAL D’ORIGINE SOURCE UTILISATION DILUTION
Anti-GFP monoclonal de souris Roche western blot 1/1000°™
WC. Summers, Université de western blot 1/300°™
Anti-TK polyclonal de lapin A
Yale immunofluorescence 1/1300°™¢
western blot 1/2000°™
Anti-Flag Sigma A
immunofluorescence 1/1000°™¢
western Blot 1/500°™
Anti-16E6 (6F4) monoclonal de souris ESBS-IGBMC .
immunofluorescence 1/1000°™
Anti-lapin alexa 568 polyclonal de chévre Molecular Probes immunofluorescence 1/1000°™
Anti-lapin alexa 488 polyclonal de chévre Molecular probes immunofluorescence 1/1000éme
1/500°™
Anti-penton (708) polyclonal de lapin D. Von Seggern western Blot
1/500°™
Anti-hexon monoclonal de souris Abcam western Blot
1/4000°™
Anti-B10 monoclonal de souris IGBMC western Blot
Anti-18E6 monoclonal de souris western Blot
1/2000°™
Anti-Actine polyclonal de lapin Santa Cruz western Blot
Anti-p53 (p1801 et FL393) | monoclonal de souris western Blot 1/1000°™
Santa Cruz A
polyclonal de souris immunofluorescence 1/500°™
1/700°™
Anti-fibre (4D2) monoclonal de souris Abcam western Blot

B. Méthodes
1. Manipulation des acides nucléiques et clonage

a. Amplification par Polymerase Chain Reaction (PCR)

Les réactions de PCR sont réalisées dans un volume final de 50 pL contenant environ
50 ng d’ADN matrice, 300 nM de chaque amorce, 5 pL de tampon de PCR 10X fourni, 200 uM
de chaque dNTP (désoxyribonucleotide triphosphate) et 2,6 unités d’ADN polymérase. Dans
le cas de PCR recombinantes, le kit « Expand High Fidelity PCR system » (Roche) est utilisé.
En revanche pour I'amplification des ADN issus de colonies ou pour les tests de plasmides, le
kit « RedTaq® DNA polymerase » (Sigma-Aldrich) est employé. Les cycles d’amplification (une
phase de dénaturation 92°C - 1 min, une phase d’hybridation température variable en
fonction de la température de fusion des amorces - 30 secondes et d’une phase d’élongation

72°C - temps variable en fonction de la longueur du fragment a amplifier) sont réalisés dans
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un appareil iCycler (Biorad). La réaction de PCR est complétée par un cycle d’élongation

(72°C - 10 min).
b. Electrophorése sur gel d’agarose et purification d’ADN

Apres PCR ou digestion par des enzymes de restriction, les fragments d’ADN de moins
de 10 kb sont déposés sur un gel d’agarose (pourcentage variable en fonction de leur taille)
contenant du bromure d’éthidium (BET, 1 ug/mL). La migration des échantillons dilués dans
du tampon de dépo6t 5X (10 mM Tris-HCl pH 8 ; 50 % glycérol ; 0,1 M EDTA ; 0,1 % bleu de
bromophénol ou xyléne cyanol) est réalisée dans du tampon TBE (40 mM Tris-HCI ; 5 mM
acide borique 1ImM EDTA) a 80 V. Une estimation de la taille des fragments d’ADN est
effectuée a 'aide du marqueur de taille « DNA SmartLadder » (Eurogentec). Les bandes
d’ADN visualisées sous lampe ultraviolet sont ensuite au besoin purifiées par absorption sur
colonne de silice (GFX ™ PCR DNA and Gel Purification Kit, GE Healthcare). Pour les
fragments d’ADN d’une taille supérieure a 10 kb, aprés une extraction par phénol-
chloroforme ou une inactivation des enzymes comme indiquée par le fournisseur, la
purification est réalisée par précipitation en utilisant deux volumes d’éthanol absolu froid et

150 mM NaCl.
c. Digestion enzymatique et ligation

Toutes les digestions d’ADN sont réalisées avec les endonucléases de restriction de
chez New England Biolabs®, dans les conditions indiquées par le fournisseur en utilisant 5
unités d’enzyme pour digérer 1 ug d’ADN. Les ligations sont effectuées grace a I’ADN ligase
du bactériophage T4 (New England Biolabs®) dans le tampon fourni. Apres une incubation
sur la nuit a 16°C, en respectant un rapport molaire vecteur/insert de 1/3, les produits de
ligation sont dialysés 20 min a température ambiante, contre de I'eau milli-Q (Millipore™).
Une fraction de la ligation correspondant a 100 ng de vecteur recombinant est alors utilisée

pour la transformation de 2x10° bactéries électrocompétentes.
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d. Transformation de bactéries compétentes

La préparation de bactéries électrocompétentes est réalisée a partir d’'une culture en
phase exponentielle de croissance dont la densité optique a 600 nm est de 0,5 (soit 1x10°
bactéries/mL). Aprés trois lavages successifs a I'eau bisdistillée stérile et a 4°C, les bactéries
sont concentrées quatre cents fois dans du glycérol 10 % et stockées a -80°C. 50 uL de
bactéries électrocompétentes (soit environ 2x10° bactéries) sont transformées par 100 ng de
vecteur recombinant grace a la perméabilisation transitoire de la membrane induite par un
choc électrique (capacitance 25 uF, résistance 200 (Q, différence de potentiel 2,5 kV,
constante de temps entre 4 et 5 ms). Aprés re-suspension dans 1 mL de LB sans antibiotique
et incubation d’'une heure a 37°C sous agitation, des dilutions de la suspension bactérienne
sont étalées sur des boites de pétri contenant du LB-Agar supplémenté ou non en

antibiotique de sélection. L’apparition de colonies individualisées est obtenue par une

incubation a 37°C d’environ 16 h.
e. Extraction et purification des ADN plasmidiques

Les clones obtenus apres transformation, sont repris dans 4 mL de LB contenant
I'antibiotique approprié et laissés sous agitation a 37°C pendant 16 h. L’ADN plasmidique est
obtenu par lyse alcaline. Brievement le culot bactérien de la culture saturée est repris dans
300 plL de tampon TENS (10 mM Tris-HCl pH 7,9 ; 1 mM EDTA ; 0,1 M NaOH ; 0,5 % SDS). Afin
de précipiter les protéines, 150 L d’acétate de sodium (3M pH 5) sont additionnés au lysat.
Apres mélange par retournements successifs, I’'ensemble est centrifugé a 6 000 g pendant 10
min a 4°C. Le matériel génétique contenu dans le surnageant est alors précipité par I'ajout
de deux volumes d’éthanol absolu froid. Aprés lavage des culots a I'aide d’éthanol a 70 %,
I’ADN plasmidique est repris dans 50 uL d’une solution de TE (10 mM Tris HCl pH 7,9 ; 1
mM EDTA) contenant 50 pg/mL de RNAse. Les plasmides ainsi extraits sont ensuite analysés
par des digestions par des enzymes de restriction convenablement choisies ou servent de
matrice pour une PCR test. Une fois le plasmide attendu obtenu, des quantités plus
importantes de celui-ci sont préparées en utilisant le kit « QlAfilter Plasmid Midi Kit »
(Qiagen) ou en réalisant des maxi-préparations classiques par purification sur gradient de

chlorure de césium.
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f. Séquencage

Apres I'obtention des différentes constructions, un séquencage des inserts est réalisé
afin de s’assurer de l'intégrité des séquences. Celui-ci est effectué en présence de 2 pmol

d’amorce et de 500 ng de plasmide via la plateforme de I'IBMP ou de I'lGBMC.

2. Manipulation des protéines.

a. Transfection de cellules eucaryotes

Les transfections des cellules eucaryotes sont réalisées a 'aide de jetPElI ™ (Polyplus

transfection) en suivant les recommandations du fournisseur.

b. Test de survie cellulaire ou test MTT

Une solution de MTT de 0,5 mg/mL (3-[4,5-dimethyl thiazol-2-yl]-2,5-diphenyl
tetrazolium bromide) est ajoutée aux cellules en culture. Aprés deux heures d’incubation, les
cristaux de formazan formés sont solubilisés par addition d’une solution stop (40 mM HCI ;

64 % isopropanol; 32 % butan-2-ol). La densité optique est alors mesurée a 595 nm.

¢. Migration sur gel de polyacrylamide (SDS-PAGE) et Western
Blot

L'analyse d’un échantillon de protéine est effectuée par électrophorése sur gel de
polyacrylamide en présence de SDS (sodium dodécylsulfate). Les protéines sont tout d’abord
dénaturées par incubation avec un tampon dénaturant 4X (250 mM Tris HCl pH 6,8; 4 %
SDS ; 40 % glycérol ; 0,35 M -mercaptoéthanol) et par chauffage a 100°C pendant 5 min. Les
protéines sont ensuite séparées sur gel, puis transférées sur une membrane de
nitrocellulose imbibée de tampon T (50 mM Tris-HCI pH 9,5; 125 g/L glycine) avec un
appareil semi-sec (Trans-Blot, Biorad) pendant une heure a courant constant (220 mA).
Apreés saturation de la membrane avec une solution de TBS (Tris-Buffered Saline 50 mM Tris-
HCl pH 7,4 ; 150 mM NaCl) contenant 5 % de lait écrémé, les protéines sont révélées par une
incubation d’une heure a température ambiante ou d’une nuit a 4°C en présence d’un

anticorps primaire dilué dans une solution de TBS contenant 0,1 % NP40 et 5 % lait puis par
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une incubation identique avec |'anticorps secondaire couplé a I'’enzyme HRP (Horseradish
peroxidase). L'addition d’une solution d’ECL plus® (Chemiluminescence detection kit,
Amersham Biotech) permet alors de visualiser le signal émis qui est capturé sur film
radiographique. L’efficacité du transfert est vérifiée par révélation des protéines au rouge

ponceau (0,5 % rouge ponceau ; 1 % acide acétique).
d. Préparation de protéines fusionnées a la GST

Les bactéries E.coli BL21 sont transformées par les plasmides contenant les cassettes
d’expression des protéines fusionnées a la GST (Glutathion S-Tranferase). Une culture de 25
mL est alors réalisée a partir d’'une colonie. Le culot cellulaire repris dans 1,5 mL de tampon
LSAB (100 mM Tris-HCI pH 8 ; 100 mM NaCL ; 1 % NP40 ; 2 mM DTT, cocktail d’inhibiteur de
protéase « Complete™ » (Roche applied Science) additionné de 0,03 % SDS est soniqué
quatre fois 10 secondes avec 30 secondes entre chaque sonication a une constante de 10 %.
Apres centrifugation a 13 000 rpm pendant 15 min a 4°C, le surnageant est mis au contact de

la résine de glutathion pré-équilibrée dans du tampon LSAB.
e. Syntheése in vitro de protéines

La synthése in vitro de protéines est réalisée a 30°C pendant 2 h en utilisant le kit
TnT® Quick coupled transcription/translation system (Promega), en présence de méthionine

3> (Easytag™, Perkin Elmer®).
f. Dégradation in vitro de p53

L'étude de la dégradation de p53 par E6 est réalisée en incubant 5 pL et 2 plL des
produits de traduction de E6 et p53 respectivement, dans un tampon contenant 25 mM Tris-
HCl pH 7,5 ; 100 mM NaCl ; 2 mM DTT. Aprés 2 h d’incubation a 28°C, la réaction est stoppée
par I'addition de tampon de charge contenant a la place du 3-mercapéthanol, 300 mM de

DTT (paragraphe B.2.c) et analysée sur gel SDS-PAGE 12 %.
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g. Test de liaison in vitro a E6-AP ou E6-AP peptide (GST-Pull
down)

Les protéines E6AP-GST, peptide-GST ou peptide variable-GST immobilisées sur des
billes de glutathion sont resuspendues dans 290 pL de tampon de liaison (100 mM Tris-HCI
pH 8; 100 mM NaCl; 2 mM DTT; 1 % NP40) contenant un cocktail d’inhibiteur de protéase
« Complete ™ » (Roche applied Science). 10 uL des protéines E6 traduites et marquées in
vitro au *°S sont alors additionnées. La réaction de liaison est effectuée a 4°C pendant 4 h.
Aprés trois lavages avec 1,5 mL de tampon de liaison, les billes sont reprises dans du tampon
dénaturant 4X contenant 300 mM de DTT frais, puis révélées sur un gel SDS-PAGE 15 %

apres autoradiographie. Un contréle correspondant a 10 % de I'input est également déposé.
h. Visualisation indirecte des protéines par immunofluorescence

Quarante huit heures apres transfection, les cellules sont lavées au PBS (Phosphate
Buffered Saline : 1 mM KH2PO4 ; 3 mM Na2HPO4, 2H20 ; 150 mM NaCl pH 7,4) puis fixées
20 min a température ambiante a I'aide d’une solution de paraformaldéhyde 4 %. Les
cellules sont incubées pendant 10 min avec une solution de PBS-Triton 0,01 % rendant la
membrane cellulaire perméable. Elles sont alors mises en présence d’anticorps primaire
contre la protéine d’intérét dilué dans du milieu de culture supplémenté avec 10 % SVF
pendant une heure. Aprés trois lavages au PBS, I'anticorps secondaire couplé a un
fluorochrome est appliqué pendant une heure a température ambiante dilué dans du milieu
de culture supplémenté avec 10 % SVF dans I'obscurité. Les cellules sont alors lavées au PBS
et incubées avec une solution de DAPI (4',6' Di Amidino-2-Phényl Indole) (0,1 pg/mL)
pendant 5 min. Aprés montage a I'aide de Fluoromount G (Southern Biotech), elles sont

observées a |'aide d’un objectif a immersion en microscopie a fluorescence (Axioplan, Zeiss).

3. Production virale et amplification

a. Production d’adénovirus pseudotypés.

La production d’adénovirus pseudotypés suit le protocole mis en place par [Jakubczak et al.,
2001]. Brievement, pour la production d’un virus, le plasmide contenant la cassette

d’expression de la fibre modifiée est transfecté 'aide de jetPEI™ (Polyplus transfection) en
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suivant les recommandations du fournisseur dans cing boites de 15 cm de diameétre cotées a
I'aide de 0,1 mg/mL de polylysine de cellules 293 T. Vingt quatre heures apreés transfection,
le milieu de culture est alors changé et les cellules transfectées sont mises au contact d’un
mélange infectieux composé de milieu DMEM supplémenté avec 5 % de SVF et d’
Ad5.GFP.AF/F a une MOI (Multiplicy Of Infection) virale de 350. Quarante huit heures apres
transfection, un effet cytopathique est observé. Les cellules sont alors récoltées puis lysées
par choc thermique (congélation dans |'azote liquide-décongélation au bain-marie a 37°C).
Les virions sont ensuite purifiés sur gradient de chlorure de césium (paragraphe B.3.c et

Figure 29).

CMV TPL

- Plasmide d’expression de la fibre J-

Jour1
Transfection

u @

A Jour 2 odm—fs  AdS.GFP. F/F
Transduction carr -
293T \ 1 ¢ E .
@ 2
Jour 4
Purification

Adénovirus ayant un tropisme modifié

Figure 29: Systéme de transfection/transduction permettant la production d’adénovirus pseudotypés,
d’apres [Jakubczak et al.,, 2001]. La lignée d’encapsidation 293T est transfectée a I'aide des plasmides
contenant les genes codant les fibres modifiées. Celles-ci sont ensuite transduites a I'aide de I'adénovirus
Ad5.AF.F- délété du gene codant la fibre. Les particules virales produites présentent un nouveau tropisme
cellulaire qui dépend uniqguement de la fibre incorporée a la surface de la capside. CMV: Promoteur
CytoMégaloVirus, TPL : TriPartite Leader, Amp : Geéne de résistance a I'ampicilline, PA : site de PolyAdénylation

de SV-40
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b. Production d’adénovirus recombinants.

