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Résumé

L'infection par le virus du papillome humain (HPV) provoque pratiquement tous
les cas de cancer du col de l'utérus, aussi une proportion variable de certaines tumeurs

malignes non cervicales incluant le cancer vulvaire et vaginal.

L’objectif de ce travail consiste en une premiere partie, de réaliser une étude
rétrospective du profil épidemiologique des cancers génitaux, histologiquement prouvés
pendant une période de 5 ans (2012-2016) dans la région de Tlemcen, et dans une
seconde partie, de détecter I’ADN d’HPV a partir des biopsies des cancers génitaux par

PCR classique et test Amplicor.

Au total, 476 cas des cancers génitaux ont été enregistrés sur les cing derniéres
années, avec un pic en 2014 (30%) cancer de col de I’utérus était le plus important avec
233 cas (48.94%). 36 prélévements biopsiques génitaux ont fait I’objet de la détection
d’HPV, dont 70,7% se sont révéles positifs, la fréequence des HPV était de 100% dans les
cancers du col utérin, 40% dans les cancers du vagin, 17% dans I'ensemble des cancers

de la vulve.

Les stratégies de prévention ciblent essentiellement le cancer du col de 1’utérus,
dont le programme de dépistage et le vaccin contre I’HPV offrent un optimisme selon

lequel les cancers génitaux peuvent étre éviteés.

Les mots clés : HPV, PCR, Amplicor, Biopsie, cancers génitales.
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Abstract

Cervical cancer cases are generally consequent upon the infection by human
papillom virus (HPV), and a variable proportion of some tricky cervical tumors,

including vulvar and vaginal cancers.

The contributions of this project are twofold, firstable, to realise a retrospective study for
epidemiological profile of genital cancers, histologically proved during a five (05) years
period (2012/2016) in Tlemcen. The seconde part sets out the detection of HPVV DNA
starting by genital cancers biopsies through classical PCR and Amplicor test.

Overall, in the five (05) latest years, 476 cases of genital cancers have been
registerated reaching with that a peak of 30% in 2014, headlighted by 233 cases
(48,94%) cervix cancer. The detection of HPV comes by the genital biopsy samples,
where 70,7% of them have been revealed positive. The HPV frequency was at 100% in

the cervix cancer ;40% related to vaginal cancers, 17% concern vulvar cancers.

The cervix cancer is essentially targeted by the strategies of prevention, where
screening program and vaccination against HPV offer an optimisme through which

genital cancers can be avoided.

Key words : HPV, PCR, Amplicor, biopsy, genital cancer
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Intrweduction

Selon la Société américaine d'oncologie clinique 10% des cancers annuels dans le
monde entier (ou> 1 million de cas par an) sont causés par des infections virales. Ce
nombre se traduit par plus d'un demi-million de vies perdues chaque année par des
tumeurs malignes causees par le virus. La plupart de ces cancers et les décés qui en
découlent sont attribuables & un nombre relativement faible de virus: le virus du
papillome humain (HPV), le virus de I'hépatite B (HBV), le virus de I'hépatite C (HCV)
et le virus d'Epstein-Barr (EBV) (Bailey et al., 2016). Environ 5% du taux de cancer dans
le monde, seraient attribuables aux HPV (Dok et Nuyts, 2016).

Le virus du papillome humain (HPV) est un membre de la famille des
Papillomaviridae qui infecte I'épithélium stratifié de la peau et des muqueuses. Bien que
la majorité des 200 types de HPV connus ne provoquent aucun symptdme, 30 a 40 types
de HPV sont capables d'infecter la région anogénitale et causer une maladie. L'infection
par le HPV semble étre I'agent étiologique central pour le développement de la plupart
des cas de cancer du col de l'utérus ainsi que des tumeurs malignes de plusieurs autres
organes, y compris la vulve, le vagin, I'anus et I'oropharynx .... (Lee et al., 2013). Elle
est considérée comme la maladie virale sexuellement transmissible la plus fréquente
au monde (Burd, 2003).

Bien que les données soient limitées sur les cancers anogénitaux autres que celui
du col utérin, on dispose d’un corpus de plus en plus étoffé permettant d’établir une
corrélation entre le HPV et les cancers la de vulve, du vagin et du pénis. Si ces cancers
sont moins fréquents que celui du col utérin, leur association avec le HPV les rend
potentiellement évitables en utilisant des stratégies de prévention primaire analogues a

celles proposées pour le cancer du col (OMS, 2015).

Compte tenu de l'importance de la détection du HPV et des biomarqueurs
associes, une variété de méthodes sont en cours d'élaboration a ces fins (Abreu et al.,
2012). Ces tests, de nature trés variee, reposent sur des techniques de biologie
moléculaire pour la détection du génome viral compte tenu du caractére difficilement

cultivable en routine de ces virus (Hantz et al., 2010).

Dans la premiére partie de notre étude, nous allons développer les caractéristiques
biologiques des papillomavirus humains et les cancers génitaux associés, ainsi que les
principales méthodes moléculaires utilisées pour sa détection. La seconde partie de notre

travail nous sommes intéresses a réaliser une étude rétrospective des cancers génitaux
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dans la région de Tlemcen durant les cing dernieres années, du 2012 a 2016. Ainsi
qu’une recherche d’HPV suivant le kit Amplicor®HPV, et aussi une recherche par la
méthode de réaction de polymérisation en chaine (PCR) sur des biopsies des cancers

génitaux.
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Les papillomavitus humains

Chapitre 1 : Les papillomavirus humains

1. Historique
La découverte des papillomavirus humains (HPV) est passeée par les étapes
suivantes :
o 25 avant JC (Jésus-Christ), les écrits du médecin Romain Celsius concernant la

souffrance de I’humanité a cause des verrues (Maurin, 1985).
o En 1907, C’est Ciuffo qui fut le premier & démontrer que les verrues étaient
probablement causées par des virus, en réussissant a faire apparaitre des verrues sur ses

propres mains (Maurin, 1985).

o En 1933, R. Shope décrit la papillomatose du lapin sauvage (Mougin et al.,
1997).
o) En 1935, P. Rous, démontre que les papillomes cutanés chez le lapin peuvent

évoluer vers un carcinome apres une longue période de latence (Mougin et al., 1997).

o En 1950, M.J. Strauss confirme les travaux de G. Ciuffo et de R. Shope ; il
observe en microscopie électronique des particules semblables a des virus dans des
papillomes cutanés (Mougin etal., 1997).

o) Depuis les années 1960, le cancer de col de 1’utérus était supposé par une
infection sexuellement transmissible (Vaubourdolle, 2013).

o En 1965, les premiers rapports apparus caractérisant I’ADN double brin circulaire
du virus papillome humain.

o En 1967, Rowson et Mahy décrivent encore les différentes formes de verrues et
papillome causées par le virus de la verrue humaine (Zur Hausen, 2009).

o Dans les années 1970, les chercheurs ont décrit la diversité de papillomavirus
(PV), et zur Hausen aproposé I'hypothese selon laquelle les HPVs ont participé a
I'étiologie des cancers du col utérin (Leto et al., 2011).

o En 1974, les virus impliqués dans le cancer cervical semblaient étre également
responsables des verrues et d’autres l1ésions cutanéo-mugeuses.

o) En 1983, HPV-16 fut mis en évidence dans des biopsies des lésions cancéreuses.
o En 1984, identification de HPV-18 dans des lésions et des lignées cellulaires de

cancer de col.
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o En 1995, I'Agence internationale pour la recherche sur le cancer (CIRC) a conclu
que quatre études cas-témoins ont donné des preuves suffisantes pour classer les types de
HPV 16 et 18 comme cancérogenes pour I'homme (Munoz et al., 2003).

o En 2008, Harald zur Hausen, un médecin allemand a recu le prix Nobel de
Médicine pour ces travaux de recherche sur le réle d’HPV dans la genése des cancers du

col utérin.

2. La phylogénie des papillomavirus
Les papillomavirus (PV) (du latin papilla, diminutif de papula signifiant bouton,

et du suffixe grec -ome, désignant le caractére tumoral) (Mougin et al., 1997).

Le papillomavirus avait d'abord été regroupé avec les Polyomavirus dans une
famille, les Papovaviridae. Cela était basé sur les capsides similaires, nus et un génome
circulaire d’ADN double brin. Comme il a été reconnu plus tard que les deux groupes de
virus sont différent dans leurs tailles, organisations et enchainements des nucléotides et
des acides aminés. Ils sont maintenant officiellement reconnus par le Comité
international sur la taxonomie des virus (ICTV) entant que deux familles

séparés, Papillomaviridae et Polyomaviridae (de Vellier et al., 2004) .

Beaucoup d’espéces animales abritent des papillomavirus (Fig. 1.1): bovins
(BPV), canins (COPV), équins (EcPV), humains (HPV) (Pasquier et al., 2005). Il n’a
pas été rapporté de contamination croisée entre especes animales, ce qui suggere que

chaque papillomavirus est spécifique de son hote (Monsonego, 2007).

Les papillomavirus ont été découverts dans un large éventail des vertébrés. Plus
de 300 papillomes ont été identifiés et entierement séquencés, y compris plus de 200
papillomavirus humains (Egawa et al., 2015). L'ensemble actuel de HPV est contenu
dans cinq genres (alpha-, béta-, gamma-, mu- et Nu-PVs) (Annexel), alors que les PVs
des mammiféres, d'oiseaux et de reptiles sont contenus dans 20, 3 et 1 genres,

respectivement (Bernard et al., 2010).
2.1. Les Alpha-papillomavirus
Les HPVs a tropisme pour 1’épithélium genital font partie de ce

groupe. Toutefois, certains types appartenant a ce genre provoquent des verrues

vulgaires. Ce genre comprend les types de HPV qui présentent un risque élevé de cancer
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du col de Tl’utérus,tels que lesHPV 16 et 18, ainsi que lestypes a faible risque
d’HPV, tels que HPV 6 et 11 (Leto et al., 2011). Il comprend certains génotypes cutanés
tels que HPV2, HPV3 et HPV10, qui causent les verrues de la peau (Lazarczyk, 2009).

2.2. Les béta-papillomavirus

Ils sont divisés en cing espéces différentes. HPVs 5 et 8, qui appartiennent a
des especes 1 de ce genre, sont les plus couramment identifiés dans la peau des

personnes atteintes de épidermodysplasie verruciforme (EV) (Leto et al., 2011).

2.3. Gamma-papillomavirus

Il couvre les cing espéces différentes avec sept types différents qui provoquent
des lésions cutanées: HPV 4, 48, 50, 60, 88, 65, et 95 [(Leto et al., 2011) ; (Ure et
Forslund, 2014)].

2.4. Mu-papillomavirus

Il comprend HPV 1 et 63. HPV 1 est le membre le plus étudié de ce groupe et
provoque des verrues communes et palmaires (Leto et al., 2011) .

2.5. Nu-papillomavirus

Il comprend une seule espéce: HPV 41 (Leto et al., 2011).
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Fig 1. 1 : Arbre phylogénétique des papillomavirus base sur la séquence genétique de la
protéine de capside L1 (de Villiers, 2013).
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3. La classification des papillomavirus
Les papillomavirus peuvent étre classés en fonction de leur tropisme cutané ou

muqueux, leur caractere oncogéne et leur genome (Vaubourdolle, 2013).

3.1. Selon leur génome

Cette classification est basée sur une comparaison de la séquence de nucléotides
de la capside L1. Malgré leur structure identique, le degré d’homologie génomique entre les
différents papillomavirus n’est que de 40 %, témoignant de la grande dispersion de cette famille.
Les papillomavirus sont regroupés en genres définis par un degré d’homologie inférieur a 60 %
de la séquence L1, parmi les quels cing correspondent aux HPV alpha-, béta-, gamma-, mu- et Nu
et sept aux papillomavirus animaux. Il est considéré comme un nouveau type d'HPV lorsque son
génome présente des variations de plus de 10% des genes L1 (Leto et al., 2011). Au sein des
types existent des variants, qui peuvent ne différer des autres virus du méme type que par une ou

guelques paires de bases (moins de 2 % de divergence) (Alain et al., 2010).

Un autre systeme de classification basé sur la séquence nucléotidique ORFs

(Open reading frames) de I'E1 et E2 a recemment été proposé (Lazarczyk, 2009).

3.2. Selon le potentiel oncogéne
3.2.1. Les HPV a haut risque

L’infection persistante par des HPV potentiellement oncogenes, dits HPV a haut
risque, peut avoir pour conséquence le développement de néoplasies intraépithéliales
(Iésions précancéreuses) pouvant évoluer vers un cancer invasif (Segondy, 2010). Les 19
HPV sont de types 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68 a 73, 82
[(Jacob, 1995) ; (Munoz et al., 2003)] .

Le HPV-16 et -18 sont responsable d’environ 70% des cancers du col de 1’utérus,
du vagin et de I’anus et d’environ 30 a 40% des cancers de la vulve, du pénis et de

I’oropharynx (Munoz et al., 2006).
3.2.2. Les HPV a bas risque
Les types de HPV non cancérogénes, il s’agit de 12 HPVs (6, 11, 40, 42, 43, 44,

54, 55, 61, 72, 81 et 89) [(Lazarczyk et al., 2009) ; (Jacob, 1995)]. lls peuvent

provoquer des lésions a bas grade, condylomes acuminés et une papillomatose
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respiratoire (maladie au cours de laquelle se développent des tumeurs dans les voies

respiratoires conduisant du nez de la bouche aux poumons) (DiMaio et Liao, 2006).

3.2.3. Les HPV a risque indéterminé

24 ont été classés comme étant de risque indéterminé (HPV2, -3, -7, -10, -27, -
28, -29, -30, -32, -34, -57, -62, -67, -69, -71, -74, -77, -83, -84, -85, -86, -87, -90 et -91)
(Lazarczyk et al., 2009) .

3.3. Selon le tropisme tissulaire

Les papillomavirus sont épithéliotropes et infectent les épithéliums cutanés et
muqueux. Sur le plan clinique, ils sont responsables de tumeurs bénignes ou malignes
(Monsonego, 2007).

3.3.1. HPV atropisme cutanée

La plupart des HPVs ciblent la peau et provoquent proliférations bénignes
(verrues et papillomes) qui régressent spontanément en 1 a 5 ans (Lazarczyk et al.,
2009). La transformation maligne de ces lésions est observée uniquement chez
les patients souffrant d'épidermodysplasie verruciforme (EV) (Orth, 2006). Parmi les
béta-HPVs, HPV5 et HPV8 sont classés comme des génotypes a haut risque car ils sont
associes a descarcinomes cutanés survenant chez des patients EV. Il convient
de souligner que les béta-HPVs ont été détectés en quantités infimes dans une grande
proportion des cancers de lapeau non mélanique (NMSCs) des patients non-EV,
en particulier les carcinomes qui se développent chez les personnes immunodéprimées
(Lazarczyk et al., 2009). En outre, il a été suggéré que ces virus peuvent contribuer a

des tumeurs de la peau chez les individus immunocompétents (Harwood et al., 2000) .

Parmi les types de HPV associés a la maladie cutanée sont des types de HPV 2, 3,
10, 27 et 57 de genre Alpha, les types de HPV 4, 60 et 65 du genre Gamma, et les types
de HPV 1 et 63 du genre Mu.

3.3.2. HPV a tropisme mugqueux

Plus de 40 génotypes de HPV infectent la muqueuse épithéliale du tractus
anogeénital et d'autres zones de la muqueuse du corps (Trottier et Franco, 2006), dont
HPV-6 et 11 qui représentent plus de 85% des HPV impliqué dans les verrues
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anogénitales et peuvent également provoquer une autre maladie (Tableau. I. 1), la
papillomatose laryngée et HPV-16 et 18 qui sont a ’origine d’environ 70 a 90% des
cancer anogénitales (Peyrot et al., 2013).

Tableau. I.1: Manifestations cliniques dues aux HPV et génotypes correspondants
(Riethmuller, 2010)

Localisation Lésions Génotypes en cause
Peau Verrues cutanées 144,7,10,27,49, 57, 60, 63
Epidermodysplasie verruciforme 589,12, 14,15,17,19,20 2 25, 36, 46, 47, 50
Mugqueuse genitale Cancer du col 16,18, 31,33, 35,39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68
SIL 6, 11,30, 40,422 44,57, 61, 61, 66*
Condylome acuming 611
Buschke-Loewenstein 611
Maladie de Bowen 16, 34
Muqueuse oropharyngée Hyperplasie épithéliale focale 13,32
Papillomatose orale floride 611,16
Muqueuse laryngée Papillomatose laryngée 611,32

4. Structure

4.1 Organisation structurale
Les HPV sont des virus de petite taille (de 45 a 55 nm de diamétre), non enveloppés,
avec une capside d’une symétrie icosaédrique (Monsonego, 2006), contenant 360
molécules de protéines L1 disposées en 72 capsomeres, composées chacune de 5
molécules de L1 (Doorbar et al., 2015) .

La capside est constituée de la protéine LI (Fig. 1.2) qui est un polypéptide
représentant environ 90% de la teneur en protéine de particules virales et présente un
poids de 54 a 58 kDa. Les capsides virales contiennent également un Polypeptide mineur,

désigné par L2, avec un poids moléculaire de 68 a 76 kDa (Favre et al., 1997) .
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Fig I. 2 : Structure tridimensionnelle du Papillomavirus humain (Pereira et Hitzerith,
2009)

4.1. Organisation génomique

Le génome consiste a une molécule circulaire d'/ADN double brin de 8 000 paires
de bases environ (Mougin et al., 2000), avec huit cadres de lecture ouverts (ORF) bien
définis, qui sont tous transcrits a partir du méme brin d' ADN et dans la méme

orientation (Lowe et al ., 2008).
Le génome est organisé en trois régions principales (Fig. 1.3):
4.2.1. Une région régulatrice en amont (URR) (Upstream regulatory region)

Au début des protéines E1 et E2, et la fin des protéines L1 et L2. Le URR est pas
transcrit et contient des activateurs et des promoteurs des séquences (Garcie-Vallvé et
al., 2005), il a entre 500 et 1000 paires de bases, on peut I’appeler aussi LCR (Long
control region , longue région de contrdle) ou NCR (non coding region , région non
codante) (Leto et al., 2011).