La production d’adénovirus délétés pour la région E1 nécessite I'utilisation de cellules
complémentant cette unité : les HEK-293 [Graham et al., 1977]. Ces cellules ont intégré dans
leur chromosome 19, l'extrémité 5 du génome adénoviral de I'Ad5 ce qui les rend
permissives pour les virus délétés de la région E1. Néanmoins, pour la production de virus
exprimant une fibre modifiée ne permettant pas I'infection de cellules HEK-293, les étapes
d’amplification sont réalisées soit (i) dans les 633 transcomplémentant E1 et la fibre sauvage
qui permettent de produire tous virus présentant un nouveau tropisme, (ii) soit dans les
GH329, transcomplémentant E1 et présentant a leur surface les molécules de surface
nécessaires a l'infection par des virus présentant des fibres ciblant préférentiellement les
cellules transformées par HPV. Les plasmides contenant soit les génomes modifiés, soit les
génomes sauvages sont, linéarisés par I'enzyme Pac | puis transfectés a I'aide de jetPEl ™
(Polyplus transfection) selon les cas, dans les cellules 633, GH329 ou HEK-293 en suivant les
instructions du fournisseur. Une semaine aprés transfection, les cellules sont récoltées puis
lysées par quatre cycles de choc thermique (congélation dans I'azote liquide-décongélation
au bain-marie a 37°C). Les surnageants obtenus sont alors utilisés pour les passages
d’amplification suivants en augmentant progressivement le nombre de cellules infectées.
L’étape de production finale est dans tous les cas réalisée dans les HEK-293 en infectant en
général une dizaine de boites d’un diametre de 15 cm. Classiquement, les cellules sont
infectées pendant 2 h par les surnageants précédents, puis récoltées aprés observation d’un

effet cytopathique dans les 48 h.

c. Purification des virus et titration

Apres production, les cellules récoltées sont reprises dans 5 mL de PBS puis lysées par
choc thermique comme précédemment (paragraphe B.3.b). Le lysat cellulaire est alors
centrifugé 10 min a 1 600 g afin d’éliminer les débris cellulaires. Le surnageant obtenu est
déposé sur un gradient de chlorure de césium de densité 1,25 et 1,4 puis ultracentrifugé
pendant 2 h a 25 000 tours par min a 18°C dans un rotor de type SW41 (Beckman Coulter).
La bande correspondant a I'adénovirus est récupérée a l'interface des deux densités de

chlorure de césium puis est déposée sur chlorure de césium de densité 1,34 et
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ultracentrifugé pendant 18 h a 18°C a 35000 tours par min dans un rotor de type SW60
(Beckman Coulter). Les particules virales sont ensuite récupérées a I'aide d’une seringue et
soit reprises dans du glycérol 40 %, soit dialysées contre un tampon de conservation (10 %
glycérol; 10 mM Tris-HCl pH7,5; 150 mM NacCl; 10 mM MgCl2). Aprés une incubation a
56°C de 20 min en présence de SDS a 0,1 % d’une aliquote de virus, le nombre de particules
physiques par mL est déterminé par le dosage de I’ADN viral a 260 nm. Le nombre de
particules physiques est calculé en utilisant la formule suivante : 1unité de DOy = 1,1x10"

particules virales/mL.
d. Préparation d’ADN viral a partir de particules

Afin de vérifier le génome des adénovirus produits, ’ADN des particules est extrait.
Une adaptation du protocole mis en place par [Deryckere and Burgert, 1997], permet
d’obtenir une quantité d’ADN suffisante pour effectuer par exemple un séquengage ou une
digestion par des enzymes de restriction. Pour cela, 20 uL d’adénovirus pur sont mis au
contact de protéinase K a raison de 0,5 mg/mL, pendant une heure a 55°C, dans du tampon
composé de 100 mM de Tris HCl pH7,4 ; 150 mM NaCl ; 12,5 mM EDTA et 1 % SDS. Apres
deux extractions au phénol-chloroforme, 'ADN viral est précipité par addition de deux
volumes d’éthanol absolu froid et de 150 mM NaCl. Le culot obtenu est alors lavé a I’éthanol

70 % et repris dans du TE (1mM Tris pH 7,9 ; 50 mM EDTA) avant analyse.

4. Manipulation des adénovirus

a. Conjugaison de fluorophores a la capside virale

La conjugaison de fluorochromes a la capside virale peut étre de deux types : (i) une
conjugaison au 5(6) FAM (5(6)-Carboxyfluorescein-Invitrogen) ou (ii) au Cy-3 (Invitrogen).
Dans les deux cas, les adénovirus sont préalablement dialysés sur la nuit a 4°C contre un
tampon bicarbonate de sodium 0,1 M pH 8,3 pour le 5(6) FAM et contre un tampon
carbonate de sodium 0,1 M pH 9,3 pour le Cy-3. Les adénovirus sont ensuite incubés en
présence de 40 pg/mL de 5(6) FAM (solution stock préparée a 10 mg/mL dans du DMSO) ou
dans un rapport 1/9 avec du Cy-3 pendant 30 minutes a température ambiante. Afin

d’éliminer, le fluorochrome en excés non fixé, les adénovirus marqués sont dialysés sur la
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nuit a 4°C contre le tampon de conservation (paragraphe B.3.c). Une vérification de la
conjugaison est effectuée par dénaturation des protéines, dépot sur gel SDS-PAGE et
révélation au fluoroimager (Typhoon® IGBMC) (adaptation de [Leopold et al.,, 1998;
Miyazawa et al., 2001])

b. Test de trimérisation de la fibre et évaluation du pourcentage
d’intégration

La trimérisation et I'expression de la fibre sont évaluées par une analyse par SDS-
PAGE en condition dénaturante ou non suivie d’un western blot. 5x10° particules virales sont
diluées dans du tampon dénaturant ou non (250 mM Tris-HCl pH 6,8 ; 40 % glycérol ; 0,2 %
bleu de bromophénol; 1 % ou 0,1 %SDS ; 0,35 M B-mercapto-éthanol) puis chauffées ou non
a 100°C pendant 20 min. L’évaluation du pourcentage d’intégration de la fibre est effectuée
en quantifiant a I'aide du logiciel Quantity One®(Biorad), les bandes obtenues en western

blot pour la fibre et le penton et en effectuant le rapport fibre sur penton.
c. Internalisation et fixation des virus fluorescents.

5x10* cellules sont ensemencées dans des LabTek Chamber Slide ™(Nunc) 8 puits.
Pour les essais de fixation, aprés 24 heures, les cellules sont incubées a 4°C avec 2x10°
adénovirus marqués au 5 (6) FAM ou au Cy-3 dans du milieu DMEM dépourvu de sérum.
Elles sont ensuite lavées ou non avec de la trypsine 0,025 % puis fixées avec 4 %
paraformaldéhyde 15 min a température ambiante. Aprés marquage de I’ADN a l'aide d’une
solution de DAPI, les lames sont montées en présence de Fluoromount-G (Southern Biotech)
et observées au microscope confocal SP2-MP Leica (IGBMC) ou en microscopie par
fluorescence (Axioplan, Zeiss). Pour étudier I'internalisation des virus, apres l'incubation a
4°C, une période dite de « chasse » est effectuée pendant 15 ou 60 min a 37°C. Les cellules
sont ensuite traitées de la méme maniére que précédemment. Les membranes cellulaires

sont marquées a |'aide de phalloidin-TRITC (Sigma-Aldrich).
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Résultats

A. Etude fonctionnelle de I'oncoprotéine 16E6.

L'oncoprotéine E6, malgré sa petite taille, induit de nombreux changements au sein
de la cellule hote. Protéine multifonctionnelle majeure des HPV de haut risque, elle suscite
un grand intérét en matiére de recherche du fait des applications thérapeutiques qui

pourraient en découler.

1. Contexte scientifique

Comme nous I'avons vu précédemment, I'oncoprotéine 16E6 a résisté pendant de
nombreuses années a toute analyse structurale. Depuis 1995, notre équipe a travaillé sur ce
probleme et a résolu et publié la structure RMN de sa moitié C-terminale [Nomine et al.,
2006]. Actuellement, ces données constituent encore les seules disponibles. Parallelement,
au sein du laboratoire, I'’étude de différentes protéines E6 issues de différents types d’"HPV a
montré que I'auto-association de la protéine empéche toute concentration des échantillons
a plus de 50 uM. Or pour une étude structurale, il est nécessaire d’obtenir d’excellents
échantillons marqués (*°N et *C) suffisamment concentrés (de I'ordre de 300 uM) [Zanier et
al en préparation]. Récemment, des échantillons solubles du domaine N-terminal de 16E6,
dont la structure reste encore inconnue, ont été obtenus. Les biologistes structuraux de
I’équipe ont ainsi montré que ce domaine dimérise avec une affinité (KD) estimée a 25 uM,
valeur en adéquation avec les résultats publiés précédemment [Lipari et al., 2001]. En
mesurant par RMN, le spectre du domaine N-terminal de la protéine 16E6 sauvage a
différentes concentrations, ils ont réussi a cartographier son interface de dimérisation. Sur
cette base, des mutations ponctuelles ont été introduites afin d’inhiber cette auto-
association. Ainsi ils ont montré que I'addition d’une charge positive aux positions 43, 44 et
47 stabilise le domaine sous forme monomérique, probablement en induisant une répulsion
électrostatique. Ils ont alors émis I’hypothése que 'auto-association du domaine N-terminal
de 16E6 serait le premier évenement d’une série qui conduirait a I'agrégation de la protéine
entiere a de fortes concentrations. En combinant la mutation F47R du domaine N-terminal a
la mutation des quatre cystéines du domaine C-terminal aux positions 80, 97, 111 et 140, ils
ont réussi a concentrer cette protéine a 0,4 mM et a obtenir un spectre RMN. Parallelement,
plusieurs publications antérieures de I'équipe ont montré que 16E6 portant la mutation

FA7R ne dégrade plus la protéine suppresseur de tumeur p53 mais continue a lier
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parfaitement E6AP. Dans les cellules dérivées de tumeurs induites par HPV, ce mutant
restaure le niveau d’expression de la protéine p53 et provoque la sénescence [Ristriani et al.,
2009]. Sur le plan structural, la mutation F47R inhibe |'auto-association du domaine N-
terminal de 16E®6. |l serait donc possible que cette dimérisation de la protéine joue un réle
clé dans la dégradation de p53. Pour explorer cette hypothése, des mutants ponctuels de
I'interface de dimérisation du domaine N-terminal de 16E6, ont été développés et analysés
sur le plan structural (Figure 30). Les biologistes structuraux de I'équipe ont pu montrer, par
centrifugation analytique, que le domaine N-terminal de 16E6 forme un dimére transitoire.
L'interface de dimérisation a également pu étre cartographiée. Il restait une question en
suspends : cette auto-association est-elle nécessaire a la dégradation de p53 ? comme le
laisserait penser le mutant F47R [Ristriani et al., 2009].

L'interaction avec des motifs de type LxxLL, présents notamment dans la séquence
protéique de I'ubiquitine ligase cellulaire E6AP, est I'une des activités principales d’E6. De
nombreux travaux de mutagénese ont, par le passé, cherché a définir les zones impliquées
dans cette liaison soit par délétion [Crook et al.,, 1991; Foster et al.,, 1994; Gewin and
Galloway, 2001; Pim and Banks, 1999; Slebos et al., 1995] soit par mutations ponctuelles
[Cooper et al., 2003b; Liu et al., 1999; Nakagawa et al., 2002; Nomine et al., 2006; Ristriani et
al., 2002]. Ainsi, des mutations ponctuelles touchant les résidus de I'extrémité N-terminale
de 16E6 ne semblent pas affecter cette liaison [Cooper et al., 2003b; Liu et al., 1999] tandis
que des délétions de quelques résidus N-terminaux ou du ZD1 de E6 abolissent cette
interaction. Cependant, les résidus situés au niveau du domaine ZD2 et entre les deux
domaines de liaison au zinc seraient treés importants [Cooper et al., 2003b; Liu et al., 1999]. A
la lumiere de nos conclusions, ces régions proposées s’averent erronées. En effet, les
biologistes structuraux de I'équipe ont réussi par des expériences de RMN-HSQC
(Heteronuclear Single Quantum Coherence) a cartographier la surface d’interaction
d’E6HPV16 avec E6AP et le peptide LxxLL et a identifier les résidus impliqués. Des mutants
ponctuels, onze en tout, de chacun des résidus de surface, ont été construits et purifiés afin
d’étudier, au niveau biochimique, I'impact de ces mutations sur I'affinité du complexe E6-
E6AP (Figure 30). L'ensemble de ces mutants conservent plus ou moins la solubilité du
mutant de départ a savoir 16E6 4C4S. Il restait a étudier |'effet de leur expression sur la

liaison a I'ubiquitine ligase E6AP et sur la dégradation de p53.
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2. Résultats

Dans le but de tester les effets des mutants de l'interface de dimérisation et de
I'interface de liaison a E6AP, nous avons construit des vecteurs d’expression eucaryotes qui

permettent une expression sous le contréle du promoteur CMV ou T7.

0 7 11 20 2429 38 43 4447 50 53 6468 80 97 111 126128131140 148 151
mutants E RA E ERRERE E A A S S S E E E S
16E6 K HE L Y D FL VDI K C C C HI R C
Liaison Liaison
p53 aux
protéines
a domaine
PDZ

Figure 30 : Représentation schématique des mutations de 16E6. Les résidus impliqués dans I'auto-association
de 16E6 et dans la liaison a E6AP sont respectivement indiqués en noir et rose. Les cystéines non conservées
mutées en sérine sont notés en vert. Les domaines de liaison a p53 et aux protéines a domaine PDZ sont

également représentés.

a. Phénomene d’auto-association et dégradation de la protéine
p53

Afin d’étudier in vitro la dégradation de p53, 'ensemble des mutants de l'interface de
dimérisation de 16E6 a été transcrit et traduit par un systeme d’expression en réticulocyte
de lapin, contenant E6AP ainsi que le systeme d’ubiquitination par le protéasome
(paragraphe B.2.c et f du matériel et méthodes). La détection de la synthese protéique est
possible via I'incorporation de méthionine radioactive >>S. Aprés une incubation avec les
mutants de l'interface de dimérisation de 16E6 (16E6 4C4S D44R, H24R, Y43R, Y43E, Y43R,
FA7R, FA7E, Y43R F47E, YA3E F47R), la protéine p53 est révélée par autoradiographie. Les
résultats obtenus sont présentés figure 31 A. La mutation du résidu en position 47 qu’elle
soit seule ou combinée a la mutation du résidu 43, provoque une inhibition de la
dégradation de p53 in vitro.

Afin de confirmer ces résultats dans les cellules, I'ensemble des mutants est
transfecté dans les cellules C33A et leur localisation est révélée a I'aide d’un anticorps anti-
16E6 [Lagrange et al., 2005]. Comme nous pouvons le constater sur la figure 31 B., la plupart

des protéines conserve leur localisation nucléaire ce qui tend a indiquer un repliement
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correcte. De maniere naturelle, les cellules C33A expriment fortement la protéine p53 mutée
(R273C). Grace a un double marquage par immunofluorescence de 16E6 et de p53, il est
donc possible de déterminer si la protéine p53 est dégradée. Les cellules exprimant 16E6
sauvage présentent une diminution drastique du signal de p53 alors que les cellules
exprimant le dominant négatif 4C4S F47R présentent un taux de p53 quasi-normal. Comme
le montre la figure 31.B, les résultats obtenus confirment les données obtenues in vitro. De
maniére surprenante, le mutant 4C4S D44R, monomérique en RMN au niveau de son
domaine N-terminal, est toujours capable de dégrader p53 in vitro et dans les cellules C33A.

L'auto-association de 16E6 ne serait donc pas nécessaire a cette dégradation.

95



16E6 4C4S YASEF47R
16E64C4S YA3R F47E
16E6 4C4S FATE
16E6 4C4S F47R
16E64C4S YA3E
16E64C4S YA3R

5 6 7 8 0 11 12 16E6 4C4S H24R
ACAS FA7R  4CAS FATE ACAS YA3RFATE AC4S YA3EFA7R 16564045 DAAR

53% E 4 . : i [ 2 .
p . | i ] = | L i 16E6 4C4S
13 14 15 16 17 18 19 20

16E6 wt

4C4AS YA3R  4C4S Y43E
w 1 M .

B . dapi

16E6 4C4S

16E6 4C45 D4R

16E6 4C45 H24R

I6ES 4C48 Y43R

16E6 4C45 Y43E

16E6 4C45 F4TR

16E6 4C48 FATE

16E6 4C45 Y43E-FATR

ps3 E6

>
-y
-

METEe

dam n53 E6

Résultats

H % p53 résiduel

merge

Figure 31 : Dégradation de p53 et auto-association de 16E6. A. Dégradation de p53 in vitro : Les protéines
16E6 mutées et p53 radiomarquées sont produites in vitro par traduction dans des extraits de réticulocytes de
lapin. La dégradation de p53 induite par E6 est réalisée par une incubation de 2 heures a 28°C. Son étude est

effectuée aprés migration sur gel SDS-PAGE et autoradiographie.

Pour chaque réaction, le niveau de p53

présent au temps 0 (numéro impair) et au temps 2 heures (numéro pair) est comparé. Le pourcentage résiduel
de p53 est quantifié en utilisant le logiciel Quantity One Software © (Biorad). B. Etude dans les cellules C33A :
Vingt quatre heures apres transfection des cellules C33A a 'aide des plasmides pXJ permettant I'expression des
mutants de 'interface de dimérisation, les protéines E6 et p53 sont détectées par immunofluorescence. Les

noyaux des cellules sont marqués a I'aide d’une solution de DAPI.

96



Résultats

Par GST-Pull down, nous avons également analysé in vitro, la formation du complexe
E6AP, E6. Pour cela, les mutants de l'interface de dimérisation (16E6 4C4S D44R, H24R,
Y43R, Y43E, Y43R, FA7R, FAT7E, Y43R FA7E, YA3E F47R) de 16E6 transcrits et traduits en
présence de >°S ont été mis au contact avec la protéine GST fusionnée a la protéine E6AP
entiére ou au peptide de liaison LxxLL. Comme nous pouvons le constater sur la figure 32 B.,
les résultats obtenus en présence de la fusion GST-E6AP ou GST-peptide LxxLL sont
identiques. L'ensemble des mutants de l'interface de dimérisation de 16E6 continue a lier a
la fois le peptide LxxLL et la protéine E6-AP entiere in vitro. Ces mutations n’auraient donc

aucun impact sur la formation du complexe E6-E6-AP et p53.

Inputl0 %
B.