4.2.2. Une région précoce

Codant pour lessix génes impliqués dans de multiples fonctions, y compris
la réplication virale et latransformation cellulaire (Bravo et Félez-Sanchez., 2015),
occupe plus de 50% du génome du virus (Zheng et Baker, 2006).
v E1: une ADN hélicase ATP-dépendante, est la seule enzyme codée par le
papillomavirus (PV). Elle est essentielle pour la réplication et I'amplification de
I'épisome viral dans le noyau des cellules infectées. L'étape clé dans [linitiation de

la réplication de I'ADN viral a I'ori (origine de réplication) est I'assemblage de E1 dans sa
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forme enzymatiquement active, une hélicase double hexamérique capable de dérouler le
ori et 'ADN avant la fourche de réplication (Bergvall et al., 2013).

v E2 : Ce sont des protéines multifonctionnelles et impliqué dans de nombreux
processus viraux, principalement associés a la transcription et la réplication du génome
viral. Elles sont exprimées a des stades précoces et intermédiaires du cycle de vie
(McBride, 2013).

v E4 : Cette ORF se trouve dans la plus grande ORF E2, et varie considérablement
en taille entre les types de papillomavirus, cette proteine contribuent a I'amplification du
génome et la synthése de virus, ils sont abondamment exprimés et peuvent faciliter la
libération efficace du virus et la transmission (Doorbar, 2013).

v E5: Sont des protéines transmembranaires codées par de nombreux
papillomavirus, ils stimulent la prolifération cellulaire (DiMaio et Petti, 2013).

v E6 et E7 : Peuvent étre réglés au niveau transcriptionnel par E2 (Fu et al., 2010).
Ces deux protéines jouent un réle majeur dans la transformation cellulaire. En effet, elles
entrainent la dégradation de deux protéines anti-oncogénes majeures: P53 et Rb (protéine
du rétinoblastome). E6 et E7 sont retrouvées dans de nombreux cancers cutanéomuqueux
(Cheng et al., 1995).

4.2.3. Une région tardive

Codant pour les protéines de capside L1 et L2 qui s’auto-assemblent pour donner

le virion (Zheng et Baker, 2006).
v L1: La protéine majeure de capside L1 est une protéine avec la capacité de
s'auto-assembler spontanément dans des particules de type virus (VLP). Les VLP sont
hautement immunogénes et servent de base pour les vaccins actuels contre le HPV (Buck
etal.,, 2013).

L'interaction de la particule avec la surface cellulaire survient en grande partie via

I'interaction de la protéine de capside majeure L1 avec des protéoglycanes d'héparane
sulfate de surface cellulaire (Day et Schiller, 2006).
v L2 : 1l s'agit de la protéine mineure de la capside, elle porte les antigenes de type.
Cette protéine permet le recrutement des capsomeéres formés de LI ainsi que du génome
viral. Au final, elle permet l'assemblage du virus et la stabilisation de la capside
(Pouppart, 2005).

12
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Fig 1. 3 : Représentation schématique du génome, illustrée sur HPVV16, montrant
I'emplacement des génes précoce(E) et des génes tardifs (L) et de 'URR (Bravo et
Félez-Sanchez., 2015).

5. Cycle viral des HPV

Le cycle viral des papillomavirus ne peut se produire que dans les cellules des

Epithéliums stratifiés de I’épiderme ou des muqueuses (Fig. 1.4) (Schiller, 2010).
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Fig I. 4 : Réglementation et déréglementation du cycle de vie de papillomavirus a haut
risque (Egawa et al., 2015)

5.1. Attachement

La premiére étape de l'infection virale est la liaison du virus a son récepteur sur
une cellule héte (Fig. 1.5). Les protéoglycanes d'héparane sulfate de surface cellulaire
(heparan sulfate proteoglycans SHPG) servent de récepteurs d'attachement primaire pour

HPV (Selinka et al.,, 2003). La pénétration dans la cellule est favorisée par des
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récepteurs comme la sous-unité «-6 des intégrines (Yoon et al.,, 2001) ou des

composants de la matrice extracellulaire comme la laminine5 (Culp et al., 2006).

5.2. Internalisation

La liaison du HPV déclenche des changements conformationnels, qui affectent les
protéines de capside L1 et L2. La plupart des types de HPV qui ont été examinés
semblent pénétrer dans la cellule par lintermédiaire d'un  mécanisme
endocytaire (Horvath et al., 2010) grace aux récepteurs a clathrine ou calvéoline
(Abban et Meneses, 2010) (Fig. 1.5).

AI laminin-S
I HSPG on ECM
I HSPG on cell surface

I secondary receptor

Fig 1.5 : Modeéle de le I’entrée de I’ HPV : attachement et pénétration (Horvath et al.,
2010).

5.3. Décapsidation et translocation

La décapsidation se produit dans des vésicules d'endocytose avant le transfert
dans le cytosol par rupture des ponts disulfures intra-capsomériques grace au milieu
réducteur intracellulaire contribue a la sortie des endosomes (Sapp et Bienkowska-
Haba, 2009).Le trajet endosomal se produit le long des microtubules a 1’aide de
complexe protéine L2-ADN qui assure 1’arrivée de génome viral au niveau de noyau
(Day et Schelhaas, 2014).

5.4. Maintien de génome viral

Les papillomavirus se répliquent et se rassemblent exclusivement dans le
noyau. Cependant, I'expression des génes viraux et la réplication se déroulent d'une
fagcon étroitement controlée et régulée par la différenciation des kératinocytes (Zheng et
Baker, 2006). Le virus maintient son génome en un faible nombre de copies épisomales
dans les cellules basales de I'épithélium (a environ 10 a 200 copies par cellule). E1 et E2
sont des protéines exprimées dans le but de maintenir I'ADN viral en tant que épisome et
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pour faciliter la bonne séparation des génomes au cours de la division cellulaire
(Doorbar, 2005).

5.5. Prolifération cellulaire

L'entrée de papillomavirus doit étre suivie d'une periode de prolifération
cellulaire, dans laquelle la cellule infectée est amenée a se diviser afin de produire une
feuille de cellules qui hébergent des épisomes viraux (Doorbar, 2007), ou il y a un réle

clair des protéines virales E6 et E7 (Doorbar et al., 2012).

5.6. Amplification de génome viral

Bien que la prolifération cellulaire est nécessaire pour la formation des lésions et
I'entretien de tous les épisomes de papillomavirus humains, les changements
d’environnement de la cellule et les signaux de différenciation provoguent I'activation du
promoteur, qui n'est pas dépendante de I'amplification du génome viral, entraine une
I’expression de protéines virales nécessaires a la réplication, y compris E1, E2, E4 et E5
(Doorbar, 2007) et permet I’expression des protéines de capside L1 et L2 (Mougin et
al., 2008).

5.7. Encapsidation et libération

Une fois que I'ADN viral a été amplifié, I'expression des protéines de capside L1
et L2 commence, ce qui est suivi par I'assemblage des virions entiers (Lazarczyk et al.,
2009).

6. L’intégration et carcinogénése
Dans les cellules infectées, le génome viral peut étre retrouvé soit sous forme
épisomale, soit sous forme intégrée dont l'intégration est généralement observée dans les
cancers invasifs (Mougin et al., 2000). Elle implique la linéarisation du génome, par
rupture des phases ouvertes de lecture Elet/ouE2 en aval d’E6 et E7. Dans ce cas, la
perte de I’expression d’E2 induit une perte du contrble négatif que cette protéine exerce

sur le promoteur précoce (Xu et al., 2013).

L’intégration de I'ADN viral conduit a la surexpression de deux oncoprotéines

virales E6 et E7 (Fig. 1.6). Ces protéines, en association avec E5, favorisent
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I'immortalisation et la transformation des cellules, ainsi que I’instabilité génomique et

I’invasion tumorale (Pretete et al., 2007).

Les oncoprotéines E6 et E7 interférent avec le cycle cellulaire en ciblant les
protéines suppresseurs de tumeur p53 et pRb, respectivement (Peitsaro et al., 2002). En
outre, des études ont démontré que ces deux oncoprotéines virales en coopération
perturbent les mécanismes de duplication et la ségrégation des chromosomes pendant
la mitose (Wentzensen et al., 2004).

Il a été démontré que la protéine E6 du HPV a haut risque interfere avec
la fonction de p53, présentant une activité anti-apoptotique. Le stress cellulaire induit par
une infection virale ou d'autres situations de stress physique ou chimique et/ou par
des facteurs augmente la synthése de p53. Cela conduit soit a l'activation du facteur de
transcription p21 et le blocage de cycle cellulaire dans la phase G1 ou a I'apoptose apres
I'activation de la transcription du bax (Bcl-2-Associated X protein) gene (Lazarczyk et
al., 2009).

La protéine E7 du HPV a haut risque se lie a pRb phosphorylé avec une affinité
élevée et élimine la régulation du cycle cellulaire entrainée par ce facteur (Huh et al.,
2007). Ainsi, la libération d’E7 induite par des facteurs de transcription E2F a partir
de leur complexe avec la pRb se traduit par la synthése de genes cellulaires impliqués
dans la réplication de I'ADN cellulaire et enfin dans la progression vers la phase S. La
protéine E7 interagit également avec pl6, p2l, et d’autres protéines qui inhibent

la progression du cycle cellulaire (Munger et Howley, 2002).

Au total, les protéines E6 et E7 assurent la réplication du génome du HPV dans
les cellules épithéliales post-mitotiques différenciées, et cette déréglementation du
programme de différenciation naturelle est proposé d'étre responsable de

la cancérogenese liée au HPV (Lazarczyk et al., 2009).
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[pRb | E2F |
E7 Prolifération | p53
aberrante

=4 oRb | Prolifération
l [E6 | E6AP RS Immortalisation

: . | hTERT ]

Degread;tt;on Dégradation E7 Instabilité

P de p53 [E6 |4} géneétique

Transformation

Croissance tumorale
Dissémination métastatique

Fig 1. 6 : Principales étapes de la carcinogenese associée a E7 et E6 des HPV haut risque
(Mougin et al., 2008) .