G5T-Peptide LXXLL

GST-E6-AP

Figure 32 : Interaction des mutants de 16E6 avec E6AP et le peptide LxxLL. A. Input de la réaction B. Les
protéines 16E6 radiomarquées *>S sont incubées en présence de protéine GST fusionnée a E6AP ou au peptide
LxxLL. L’'ensemble des mutants continuent le lier le peptide et |la protéine entiere.

b. Interface de liaison a E6-AP et dégradation de p53

De la méme maniére, I'ensemble des mutants de la surface d’interaction potentielle a
E6-AP (16E6 4C4S K11E, L50E, V53E, 1128E, R131E, E29A, L38E, D64A, K68A et H126E) a été
transcrit et traduit par un systéme d’expression en réticulocytes de lapin. Un test de
dégradation de la protéine p53 in vitro a alors été réalisé. Comme nous pouvons le constater
sur la figure 33 A., les mutants 16E6 4C4S K11E, L50E, V53E, R131E, H126 et 1128E sont

incapables de dégrader in vitro la protéine p53. Cependant, en réalisant la méme expérience
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dans les cellules C33A, exprimant fortement p53, seul le mutant 16E6 4C4S K11E ne dégrade
plus la protéine p53 (Figure 33 B.). Cette différence de résultats peut s’expliquer aisément.
En effet, dans le systeme des réticulocytes de lapin seule la voie de dégradation de p53 par
liaison a E6AP peut étre étudiée. Néanmoins, au niveau cellulaire, d’autres voies de
dégradation existent.

Nous avons ensuite testé in vitro les capacités de liaison a la protéine E6GAP entiére ou
au peptide LxxLL. Comme nous pouvons le voir sur la figure 34, les mutations L50E, V53E et
I1128E entrainent une perte de liaison au peptide LxxLL. Celle-ci est corrélée a une perte de
liaison a la protéine E6AP entiere. La liaison de 16E6 se ferait donc vraisemblablement au
niveau du peptide LxxLL de EGAP. De maniere surprenante, la capacité de liaison a E6-AP du
mutant de la surface de liaison a E6AP 16E6 4C4S K11E n’a pas été altérée. Ce mutant
présente donc les mémes propriétés que le mutant 16E6 F47R, précédemment décrit
[Ristriani et al., 2009], a savoir la capacité de lier E6-AP ou le peptide LxxLL et d’inhiber la

dégradation de p53 in vitro et dans les cellules.
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Figure 33 : Interface de liaison a EGAP et dégradation de p53. A. Dégradation de p53 in vitro : Les protéines
16E6 mutées et p53 radiomarquées sont produites in vitro par traduction dans des extraits de réticulocytes de
lapin. La dégradation de p53 induite par E6 est réalisée par une incubation de 2 heures a 28°C. Son étude est
effectuée aprés migration sur gel SDS-PAGE et autoradiographie. Pour chaque réaction, le niveau de p53
présent au temps 0 (numéro impair) et au temps 2 heures (numéro pair) est comparé. Le pourcentage résiduel
de p53 est quantifié en utilisant le logiciel Quantity One Software ® (Biorad). B. Etude dans les cellules C33A:
Vingt quatre heures apres transfection des cellules C33A a 'aide des plasmides pXJ permettant I'expression des
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mutants de l'interface de dimérisation, les protéines E6 et p53 sont détectées par immunofluorescence. Les
noyaux des cellules sont marqués a I'aide d’une solution de DAPI.
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Figure 34 : Interaction des mutants de 16E6 avec E6AP et le peptide LxxLL. Les protéines 16E6 radiomarquées
%S sont incubées en présence de protéine GST fusionnée a E6AP ou au peptide LxxLL. L'ensemble des mutants
continuent le lier le peptide et la protéine entiere.

c. Dégradation de p53 et effet dominant négatif

Au laboratoire, il a été montré que le mutant 16E6 F47R est un dominant négatif de
I'oncoprotéine E6 d’HPV18 (18E6) et 16E6 [Ristriani et al., 2009]. Nous avons donc voulu
testé si les mutants capables d’inhiber la dégradation de p53 in vitro sont également des
dominants négatifs de 18E8. Afin de tester cette hypothése, les mutants del6E6 ont été
transfectés dans les cellules HeLa (HPV 18 positives). Comme le montre la figure 34, les
mutants de 16E6 au niveau des résidus 11, 43 et 47, lorsqu’ils sont exprimés dans les cellules
Hela, induisent une remontée du taux de p53 endogeéne comparable a celle induite par
I"utilisation du dominant négatif précédemment identifié 16E6 F47R. Le mutant 16E6 4C4S
K11E présenterait donc un profil de dominant négatif par rapport a 18E6, similaire a celui du

mutant 16E6 F47R (Figure 35).
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Figure 35 : Accumulation de p53 dans les cellules HeLa, HPV 18 positives. Les cellules HelLa (HPV18) ont été
transfectées avec les plasmides pXJ vide ou pXJ-16E6 mutée comme indiqué. Vingt quatre heures apres
transfection, les protéines sont séparées sur gel SDS-PAGE 12 %, puis analysées par western blot en utilisant
trois anticorps : un anti-p53, un anti-E6 et un anti-actine. Les mutants agissant sur la dimérisation de 16E6
induisent une accumulation de p53 au niveau des cellules HelLa, de méme que le mutant de liaison a EGAP.
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3. Conclusion-Discussion

Liaison a EGAP Dégradation de p53
Mutation Dégradation de

ou au peptide dans les cellules Références
16E6 p53 in vitro
LxxLL in vitro C33A

4C4S [Zanier, 2009]
4C4S D44R ++ +++ +++ [Zanier, 2009]
4CAS H24R ++ +++ +++ [Zanier, 2009]
4C4S YA3R ++ ++ +++ [Zanier, 2009]
4C4S Y43E ++ ++ +++ [Zanier, 2009]
[Nakagawa et
Y43G nd ++ nd
al., 1995]
4C4S FATR ++ - - [Zanier, 2009]
Mutations de I'interface
AC4S F4T7E ++ - +/- [Zanier, 2009]
de dimérisation du
[Nomine et
domaine N-terminal 6C6S FA7R ++ - -
al., 2006]
[Ristriani et
FA7R ++ - -
al., 2009]
F47L nd +++ nd
4C4S Y43R
++ - - [Zanier, 2009]
FA7E
4CAS YA3E
++ - - [Zanier, 2009]
F47R

Tableau 7 : Bilan de I'étude des mutants de I'interface potentielle de dimérisation du domaine N-terminal de
16E6.(-:0a5%, +/-:5a20%, ++: 20270 %, +++:>70 %)

A lissue de ce travail, nous avons caractérisé deux types de mutants de
I'oncoprotéine 16E6 :

(i) les premiers, mutants de la surface potentielle de dimérisation du domaine N-
terminal de 16E6, nous ont permis de montrer que cette auto-association n’est pas
nécessaire a la dégradation de p53 in vitro et dans les cellules C33A (Tableau 7).

(ii) les seconds, mutants ponctuels de l'interface potentielle de liaison a E6AP, ont
permis de montrer que la dégradation de p53 in vitro et dans les cellules C33A peut

intervenir de maniére indépendante de la liaison a E6GAP (Tableau 8).
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Liaison a E6GAP Dégradation de
Mutation Dégradation de p53
ou au peptide p53 dans les Références

16E6 in vitro
LxxLL in vitro cellules C33A

[Zanier,
4C4S K11E ++ - -
2009]
[Cooper et
K11E ++ - -/+(Saos-2)
al., 2003a]
[zanier,
4C4S L50E - - T+
2009]
[Nakagawa et
L50G nd - nd
al., 1995]
[Zanier,
4C4S V53E - - T+
2009]
[Nakagawa et
V53G nd +++ nd
al., 1995]
4C4S [Zanier,
- - +++
1128E 2009]
[Liu et al.,
1128T +/- - (37°C)
1999]
Mutations de 6C6S [Nomine et
++ +/- ++
I'interface 1128A al., 2006]
potentielle de 4C4S [Zanier,
++ - +++
liaison a E6GAP R131E 2009]
[Ristriani et
R131A nd +/- nd
al., 2002]
[Zanier,
4C4S E29A ++ +++ +++
2009]
[Zanier,
4C4S L38E ++ +++ +4++
2009]
4C4S [Zanier,
++ +++ +++
D64A 2009]
[zanier,
4C4S K68A ++ +++ +++
2009]
4C4S [Zanier,
++ - +++
H126E 2009]

Tableau 8 : Bilan de I’étude des mutants de l'interface potentielle de liaison a EGAP de 16E6. (-: 03 5 %, +/-:
5320%, ++:20a70 %, +++:>70 %)
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Le mutant 16E6 4C4S K11E s’avere particulierement intéressant. En effet, il présente
les méme propriétés que le mutant 16E6 F47R précédemment identifié [Ristriani et al.,
2009] a savoir : (i) un domaine N-terminal monomérique dans les conditions mesurées, (ii)
une capacité a inhiber la dégradation de p53 in vitro et dans les cellules C33A, (iii) une
capacité de liaison a E6AP, et (iv) un effet dominant négatif sur 18E6 lorsqu’il est exprimé
dans les cellules Hela. Il serait alors intéressant d’étudier le devenir de ces cellules, qui
présentent suite a I'expression de 16E6 4C4S K11E, un taux élevé de p53. Deux types d’effets
pourraient alors étre envisagés : (i) soit I'augmentation du taux de p53 au sein des cellules
induit une apoptose, (ii) soit la prolifération cellulaire est inhibée et les cellules entrent en
sénescence.

L’ensemble des données concernant le phénomene d’auto-association du domaine
N-terminal de 16E6, a été obtenu suite a des expériences in vitro de RMN. Il est donc
important de noter que les mutants 4C4S K11E et F47R sont défectifs pour cette auto-
association dans ces conditions particulieres. Cependant, rien n’indique qu’au sein de la
cellule, il en est de méme. De ce fait, une étude de I'auto-association dans les cellules de ce

domaine pourrait étre envisagée.
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B. Exploration de nouvelles stratégies thérapeutiques
1. Immunisation intracellulaire par l'utilisation de scFvs anti-16E6

a. Introduction générale

L'utilisation de fragments d'anticorps de taille réduite et de haute affinité est
recherchée pour le ciblage in vivo des tumeurs. En effet, a la différence des anticorps
naturels (150 kDa) qui sont sécrétés et voient ainsi leur fonction de reconnaissance vouée a
un environnement extracellulaire, les fragments d’anticorps de taille réduite (Fab, Fv ou
scFv, environ 35 kDa) peuvent étre exprimés dans les cellules eucaryotes pour cibler une
protéine intracellulaire. Grace a cette nouvelle perspective thérapeutique, plus couramment
appelée immunisation intracellulaire, les anticorps ou intracorps peuvent étre localisés dans
un compartiment cellulaire (cytosol, noyau, réticulum endoplasmique...) par des séquences
d'adressage appropriées et, du fait de leur extraordinaire spécificité, peuvent étre utilisés

pour neutraliser ou moduler I'activité fonctionnelle de molécules cibles.
i.  Structure des scFvs

Forme d’intracorps la plus couramment utilisée en raison de sa faible taille et de sa
relative facilitée d’expression, les scFvs (fragment d’anticorps simple chaine) dérivent
généralement des immunoglobulines de type G (IgG). Les immunoglobulines, protéines
tétramériques glycosylées, sont constituées de quatre chaines: (i) deux chaines lourdes
(H=Heavy, 50 kDa) et (ii) deux chaines légéres (L=Light, 25 kDa), organisées en domaines
globulaires et stabilisées entre elles par des ponts disulfures inter et intra-caténaires.
Chaque chaine légére et lourde contient a son extrémité N-terminale des domaines
variables: VH et VL respectivement, porteurs de la variabilité de liaison avec I'antigene.
L'extrémité C-terminale (CL pour les chaines légéres et CH1 a CH3 ou 4 pour les chaines
lourdes) est quant a elle constante et caractéristique de l'isotype. La spécificité de chaque
immunoglobuline implique une immense variabilit¢é des domaines VH et VL, néanmoins
celle-ci n’est pas répartie de maniere homogene. Ainsi, le long des 110 amino-acides
constituant les domaines VH et VL, deux types de régions sont rencontrées: (i) les zones
dites charpentes (Framework 1 a 4), relativement conservées qui assurent la structure en

feuillets B et (ii) les régions “Complementarity Determining Region ” (CDR1 a 3) qui forment
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a I'extrémité de chaque feuillet B des boucles hypervariables déterminant la spécificité de
I'anticorps. La combinaison des VH et VL crée un site hypervariable appelé site de liaison a
I’antigéne ou paratope. Ainsi, une IgG contiendra deux sites de liaisons a I'épitope: elle sera

dite bivalente (Figure 36).

Paratope

Figure 36 : Représentation schématique de la structure d’une immunoglobuline de type G et de ses dérivés.
L’lgG est constituée de quatre chaines : deux chaines lourdes (H, en bleu) et deux chaines légeres (L, en violet),
organisées en domaines globulaires et stabilisées entre elles par des ponts disulfures inter et intra-caténaires.
Le site de reconnaissance a I'antigéne ou paratope (en vert) est formé par I'association des deux domaines
variables des chaines lourdes et légéres. La digestion protéolytique par la papaine de I'lg conduit a la libération
de deux structures fonctionnelles : (i) le Fab (fragment antigen binding) constitué des deux premiers domaines
d’une chaine lourde (VH et CH1) associés de maniére covalente a une chaine légere (ii) le fragment cristallisable
Fc composé des deux moitiés de chaines lourdes restantes (CH2 et CH3). Le scFv résulte de I'association
covalente par un lien peptidique (en noir) des domaines variables VH et VL constituant un Fv.

Plus petites entités capables de lier de maniere monovalente I'antigene, les scFvs
sont constitués de I'association de deux domaines variables VH et VL par un lien peptidique
de cing a vingt cing résidus. Dans tous les cas, la partie C- terminale d’'un domaine variable

est lite a la partie N-terminale de l'autre par ce lien hydrophile et flexible. Deux
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configurations sont alors possibles : (i) I'enchainement VL-peptide-VH [Bird et al., 1988]et (ii)

I’enchainement VH-peptide-VL [Huston et al., 1988]. La capacité de la molécule résultante a

former un scFv fonctionnel monomérique, dimérique (diabody), voire tétramérique va

dépendre du lien peptique utilisé, le plus couramment employé étant (GlysSer)s [Huston et

al., 1988]. En effet, selon sa nature et sa longueur, 'une ou |'autre forme peut étre favorisée

[Hudson and Souriau, 2003]. Ainsi, un lien peptidique d’une taille inférieure a quinze résidus

induit des contraintes stériques qui vont empécher |'association des domaines d’'une méme

molécule et promouvoir la formation d’homo-hétéro-dimeres ou trimeres ayant des

propriétés pharmacocinétiques différentes des monomeres (demi-vie, avidité) [Desplancq et

al., 1994; Sawyer et al., 1994].

TYPE DE BANQUE

ii. Ingénierie des anticorps recombinants : Production et sélection

NAIVE SYNTHETIQUE

IMMUNISEE

‘ NAIVE NATURELLE

Nature des genes

Donneur naif et
Donneur naif sans
réarrangement in vitro des
contact avec I'antigene
CDRs

Donneur en contact avec I'antigene

Affinité des fragments

d’anticorps

Anticorps de faible affinité
10 *M (107 clones)
3 10 7 M (10 *° clones)

Anticorps de forte affinité 10 Y (10

> clones)

Production de fragments d’anticorps contre n’importe

Production de fragments d’anticorps

Utilisation
quel antigéne contre un antigéne unique
Ne nécessite pas de donneur immunisé Sélection d’une banque biaisée de
Isolation possible d’anticorps contre les antigénes du petite taille
Avantages

soi, hon immunogeénes et/ou toxique

Suffisamment diversifiées pour tous les antigénes

Affinité élevée des anticorps

sélectionnés du faite de leur maturité

Inconvénients

Banque de taille souvent importante
Nature exacte du répertoire des genes variables

inconnue

Peu ou pas de controle de la réponse
immune
Nécessité de construire une nouvelle
banque pour chaque antigene donné
Toxicité des antigenes pouvant tuer le
donneur
Difficile d’isoler les

antigenes du soi

Tableau 9: Caractéristiques principales, avantages et inconvénients des banques combinatoires de

fragments d'anticorps.
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Deux grandes techniques permettent actuellement la production d’anticorps
recombinants : (i) I'ingénierie moléculaire a partir d’ARNm issus d’hybridomes sécréteurs
d’anticorps et (ii) l'utilisation de banques combinatoires aléatoires d’ADNc codant les
domaines VH et VL, outil de choix notamment pour la production d’anticorps de type
humain. Des banques combinatoires sont obtenues par clonage des domaines d’anticorps a
partir d’'une population de lymphocytes hétérogenes. Du fait de la réalisation théorique de
I'ensemble des combinaisons VH et VL possibles, elles miment la diversité du répertoire
d’anticorps naturels. Trois grands types de banques peuvent étre distinguées : (i) les naives
naturelles, obtenues a partir de genes d'un donneur non immunisé (ii) les naives
synthétiques ou semi-synthétiques, construites a partir des mémes geénes que les naives,
mais dont la diversité est augmentée en modifiant in vitro les genes codant les boucles
hypervariables et (iii) les immunisées, provenant d'un donneur qui a été immunisé contre
I'antigéne d'intérét (Tableau 9). De maniere générale, les anticorps recombinants issus de

banques immunisées présenteront une meilleure affinité pour I'antigene.