7. La réponse immunitaire

7.1. Immunité a médiation cellulaire

Plusieurs observations illustrent I’importance des réponses cellulaires. Dans les
modeles animaux comme chez ’Homme, les réponses cytotoxiques sont faibles ou
indétectables dans les lésions cancéreuses. Au contraire, la régression des lésions est
associée a une réponse cytotoxique et T helper (Th) intense, dirigée contre les protéines
El, E2, E6, E7 et L2. La dérégulation de la réponse cellulaire spécifique par les HPV
associe I’inhibition des réponses Thl et Th2, I’inhibition par E7 et 1’induction de
cellules T CD4 régulatrices (Treg), favorisant la tolérance de I’infection et sa persistance

(Alain et al., 2010) .

7.2. Immunité a médiation humorale

La réponse immunitaire systémique est principalement objectivée par la synthése,
dans les sécrétions et le sang, d'anticorps de classe IgG et IgA dirigés contre une série
d'épitopes portés par les protéines de capside L1 et L2 du virus HPV (Riethmuller et
Seilles, 2000).

8. Mode de transmission des HPV

Les papillomavirus humains sont des virus épithéliotropes qui infectent la peau et
les muqueuses. La transmission interhumaine a lieu essentiellement par contact direct
(Louie et al., 2008).

8.1. Transmission sexuelle
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Le papillomavirus humain est l'infection sexuellement transmissible la plus
courante (Braaten et Laufer, 2008). 1l est apparu que la prévalence de I’infection a HPV
chez la femme augmentait avec le nombre de partenaires sexuels qu’elle avait pu avoir
durant sa vie. Ce phénoméne apparait aussi chez ’homme mais a un degré moindre

(Gavillon et al., 2010).
8.2. Transmission non sexuelle

La transmission peut se produire directement par contact avec la peau ou les
muqueuses (entre les personnes ou par auto-inoculation), ou indirectement par
I'intermédiaire d'objets contaminés, ou encore au cours de la période périnatale
(Rombaldi et al., 2008).

. [’auto-inoculation et [’hétéroinoculation : a partir des verrues cutanées est
possible (Akom, 2002) mais aussi, en raison de la grande résistance de ces virus nus dans
I’environnement, peuvent étre transmis indirectement par 1’intermédiaire d’objets
contaminés (linge, sol des piscines) (Huraux et al., 2003).

o Transmission meére-enfant : Plusieurs études ont démontré que les nourrissons
peuvent acquérir des infections de HPV a haut risque de leur mére a la naissance.
Lorsque la mere est porteuse de papillomavirus génitaux, la contamination lors du
passage dans la filiere génitale lors de I’accouchement est possible. La transmission
anténatale a travers le placenta serait possible avant la délivrance (Rombaldi et al.,
2008).
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Les cancews assaciés aux papillemavivws humains
Chapitre 2 : Les cancers associés au papillomavirus humain

1. Cancers génitaux associées a ’HPV

De nombreuses études montrent une relation hautement probable entre
plusieurs maladies sexuellement transmises et la survenue de cancers génitaux, ceci a été
particulierement bien documenté a propos du cancer du col utérin et autres cancers
génitaux, dont la relation avec des infections a papillomavirus est hautement probable
(Libert, 1994).

Dans le monde, environ 2 millions de cancers gynécologiques apparaissent
chaque année, ce qui représente presque 50% des cancers féminins (Sancho-Garnier,
2013).

1.1. Cancer de col de ’utérus

Le cancer de col utérin est un cancer a évolution lente. Son incidence et sa
mortalité ont diminué pendant ces 20 derniéres années grace au dépistage cytologique et
au traitement des lésions précancéreuses, qui sont associées a certains types de

papillomavirus dits oncogénes (Monge, 2007).
1.1.1. Epidémiologie du cancer du col de I’utérus

Le cancer du col de l'utérus est le deuxiéme cancer le plus fréquent (Mufioz et al.,
2003), estimeé a 528 000 nouveaux cas et a environ 266 000 déces dans le monde en 2012
(Baskaran et al., 2015).

En Afrique, le nombre de cas de cancer du col estimé chaque année est de 78.897,
soit une incidence standardisée sur 1’age de 29,3 pour 100.000 par an, avec de grandes
variations entre les régions : 42,7 pour 100.000 par an en Afrique de I’Est (pic en
Tanzanie : 68,6 pour 100.000 par an), 38,2 pour 100.000 par an en Afrique de Sud, 29,3
pour 100.000 par an en Afrique de 1’Ouest, 28% pour 100.000 par an en Afrique du
Centre et 12,1 pour 100.000 par an en Afrique du Nord ou I’incidence varie entre 6,8

pour 100.000 par an en Tunisie, et 13,2 pour 100.000 par an au Maroc (Diouri, 2008).

En Algérie, le cancer du col de I’utérus est le quatriéme cancer le plus fréquent

estimé a 12,5%. Il faut noter la stagnation, voire une petite diminution de 1’incidence
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brute du cancer du col de I'utérus qui a été longtemps le deuxiéme cancer féminin

(Zitouni et al., 2014).
1.1.2. Anatomie et histologie

Le col de I'utérus est la partie inferieure de 1’utérus faisant saillir dans le vagin. Il
est symétrique et cylindrique, mesure environ 3cm de longueur sur 2-2,5 cm de diametre
(fig. 1.7) (Stevens et Lowe, 2006). Le col est divisé en 2 parties principales : I'endocol et
I'exocol. La jonction exoendocervicale est la ligne ou 1’épithélium du canal endocervical
rencontre 1’épithélium pavimenteux de 1’exocol; c’est le siége le plus fréquent de

pathologie de col (Stevens et Lowe, 2006) (fig. 1.8).

épithélium
pavimenteux

JPC

orifice interne

) S endocol épithélium
3cm col canal cervical : cylindrique
N l, ______ orifice externe T
vagin exocol g membrane basale
Fig I. 7 : Schéma de I’utérus d’une Fig I. 8 : Schéma présentatif des deux
femme en &ge procréer (OMS, 2007). épithéliums du col de I’utérus et la
jonction pavimento-cylindrique (OMS,
2007).

1.1.3. Définition de cancer du col de ’utérus

C’est une maladie de la muqueuse du col de I’utérus, autrement dit du tissu qui
le recouvre. Il se développe a partir d’une cellule initialement normale qui se

transforme et se multiplie de fagon anarchique (INCa, 2011).

La quasi-totalité des cancers du col de 1’utérus sont des carcinomes épidermoides,
85% : ils se développent a partir de 1’épithélium de 1’exocol. Environ 15% sont des
adénocarcinomes qui se développent a partir de [D’épithélium de 1’endocol

(Annexe2) (Stevens et Lowe, 2006).

C’est une maladie d’origine infectieuse a évolution lente qui met en général plus
de quinze ans a se développer depuis la primo-infection par un papillomavirus humain
oncogene a tropisme génital jusqu’aux différentes 1ésions histologiques précancéreuses

accompagnant la persistance de 1’infection (Duport ,2008). Les HPV-16 et HPV-18 sont
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les types les plus communs identifiés et représentent 50% et 10% respectivement, des

types viraux impliqués dans le cancer invasif (Bosch et al., 2002).
1.1.4. Histoire naturelle de I’infection

a. Infection par HPV haute risque

L’infection par un HPV est une condition nécessaire au développement d’un
cancer du col utérin, comme en témoigne la présence du génome viral, retrouvée dans
99,9 % des cancers du col et dans plus de 80 % des lésions de haut grade (Alain et al.,
2010).

b. La persistance des Iésions cervicales précancéreuses

Il est plausible que I’infection par le HPV a haut risque se produit t6t dans la vie,
peut persister et en association avec d'autres facteurs favorisant la transformation des
cellules, peut conduire a une progression graduelle de la maladie (Burd, 2003), sous
forme des lésions qui sont considérées comme les changements morphologiques les plus

précoces associés au cancer (Edith et Sylvie, 2003).
On peut caractériser les 1ésions d’apreés une classification histologique ou cytologique :

X La classification histologique : les modifications associées au HPV sont
appelées néoplasies intraépithéliales cervicales (CIN ; Cervical Intrapithelial Neoplasia)
et sont notées de 1 & 3, en fonction de la profondeur des cellules anormales. Le systéme
CIN est basé sur l'architecture des tissus et a été introduit en 1973 pour promouvoir le

concept de la maladie a partir de lésions précurseurs de cancer invasif (Burd, 2003).

-CIN 1: comprend une dysplasie légere et condylomes (verrues anogénitales), et
comprend des Iésions dans lesquelles seulement un tiers de la profondeur de I'épithélium

est anormal (Braaten et Laufer, 2008).

-CIN 2 : comprend des lésions avec une prolifération anormale de jusqu'a deux tiers de
I'épithélium (Braaten et Laufer, 2008).

-CIN 3: qui comprend la dysplasie sévére et carcinome in situ (CIS), lI'ensemble de

I'épithélium est anormal (Annexe 3) (Braaten et Laufer, 2008).

X La classification cytologique : Les changements cytologiques dans I'épithélium

malpighien sont appelés lésions intraépithéliales squameuses (SIL ; squamous
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intraepithelial Lesions) et peuvent étre caractérisées comme bas ou de haut grade
(Braaten et Laufer, 2008). Cette classification est basée sur le systeme de Bethesda qui
a été introduit en 1988 (Burd, 2003).

Le systéme Bethesda 2001 classe les anomalies des cellules squameuses en quatre

catégories:

- ASC (cellules squameuses atypiques).

- LSIL (Iésions intraépithéliales squameuses de bas grade), Iésions malpighiennes intra

épithélial de bas grade correspondant a CIN1.

-HSIL (haute qualité lésions intraépithéliales squameuses), lésions malpighiennes de

haut grade regroupant CIN2 et CIN3.
- le carcinome spinocellulaire [(Burd, 2003) ; (OMS, 2007)].

c. Progression vers un cancer invasif

On parle de cancer invasif quand des cellules anormales envahissent 1’épaisseur
du tissu conjonctif fibreux (Fig. 1.10), sous-jacent a la membrane basale. Le processus
débute par un stade microinvasif, invisible a I’ceil nu lors de I’examen au spéculum et qui
ne peut étre diagnostiqué qu’aprés examen histologique d’un échantillon de tissu
provenant d’une biopsie par conisation ou d’une hystérectomie (Annexe 4). Le stade
micro invasif évolue ensuite vers des Iésions plus importantes qui peuvent s’étendre au
vagin, aux parois pelviennes, a la vessie, au rectum et aux organes distants. S’il n’est pas
traité, le cancer du col évolue de fagon tout a fait prévisible et ’issue en sera presque
toujours fatale. Quatre voies, généralement séquentielles, participent au processus de
progression du cancer invasif : (1) Propagation a I’intérieur du col. (ii) Propagation aux
structures voisines. (iii) Propagation par voie lymphatique. (iv) Métastases a distance
(OMS, 2007).
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Age, tabac, facteurs hormonaux, IST, terrain génétique, génétique du virus
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Fig I. 9 : Schéma présentant 1’évolution vers une prolifération maligne au cours d’une
infection par un HPV muqueux génital (Alain et al., 2010).

1.1.5. Facteurs influencant I’histoire naturelle du cancer du col utérin

L'incidence de différents facteurs sur la fréquence de survenue des cancers du col

a été largement étudiée (Mougin et al., 1998).

a. Cofacteurs liés au HPV
v Type viral : Il est démontré que les femmes qui ont acquis des HPV a haut risque

ont un risque accru de développement de néoplasies cervicales (Monsonego, 2006).

v Infection simultanée avec plusieurs types oncogéniques : Elle est associée a
des taux plus ¢élevés de cancer du col utérin, de 1’anus, de la vulve, du vagin et du pénis,

et le cancer de 1’anus est particulicrement fréquent chez les HARSAH séropositifs pour

le VIH [(OMS, 2007) ; (Palefsky et Rubin, 2009)]

v Charge virale : Une charge virale élevée est associée a une diminution de la

probabilité de clairance de I’infection a HPV et est un indicateur de CIN sous-jacente

(Monsonego, 2006).

v Persistance virale : La persistance virale se traduit par I’expression de certains
génes viraux, en particulier E6 et E7 des HPV a risque (Blanc, 2005).

b. Facteurs d’hote

4 Statut immunitaire : Chez les individus souffrant d’immunodéficience, les
infections a HPV ont plus souvent tendance a persister et le développement de leésions

précancéreuses et cancéreuses est plus rapide (OMS, 2007).
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v Comportement sexuel : Le risque de développer un cancer du col est environ
trois fois supérieur chez les femmes ayant 10 partenaires différents, comparativement a
celles ayant un seul partenaire. Les femmes ayant eu leur premier rapport sexuel avant
I'dage de 16 ans présentent un risque deux fois plus élevé que celles dont le premier
rapport a eu lieu aprés 20 ans (Mougin et al., 1998).

c. Facteurs exogénes

v Tabagisme : Le tabagisme actif est significativement associé aux lésions
cervicales. Il diminue la réponse immunitaire, en augmentant les risques d'infections
persistantes. Les fumeuses ont un risque deux fois plus élevé de cancer du col utérin
(Blanc, 2005).

v La co-infection par des germes transmis sexuellement : principalement le VIH,
mais aussi le virus herpes simplex 2 (HSV-2), Chlamydia trachomatis et Neisseria
gonorrhoeae (OMS, 2007).

v Contraceptifs oraux : L'utilisation de contraceptifs oraux pendant cing ans ou
plus est un cofacteur qui augmente jusqu'a quadrupler le risque de cancer du col utérin

chez les femmes qui sont porteuses de I’ADN d’HPV (Castellasgué et al., 2006).

1.2. Le cancer du vagin
1.2.1. Epidémiologie

Les cancers du vagin représentent environ 2 % des cancers gynécologiques
(Barillot, 2011). Leur incidence est en diminution constante. Les cancers du vagin de la

femme adulte surviennent dans 80 % des cas apres 60 ans (Barillot, 2011).

Certaines populations doivent étre considérées comme étant & risque pour
développer ce type de lésions, notamment les femmes qui ont eu des CIN ou de la
radiothérapie pour le cancer du col ainsi que les femmes immunodéprimées (Walker et
al., 2001).

1.2.2. Anatomie du vagin

Le vagin est un conduit fiboromusculaire élastique s’étendant de 1’introitus au col
de I'utérus (Stevens et Lowe, 2006). Ses parois intérieures forment de nombreux replis,
lui permettant d’augmenter de volume lors des rapports sexuels et de 1’accouchement.

Les parois du vagin restent normalement en contact 1’'une contre I’autre. La partie basse
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du col (exocol) fait saillir dans I’extrémité supérieure du vagin et la zone vaginale qui

I’entoure abrite les culs de sac antérieurs, postérieurs et latéraux (OMS, 2007).
1.2.3. Développement de cancer du vagin

Le cancer du vagin concerne essentiellement la femme agée. Il existe néanmoins
des cancers du vagin survenant chez la trés jeune fille, et méme chez I'enfant trés jeune (3
ans). Le carcinome épidermoide plus ou moins bien différencié est le type histologique le
plus fréquemment rencontré : il correspond a 80-90 % des cancers primitifs du vagin,
alors que I’adénocarcinome, souvent développé a partir de 1’épithélium glandulaire de la
glande de Bartholin [(Touboul et al., 2001) ;(William et al.,1998)]. Des mélanomes, et

des sarcomes sont aussi identifiés mais trés rarement (William et al., 1998).

Pour les cancers épidermoides, il est souvent considéré que les facteurs de risque
sont les mémes que ceux des cancers du col, en particulier les HPV. Les arguments dans
ce sens sont que les femmes qui ont un cancer épidermoide du vagin ont plus souvent un
autre cancer anogeénital, et que I'on retrouve un HPV oncogéne dans plus de 90 % des cas
de cancers invasifs et dans 80 % des lésions précurseurs de haut grade VaIN3 (vaginal
intraepithelial neoplasia ou néoplasie intra-épithéliale vaginale). Le HPV16 étant comme
pour le col le type le plus prévalent. On retrouve en outre, dans les quelques études
réalisées, les risques liés au nombre de partenaires, a I'dge de début de la vie sexuelle, a la

séropositivité au HSV2 et au tabagisme (Sancho-Garnier, 2013).

1.3. HPV et cancer de vulve
1.3.1. Epidémiologie

Les cancers vulvaires représentent moins de 1% de I’ensemble des cancers et de 3
a 5% des cancers génitaux chez la femme agée. Dans la majorité des cas, les cancers
touchent la femme aprés la ménopause (Fewou et al., 2011), une étude récente a noté
gu'environ 15% de tous les cancers vulvaires surviennent chez des femmes de moins
de 40 ans (Gunther, 2012).

1.3.2. Anatomie de vulve

La vulve est composée des organes génitaux externes féminins, qui comprennent
des grandes et petites levres, le clitoris, le vestibule, entrée du vagin, et le méat

urétral. Le nerf ilio - inguinal et génito innerve la partie antérieure de la vulve, tandis que
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la partie postérieure est innervée par la branche périnéale du nerf cutané postérieur. La
majorité de la vulve est drainée par les vaisseaux lymphatiques qui passent latéralement

vers les ganglions lymphatiques inguinaux superficiels (Alkatou et al., 2015).
1.3.3. Développement de cancer de vulve

Cancer de lavulve est une lésion rare de I'appareil génital féminin. De
nombreuses conditions sont considérées comme des facteurs de risque pour la
pathogénese de cette tumeur, tels que l'infection a HPV (Annexe5) (Batous et al., 2013).

Des études ont montré que plus de 40% des carcinomes vulvaires sont associés a HPV et
I'association est plus éleve chez les jeunes femmes (Gustafson et al., 2014).

Les différents types de cancer de la vulve sont étiologiquement hétérogénes (Batous et
al., 2013) :

v Le premier type : concerne I’HPV, ce qui conduit a la néoplasie intraépithéliale
vulvaire (VIN), un facteur prédisposant pour le cancer de la vulve. On estime que 80%
des femmes non traitées souffrant de VIN Il développent une maladie invasive
(Davidson et al., 2003).

v Le second type : est souvent observée chez les femmes agées de plus de 50 ans et
est associé a des troubles épithéliales non néoplasiques (VNED) tels que I'inflammation

ou la sclérose de lichen chronique (Stroup et al., 2008).