iii. Neutralisation intracellulaire et autres utilisations

Les premieres tentatives de neutralisation intracellulaire d’antigénes via I'utilisation
d’anticorps monoclonaux microinjectés dans le cytoplasme [Graessmann et al.,, 1980;
Morgan and Roth, 1988] ou exprimés dans les cellules [Biocca et al., 1990; Werge et al.,
1990] ont permis la validation du concept d’immunisation intracellulaire introduit par Werge
et col.,, en 1990 [Werge et al., 1990]. De part leur petite taille, les scFvs pénétrent et
diffusent de maniere uniforme plus facilement qu’un anticorps dans les tissus [Adams and
Schier, 1999]. Ainsi, il est possible de les utiliser en tant qu’intracorps, pour cibler des
tumeurs solides inaccessibles aux immunoglobulines. Ce sont également de puissants outils
de génomique fonctionnelle. En effet, ils permettent de par leur haute affinité pour
I'antigeéne cible d’explorer les fonctions de nombreuses protéines dans un contexte
intracellulaire [Biocca and Cattaneo, 1995; Cattaneo and Biocca, 1999; Richardson et al.,
1995]. Ainsi, l'activité d’une protéine intracellulaire peut étre modulée de différentes
manieres par un scFvs : (i) I'interaction avec ses partenaires cellulaires peut étre bloquée par
une géne stérique induite par la liaison du scFv [Cattaneo and Biocca, 1999] (ii) par fusion du

scFv a une séquence d’adressage spécifique (NLS, NES...), la protéine cible peut étre
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relocalisée dans un compartiment cellulaire inapproprié a sa fonction [Cattaneo and Biocca,
1999; Sibler et al., 2003] (iii) la protéine cible peut étre dirigée vers une voie de dégradation
[Sibler et al., 2005; Zhou, 2005] enfin, (iv) ses fonctions peuvent étre restaurées par une
modification conformationnelle induite suite a la liaison du scFv [Caron de Fromentel et al.,
1999]. La circulation rapide des scFvs entre les différents compartiments de I’organisme ainsi
gu’un niveau de clairance élevé par les reins en font également des molécules appropriées
pour I'élimination de substances diffusibles ou de toxines animales. De plus, ils s’averent
étre moins immunogénes que d’autres peptides ou protéines thérapeutiques, surtout s’ils

sont sélectionnés a partir d’'une banque d’origine humaine.

iv. Applications thérapeutiques

Trois champs d’investigation principaux de I'immunisation intracellulaire se sont
développés (pour revue: [Lo et al., 2008] le traitement du SIDA, des maladies neuro-
dégénératives (maladies d’Alzheimer, de Parkinson et d’Huntington, pour revue [Cardinale
and Biocca, 2008a; Cardinale and Biocca, 2008b]) et des cancers. Ainsi, dans le cas des
anticancéreux, différentes approches ont été déployées: (i) la neutralisation
d’oncoprotéines cellulaires telles que RAS [Cochet et al., 1998; Lener et al., 2000], Bcl-2
[Cohen-Saidon et al., 2003], p53 [Caron de Fromentel et al., 1999]ou virales telles que E6 et
E7 d’HPV [Accardi et al., 2005; Culp et al., 2007; Dona et al., 2007; Griffin et al., 2006;
Lagrange et al.,, 2007; Wang-Johanning et al., 1998], (ii) la rétention dans le réticulum
endoplasmique de récepteurs impliqués dans certains types de cancers telles EGFR, ErbB-2
[Alvarez et al., 2000; Arafat et al., 2000; Arafat et al., 2002; Hyland et al., 2003; Richardson et
al., 1998; Richardson et al., 1995], (iii) I'inactivation de protéines impliquées dans la

régulation du cycle cellulaire telles que la cycline E [Strube and Chen, 2002].

v. Limitations et stratégies d’amélioration

Malgré les nombreuses investigations thérapeutiques en cours, aucun intracorps
n’est actuellement utilisé en thérapie. En effet, la littérature décrit peu d’essais cliniques
utilisant des scFvs en thérapie génique du cancer. Ainsi, sur les neuf essais recensés a ce
jour, trois sont indiqués dans le traitement du SIDA, quatre sont basés sur I'utilisation de

protéines de fusion et permettent |'activation d’une réponse immunitaire vis-a-vis de
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certains cancers

(Tableau 10).

Indication

et un seul est préconisé dans le cadre du traitement du cancer ovarien

Protéine

surexprimée

Vecteur

utilisé

Références

[Alvarez and Curiel,

Cancer ovarien scFv@ErbB-2 Adénovirus | Suppression de I'expression de ErbB-2
1997]
[Marasco et al.,
scFv@GP120 Rétention de GP120 dans le RE

1993]

Infection VIH scFv@Rev Rétrovirus [Duan et al., 1994]
Inhibition de la réplication virale [Mhashilkar et al.,
scFv@Tat
1999]
Lymphome CD20
scFv-Zeta TCR [Jensen et al., 1998]
positif
Plasmide nu
scFv@CE7R-Fc- [Gonzalez et al.,
Zeta TCR Relocalisation des lymphocytes au 2004]
Neuroblastome
scFv@GD2-Fc-Zeta niveau des tumeurs
[Russell et al., 2002]
TCR
Rétrovirus
scFv @I113-Fc-Zeta
Gliome [Kahlon et al., 2004]
TCR

Tableau 8: Récapitulatif des essais cliniques utilisant des scFvs, source

http://www.wiley.co.uk/genetherapy/clinical/

Outre le fait que les scFvs soient monovalents ce qui diminue leur avidité par rapport

a un anticorps complet, les principales difficultés rencontrées lors des essais d’'immunisation

intracellulaire sont essentiellement dues a des problemes de repliement. En effet,

I’expression transitoire de scFvs dans des lignées cellulaires eucaryotes donne lieu de

maniere aléatoire a la formation d’agrégats insolubles s’accumulant dans le cytoplasme et

étant extrémement toxiques. Les immunoglobulines sont naturellement sécrétées par les

cellules productrices. Elles cheminent alors dans le réticulum endoplasmique ou elles

acquiérent leur structure quaternaire avec notamment la mise en place des ponts disulfures

intra et inter-caténaires. En revanche, l'expression des scFvs lors de l'immunisation
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intracellulaire s’effectue au niveau du cytoplasme, environnement réducteur, ce qui
empéche la formation des ponts intra-chaines nécessaires a la stabilisation de la molécule
[Biocca and Cattaneo, 1995; Visintin et al., 2004]. L'accumulation progressive des formes
non-solubles de scFvs, par saturation des systémes de protéolyse, provoque la formation de
structures intracellulaires au niveau de la périphérie du noyau : les agrésomes [Cardinale et
al., 2001; Garcia-Mata et al., 1999; Johnston et al., 1998]. Les scFvs y sont alors ubiquitinylés
pour étre dégradés par les protéasomes. Ainsi, une proportion variable des scFvs va
s’agréger et de ce fait étre inactive mais également toxique pour la cellule. Cependant, il
semble que cet évenement soit non prédictif et dépend entierement de la structure primaire
de I'anticorps [Cattaneo and Biocca, 1999]. Le pH intracellulaire, la température, I'état redox,
la présence de protéines facilitant le repliement des anticorps (les chaperonnes) ainsi que la
disponibilité des voies de dégradation vont étre autant de facteurs qui influencent la
formation de ces agrégats.

Différentes stratégies ont été développées afin d’améliorer la stabilité des scFvs au
niveau intracellulaire, le but étant d’obtenir des scFvs hyperstables dans un milieu oxydant
et fonctionnels en milieu réducteur. Elles sont basées souvent sur la mutagénése aléatoire
ou dirigée des séquences codantes des scFvs dans le but d’obtenir une charpente
moléculaire capable de se replier de maniéere stable sans formation de ponts disulfures.
Plusieurs équipes ont notamment muté sélectivement certains résidus pour introduire des
mutations dites stabilisantes : (i) les premieres portant sur les cystéines impliquées dans la
formation des ponts disulfures [Proba et al., 1997; Proba et al., 1998; Worn and Pluckthun,
1998; Worn and Pluckthun, 1999] (ii) les secondes touchant la charpente des scFvs,
notamment les résidus hydrophobes de l'interface VH-VL [Nieba et al., 1997]. Une autre
stratégie consiste a employer la charpente de fragments d’anticorps recombinants reconnus
pour leur stabilité intracellulaire et a en remplacer les séquences CDR par celles d’un scFv
présentant un intérét thérapeutique. La greffe de CDR a ainsi permis I'obtention de scFv plus
stables en milieu réducteur avec une bonne affinité pour leur antigene [Desiderio et al.,
2001; Ohage and Steipe, 1999]. De plus cette technique peut étre étendue a la création
d’une banque de scFvs solubles par modification des séquences hypervariables des scFvs
servant de matrice [Philibert et al., 2007]. Une méthode de sélection in vivo de scFvs
fonctionnels a été décrite [Tse et al., 2002; Visintin et al., 2002]. Cette approche, appelée
IAC82 combine un criblage in vitro des scFvs par phage display suivi d’'un criblage de
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I'interaction antigéne-anticorps par double hybride dans la levure. Enfin, afin d’augmenter la
stabilité intracellulaire des scFvs il a été envisagé de les exprimer en fusion avec d’autres
protéines comme la partie constante des molécules d’anticorps Fc [Strube and Chen, 2002;
Strube and Chen, 2004] ou la protéine liant le maltose de E. coli: MBP [Bach et al., 2001;
Shaki-Loewenstein et al., 2005]. Néanmoins, I'expression d’une protéine en fusion avec une
protéine soluble peut améliorer la mono-dispersité de la molécule dans la cellule, mais ne

garantit pas un repliement correct et actif de celle-ci [Nomine et al., 2001].

b. Contexte scientifique

Parmi les stratégies de neutralisation de I'oncoprotéine 16E6 développées par
I’équipe, I'une va reposer sur I'immunisation intracellulaire utilisant des scFvs anti-16E6.

Au sein du laboratoire, deux scFvs, 1F4 et 1F1, capables de lier I'extrémité N-
terminale de 16E6 et d’inhiber la dégradation de p53 in vitro, ont été purifiés a partir de
périplasme d’E. coli [Giovane et al., 1999]. Cependant, I'expression transitoire de ces scFvs
aussi bien dans le cytoplasme d’E. coli [Schwalbach et al.,, 2000] que dans les cellules de
mammiféres COS [Sibler et al.,, 2003], donne lieu a la formation d’agrésomes, agrégats
insolubles, entrainant la mort des cellules par accumulation. L’environnement réducteur du
cytoplasme est le principal responsable de cette instabilité structurale (Tableau 11). Suite a
ces conclusions, un effort particulier a été réalisé afin d’améliorer la solubilité des scFvs
existants. Ainsi, des expériences de mutagénese a partir du squelette du 1F4 ont abouti a la
caractérisation de deux nouveaux mutants :

(i) le L177P qui s’avere étre un excellent témoin de la toxicité non spécifique due a la
formation d’agrésomes. En effet, il est incapable de lier 16E6 mais possede les mémes
caractéristiques de solubilité que le 1F4 [Schwalbach et al., 2000].

(ii) le P41L qui s’avere plus soluble que le 1F4 lorsqu’il est exprimé dans le
cytoplasme d’E. coli et qui a conservé ses capacités de liaison a 16E6 (Etienne Weiss,
communication personnelle).

Tres peu d’études se sont intéressées a l'interaction entre le scFv et son antigéne
dans un contexte intracellulaire, ni méme a la solubilité de celui-ci. Ainsi, [Biocca et al., 1993]
ont montré que des scFvs qui présentaient une activité neutralisante vis a vis d’un antigene

donné dans le cytoplasme de cellules eucaryotes [Biocca et al., 1993; Werge et al., 1994]
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sont en faites insolubles [Cardinale et al., 2001; Cardinale et al., 1998; Lener et al., 2000]. De
plus, ils ont également montré que ces scFvs insolubles capables de lier I'antigene le

séquestrent dans les agrésomes.

Solubilité Solubilité dans les

E.coli lignées cellulaires Inhibition de
Liaison
CaSki, la dégradation Références

dans le dans le a 16E6 -
SiHa, Hela in vitro p53
périplasme cytoplasme
et A459

[Giovane et al.,

+++ - ND ++ + 1999; Sibler et al.,
1F4
2003]
[Giovane et al.,
+++ - ND + ++ +
1F1 1999]
1F4-
+++ + ++ ++ +
P41L ND
[Schwalbach et
1F4- +++ - + - -
ND al., 2000]
L177P

Tableau 11 : Récapitulatifs des données sur les scFvs anti-16E6 disponibles au sein du laboratoire. ND : non
déterminé

Le but de notre travail fut alors d’étudier I'effet spécifique des scFvs anti-16E6 dans
les cellules transformées par HPV et de le corréler a leur solubilité et a leur capacité de
liaison a l'antigene. En effet, au niveau cellulaire, deux populations de scFvs seront
exprimés : (i) une agrégée, non spécifique, ne reconnaissant pas 16E6 mais dont |’expression
induit une toxicité aspécifique pour la cellule, (ii) une soluble, moins importante, qui
reconnait 16E6 et dont I'expression doit provoquer une toxicité cellulaire spécifique. Un
moyen efficace de délivrer les génes codant les scFvs dans les lignées transformées par HPV
devait cependant étre trouvé. En effet, ces cellules s’avérent réfractaires aux techniques
classiques de transfections (phosphate de calcium, polyéthylénimine ou encore lipides
cationiques synthétiques). Afin de contourner cet obstacle, des adénovirus recombinants

dérivés de I’Ad5 connu pour ses capacités inégalées en matiere de transfert de gene ont
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donc été utilisés. Les génes codant les scFvs, sous le controle du promoteur CMV, ont pu
étre introduits par recombinaison homologue chez E. coli dans le génome de I’Ad5 dont les
régions E1AB nécessaires a la réplication ont été délétées [Chartier et al., 1996]. Ainsi, nous
avons développé une stratégie de neutralisation de 16E6 basée sur I'expression
intracellulaire de scFvs via des adénovirus. Afin d’étudier les effets de chaque scFv de
maniere statistique et globale, ces virus recombinants non réplicatifs ont été utilisés pour
transduire différentes lignées cellulaires cancéreuses (HPV positives ou non). Ces résultats
ont donné lieu a une publication dans le journal Biochemical and Biophysical Research

Communication [Lagrange et al., 2007].
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c. Discussion

Le but initial de ces travaux était d’étudier I'importance de la solubilité d’un scFv dans
un contexte « d’'immunisation intracellulaire » et de le corréler a un effet spécifique. Grace a
I'utilisation d’adénovirus recombinants, nous avons obtenu une efficacité de transduction
proche de 100 %, nous permettant ainsi d’évaluer de maniere statistique I'effet global des
scFvs dans un contexte intracellulaire. Cependant, le titre viral a été adapté afin d’obtenir un
équilibre entre un bon niveau d’expression et une efficacité de transduction comparable
entre chaque lignée cellulaire de méme qu’une expression homogéne des scFvs pour chaque
lignée. Deux types d’effets ont alors pu étre identifiés : (i) une inhibition de la prolifération
de I'ensemble des lignées testées, effet aspécifique di a I'agrégation des scFvs non repliés
(ii) une apoptose uniquement dans les cellules HPV16 positives apres I'expression de scFvs
liant 16E6, effet qui est proportionnel a la solubilité intracellulaire des scFvs exprimés. Une
donnée intéressante concerne le scFv P41L. En effet, celui-ci demeure majoritairement
insoluble dans les cellules humaines mais reste cependant plus soluble que les deux autres
formes confirmant ainsi les données obtenues dans les bactéries [Schwalbach et al., 2000].
Aucune information n’a cependant pu étre obtenue quant a la liaison et a la neutralisation
de I'oncoprotéine 16E6 dans un contexte cellulaire. En effet, les niveaux intracellulaires de
16E6 trop faibles dans les lignées transformées par HPV nous ont conduit a l'utilisation de
vecteurs permettant la surexpression de 16E6 dans les cellules Hela (plus facilement
transfectées mais HPV18 positives). Du fait du nombre peu important de cellules exprimant
a la fois le scFv et E6, aucune conclusion n’a hélas, pu étre établie. Les mécanismes
moléculaires de l'induction de I'apoptose par les scFvs ont également été testés, mais
aucune élévation du taux de p53 ne peut étre corrélée a la séquestration de 16E6 par un
scFv. D’autres mécanismes, indépendant de p53, pourraient étre mis en jeu. En effet, tandis
que le test de survie cellulaire (test MTT) révele environ 40 % des cellules vivantes dans les
CaSki et SiHa en présence de P41L, seuls 8 a 15 % des cellules meurent par apoptose. |l serait
donc intéressant d’étendre cette étude a d’autres partenaires cellulaires tels que Bak, FADD,
impliqués dans des voies pro-apoptotiques indépendamment de p53 ou encore les protéines
a domaine PDZ jouant un réle important notamment dans la prolifération cellulaire (pour
revue [Tungteakkhun and Duerksen-Hughes, 2008]). Une inhibition de [I'activité des

protéasomes est montrée suite a I'accumulation des agrésomes formés par les scFvs
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insolubles [Cardinale et al., 2003]. Cette saturation des systemes de protéolyse pourrait étre
responsable de la mort cellulaire par apoptose puisqu’une action synergétique existerait
entre la présence d’agrégats et le traitement par des inhibiteurs du protéasome [Cardinale
et al., 2003]. Ce phénomene a déja été observé pour d’autres protéines telles que le prion
[Jana et al.,, 2001]. Ainsi, la toxicité observée lors de notre étude pourrait étre liée a la
saturation des systemes de protéolyse. Cette hypothése pourrait étre vérifiée par une étude
de colocalisation entre les scFvs et les protéasomes. Afin d’améliorer la qualité des scFvs,
d’autres perspectives peuvent étre envisagées. En effet, malgré |'optimisation des conditions
de transduction par les adénovirus, il serait également envisageable de moduler I’expression
des scFvs en utilisant différents types de promoteurs tels que le promoteur de I'ubiquitine C
humaine moins puissant que le promoteur CMV [Schorpp et al., 1996]. Puisque les scFvs ne
sont pas capables de se replier correctement dans le cytoplasme, et qu’il est possible de les
relocaliser dans un autre compartiment cellulaire, nous pourrions envisager: (i) de les
relocaliser vers le réticulum endoplasmique, lieu naturel de synthése des anticorps et (ii)
permettre leur retour dans le cytoplasme. Les premiers essais menés combinant une
séquence de localisation au réticulum endoplasmique a un domaine PTD (Protein
Translocation Domain) en C-terminale du scFvs 1F4 n’ont pas permis la sortie du RE.
Cependant, la distribution du scFv muni d’un domaine PTD semble plus diffuse et
préférentiellement nucléaire, laissant penser que la protéine de fusion serait plus soluble. De
nombreux travaux d’ingénierie moléculaire ont été développés afin d’améliorer la solubilité
des scFvs exprimés dans le cytoplasme. Ainsi, parallelement a notre étude, I'équipe du
Pr.E.Weiss, a mis au point une nouvelle méthode de production et de sélection de scFvs
actifs dans le contexte cytoplasmique. De nouvelles possibilités de sélection de scFvs
solubles susceptibles de lier 16E6 et d’inhiber la dégradation de p53 in vitro peuvent alors