2. Autres cancers liée a HPV
2.1. HPV et I’appareil digestif

2.1.1. HPV et le cancer cesophagien

Le cancer de l'cesophage est le huitiéme cancer le plus répandu dans le monde
(Guo et al., 2016). L’infection par I’HPV a haut risque peut avoir un réle dans la
carcinogenése cesophagienne (Turkay et al., 2016), I’cesophage peut étre infecté par
I’HPV de la méme maniére que la cavité buccale, les amygdales, et du pharynx, on
suppose que les similitudes histologiques d’épithéliums squameux entre la téte, le cou et
de l'eesophage. La prévalence d’HPV a haut risque est de 22,2% dans le cancer de
l'cesophage (Guo et al., 2016).
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2.1.2. HPV et le cancer de ’anus

Les cancers de ’anus est une maladie rare, comprennent a la fois les cancers du
canal anal et les cancers de la marge anale qui représentent 85% et 15% respectivement.
La trés grande majorité des cancers invasifs de 1’anus sont des carcinomes (Badoual et
al., 2015). Il est connait surtout chez les hommes hétérosexuels (Nyitray, 2008). Des
études épidémiologiques ont montré que environ 85% des cancers de lI'anus sont associés
a I’infection par le HPV 16 et 18 (Salati et Al Kadi, 2012).

2.2. HPV et appareil urinaire
2.2.1. HPV et cancer de pénis

Le papillomavirus humain est trés répandu chez les hommes y compris le
développement des verrues génitales, des néoplasies intraépithéliales péniennes et des
carcinomes pénien invasifs (Anic et Giuliano, 2011). Des études ont été conduites pour
évaluer la prévalence de l'infection par le HPV et la transmission chez les hommes. La
détection de I'ADN d’HPV par I'échantillonnage anogénital male, montre que la
prévalence est souvent 20% ou plus (Kelly et al., 2016). Il est prouvé que I'infection par
le HPV et les verrues génitales surviennent plus fréquemment chez les hommes non

circoncis que chez les hommes circoncis (Hernandez et al., 2008).
2.2.2. HPV et cancer de la vessie

Plusieurs auteurs ont cherché a déterminer le réle de I’HPV dans les carcinomes
de la muqueuse urothéliale, en raison de sa proximité anatomique avec |’appareil
reproducteur. De rares études avaient montré la présence d’une éventuelle infection par
HPV dans moins de 10 % de cancers vésicaux, mais la place de ’HPV dans les cancers
de la vessie reste trés discutée. Ainsi, la recherche d’HPV n’est pas effectuée en routine

dans les carcinomes vésicaux (Badoual et al., 2015).

2.3. HPV et cancer des voies aérodigestives

Les cancers des voies aérodigestives superieures (VADS) sont fréquents dans le
monde (Dufour et al., 2012). La plupart des études ont démontré que les caractéristiques

du tabac et la consommation d'alcool sont les principaux facteurs de risque pour le cancer
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des VADS, mais au cours des 10-15 derniéres années, l'infection par le HPV a été de plus

en plus reconnu comme un important facteur étiologique (Elrefaey et al., 2014).
2.3.1. Cancer de ’oropharynx

Un nombre croissant de recherches montrent que ’HPV est une cause fréquente
et croissante de carcinome épidermoide oropharyngé (Ramvist et Dalianis, 2010)

en particulier des amygdales et cancer de la langue (Elrefaey et al., 2014).
2.3.2. Cancer de la cavité buccale

Les infections a HPV 16, 18 et 31 provoquent 10 % des cancers buccaux
(Chikhani, 2012). Plusieurs études ont été entreprises pour définir la prévalence et
I'nistoire naturelle de l'infection par le HPV dans la cavité buccale des sujets sains et de
trouver un lien possible avec le développement de tumeurs oropharyngées, ils ont aussi
montré que l'incidence de I'infection par le HPV est plus fréquente chez les hommes par
rapport aux femmes (10 ,1% vs 3,6%) (Morbini et Benazzo, 2016).

2.4. HPV et lésion de peau

Il existe maintenant un corpus croissant de preuves que la peau humaine saine
héberge également les virus résidents ou transitoires. La validité de ce concept a été
largement démontrée pour les béta et gamma papillomavirus humains cutanés (3 et y-
HPV) qui sont généralement présents sur les couches superficielles de la peau dans la
plupart des individus (Foulongne et al., 2012) . Les verrues communes sont le plus
souvent causées par le HPV 2, tandis que les lésions punctiformes le plus souvent vus sur

les paumes des mains sont associées a HPV 4 (Cubie, 2013).

Il n'y a aucune preuve épidémiologique solide liant les types de HPV spécifiques
a un risque accru de cancer de la peau. Certaines infections par le HPV semblent étre
impliqués dans le développement du cancer de la peau non mélanique et ses lésions
précurseurs dans la peau, le plus souvent dans des zones exposees au soleil (Iftner et al.,
2003).

2.5. HPV et cancer des poumons

Le cancer bronchique est la deuxieme tumeur maligne la plus fréquente chez les

hommes et les femmes. Des études ont montré que le HPV pourrait contribuer dans le
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développement du cancer bronchique. L'intérét a été suscité par des descriptions
morphologiques des changements épithéliales ressemblant étroitement a celles des
verrues genitales dans et autour des cellules bronchiques, cela a conduit a I'hypothese sur
le role possible du HPV dans la carcinogénése bronchique (Syrjanen, 2002). Des
résultats suggerent que le tissu pulmonaire avec I’infection par le HPV 16 et 18 a une
forte association avec le cancer de poumon (Zhai et al., 2015). L’ADN des HPV est
détecté dans environ 20 % des tissus de cancer du poumon (Myon Bae et Hee Kim,
2015)

2.6. HPV et cancer de sein

Les rapports sur la distribution de I'infection par le HPV dans le cancer du sein
sont controversés. Plusieurs auteurs n’ont trouvé aucune relation entre la présence de
séquences du génome de HPV et le développement du cancer du sein (Fernandez et al.,
2015). En 2016, des études ont rapporté une fréquence modérée de 1’infection par le HPV
chez 4,4% a 60% des cancers du sein. Différents sous - types de HPV, y compris le HPV-
11, HPV-16, HPV-18, HPV-33, HPV-58, HPV-59, HPV-73 et HPV-82 ont été détectés.
En outre, les infections @ HPV ont été deétectées non seulement dans les cancers du sein,
mais aussi dans différentes Iésions mammaires bénignes telles que le fibroadénome et

papillome intracanalaire (Choi et al., 2016).

3. HPV et immunodépression
3.1. Infections a HPV chez les femmes séropositives

L’infection par le VIH (virus de I’'immunodéficience humaine) est associée a une
prévalence plus élevée d’infection par un ou plusieurs HPV-HR. L’immunodépression
induite par le VIH favorise la persistance de ’infection HPV et le développement des
Iésions cervicales (Segondy, 2010). D'une part, I'HPV est détecté dans le tractus génital,
deux fois plus fréeguemment chez les femmes séropositives que chez les femmes
séronégatives, et presque toutes les femmes séropositives auront au moins une fois, une
infection par I'HPV au niveau du col pendant une période de 2 ans. D'autre part, le taux
de persistance de l'infection HPV est environ six fois plus élevé chez les femmes

séropositives (24% contre seulement 4% dans le groupe témoin) (Heard, 1997).
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3.2. Infections a HPV chez les greffés/transplantés

Chez les transplantés, les infections a HPV & tropisme cutané induisant des
verrues planes ou vulgaires sont les plus fréquentes et touchent la majorité des patients.
Apres plusieurs années, ces infections peuvent conduire a une dissémination profuse des
verrues. Le risque de carcinome cutané est environ 100 fois plus élevé chez les

transplantés que dans la population générale (Segondy, 2010).

Chez les transplantés, les infections a HPV a tropisme muqueux ont donné lieu a
plusieurs études. Globalement, I’incidence des cancers touchant la sphére génitale (col

utérin, vulve) est élevée chez les femmes transplantées (Denis et Ardaens, 2011).
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Méthades de détection et d’identification des FHPV
Chapitre 3 : Les méthodes de détection et d’identification d’HPV

En microbiologie, les laboratoires de virologie ont été les premiers a utiliser la
biologie moléculaire pour le diagnostic quotidien (Le Faou, 2012). Actuellement, les

méthodes de détection moléculaires sont I'étalon-or pour l'identification du HPV

(Zaravinos et al., 2009).

1. Détection qualitative de ’ADN d’HPV
1.1. Technique de détection

1.1.1.Southern Blot
C’est une technique d’analyse des molécules d’ADN été mise au point par E. M.

Southern en 1975, mettant en jeu :

o Une étape digestion par les enzymes de restriction ;

o Une étape de séparation électrophorétique sur gel d’agarose ou de
polyacrylamide ;

. Une étape de transfert des acides nucléiques séparés sur membrane ;

. Une étape de détection des acides nucléiques recherchés a 1’aide d’une sonde

ADN marquée (Maréchal, 2006).

Elle a finalement été abandonnée en pratique quotidienne en raison de sa

complexité (Blanc, 2005).
1.1.2. Dot Blot

Ici un simple dépot d’ADN est effectué sur une membrane synthétique, suivi
d’une hybridation moléculaire avec une sonde marquée. Cette technique est plus simple,
plus rapide, applicable & de grandes séries d’échantillons mais moins sensible que le
Southern Blot : le seuil de détection est environ d’une copie par cellule [(Leto et al.,
2011) ;(Monsonego, 2006)] .

Cette technique est maintenant utilisée aprés PCR, ce qui augmente sa sensibilite :

I’ADN amplifie étant alors déposé sur une membrane synthétique, puis hybride avec des

sondes de divers HPVs (Monsonego, 2006).

33



Méthades de détection et d’identification des FHPV

1.1.3. PCR

La reaction en chaine de la polymérase (PCR) a été découvert par Dr. Kary
Mullis, c’est une technique puissante, largement répandue pour amplifier I’ADN
specifique [(Garibyan et avashia, 2014) ; (Pasternak, 2003) ; (Mullis, 1990)].
L’¢lément essentiel de la PCR est une paire d’amorces d’oligonucléotide de synthése
(d’environ 20 nucléotides chacune) qui sont complémentaire de régions sur des brins
opposés et qui encadre la séquence choisie pour ’amplification. Cette technique
comporte de nombreux cycles. Chaque cycle comporte trois étapes successives (Fig.
1.10): La dénaturation de I’ADN, I’hybridation aux amorces et la synthése de ’ADN
(’allongement de I’amorce) (Pasternak, 2003).

Les protocoles de HPV-PCR utilisent des amorces consensus telles que PGMY09
/ PGMY11 et GP5 + / GP6 +, qui permettent I'amplification d'un grand nombre de
génotypes d'HPV dans une seule réaction. Les amorces ciblent des régions conservées du
génome de HPV, généralement le gene de capside L1 [(Camargo et al., 2011);
(Ennaifer, 2014)] .

= TEmrget
sequence

L psmtl -
o oég Hegseg Baad
FE g N

Fig 1. 10 : Présentation schématique de PCR (Garibyan et Avashia,2014).

1.1.4. Hybridation en phase liquide

L'hybridation en phase liquide, a la fois I'acide nucléique cible et la sonde est libre
d'interagir dans un mélange réactionnel agueux qui accélere la vitesse a laquelle
I'nybridation se produit (Chernesky, 1999). 11 s’agit d’une ancienne technique permettant
une hybridation en solution comme Southern Blot, Dot Blot et HIS (Hybridation in situ).

Le seul systeme utilisable et commercialisé€ sous le nom d’Hybrid capture.

34



Méthades de détection et d’identification des FHPV

Depuis1995, Digene Corporation a développé et breveté la technologie dite de capture
des hybrides version 2 ou Hybrid Capture 2 (hc2) (Fig. 1.11), qui a été utilise pour
détecter les HPV [(Clavel et al ., 1999) ;(Monsonego, 2006)]. Il s’agit d’une hybridation
suivie d’une immunodétection en microplaques avec détection luminométrique
(Monsonego, 2007). Ce systéme repose sur une hybridation en phase liquide d’'un ADN
viral avec une sonde ARN complémentaire de la cible recherchée et une amplification du
signal (Pfeffer et al., 2008). Il est non radioactif, rapide, automatisable qui permet de
mettre en évidence actuellement 18 types d’HPV classé comme a haut risque (16, 18, 31,
33, 35,39,45,51,52, 56, 58, 59 et 68) et bas risque (types 6, 1 1,42, 43 et 44) (Clavel et
al., 1999).

Le rendu du résultat est qualitatif :

-test HPV HR positif, présence d’HPV a haut risque.

-test HPV HR négatif, absence d’HPV a haut risque (Monsonego , 2007) .

Test HPV Hybrid Capture 2 HR
Le nouveau réfilexe dans le dépistage du cancer du col de I'utérus

« Cytobrosse ot tube
avec milicu de tranaport STM
de Digene

3. Amplification

Fig I. 11 : La technologie Hybrid capture (Monsonego 2007).
1.1.5. Hybridation in situ (HIS)

C’est une technique permettant la détection et la localisation de séquences
nucléotidiques au niveau : d’une coupe de tissu; d’un étalement cellulaire ; d’une
préparation chromosomique. Sur les préparations tissulaires et cellulaire, I’'HIS permet de
détecter des séquences nucléotidiques virales (ADN et ARN), elle permet aussi de
détecter d’expression d’un gene codant pour la synthése de protéines : ARN messager.
L’HIS est dérivée des progres de la biologie moléculaire qui produits les sondes
d’hybridations. L’HIS est complémentaire des autres techniques de biologie moléculaire
qui détectent des séquences nucléotidiques dans des extraits tissulaires (Northen Blot,Dot
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blot) : ces techniques sont sensible mais ne permettent pas le typage cellulaire
( Bruneval, 1988).

Le principe de cette méthode repose sur la spécificité de I’hybridation entre deux
séquences nucléotidiques complémentaire (Fig. 1.12) (Bruneval, 1988). Actuellement,
on emploie comme marqueurs des colorants fluorescents de préférence a des molécules
radioactives. L’acronyme choisi habituellement pour ce protocole est le FISH (pour
fluorescent hybridization in situ, hybridation in situ en fluorescence) (Pasternak, 2003).
Un aspect ponctué, en grains d’hybridation, évoque une intégration de I’ADN d’HPV,
alors qu’un aspect homogene diffus du marquage serait plutdt en faveur d’une forme

épisomale de I’ADN viral (Chevalier, 1997).
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ADN =il _ AANGE—— proparation
Marquage (biotine. digoxigénine chromosomique

de Ia nde Tfluor'ocht'ome...)
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Prétraiterment de la lame -
Rnase, digestion partielle
des protein plasmatiques -
pepsine. protéinase K

ADN compétiteur
tampon d'hybridation

Préparation de la sonde : l l

TAAGG
S St i i s

Conditions de T= (37-42°)
Dureée (6 a 24 h)

Fluorochrome l Elimination des sondes non
\ specifiquement fixees

Anticorps dirige S =
= =
contre le marqueur i etrar ol ilrates
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Filtres adaptés aux
différents fluorochromes

Fig I. 12 : Principe de I’hybridation in situ (Fish) (Bouayed, 2004).
1.2. Génotypage des HPV

Quatre méthodes de génotypage différentes pour la détection des types de HPV
génital (Klug et al., 2008).

1.2.1. Génotypage par séquencage

Le principe du séquengage consiste a déterminer la séquence de I’ADN cible. Les
alignements de sequences sont réalises sur diverses séquences de génotypes d’HPV
standard stockés dans la base de données GenBank par analyse BLAST en ligne pour

arriver a un génotypage spécifique (Lee et al., 2007).

La region la plus freguemment utilisée est située au niveau du géne codant la
protéine de capside L1 car les différents genotypes des HPV ont été definis par

alignement de la séquence complete de cette région (Hantz et al., 2010).
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Aprés le séquencage des échantillons, les données de séquence brutes sont analysées a
I'aide du logiciel interne et sont ensuite classees en HPV BR ou HPV HR (Zou et al.,
2014).

Cette méthode est considérée comme la référence mais elle présente comme
inconvénient principal de ne pas pouvoir analyser les infections multiples. Par contre,
tous les variants intratypiques peuvent étre détectés. De plus, son utilisation en routine

demeure relativement fastidieuse (Hantz et al., 2010).

1.2.2. Génotypage par hybridation moléculaire inverse

Le principe de I’hybridation inverse (reverse line bloting) repose sur la mise en
contact des produits d’amplification en phase liquide d’une part et des sondes
oligonucléotidiques spécifiques immobilisées sur un support solide de type menbrane de
nylon d’autre part. Les systemes de génotypage des HPV comportent des bandelettes sur
lesquelles les différentes sondes sont déposées selon des bandes paralléles. Les produits

d’hybridation présents sont révélés par réaction colorimétrique ou chimioluminescente

(Fig. 1.13) (Monsonego, 2008).

Les deux tests commerciaux les plus utilisés sont le test Linear Array Genotyping
Test® (Roche Diagnostics) et le test INNO-LIPA HPV Genotyping Extra®
(Innogenetics) (Debaque et Eide, 2012).

Le test LA(Linear Array) de Roche Diagnostics utilise des amorces PGMY09 / 11
biotinylés de consensus pour amplifier une région de 450 pb du géne L1qui vont ensuite
étre dénaturés puis hybridés avec des sondes spécifiques de types, immobilisées sur
bandelettes (Liu et al., 2010), et est capable de détecter 37 génotypes du HPV, dont 17
types a haut risque (types 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 67, 68, 73 ,82,
1S39) et 15 types a faible risque (types 6, 11, 40, 42, 54, 55, 61, 64, 70, 71, 72, 81, 83 ,
84, 89), et 5 inconnus (Low et al., 2015) .

Le test INNO-LiPA® est basé sur le méme principe : I’ADN extrait est amplifié
par PCR avec des amorces consensus SPF10 biotinylées, les amplicons de 65 pb obtenus
sont révélés sur bandelettes. Les génotypes identifiés sont déterminés par comparaison
avec la bandelette de reférence. Ce test détecte 28 genotypes HPVs : 18 HPVs de haut
risque, sept HPVs de bas risque et trois HPVs non classés (Debaque et Eide, 2012).
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Dans chacun des deux tests, il existe un controle ADN humain : la B-globine pour
Linear Array® et HLA-DBP1 pour INNO-LIPA®. Ces contrdles valident les étapes
d’extraction, d’amplification et d’hybridation-révélation pour chaque échantillon testé
(Debaque et Eide , 2012).

Fig I. 13 : Principe de génotypage par hybridation inverse sur bandelettes (Hantz et al.,
2010).