étre envisagées [Philibert et al., 2007].
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2. Transduction préférentielle des cellules HPV positives par des
adénovirus de type 5.

a. Introduction générale

Malgré des résultats précliniques intéressants, la thérapie génique utilisant les
adénovirus en tant que vecteur de transfert doit étre améliorée et de nouvelles approches
développées afin de contourner les obstacles majeurs a sa réussite a savoir un manque de
spécificité et une certaine toxicité cellulaire résultante. Récemment, il a été montré que la
liaison de I’Ad a son récepteur primaire naturel CAR est une étape limitante dans le transfert
de gene [Bauerschmitz et al., 2002]. En effet, des données suggerent que malgré une
expression ubiquitaire a la surface de la plupart des cellules épithéliales saines, I'expression
et/ou une localisation aberrante du CAR dans les tumeurs peut induire une résistance a
I'infection par I'adénovirus [Cripe et al., 2001; Dmitriev et al., 1998; Hemmi et al., 1998;
Kasono et al., 1999; Li et al., 1999; Rauen et al., 2002]. Différentes stratégies de modification
du tropisme viral dont le but est de conférer une spécificité cellulaire a I’Ad ont alors été
mises au point afin de cibler spécifiguement un type cellulaire. Elles sont regroupées selon
trois axes majeurs : (i) la premiére repose sur la régulation et la restriction de la transcription
du transgéne a un tissu donné (ii) la seconde est basée sur une modification de I'affinité du
virus pour les cellules cibles, et enfin (iii) la troisieme vise a produire des particules virales a

réplication dites conditionnelles.
i.  Ciblage transcriptionnel

A la différence du ciblage transductionnel, le ciblage transcriptionnel, ne va pas
modifier le tropisme du virus, mais restreindre I'expression du transgéne aux cellules cibles.
En effet, lors de l'infection de la cellule hoéte, la transcription de la cassette d’expression
contenue dans l'adénovirus va se dérouler au sein du noyau sous le contréle des ARN
polymérases, des facteurs de transcription, des activateurs et des répresseurs cellulaires
(Figure 37). Ainsi, de maniére générale, il est possible de réguler son expression en amont en

utilisant des séquences dites enhancer.
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Figure 37 : Représentation schématique du mécanisme de ciblage transcriptionnel. Les adénovirus modifiés
sont capables d’infecter I'ensemble des lignées cellulaires. Cependant, le transgéne ne pourra étre exprimé que
dans les cellules exprimant les facteurs de transcription nécessaire a I'activation des promoteurs tissus ou
tumeurs spécifiques.

Une premiére stratégie de ciblage transcriptionnel peut étre envisagée en placant les
genes viraux ou le transgene sous le contréle de promoteurs tissus ou tumeurs spécifiques :
les TSP. Le virus sera alors capable d’infecter toute une variété de cellules, mais I’expression
des génes viraux et du transgéne sera restreinte aux cellules exprimant les facteurs de
transcriptions nécessaires a I'activation du TSP. Plusieurs promoteurs et séquences
activatrices ont été étudiés et appliqués aux vecteurs adénoviraux (pour revue
[Bauerschmitz et al., 2002; Haviv et al., 2002]). C’est le cas notamment, du promoteur du
gene codant la hTERT (sous-unité de la télomérase humaine), du promoteur de la cyclo-
oxygénase 2 [Kanerva et al.,, 2004] pour les cancers gastriques ou ovariens ou de l'a-
lactalbumine pour le traitement du cancer du sein [Anderson et al., 2000]. Une autre
démarche va consister a utiliser des promoteurs inductibles soit par des agents
chimiothérapeutiques (comme pour le promoteur du géene ergl qui est induit par le
témozolomide [Yamini et al., 2004]), soit par des radiations [Anton et al., 2005] ou par une
hypoxie [Chadderton et al., 2005]. Néanmoins, |'utilisation d’un tel ciblage n’empéche pas la
dilution des vecteurs et leur rétention dans les cellules non cibles telles que les cellules du

foie. De ce fait, une diminution significative de |'effet thérapeutique escompté peut étre
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observée. De plus, [Strauss, 1994] ont montré que les cellules saines également infectées
pouvaient présenter un niveau basal d’expression du transgene qui serait plus ou moins

toxique en fonction de sa nature.
ii.  Ciblage transductionnel
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Figure 38 : Différentes stratégies de ciblage transductionnel des vecteurs adénoviraux (d’apres [Mathis et al.,
2005]).

L’élucidation des mécanismes d’entrée des adénovirus dans les cellules cibles a
permis le développement d’un nouveau mode de ciblage dont I'objectif est d’induire une
infection spécifique des cellules cibles sans affecter les tissus sains environnants : le ciblage
transductionnel. Celui-ci repose sur une modification du tropisme naturel de I'adénovirus
pour le récepteur CAR qui peut étre de trois types : (ii) une restriction de la transduction
proprement dite, (ii) I'apport d’une nouvelle spécificité cellulaire ou (iii) la combinaison des

deux (Figure 38).
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Modification génétique de la fibre

Afin de rendre I’Ad « oncotrope », c'est-a-dire présentant une spécificité pour les
cellules cancéreuses, de nombreuses modifications ont été apportées au niveau de la fibre.
En effet, celle-ci constitue la protéine majoritairement impliqguée dans l'interaction avec les

récepteurs des cellules cibles.

Délétion compléte de la fibre

La stratégie la plus radicale afin d’abolir le tropisme naturel du virus semble étre
d’éliminer la fibre de la surface du virus. Néanmoins, le succés de cette approche repose sur
les capacités d’assemblage des virions en |'absence de fibre. En effet, méme si, une étude a
montré que des quantités appréciables de particules virales pouvaient s’accumuler dans les
cellules infectées malgré I'absence du géne de la fibre; il a également été suggéré par
I'utilisation de virus mutants thermosensibles que son ablation induirait une mauvaise
maturation protéolytique de certaines particules virales, ainsi qu’une encapsidation
incompléete de I'ADN viral [D'Halluin et al.,, 1980; Falgout and Ketner, 1988]. Ainsi,
I’'assemblage des particules sans fibre est possible, mais cette protéine reste indispensable a
la maturation de la capside [Legrand et al., 1999]. De plus, son réle potentiel dans
I'acification des endosomes [Miyazawa et al., 2001] conduirait a une accumulation massive
de particules sans fibre dans le cytoplasme et a la saturation des endosomes. Par
conséquent, la fibre ne serait donc pas uniquement indispensable a la liaison aux cellules
cibles, mais elle serait également importante pour les étapes ultérieures du cycle viral. Ainsi,
les virus délétés pour la fibre ne semblent pas adaptés au développement de vecteurs ciblés

et des stratégies plus fines ont du étre envisagées.

Délétion du bouton terminal de la fibre

Une approche alternative a la délétion compléte de la fibre a été développée. Elle
consiste a remplacer le bouton terminal de la fibre, indispensable a la trimérisation et
responsable du tropisme naturel du virus, par un motif de trimérisation exogéne fusionné a
une molécule de ciblage [Henning et al., 2002; Krasnykh et al., 2000; Magnusson et al., 2001;
van Beusechem et al., 2000]. Ainsi, un motif de trente six résidus provenant de la protéine D
du surfactant pulmonaire humain associé au peptide RGD-4C a été inséré a la place du
bouton [Magnusson et al., 2001]. Le virus ainsi modifié a pu étre produit et I'infection de

cellules négatives pour le CAR via la voie des intégrines a été démontrée. Cependant, la
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longueur de la tige, la présence de linkers flexibles ainsi que la taille et la structure du ligand
influenceraient I'incorporation des fibres chimériques dans la capside. D’autres motifs de
trimérisation, tels que la fibritine du phage T4 [Krasnykh et al., 2001] ou un domaine de la

protéine A de Staphylococcus [Henning et al., 2002] ont également été utilisés.

Insertion de ligands spécifiques au niveau de la fibre

La premiere tentative de modification de la fibre a consisté en I'incorporation au
niveau de son extrémité C-terminale, d’un peptide GRP (Gastrine Releasing Peptide). Par la
suite, des séquences RGD (liaison aux intégrines), polylysine (pK7, liaison aux héparanes
sulfates) ou de liaison aux héparanes sulfates ont été incorporées avec succes [Wickham et
al., 1997] et ont permis l'infection in vivo et in vitro de différents types cellulaires réfractaires
a linfection par I’Ad5 (cellules endothéliales et/ou musculaires lisses, [McDonald et al.,
1999], cellules de myélomes [Gonzalez et al., 1999] et gliomes [Staba et al., 2000; Wu et al.,
2002]. Les fibres ainsi modifiées sont correctement incorporées au sein de la capside, les
ligands sont toujours capables de lier leur cible et I'efficacité d’infection sur les cellules
exprimant les molécules ciblées a pu étre augmentée [Legrand et al., 1999; Michael et al.,
1995; Wickham et al., 1997; Wickham et al., 1996]. Cependant, il semble que l'insertion de
nombreux ligands empéche la trimérisation de la fibre et donc la génération de particules
viables [Wickham et al., 1995; Yoshida et al., 1998]. En effet, la localisation de I’extrémité C-
terminale au cceur du trimere de fibre [Xia et al., 1994] pourrait expliquer ces résultats,
suggérant un role essentielle de cette région dans la stabilité de la structure quaternaire.

L’élucidation de la structure tridimensionnelle de la fibre par des études de
cristallographie a permis de mettre en évidence des régions accessibles et non impliquées
dans la trimérisation [Xia et al., 1994]. De maniére alternative a I'extrémité C-terminale, ces
régions peuvent représenter des sites potentiels d’insertion de ligands. Ainsi, un peptide
peut étre inséré au niveau de la boucle HI [Krasnykh et al., 1998]. La boucle HI présente en
effet, plusieurs avantages : (i) elle est exposée a la surface du virus, (ii) elle n’est impliquée
dans aucune interaction, (iii) sa longueur est variable d’un sérotype a I'autre ce qui laisse
présager la possibilité d’incorporer un ligand de longueur variable, allant jusqu’a soixante
trois amino-acides [Krasnykh et al., 2000]. De méme, un peptide cycliqgue comportant le
motif RGD-4C, identifié par phage display a été introduit avec succes et a permis

d’augmenter linfectivité de nombreux types cellulaires sur-exprimant les intégrines, de
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maniére indépendante du CAR {Dmitriev, 1998 #518}. Une double modification portant a la
fois sur I'extrémité C-terminale (introduction polylysine pK7) et sur la boucle HI (introduction
d’un motif RGD) a également pu étre réalisée [Koizumi et al., 2003]. De maniere
intéressante, le mécanisme d’entrée de cet adénovirus doublement muté s’avere CAR-

indépendant ce qui permet une infection des cellules CAR-négatives.

Modification des protéines de la capside

L’hexon, protéine majoritairement exprimée a la surface du virion, a fait I'objet de
trés peu d’études sur la faisabilité d’incorporation de peptide. En effet, une forte instabilité
de la particule virale a été observée lors de sa modification [Wu et al., 2005]. Cependant
deux équipes ont pu montrer qu’il était possible d’incorporer des séquences peptidiques au
niveau des régions hydrophiles non conservées entre les sérotypes appelées régions
hypervariables (HRV). Ainsi, Vigne et col., ont incorporé une séquence dérivée d’une
protéine du virus de la polyomélite et une séquence RGD dans la région hypervariable de la
protéine hexon de I’Ad5 (HRV5) [Vigne et al., 1999]. Ils ont pu montrer que I'accessibilité de
la séquence cible par un anticorps dépend fortement des séquences voisines mais aussi que
la séquence RGD permettait un ciblage indépendant du CAR. De plus, ils ont montré que la
substitution de I’'HRV 5 induit une diminution drastique de la transduction de I'expression
des transgenes au niveau des cellules hépatiques tandis que des adénovirus HRV5-modifiés
sont toujours capables de transduire de maniere efficace les hépatocytes [Vigant et al.,
2008]. En effet, parallelement a cette étude, il a été montré que la protéine hexon est
responsable du transfert de géne dans le foie in vivo [Waddington et al., 2008] par une
liaison de I’"hexon au facteur de coagulation X humain. Wu et col., ont quant a eux incorporé
une séquence de six histidines (Hisg) dans les régions hypervariables des sérotypes 2 et 5
[Wu et al., 2005]. Cependant malgré I'accessibilité de cette séquence aux anticorps, ils n"ont
pu montrer une dépendance de l'infection, ni un reciblage.

Comme pour I'hexon, trés peu d’études ont porté sur la modification de cette
protéine. Cependant un groupe a remplacé la séquence native haiRDGtfa, permettant la
reconnaissance des intégrines avp3-5, par la séquence eiLVDpst qui permet une fixation au
intégrines o431 exprimées fortement sur les lymphocytes et les monocytes [Wickham et al.,
1995]. Par la suite, ils ont également incorporé un épitope dérivé de I'hémaglutinine du virus

influenza et montré ainsi une légere infection dépendante du CAR dans des cellules
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exprimant de maniere stable un anticorps membranaire anti-hémaglutinine [Einfeld et al.,
1999]. Pour un changement de tropisme viral, cette protéine semble trés prometteuse En
effet, différentes protéines ont été incorporées avec succes a son extrémité C-terminale.
Ainsi, par exemple, une fusion GFP a pu étre réalisée rendant ainsi les virus fluorescents [Le
et al.,, 2004; Meulenbroek et al., 2004] ou encore une fusion a I'HSV-TK a permis la
visualisation des virus par tomographie a émission de positrons [Li et al., 2005]. L'Ad a
également pu étre redirigé vers les héparanes sulfates grace a l'incorporation d’une
séquence polylysine en plIX [Dmitriev et al., 2002]. L'une des contraintes majeures a
I'incorporation en plX vient de son expression au sein de la capside et de son manque
d’accessibilité. Cet obstacle semble cependant avoir été contourné par I'utilisation de
spaceur en hélice a [Vellinga et al., 2004]. Néanmoins, pour un reciblage des adénovirus, les
modifications de I’hexon ou de la protéine pIX restent moins efficaces qu’une modification

de la fibre [Campos and Barry, 2006].

Ablation du tropisme naturel

Des études de mutagéneses ont permis de cartographier les résidus d’amino-acides
impliqués dans l'interaction avec le CAR au niveau de la boucle AB, DE et DG [Kirby et al.,
1999; Kirby et al., 2000]. Afin d’abolir I'interaction entre la fibre et le récepteur CAR,
différents adénovirus ont été développés [Alemany and Curiel, 2001; Bewley et al., 1999;
Einfeld et al., 1999; Jakubczak et al., 2001; Leissner et al., 2001; Santis et al., 1999; Smith et
al., 2002]. Ces adénovirus sont incapables d’interagir avec le CAR mais ne présentent pas de
spécificité pour un type cellulaire particulier. Nicklin et col., ont donc choisi de combiner les
deux types d’approche a savoir: (i) I'abolition de I'interaction avec le CAR et (ii) I'apport
d’une nouvelle spécificité cellulaire par modification génétique de la fibre afin d’obtenir des
adénovirus infectant notamment spécifiquement les cellules endothéliales [Nicklin et al.,

2003; Nicklin et al., 2001; Nicklin et al., 2004] et pour diverses lignées cancéreuses.

Pseudotypage sérotypique

Les différents sérotypes d’adénovirus se distinguent en partie par un tropisme
différent, lié a une reconnaissance de récepteurs cellulaires variables par le bouton
terminale de la fibre [Defer et al., 1990; Stevenson et al.,, 1995]. Ainsi, par exemple,
I’échange de la tige et du bouton de la fibre de I’Ad5 largement utilisé comme vecteurs de

transfert de genes, par ceux de I’Ad3 confere au vecteur un nouveau profil d’infection
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[Krasnykh et al., 1998; Stevenson et al., 1995]. De méme, le remplacement de la fibre du
groupe C par celle du groupe D (sérotype 17) augmente significativement l'infectivité des
cellules pulmonaires humaines et du systéme nerveux central [Chillon et al., 1999]. Bien que
donnant des résultats intéressants, cette approche présente I'inconvénient de dépendre du
tropisme naturel des sérotypes existants, pour lesquels la nature et la distribution tissulaire
des récepteurs sont peu connues. De plus, les applications potentielles sont limitées par la
capacité de liaison au CAR d’un grand nombre de sérotype [Roelvink et al., 1998]. Ainsi, les
chances de trouver le virus permettant de cibler spécifiquement les cellules tumorales sont

tres faibles.

Pseudotypage xénotypique

CAV2 (Canin) [Glasgow et al., 2004]

Ciblage des cellules du cancer ovarien [Stoff-Khalili et al.,
CAV1 (Canin)
2005]

Absence d’interaction avec le CAR
BAV4 (Bovin) [Renaut et al., 2004]

Ciblage des cellules ovariennes
Bouton terminal de la fibre de

.. . Transduction des cellules CAR
I’adénovirus humain (Ad2 ou 5)

) négatives
remplacé par le bouton de
Expression du transgene diminué dans
[Nakayama et al.,

OV7 (Ovin) le foie
2006]
Nouvelles spécificité pour les cellules
rénales et les cellules des muscles
squelettiques
Reconnaissance du CAR humain [Francois et al., 2001;
CELO (Avian) Absence de réaction croisée a un Shashkova et al.,
anticorps anti-Ad5 2005]
Vecteur d’origine animal utilisé
Cellules CHO résistantes

CV68 Interaction avec le CAR humain [Cohen et al., 2002;
(Chimpanzé) Infection des cellules dendritiques Farina et al., 2001]

humaines

Tableau 12 : Pseudotypage xénotypique et utilisation de vecteurs non humains.

Une source alternative de vecteurs est constituée par des Ad isolés chez les non-
humains (chien, singe, mouton, vache ou poule) qui sont capables d’infecter les cellules
humaines sans s’y propager. Ces vecteurs conservent théoriquement les avantages des Ad,
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mais, insensibles a I'immunité préexistante contre les Ad humains, ils permettraient ainsi
d’administrer des doses inférieures de vecteur pour une méme efficacité in vivo. Ainsi deux
types de vecteurs non humains ont été développés : (i) des pseudotypés utilisant comme
base I'adénovirus de type 2 ou 5 (ii) des vecteurs dérivant de vecteurs non humains (Tableau

12).

Utilisation de molécules adaptatrices

Une nouvelle spécificité cellulaire peut étre conférée aux vecteurs adénoviraux sans
modification génétique par couplage de la capside virale a des ligands hétérologues. Cette
technique repose sur l'utilisation d’un ligand bi-spécifique ou bi-fonctionnel. Une telle
molécule va étre capable de reconnaitre d’une part, une protéine de la capside virale telle
que la fibre ou la base du penton et d’autre part, un récepteur cellulaire. Un des avantages
majeurs du systeme réside dans le fait que le tropisme naturel du virus est masqué,
probablement par encombrement stérique. De plus, une protection vis-a-vis des anticorps
neutralisants a été observée in vitro et in vivo [Croyle et al., 2001; Drapkin et al., 2000; Fisher
et al., 2001]. Largement utilisés, les ligands peuvent étre de différentes natures : (i) anticorps
bispécifiques, (ii) protéine de fusion bispécifique, (iii) couplage chimique directe d’un ligand
(utilisation de PEG) (iv) couplage via un pont biotine-avidine. Ainsi, par exemple, un conjugué
utilisant un scFv anti-fibre couplé a un anticorps anti-CEA a été utilisé sur des lignées
cancéreuses du sein [Korn et al., 2004]. Bien que ces approches aient montré leur efficacité,
leur développement industriel semble limité par plusieurs facteurs: (i) la stabilité du
complexe virus-ligand in vivo n’est pas connue, (ii) la répartition du ligand n’est pas
forcément uniforme sur les virions ce qui fait apparaitre des différences au niveau des lots
produits conduisant a une augmentation des contréles de qualité. (iii) I'infection via

I'utilisation du CAR semble ne pas étre totalement abolie [Israel et al., 2001].

Double ciblage

Les ciblages transcriptionnels et traductionnels peuvent étre combinés afin de créer
des adénovirus doublement ciblés. Ainsi, il est possible allier la sécurité due a I'utilisation de
TSP a l'efficacité d’une transduction spécifique. Un tel ciblage a été testé in vitro et in vivo
dans le cas du cancer ovarien. L'utilisation d’une molécule adaptatrice (sCAR-fibritin-anti-

erbB2 adapter) combiné a un promoteur SLPI a augmenté la capacité de transfert génique
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dans les cellules cibles en diminuant la contamination des cellules non cibles [Barker et al.,

2003].

iii. Ciblage de la réplication et utilisation d’adénovirus réplicatifs
conditionnels

L'un des plus gros inconvénients quant a l'utilisation de vecteurs non réplicatifs est
leur manque d’efficacité en terme de transduction de masse tumorale. Afin de contourner
cet obstacle des adénovirus oncolytiques spécifiques appelés adénovirus réplicatifs
conditionnels (CRAds) ont été développés. L'infection des cellules tumorales par de tels virus
induit une réplication, une oncolyse et le relargage de particules virales dans
I’environnement. Ce cycle réplicatif permet une amplification locale importante de la dose
appliquée. En effet, en théorie, un CRAd se répliquera jusqu’a ce que les cellules cibles
cancéreuses permissives a sa réplication soient détruites par lyse. [Hemminki and Alvarez,
2002; Kanerva and Hemminki, 2004]. Les CRAds produits vont alors pouvoir migrer dans
I’organisme et infecter des métastases distantes. De plus, les réactions immunitaires induites
contre les cellules ciblées permettent d’amplifier I’éradication des cellules tumorales. Les
cellules « saines » vont étre épargnées du fait d’'une non-réplication qui peut étre de deux
types : (i) Des mutations présentes dans le génome viral peuvent étre compensées dans les
cellules cancéreuses mais pas dans les cellules saines. Ces mutants peuvent étre construits
en incorporant des mutations notamment au niveau de la région E1A ou B. Dans ce cas, la
protéine E1 produite est incapable de lier les partenaires cellulaires nécessaires a la
réplication virale dans les cellules saines mais peut le faire dans les cellules cancéreuses et
(ii) Des promoteurs inductibles vont pouvoir étre utilisés pour revue [Bauerschmitz et al.,
2002; Hemminki and Alvarez, 2002]). Les TSP vont remplacés les promoteurs viraux
endogenes afin de restreindre la réplication virale aux cellules cibles. De maniere
conventionnelle, le TSP régulera E1A mais il peut aussi réguler d’autres genes précoces. (.
Ainsi, il a été montré que les régions E1A et B sous le contréle du promoteur de I'hTERT
permettent une augmentation de la réplication au niveau des cellules cibles d’un facteur
mille par rapport aux cellules saines in vitro [Huang et al., 2004].Une combinaison des deux
approches a également été envisagée en utilisant un TSP controlant une région E1 mutée

[Nettelbeck et al., 2002].
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Le premier CRAds publié et le plus connu est 'ONYX-015 ou dI520 [Bischoff et al.,
1996]. Ce virus comporte deux mutations au niveau du gene codant la protéine E1B-55kDa,
impliquée entre autres dans l'inactivation de p53. Il est donc incapable de se multiplier dans
les cellules saines qui expriment p53 mais se réplique de maniére fonctionnelle dans les
cellules p53 négatives ce qui est le cas dans pour la majorité des cellules tumorales.
Cependant, la protéine E1B présente d’autres propriétés tels que le transport et la
transcription des ARNm tardifs. Sa mutation pourrait donc induire une réplication inefficace
en comparaison avec I’Ad sauvage [Dix et al., 2001]. Un autre virus contenant une délétion
de 24 pb dans la région E1A a également été construit. Celui-ci exprime une protéine E1A
mutée incapable d’interagir avec la protéine cellulaire pRB, mais toujours capable d’induire
la transcription des génes viraux. De ce fait, ce mutant se réplique uniquement dans les
cellules pour lesquelles la voie pRB est défective [Cascallo et al., 2003; Fueyo et al., 2000] ce
qui semble le cas dans la plupart des cancers. Ces approches sont tres prometteuses dans la
mesure ou elles permettent d’amplifier I'effet oncogénique par la lyse des cellules.
Cependant, elles n"'empéchent pas l'infection des tissus sains et notamment des cellules

spléniques.

b. Contexte scientifique

Récemment, notre équipe a identifié, par phage display, des peptides capables
d’adresser spécifiquement un virus (bactériophage) ou une protéine (GFP, Green Fluorescent
Protein) dans les cellules SiHa (HPV16 positives). Ces peptides se sont avérés étre un outil de
choix pour le développement de vecteurs Ads capables de cibler de maniére préférentielle
les cellules cancéreuses du col de I'utérus infectées par HPV. Ces Ads pourront servir de
vecteurs pour l'introduction de molécules thérapeutiques au sein des cellules tumorales,
sans affecter les tissus sains environnant, diminuant ainsi considérablement les effets
secondaires associés et les risques de rejet par le systeme immunitaire. Peu d’exemples d’un
tel ciblage sont disponibles dans la littérature. Un vecteur adénoviral comportant a la fois un
motif RGD inséré dans la boucle HI et une séquence polylysine en C-terminale du bouton de
la fibre a pu étre développé par [Rein et al.,, 2004]. Cet Ad est capable de transduire de
maniere plus efficace les cellules cervicales cancéreuses issues de lignées. D’autres travaux

ont montré un effet oncolytique accru dans les lignées cancéreuses via |'utilisation de CRAd
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[Balague et al., 2001] présentant un motif RGD au niveau de la boucle HI de la fibre et
exprimant un mutant de p53 résistant a la dégradation par I'oncoprotéine E6 [Heideman et
al., 2005].Plus récemment, [Hsu et al., 2008] ont développé un CRads, I’Ad-KFH qui est sous
le controle transcriptionnel du promoteur SCCA2 (squamous cell carcinoma antigéne 2). Cet
Ad se réplique et lyse de maniere spécifique les cellules cancéreuses cervicales qui
produisent le SSCA2. Bauerschmitz et col., ont également utilisé I’Ad5-A24 RGD dans le cadre
d’un traitement local et systémique du cancer cervical [Bauerschmitz et al.,, 2004].
L’ensemble de ces travaux a permis soit d’amplifier la réplication virale au sein des cellules
cancéreuses soit d’améliorer l'efficacité de transduction. Cependant aucun travail n’a
combiné I'abolition du tropisme naturel du virus a I'apport d’'une nouvelle spécificité. Des
résidus essentiels pour 'interaction avec le récepteur CAR ont été mis en évidence par des
expériences de mutagénéses dirigées, principalement au niveau de la boucle AB, du feuillet
B B, de la boucle FG [Kirby et al., 2000; Roelvink et al., 1999] et au niveau du feuillet 3 EF.
Ces modifications ont pu étre testées soit dans un contexte de fibre non incorporée soit dans
un contexte capsidique. Ainsi, Jakubczak et col., ont montré que plusieurs modifications au
niveau des boucles AB et CD abolissent de maniere efficace I'interaction de I'adénovirus avec
son récepteur CAR [Jakubczak et al., 2001]. La création d’un virus ciblant de maniére
préférentielle les cellules HPV positives a donc nécessité I'introduction de deux types de
modifications : (i) I'une permettant d’abolir la liaison au récepteur primaire CAR (ii) I'autre
apportant un nouveau tropisme au virus. Nous avons choisi d’introduire la mutation KO1
(S408-P409A) [Jakubczak et al., 2001]au niveau de la boucle AB afin d’abolir I'interaction
avec le CAR. Des virus porteurs d’une telle modification ont été générés et en conservant
une structure quaternaire correcte de leur fibre et sans présenter de défaut de maturation.
Cette mutation présente en effet plusieurs avantages : (i) il s’agit de I'une des plus drastiques
pour abolir la liaison au CAR (ii) elle n’interfere pas sur l'incorporation de la fibre au sein de
la particule virale [Leissner et al., 2001] (iii) plusieurs travaux ont utilisé cette mutation seule
ou en combinaison avec des peptides [Nicklin and Baker, 2002; Nicklin et al., 2003; Nicklin et
al., 2001; Nicklin et al., 2004]. Afin de conférer un nouveau tropisme aux adénovirus, les
ligands peptidiques spécifiques des cellules HPV positives précédemment identifiés ont été
utilisés. En effet, Krasnykh et col., ont montré qu’un tel peptide pouvait étre incorporé dans

la boucle HI et exposé a la surface du virus sans altérer la structure trimérique de la fibre

129



Résultats

[Krasnykh et al., 2001]. De plus, comme nous |'avons vu cette boucle présente en effet
plusieurs avantages. Cependant, la modification du génome adénoviral requiert de longues
et laborieuses étapes de clonage, limitées, entre autres par I'absence de sites uniques de
restriction au niveau des régions a modifier. Ainsi, afin de tester de maniéere rapide, ce
concept, nous avons choisi d’utiliser le systtme mis au point dans le laboratoire de notre
collaborateur (D. Von Seggern, Scripps Institut, La Jolla, Californie,USA). Dans celui-ci, les
cellules 293 T (contenant la région E1 nécessaire a la réplication virale) sont infectées par un
Ad recombinant dépourvu de fibre, puis transfectées par un plasmide codant la fibre
modifiée. Celle-ci est alors incorporée au niveau de la capside virale par complémentation
sans modification du génome. Ainsi, il nous a été possible de produire de maniére rapide
(environ une semaine par préparation) des Ads dits « pseudotypés » (Figure 29 Matériel et
Méthodes).

Les Ads pseudotypés nous ont permis de mettre en évidence, que la combinaison des
mutations abolissant la liaison au CAR et lintroduction de peptides ne modifie ni la
trimérisation de la fibre nécessaire a la bonne maturation du virion, ni sa capacité
d’intégration a la surface de la capside. Lors de tests de transduction sur des lignées HPV
positives et négatives, nous avons également pu montrer que I'ablation de l'interaction avec
le CAR par l'introduction de la mutation KO1 est suffisante pour restreindre le tropisme de
I’Ad in vitro. De plus, l'insertion additionnelle des peptides internalisants sélectionnés par
phage display, confére aux Ads une capacité de transduction préférentiellement dans les
cellules transformées par HPV. Ces résultats ont donné lieu a une publication dans le journal

Archive in Virology [Boulade-Ladame et al., 2008].
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c. Discussion

Malgré la multitude de publications présentant I'identification de peptides se fixant
de maniére spécifique a des molécules de surfaces ou a des cellules, trés peu de résultats
positifs ont été obtenus en terme de reciblage de vecteurs adénoviraux. Néanmoins, a l'issue
de ce travail, nous sommes parvenus a produire des adénovirus dits « pseudotypés »
comportant deux modifications au niveau du bouton terminal de la fibre (i) I'une abolissant
I'interaction avec le récepteur CAR et (ii) I'autre permettant un ciblage préférentiel des
cellules HPV positives validant ainsi une premiere approche de ciblage de vecteurs
adénoviraux aux cellules HPV. Dans la littérature, seulement deux autres peptides ont donné
des résultats positifs : (i) le peptide RGD-4C, isolé lors d’une sélection par phage display in
vitro sur les intégrines avf35 [Koivunen et al., 1995] et in vivo [Pasqualini et al., 1997]. Mais
les intégrines sont exprimées de maniere ubiquistes au niveau de nombreux tissus et types
cellulaires, ce qui ne confére pas au virus un tropisme virus-spécifique. (ii) le peptide HEW,
isolé lors d’une sélection par phage display sur une lignée cellulaire du cancer du colon WiDr
[Rittner et al., 2007]. Celui-ci est capable de conférer une spécificité cellulaire in vitro pour
les cellules WiDr mais pas dans un contexte in vivo. Cette spécificité cellulaire a été
augmentée par l'ablation de la liaison au CAR. La comparaison des résultats obtenus avec
I’étude de Robinson et al utilisant des phages fusionnés aux mémes peptides montre des
différences au niveau de la spécificité d’internalisation. Ces différences peuvent s’expliquer
tout d’abord par les méthodes de détection utilisées (expression de la GFP versus
immunofluorescence) mais aussi par des mécanismes d’entrée cellulaire probablement
distincts. En effet, les peptides sont présentés de maniere différente par les phages et les

adénovirus.

d. Résultats complémentaires

Suite a ces résultats trés encourageants, nous avons décidé de développer des
vecteurs Ads génétiquement modifiés et donc de cloner la séquence codant la fibre modifiée
au sein du génome de I’Ad. En effet, des Ads génétiquement modifiés sont nécessaires pour

envisager de les utiliser comme vecteurs de transfert de genes mais aussi pour d’éventuels
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essais in vivo dans les souris car cette approche nécessite un titre élevé et de grandes
quantités de virus difficilement obtenues avec les Ads pseudotypés.

La construction de ces virus a donc nécessité plusieurs modifications au niveau du
génome viral [Chartier et al., 1996; He et al., 1998]: (i) les virus ont été rendus non réplicatifs
afin de limiter les problémes de sécurité et d’accroitre la capacité d’intégration d’un
transgene par délétion compléte de la région E1 (ii) La séquence codant la fibre modifiée a
été insérée dans le génome viral par recombinaison homologue en systeme bactérien (iii) le
géne codant la thymidine kinase de I'herpés simplex virus de type | a été inséré en
remplacement de la région E1l. Ainsi, la génération d'un tel vecteur ciblé permettant
I’expression d’un gene suicide devrait induire la mort cellulaire des cellules cancéreuses.
Malgré les nombreuses avancées en terme de clonage, les étapes essentielles a I’élaboration
de vecteurs génétiguement modifiés se sont avérées longues et laborieuses. En effet,
chaque clonage nécessite |’élaboration d’un vecteur navette et une recombinaison
homologue dans le systéme bactérien avec un vecteur comportant le génome adénoviral
(Figure 40). Ce systeme s’avere donc dépendant de la présence d’un site unique de
restriction dans le génome viral au niveau de la région que l'on souhaite échanger.
Naturellement le génome de I’Ad5 présente peu de sites de restrictions uniques tels que les
sites Cla | dans la région E1 et Spe | au niveau de I'unité E3. Néanmoins aucun site n’existe au
niveau de la région codant la fibre. Nous avons donc choisi d’en introduire un : le site Swa |.
Les régions codant la fibre modifiée (mutation KO1 et présentation ou non des peptides) et
la thymidine kinase ont été introduites de maniére séquentielle. Tout au long des étapes de
clonage et afin de vérifier que I'ensemble des modifications apportées n’a pas d’effet
néfaste sur le génome viral divers contréles ont été menés. Dans un premier temps, la
structure quaternaire de la fibre a été analysée (Figure 41.A). Pour cela, les protéines totales
issues de cellules HEK-293 transfectées avec les différentes constructions ont été extraites et
analysées par western blot, comme dans le cas des adénovirus « pseudotypés ». Nous avons
ainsi montré que la trimérisation et I'incorporation de la fibre n’ont pas été affectées par ces
deux modifications génétiques. Dans un second temps, I'expression et la fonctionnalité de la
thymidine kinase ont été vérifiée. Cette enzyme virale permet la phosphorylation d’un
certain nombre d’analogues nucléotidiques tels que les analogues de la guanosine. Nous
avons choisi d’utiliser le ganciclovir (GCV). Cette molécule est un agent anti-herpétique bien
connu. Les thymidines kinases endogénes de la cellule eucaryote présentent une faible
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affinité pour le GCV. De ce fait, il est trés peu phosphorylé en temps normal. Néanmoins,
lorsque le géne de I'HSV-TK est transféré dans les cellules a fort potentiel de division telles
que les cellules cancéreuses, la thymidine kinase du virus de I’herpés provoque la
phosphorylation du GCV en GCV mono-phosphate. Sous cette forme, le GCV est alors a
nouveau phosphorylé par les thymidines kinases endogenes en GCV di-phosphates puis tri-
phosphates. Cette forme active est ensuite utilisée par la cellule lors de la synthése d’ADN a
la place de la déoxyguanosine. Sa présence inhibe alors la progression de ’ADN polymérase
et donc I’élongation du brin d’ADN conduisant la mort des cellules (Figure 39). Afin de
confirmer I'expression de la protéine TK dans notre systeme, les cellules Cos-7 ont été
transfectées a l'aide des plasmides navettes et finaux. Quarante huit heures apres, la
protéine TK a été révélée par immunofluorescence. L’expression de la TK s’avere homogene
au sein des cellules transfectées. L'efficacité de la TK a ensuite été vérifiée apres transfection
des cellules Cos-7 et traitement avec des doses croissantes de GCV (0 a 50 pg/mL). Par
microscopie, en contraste de phase, une forte mortalité des cellules traitées avec 50 pug/mL
de GCV est observée. Parallelement, la prolifération cellulaire des cellules Cos-7 ainsi traitées
a pu étre évaluée par un test méthyl-thiazol-tétrazolium (MTT). Seules les cellules Cos-7
transfectées deviennent sensibles a la prodrogue ce qui prouve bien une expression
fonctionnelle de la TK. De plus, un effet dose dépendant du GCV sur la viabilité cellulaire est

observé.
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Figure 39 : Utilisation des génes suicides. A. Transfert de géne suicide Le vecteur adénoviral contient le gene
codant la thymidine kinase de I’'HSV. Cette enzyme va assurée la conversion du substrat inactif (prodrogue)
GCV en un produit toxique capable de diffuser dans les cellules avoisinantes. Dans le cadre d’un traitement,
I’'administration de la prodrogue et du substrat doit étre locale (d’aprés [McCormick, 2001]) B. Mécanisme
d’action du Ganciclovir Le ganciclovir (GCV), pro-médicament inactif et analogue de la déoxyguanosine, est
phosphorylé en un composé monophosphaté: le GCV monophosphate (GCV-MP) par la thymidine kinase du
virus de I'Herpes simplex de type 1 (HSV1). Ce GCV-MP est ensuite métabolisé en GCV-diphosphate (GC-DP)
puis tri-phosphate (GCV-TP) par des kinases cellulaires. Sous sa forme active le GCV (ou GCV-TP) entre en
compétition avec le 2’-déoxyguanosine triphosphate (dGTP) en tant que substrat pour 'ADN polymérase.
L'insertion dans I’ADN en élongation provoque un arrét prématuré de sa synthese et donc la mort des cellules
en division [Moolten, 1986].
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Les étapes de clonage étant réalisées, la production de tels virus a nécessité des
mises au point du fait de leur incapacité a transduire les cellules 293 classiquement utilisées
pour une production d’Ads (Figure 40). Pour cela deux techniques ont été employées : (i) les
plasmides contenant les génomes modifiés ont été linéarisés puis transfectés dans les
cellules 633 [Von Seggern et al., 1999] transcomplémentants a la fois la région E1 et la fibre
sauvage. Les virions produits sont alors des chimeéres exprimant a leur surface deux types de
fibres : la fibre sauvage et la fibre modifiée. Apres plusieurs cycles d’amplification, un dernier
passage dans les 293 est alors effectué afin d’obtenir des particules virales exprimant
uniquement la fibre modifiée et (ii) parallélement, a la place des cellules 633, des cellules
GH389, dérivant de cellules Hela transfectées de maniére stable par la région E1 de I’Ad, ont
été utilisées pour réaliser les premiers cycles d’amplification. Grace a cette technique, on
s’affranchit de la production de virions chimériques. Dans les deux cas, la production n’a pas

abouti a des taux de virus suffisants pour une étude plus approfondie.
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Figure 40 : Stratégies de production des virus recombinants En violet |a fibre sauvage, en bleu la fibre modifiée
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Figure 41 : Caractérisation des adénovirus pseudotypés : A. Analyse par Western blot des fibres. Une quantité
équivalente de particules virales (5x10° particules) a été analysée par gel SDS-PAGE et western-blot. B.
Endocytose des différents adénovirus dans les lignées cellulaires. Les cellules SiHa (HPV16) Hela (HPV18) et
A549 (HPV négative) ont été incubées avec des adénovirus marqués au FAM, puis examinés par microscopie
par fluorescence.

Afin de comprendre pourquoi il n’est pas possible de produire en quantité suffisante
de tels virus, nous avons choisi d’étudier les mécanismes impliqués dans leur internalisation.
Pour réaliser cette étude, nous avons utilisé les virus pseudotypés qui ont servi a la
validation du concept. Afin de pouvoir suivre les différentes étapes d’internalisation, les
virus ont été conjugués de maniére covalente a des fluorophores: la 5 (6)-
carboxyfluorescéine succinimidyl ester (FAM) ou le Cy-3 [Leopold et al., 1998]. Ces agents se
fixent au niveau des groupements amines libres des résidus de lysine ainsi qu’au niveau N-
terminale de chaque protéine. L'efficacité de marquage ainsi que I'accessibilité des protéines
ont été tout d’abord confirmés par analyse de la fluorescence émise. Le marquage s’est

avéré efficace et celui-ci se fait préférentiellement sur les protéines de I’hexon, de la base du
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penton et de la fibre. Certaines protéines internes au virion sont également marquées
comme les protéines V, VI et VII. Le marqueur serait donc incorporé au sein de la capside et
permettrait un marquage de la majorité des protéines virales. Afin de comprendre les
mécanismes mis en jeu dans l'internalisation des virus et aussi leur devenir, les virus
marqués ont été transduits dans les cellules HPV positives ou non (Figure 41 B.). Nous avons
utilisé a notre avantage la présence d’un site trypsique au niveau d’une boucle exposée de la
protéine hexon de la capside afin d’éliminer les virus non fixés a la surface cellulaire
(Jornvall 80). Du fait de I'expression ubiquitaire du CAR, I'adénovirus sauvage est capable
d’entrer dans I'ensemble des lignées. Parallelement 'AdKO1 est déficient et I'’AdKO1-a1 ne
transduisent que les cellules HPV positives. Une co-incubation des cellules SiHa avec du virus
sauvage et 'AdKO1-0.1, montre une absence de colocalisation qui suggere des mécanismes
d’entrée ou des voies cellulaires distincts qui restent a déterminer (Figure 42 D.). La suite de
notre étude a porté uniquement sur les cellules SiHa dans la mesure ou elles ont servi a la
sélection des peptides [Robinson et al., 2005]. La premiere étape d’internalisation des virus
dépend d’une liaison de haute affinité entre les protéines de la fibre et les récepteurs
cellulaires de surface [Bergelson et al., 1997]. Pour ’AdKO1-a.1, cette liaison est inhibée par
I’addition de trypsine 0,025% (Figure 42 A.). Ceci suggére que d’autres protéines participent
a la liaison des virus pseudotypés a la surface des cellules SiHa. Grdace au marquage
membranaire de la surface cellulaire par la phalloidin et aux sections obtenues par
microscopie confocale, nous avons confirmé que les adénovirus pseudotypés étaient bien
endocytés au niveau des cellules SiHa (Figure 42 B.). Cette internalisation s’avere maximale a
60 minutes. Seulement quelques virus sont endocytés en 15 min (Figure 42 C.). Ceci suggéere
que le mécanisme d’internalisation serait différent de celui utilisé par le virus sauvage et
prendrait plus de temps. En effet, 'Ad5 est classiquement localisé dans les endosomes
acides 30 min aprés I'endocytose [Greber et al., 1993]. Le FAM utilisé pour marquer les
adénovirus est sensible aux variations de pH. Son émission maximum est observée a pH
basique et diminue rapidement lors de son acidification. Ce qui implique que les virus
visualisés a 60 minutes ne sont pas dans les endosomes acides mais dans un compartiment

ou le pH serait d’environ 6,5 tel que les endosomes primaires.
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AdKOIl-al1-FAM

+
Trypsin 0.025%

Figure 42 : Endocytose des adenovirus pseudotypés A. Endocytose spécifique de I’Ad KO1-a1 dans les cellules
SiHa. Les cellules sont incubées pendant 45 min a 4°C en présence d’Ad KO1-al marqué au FAM a raison de
2x10° particules par cellule. Cette période est suivie d’une incubation d’une heure a 37°C et d’un ringage ou
non avec de la trypsine 0,025 %. B. Visualisation des particules virales au sein des SiHa par microscopie
confocale. C. Cinétique d’infection des cellules SiHa par I'’Ad KO1-al. D. Absence de colocalisation de I'Ad5
sauvage avec Ad KO1-al dans les cellules SiHa.

Les noyaux cellulaires sont marqués au DAPI,les membranes cellulaires a la phalloidin TRITC. L’ensemble des
images de fluorescence est collectée par microscopie confocale. L’Ad5 sauvage est conjugué au Cy-3 (en
rouge), I'Ad KO1-a.1 est conjugué au 5,6 FAM (en vert).
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L’'ensemble de cette étude n’explique cependant pas la production de virus a un titre
si bas. Méme si l'incorporation de la fibre n’est pas perturbée par les modifications
introduites, il est probable que lors de la production des mutations se soient produites par

recombinaison entre la fibre sauvage des 633 et nos fibres modifiées.

e. Perspectives

Dans un premier temps, une nouvelle tentative de production des virus modifiés est a
envisager en effectuant apres chaque cycle d’amplification des controles de la production.
Des mises au point importantes et longues sont donc a envisager et il n’est pas possible
d’appliquer la technique classique de production. Ainsi, par exemple, le titre viral pourrait
étre augmenté en utilisant plus ou moins de surnageant cellulaire pour les étapes
d’amplification. Cependant, il serait intéressant d’approfondir I'étude des voies
d’internalisation afin d’essayer d’identifier les voies cellulaires utilisées et de tenter
d’identifier le ou les récepteurs impliqués dans la reconnaissance des peptides. Cette
information sera en effet, utile non seulement pour une meilleure compréhension des
mécanismes d’'immortalisation et de transformation oncogénique par HPV mais aussi pour
I'utilisation de ces adénovirus en administration systémique. Un paralléle pourrait étre fait
avec I'étude réalisée a partir des phages peptides [Robinson et al., 2005]. Dans ce cas, la
dépendance a la température ainsi que la colocalisation des protéines de fusion GFP-
peptides avec un marqueur des endosomes suggere un mode d’entrée par endocytose. Des
inhibiteurs de clathrine ne semblent pas avoir d’effet sur 'internalisation des protéines
fusionnées aux peptides B tandis que l'inhibition de la voie des cavéoles bloque leur entrée.
Si la plupart des vecteurs Ads utilisés en thérapie génique utilise un mécanisme
d’endocytose via la voie des clathrines [Rogee et al., 2007], ils sont capables d’utiliser a leur
avantage les voies d’endocytose par les radeaux lipidiques et les cavéoles pour infecter
certains types cellulaires. Afin de déterminer précisément quelles voies d’entrée sont
utilisées, il sera intéressant d’analyser tout d’abord I'effet de différents inhibiteurs de
I’endocytose sur la capacité d’infection et/ou de transduction des Ads génétiquement
modifiés par microscopie confocale (en collaboration avec la plateforme de I'lGBMC).

Quatre types de molécules déja testées dans de nombreux articles pourront étre

utilisés : (i) la chlorpromazine, qui induit une désorganisation des puits recouverts de
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clathrine au niveau de la membrane plasmique. (ii) le génistein et la filipin, drogues connues
pour bloquer I'entrée par la voie des cavéoles et enfin (iii) le méthyl-B-cyclodextrine qui
induit une déplétion en cholestérol des microdomaines sphingolipidiques de la membrane
plasmique [Damm et al., 2005; Rogee et al., 2007].

Pour compléter cette étude, les capacités d’infection et/ou de transduction pourront
alors étre testées en présence de dominants négatifs des deux types de voies, a savoir :

(i) pour la voie des clathrines, nous utiliserons le mutant de la protéine
associée a la clathrine Esp15, nommé Esp15A95/295 qui ne possede ni le
deuxieéme et ni le troisieme domaine EH de Esp15. Une surexpression de ce
mutant va induire une protéine a effet dominant négatif qui interfere
spécifiguement avec la formation des puits recouverts de clathrine sans
affecter les autres voies d’endocytose [Benmerah et al., 1999].

(ii) pour la voie des cavéoles, nous utiliserons une fusion de la GFP a I'extrémité
N-terminale de la cavéoline-1. En effet, il a été montré que celle-ci inhibe
I’endocytose via la voie des cavéoles alors que la fusion en C-terminale n’a
aucun effet [Rogee et al., 2007].

D’autres modifications de la capside virale pourraient également étre envisagées. En
effet, il a été montré que 'ablation de l'interaction avec le CAR n’est pas suffisante pour
modifier la biodistribution du vecteur dans I'organisme [Alemany and Curiel, 2001; Leissner
et al., 2001; Martin et al., 2003; Nicklin et al., 2001]. Ainsi, des délétions au niveau des motifs
RGD du penton-base, responsables de I'interaction avec les intégrines o, ubiquitaires ont
déja été explorées avec succes [Einfeld et al., 1999; Mizuguchi et al., 2002]. Cependant,
méme combinées avec des mutations abolissant la liaison au CAR, la distribution in vivo des
vecteurs n’est pas modifiée. La tige de I'Ad jouerait également un réle important dans la
détermination du tropisme in vivo. Smith et col., ont montré I'importance d’'un motif KKTK
dans l'interaction avec les glycosaminoglycanes héparanes sulfates (HSG) [Smith et al.,
2003]. Koizumi et col., ont de méme combiné les trois types de modification (ablation CAR,
intégrines et HSG) et obtenu une transduction nettement diminuée au niveau des cellules
hépatiques [Koizumi et al., 2003]. Il serait donc intéressant d’envisager I'introduction de ces

modifications au niveau de nos fibres. Dans le cadre de notre étude nous pourrions ainsi
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obtenir des vecteurs adénoviraux hautement spécifiques limitant ainsi les risques de

dissémination et de dilution du vecteur dans I’organisme ainsi que la rétention hépatique.
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Parallelement a ce travail, en collaboration avec un post-doctorant de I'équipe, nous
avons entrepris de développer une méthode afin de diminuer considérablement le temps
nécessaire au clonage dans le génome adénoviral. Classiqguement, pour celui-ci, une
méthode astucieuse basée sur la recombinaison homologue dans les bactéries a été
développée en 1996 par [Chartier et al., 1996]. Elle s’effectue en trois étapes : (i) insertion
du transgéne d’intérét dans un vecteur dit navette (ii) digestion du plasmide dit navette et
recombinaison homologue dans les bactéries avec un plasmide contenant le génome
adénoviral (iii) sélection et caractérisation des clones. Grace a notre nouvelle technique, il
est possible d’insérer par simple ligation dans le génome adénoviral un fragment contenant
le géne d’intérét. Celui-ci sera alors sous le contréle du promoteur CMV. En une seule étape,
nous pouvons donc obtenir des plasmides d’Ads modifiés. Afin de valider ce travail, j’ai pu
tester les capacités d’expression des nouvelles constructions par western blot et
immunofluorescence. Ces résultats ont donné lieu a une publication dans Virology Journal

[Mailly et al., 2008]
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Abstract

The construction of expression vectors derived from the human adenovirus type 5 (Ad5), usually
based on homologous recombination, is time consuming as a shuttle plasmid has to be selected
before recombination with the viral genome. Here, we describe a method allowing direct cloning
of a transgene in the E3 region of the Ad5 genome already containing the immediate early CMV
promoter upstream of three unique restriction sites. This allowed the construction of recombinant
adenoviral genomes in just one step, reducing considerably the time of selection and, of course,
production of the corresponding vectors. Using this vector, we produced recombinant
adenoviruses, each giving high-level expression of the transgene in the transduced cells.

Findings

The most commonly used method for generating recom-
binant adenoviral vectors is based on homologous recom-
bination in E. coli [1,2]. This method requires a first
cloning step into a shuttle plasmid containing a promoter
for the expression of the transgene. After selection of
recombinants, the plasmid DNA of each clone has to be
transferred into an other bacterial strain (i.e. DH5a,
DH10b) because the homologous recombination is per-
formed with BJ5183 E. coli strain [3] that does not allow
for production of large quantities of plasmid. Improve-
ments to this method have been made by using Top10F'
bacteria that produce a high copy number of plasmids [4]
or in vitro ligation for the subcloning of a gene of interest
in the viral genome [5-7]. However, although these tech-
niques allow efficient generation of recombinant adeno-

viral genomes, two-step plasmid manipulation is

necessary.

Here, a simple approach for generating an Ad5 derived
expression vector is described. The first step was to con-
struct pAd5CMV/TCS, a plasmid containing the Ad5
genome deleted of E1 and containing the immediate early
CMV promoter (CMVp) upstream of a triple cloning site
(TCS) composed of three unique restriction sites (Swal,
BstBI, Clal) in replacement of the E3 region. To obtain
PAd5CMV/TCS, two DNA fragments surrounding the E3
region were PCR-amplified (for primers see Table 1),
using pTG3622 [1] as template, and sequentially cloned
on either side of the CMVp in pcDNA3 to give the pLeft/
Right plasmid. Thereafter, annealed oligonucleotides,
containing the TCS, were inserted into the BamHI/Notl
opened pLeft/Right to obtain the pLeft/Right/TCS. This
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Table I: Oligonucleotides used in this study (restriction sites are in bold)

Oligonucleotides used for:

5'-3' sequences

length of amplified fragments (bp)

Amplification of E3 flanking regions

Insertion of TCS in adenovirus genome

PCR to check pAd5CMV/TCS

EGFP amplification from pEGFPC3

PCR to check pAd5CMV-EGFP

Amplification of TK from pMBP-TK

CGCGACGCGTTTCGACAGGGCTAC
CGCGACGCGTGTTTCAGGCGCAGTTG
CCCTAGATCTAGAAATGGACG
GCGTCTAGATCCAATATTCTGGGTCC
GATAACAGATTTAAATCCTTCGAACAGAATCGAT
GGCCATCGATTCTGTTCGAAGGATTTAAATCTGTT
CGTGTCATATGGATACACGGG
TCCAGCATGGCTACAACCTC
AGGAAAAAAATTTAAATCCACCATGGTGAGCAAGGGCGA
GGAGCT
AGGAAAAAAATCGATCGCGTTAAGATACATTGAGTTTGGA
C

GGCACCAAAATCAACGGGAC
AGGAAAAAAATCGATCGCGTTAAGATTACATTGAGTTTGGA
C

AGGAAAAAAATTTAAATGCGCGTATGGCTTCGTAC
AGGAAAAAAATTTAAATGAGTTAGCCTCCCCCATC

2731

2013

2643

1034

2312

1129

AGGAAAAAATTCGAATCAGTTAGCCTCCCCCATC

1129

plasmid was then used to replace the E3 region by the
CMVp and TCS, in pTG3622, using homologous recombi-
nation in E. coli as previously described [1] to obtain
pAd5CMV/TCS (Fig. 1A).

Four different constructs were inserted into pAd5CMV/
TCS to drive the expression of either the enhanced green
fluorescent protein (EGFP), thymidine kinase from Her-
pes Simplex Virus type 1 (TK), a TK/EGFP fusion protein
or a mutated form of the HPV16 E6 protein (Fig. 1A) [8].
The EGFP ORF and the SV40 polyadenylation site from
the pEGFP-C3 (Clontech, Saint-Germain en Laye, France)
was inserted using the Swa I and Cla I restriction sites after
PCR amplification (primers are listed in Table 1). For the
resulting plasmid, pAd5-EGFP, it is possible to exchange
the EGFP ORF (using Swal and BstBI) while keeping the
SV40 polyadenylation site (Fig 1A).

The TK ORF was PCR-amplified from pMBP-TK [9] and
inserted into pAd5-EGFP either in replacement of the
EGFP ORF (Swal-BstBI) or fused upstream of the EGFP
coding sequence (Swal). E6mut, a flag-tagged dominant
negative mutant of HPV16 E6 protein (E6-6C/6S-F47R-
APDZ), was also successfully sub-cloned [8]. This was
achieved by inserting a Klenow-repaired EcoRI fragment
containing the E6mut ORF into the Swal site of
PAd5CMV/TCS. For each construction, a good ratio of
positive clones was obtained, respectively 14/20, 6/20,
12/20 and 3/10, in only three days (from the start of clon-
ing until the plasmid preparation and restriction verifica-
tion).

The four corresponding recombinant adenoviruses were
produced in 293 cells following classical procedures [10]

and tested on Hela cells. The expression of the different
proteins was examined by Western blotting (Fig 1B),
EGFP fluorescence and immunofluorescence (Fig 1C).
This demonstrated that (i) cells are were efficiently trans-
duced, (ii) the fusion protein TK/EGFP conserved the
green fluorescence conferred by its EGFP moiety, (iii) the
fusion TK/EGFP conserved the TK epitopes, and (iv) the
E6 mutant protein was well expressed and recognized by
both anti-E6 and anti-Flag antibodies. Cells expressing TK
are sensitive to the pro-drug ganciclovir and the ability of
the fusion product to induce cell death was investigated
using a Methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide
(MTT) assay (Fig. 1D). This test demonstrated that both
TK and TK/EGFP induced the death of Hela cells after
treatment with ganciclovir.

This approach can be easily used in any laboratory to rap-
idly produce recombinant adenoviruses. For this, a new
vector derived from Ad5 has been created by inserting, in
replacement of the E3 region, the CMVp followed by three
unique restriction sites (Swal, BstBI,Clal) that are absent
from a AE1 Ad5 genome. This triple cloning site allows the
easy cloning of a transgene that will be expressed from the
CMVp. In addition, pAd5-EGFP, allows the cloning a
cDNA of interest between the CMV promoter and the
SV40 polyadenylation signal either in replacement of the
EGFP OREF or in fusion with it. This is also possible with
this vector to clone a second transgene in the E1 region by
using homologous recombination in E. coli as previously
described [2]. Four different transgenes were inserted into
PAd5CMV/TCS. The construction of the corresponding
genomes, contained in plasmids, was rapidly achieved (3
days instead of 7 to 10 days with homologous recombina-
tion in E. coli). In each case, a much higher proportion of
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Figure |
Expression of EGFP, TK, TK/IEGFP and E6mut in Hela cells after transduction with Ad5-EGFP, Ad5-TK, Ad5-
TK/EGFP and Ad5-Eémut. (A) Restriction map of pAd5CMV/TCS and of the 4 different inserts. (B) Hela cells were seeded
on 24 well plates (1.2 x 105 cells/well) and transduced the next day with the different Ad vectors at a MOI of 1000. The TK/
EGFP encoded fusion protein consisted of the entire TK protein at the N-terminus, a peptide linker SFKST and the complete
EGFP protein at the C-terminus. Western-blotting analyses were carried out as described, using rabbit anti-TK antibody
(obtained from William C. Summers, Yale University, New Haven, dilution 1/1300), mouse anti-EGFP antibody (Roche Diag-
nostics, dilution 1/1000), rabbit anti-Flag antibody (Sigma, dilution 1/2000) or mouse anti-HPV 16 E6 protein antibody (1/500)
[I'1]. (C) Hela cells were seeded on 24 well plates and transduced as described above. Cells were fixed and treated for
immunofluorescence microscopy as described [1 1] with anti-TK antibody (1/1300), with anti-Flag antibody (1/1000), or with
anti-E6 antibody (1/1000) and with a goat anti-rabbit antibody coupled to Alexa 568 (Molecular Probes, dilution 1/1000) or
goat anti-mouse antibody coupled to Alexa 488 (Molecular Probes, dilution 1/1000). The nuclei were stained with Hoechst
33342 for 5 min at room temperature. Cells were viewed using a Zeiss Axioplan microscope (D) Cells were seeded and trans-
duced as described above. Forty-eight hours after infection, cells were incubated, or not, with ganciclovir (GCV) at 20 pg/mL.
Four days later, surviving cells were analyzed using the MTT test (M2003, Aldrich-Sigma, St Quentin Fallavier, France) as
described previously [12]. This test was performed in triplicates, error bars are standard deviations.
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positive clones after ligation into pAdCMV5-TCS (30-
70%) was obtained when compared to homologous
recombination (15% at best in our laboratory). The con-
structs led to the production of infectious adenoviral par-
ticles that allowed the high-level expression of the
different transgenes. This method of construction of ade-
novirus vectors is clearly faster and easier than conven-
tional approaches and can be used by those who are not
familiar with the homologous recombination system.
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Deuxiéme cause de mortalité par cancer chez la femme, les carcinomes du col utérin
sont un probleme de santé publique majeur. Les facteurs démographiques tels que le statut
socio-économique conduisent a une distribution hétérogéne de l'incidence de la maladie
avec une concentration des cas dans les pays émergeants. Celle-ci semble refléter les
capacités d’acces au dépistage et/ou aux différents outils de prévention et de traitements.
Ce cancer est associé dans 99 % des cas a une infection par les papillomavirus humains. Le
mécanisme majeur par lequel les HPV contribuent a la progression et a l'initiation de la
néoplasie est basé sur I'expression des deux oncoprotéines virales E6 et E7 qui vont agir
notamment au niveau de points clés du cycle cellulaire. Cependant, I'infection par HPV seule
n’est pas suffisante pour induire le phénoméne de transformation et d’autres cofacteurs,
tels que des variations génétiques ou des facteurs environnementaux, contribuent au
processus. Actuellement, dans le cas du cancer du col de l'utérus, des méthodes
conventionnelles de traitements par radiothérapie ou chirurgie sont proposées. Cependant,
elles s’averent agressives et d’une efficacité réduite. Deux vaccins de type prophylactiques
ont été récemment développés. Toutefois, leur caractére non curatif, ne permet pas le
traitement des patientes infectées par des HPV ou ayant développé un cancer. Ainsi, en
Europe, le taux de mortalité suite au développement d’un tel cancer reste élevé de |'ordre
de 63 % [Sant et al., 2009]. De nombreux travaux de recherche ont donc été développés afin
de mettre au point de nouveaux traitements plus efficaces. Ceux-ci nécessitent de bonnes
connaissances des mécanismes moléculaires mis en jeu dans le processus de carcinogéneése,
le développement de nouvelles molécules thérapeutiques ainsi que |'optimisation des
systémes de transfert.

Le premier volet de ma thése, plus fondamental, visait a établir une relation entre
structure et fonction de l'oncoprotéine 16E6 au niveau cellulaire. Ainsi, nous avons
caractérisé deux types de mutants de 16E6: (i) les premiers concernent l'interface de
dimérisation du domaine N-terminal de I'oncoprotéine. Grace a leur utilisation, nous avons
démontré que cette auto-association n’est pas nécessaire a la dégradation de p53 aussi bien
in vitro que dans les cellules C33A. Elle n’interfére pas non plus, avec la liaison a 'ubiquitine
ligase E6AP, (ii) les seconds concernent l'interface de liaison a E6AP. Leur usage nous a
permis de montrer que cette liaison a l'ubiquitine ligase EGAP ne semble pas nécessaire au
phénomeéne de dégradation de p53 par E6 dans les cellules. Lors de cette étude nous avons
identifié un mutant intéressant : 16E6 4C4S K11E, présentant les mémes caractéristiques
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biologiques que 16E6 F47R précédemment identifié [Ristriani et al.,, 2009]. En effet, il est
capable, in vitro et dans les cellules C33A, d’inhiber la dégradation de p53 et continue a lier
E6AP dans les conditions expérimentales utilisées. De plus, il semble avoir le méme effet
dominant négatif que 16E6 F47R dans les cellules HelLa. Ce mutant présente un intérét pour
I’étude des phénomeénes de prévention de la dégradation de p53, mais aussi thérapeutique
dans la mesure ou comme le F47R il semble induire, lors de son expression, la sénescence
des cellules.

Dans le second volet de ma these, nous nous sommes plus particulierement
intéressés au développement de nouvelles stratégies thérapeutiques ciblées. Pour cela nous
avons employé deux méthodes basées sur ['utilisation de vecteurs adénoviraux.
Premiérement, nous nous sommes intéressés a [|'étude des effets de I’expression
intracellulaire de scFvs anti-16E6. Notre objectif était d’utiliser des scFvs afin de neutraliser
16E6 dans un contexte intracellulaire et d’induire I'apoptose des cellules par restauration
des activités de p53. Nous avons montré que les scFvs induisent deux types d’effets : (i) une
inhibition de la prolifération de I'ensemble des lignées testées, effet aspécifique di a
I'agrégation des scFvs non repliés, (ii) une apoptose uniquement dans les cellules HPV16
positives apres I'expression de scFvs liant 16E6, effet qui est proportionnel a la solubilité
intracellulaire des scFvs exprimés. Ensuite, notre objectif était de développer des adénovirus
capables de cibler préférentiellement les cellules transformées par HPV. Ces adénovirus
pourraient alors servir de vecteurs pour I'expression de molécules thérapeutiques au sein
des cellules tumorales, sans affecter les tissus sains alentours. En utilisant les résultats tres
encourageants de I'étude phage display au sein du laboratoire [Robinson et al., 2005], nous
avons utilisé la propriété des peptides isolés pour modifier le tropisme de I'adénovirus. La
production d’adénovirus dits pseudotypés nous a permis de mettre en évidence, que la
combinaison des mutations abolissant la liaison au CAR a l'introduction des peptides ne
modifie ni la trimérisation, ni la capacité d’intégration de la fibre nécessaire a la bonne
maturation du virion. Lors des tests de transduction sur des lignées HPV positives et
négatives, nous avons également montré que la perte d’interaction avec le CAR est
suffisante pour restreindre le tropisme de I'adénovirus in vitro. L'insertion additionnelle des
peptides sélectionnés par phage display, a de plus, conféré aux adénovirus une capacité a
transduire de maniere préférentielle les cellules HPV positives. Néanmoins, leur production a
plus grande échelle, sous forme génétiquement modifiée, n’a pas été possible. Les
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récepteurs impliqués dans cette internalisation spécifique restent cependant inconnus. Leur
identification pourrait permettre une meilleure compréhension des mécanismes
moléculaires conduisant au développement des carcinomes du col utérin. De nouvelles

stratégies thérapeutiques pourraient alors étre élaborées.
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Cancer du col de I'utérus : Etude de I'oncoprotéine E6 du papillomavirus humain de

type 16 et adressage de vecteurs adénoviraux

Deuxieme cause de mortalité par cancer chez la femme, les carcinomes du col utérin sont
associés dans 99 % des cas a une infection par un virus a ADN : le virus du papillome humain (HPV de
type 16 et 18 essentiellement). L'effet oncogene des HPV est principalement provoqué par
I'intégration des génes codant deux oncoprotéines virales, E6 et E7, dans le génome de la cellule
infectée. L'inhibition spécifique de I'oncoprotéine E6 constitue un enjeu thérapeutique majeur. En
effet, elle doit provoquer la restauration de la voie dépendante de p53 et permettre I'orientation des
cellules cancéreuses vers l|'apoptose. Cependant, le développement de nouvelles stratégies
thérapeutiques nécessite une bonne compréhension des mécanismes de carcinogenése, la
découverte de molécules biologiques actives mais aussi I'optimisation de leur vectorisation. C’est
dans ce contexte scientifique que s’est inscrit mon projet de thése. Celui-ci est articulé autour de
trois axes de recherche dont le but est: (i) déterminer I'activité biologique de mutants de
I’oncoprotéine E6 d’HPV de type 16 (16E6) afin d’établir les relations entre structure et fonctions au
niveau cellulaire, (ii) développer des ligands biologiques (scFvs) capables d’inhiber 16E6 dans un
contexte cellulaire (iii) générer des vecteurs recombinants ciblant de maniére préférentielle les
cellules cancéreuses transformées par HPV.

Au cours de ce travail nous avons, par des études fonctionnelles, montré que l'auto-
association du domaine N-terminal de 16E6 n’est pas nécessaire a la dégradation de p53 in vitro et
dans les cellules C33A. De plus, cette dégradation peut se faire de maniére indépendante de
I'ubiquitine ligase E6AP. Nous avons également montré que des fragments d’anticorps (scFvs)
interagissant avec l'extrémité N-terminale de 16E6 bloquent la dégradation de p53 in vitro et
induisent une mort cellulaire spécifique des cellules HPV positives. Parallelement a ce projet, nous
avons produit des vecteurs adénoviraux pseudotypés ciblant de maniere préférentielle les cellules
HPV positives.

Mon travail de thése a donc permis (i) une meilleure compréhension de la relation entre
auto-association de 16E6, liaison a E6AP et dégradation de p53 (ii) I'étude d’une technique
d’'immunisation intracellulaire basée sur I'expression de scFvs anti-16E6 et enfin (iii) la construction
d’adénovirus ciblant de maniere préférentielle les cellules HPV positives.

Le développement de mutants de 16E6 inhibant les activités de I'oncoprotéine ainsi que de
scFvs anti-16E6 pourrait conduire a I'élaboration de nouvelles stratégies thérapeutiques permettant

de détruire de maniére ciblée les cellules tumorales du col de 'utérus.

Mots clés : Papillomavirus, cancer du col de l'utérus, adénovirus, scFvs, oncoprotéine E6, thérapie
génique, ciblage cellulaire
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