1.2.3. Génotypage par puce d’ADN

Le principe des puces a ADN est trés proche de celui de ’hybridation inverse,
c’est le support sur lequel sont fixées les sondes qui est différent. Elles sont déposées
sous forme de spots circulaires sur un support plastique ou en verre de tailles différentes
(Fig. 1.14) (Monsonego, 2008).

La révélation peut étre soit colorimétrique soit fluorimétrique selon le marquage
des amorces utilisées pour la PCR (respectivement biotine ou fluorochrome), avec une
lecture automatisée. Cette technique, simple et rapide, permet également de détecter les

infections multiples (Hantz et al ., 2010).

Les systéemes PapilloChek et Clinical Arrays HPV sont deux exemples de
systemes de puces disponibles aujourd’hui sur le marché pour le génotypage des HPV

(Monsonego, 2008).
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2 PCR :
[ HPYV et contrdle interne ADN

Extraction | [ S ) 2 s
\ ; \

Dépst sur puces :

Lecture automatisée de la lame
nnnnnnnnnn 12 puces

Témoin positif de PCR

ybridation T
aves les sondes /
.

HPV 39

Témoin d’extraction

Fig I. 14 : Principe de génotypage par hybridation inverse sur puce a8 ADN (Hantz et al.,
2010).

1.2.4. Génotypage par technologie d’array en suspenssion : Luminex®
Le principe repose sur l’utilisation de microbilles de polystyréne couplées a des

sondes oligonucléotidiques spécifiques de chaque génotype d’HPV (Oh et al., 2007).

Les billes sont marquées par un fluorophore spécifique pour chaque type tandis que
I’amplicon est marqué par un autre fluorophore. L’analyse est effectuée par cytométrie
de flux a deux lasers permettant de détecter simultanément des réactions multiples dans

un méme tube.

Plusieurs approches ont été décrites dans la littérature mais une seule est
commercialisée a ce jour. Il s’agit du test Digene HPV Genotyping LQ Test® (Qiagen),
qui amplifie le géne L1 a partir des amorces GP5+/GP6+ (Nazarenko et al., 2008).

2. Détection quantitative d’ADN d’HPV

La quantification génique basée sur l'amplification en temps réel (PCR-TR),
encore appelée real time PCR, est une technique tres utilisée pour la quantification des
génomes viraux (collot et al.,2001).Parmi les avantages se cette méthode est la capacité
de déterminer la charge virale; [l'utilisation de différents fluorochromes qui émettent
une fluorescence, avec le produit réactionnel de PCR, les acides nucléiques peuvent étre
détectés méme en tres petites concentrations, et enfin, il est extrémement reproductible,

rapide et applicable a des échantillons cliniques(Abreu et al., 2012).

Le mélange d'amplification contient un colorant fluorescent (SYBR Green) ou
une sonde oligonucleotidique spécifique par mesure de la fluorescence émise a chaque

cycle de PCR. Etant donné que la courbe de fusion de I'ADN dépend de la séquence,
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la longueur et lateneur en GC des produits de PCR peuvent étre distingués par leurs
courbes de fusion (Cubie et al., 2001).

2.1. Détection des ARNm des HPV

La surveillance de I’expression de ARNm E6 / E7 peut fournir une approche de
diagnostic précis et informatif pour la détection de I'activité oncogene lié au
développement de la dysplasie sévere ou un carcinome du col (Coquillard et al., 2011).
Le test NucliSENS EasyQ HPV® (Biomérieux) utilise la technologie NASBA (Nucleic
Acid Sequence Based Amplification) (Molden et al., 2007).

Les échantillons ont été analysés pour ’ARNm E6 et E7 d’HPV par une
amplification basée sur une séquence d'acide nucléique multiplex en temps réel grace a
des sondes fluorescentes spécifiques (Cattani et al., 2009).Dans cette technique le risque
de contamination est limité car toutes les étapes sont réalisées dans un méme tube
(Burger et al., 2010).

2.2. Détection de marqueurs moléculaires (marquage immunochimique de la p16)
Les difficultés pratiques rencontrées par les cytologistes dans I’identification des

cellules anormales ont conduit a rechercher de nouveaux marqueurs susceptibles de

rendre plus sensible et tout aussi spécifique I’approche cytologique. Parmi eux, la p16

semble la plus intéressante.

La protéine pl16 est une protéine cellulaire impliquée dans la régulation du cycle
cellulaire et son expression est alors strictement contrélée dans les cellules normales.
Dans les cellules dysplasiques, la p16 est nettement surexprimée en raison, notamment,
de l’activité transformante d’E7 par inhibition de la protéine suppresseur de tumeur
produit du géne du Rétinoblastome (pRb) (Dachez, 2008).La protéine p16™K4 un
marqueur cytologique pour détecter les néoplasies intraépithéliales de haut grade du col

utérin (bergeron et al., 2006).
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I. Méthodologie

1. Etude de profil épidémiologique des cancers génitaux dans la région de Tlemcen
1.1. Objectif principal

Etudier le profil épidémiologique des cancers génitaux au niveau de la région de
Tlemcen entre 2012 et 2016.

1.2. Objectifs spécifiques

Etudier la répartition des cancers génitaux.

v Selon 1’4ge des patients

v Par année

v Selon le type

v Selon la base de diagnostic
v Selon La morphologie

v Selon le stade de diagnostic
v Selon la région.
1.3 Lieu d’étude

Notre étude a été réalisée au niveau de service d’épidémiologie du Centre

Hospitalier Universitaire (CHU) de Tlemcen.
1.4. Méthode d’analyse

Il s’agit d’une étude rétrospective portant sur 8514 cas de cancers pris en charge
au niveau du CHU de Tlemcen, avec 476 cas des cancers génitaux touchant le femmes de
Tlemcen. Le traitement des données épidémiologiques a été fait par le logiciel Microsoft

Excel® 2007.
2. Recherche d’HPV a partir des cancers génitaux par PCR classique et test

Amplicor®HPV

2.1 Objectif
Détection d’ADN d’HPV a partir des cancers génitaux par PCR classique et par le
test Amplicor®HPV.
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2.2 Lieu d’étude
La détection d’HPV par PCR classique et test Amplicor®HPV ont été réalisés au

niveau de laboratoire de biologie moléculaire (faculté de SNV-STU), ainsi que le
laboratoire de microbiologie appliquée a I’agroalimentaire, au biomédicale et a

I’environnement (LAMAABE).

2.3. Materiel et methodes

-Origine des prelevement: 36 prélevements tissulaires sous forme des cellules
paraffinées d’une collection de LAMAABE réalisés par la Docteur NAHET Amira ont
été utilisés dans ce travail.

2.3.1. Déparaffinage des tissus fixés et inclus en paraffine

Dans chaque tube contenant les coupesissulaires, 900 ul de toluéne, et 100 pl
d’ethenol absolu ont été ajoutés pour se déebarrasser de la paraffine tout en évitant de
toucher I’échantillon. Suivi d’une agitation a 1’aide du vortex et une centrifugation
pendant 5 min a vitesse maximale (12000 tours/min). Apreés centrifugation le surnageant
est jeté. 900 ul d’alcool absolu sont ensuite ajoutés au culot pour réhydrater 1’échantillon
suivi d’une agitation manuelle pendant 10 min et une centrifugation pendant Smin a
vitesse maximale (12000 tours /min), cette derniére étape est répétée au culot obtenus
afin d’améliorer le déparaffinage. Ensuite, le culot est laissé a 1’air libre pour sécher.

2.3.2. Extraction d’ADN par salting out
a. Principe

C’est une déshydratation suivie d'une précipitation des protéines par une solution
de chlorure de sodium saturée. Apres précipitation des protéines, 'ADN est précipité par

de I'éthanol puis repris en suspension (Jean Nesson, 2007).
b. Protocole

Dans un tube eppendorf, contenant 200 pul des cellules cervicales, on ajoute 200 pl de
tampon de lyse plus 20 pl protéinase K. Les tubes sont vortexés et mis dans une étuve a

55°C pendant une nuit.
- Ajouter 200 pl de NaCl, puis centrifuger durant 10 minutes a 4000 rpm.
- Récupérer 400 pl de surnageant dans un autre tube, et y ajouter 800 pl d’éthanol absolu

froid (-20 0C). Mélanger et centrifuger & 14000 rpm pendant 8 minutes.
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- Ensuite jeter le surnageant et garder le culot et y ajouter 500 pl du tampon de lavage
(I’éthanol 70%) puis le rejeter.

- Enfin, ajouter 20ul de I’eau ultra pure.

Pour la conservation de I’ADN, il faut ajouter 20 ul de TE (Tris-EDTA) et garder les
tubes a -20°C.

2.3.3. Controle de qualité de ’ADN par spectrométrie
a. Objectif

Cette expérience a pour but de rechercher la pureté de I’ADN extrait sous ’intensité des

longueurs d’onde déterminées (260nm pour I’ADN et 280nm pour les protéines).
b. Principe

Etablir les spectres d'absorption de I'ADN, d'une protéine et justifier l'utilisation du

rapport A260/A280 comme indicateur de pureté d'un extrait d'ADN.

C. Mode opératoire

-Les tubes contenant I’ ADN ont €té dilués au 1/100 pour permettre une bonne lecture.
-Le spectrometre doit étre ajusté avec le blanc (cuve d’eau ultra pure).

-Les échantillons ont été versés dans la cuve en quartz.

-Les lectures étaient effectuées a 260 nm et 280nm en méme temps.

-Le ratio 260/280nm a été calculé afin de mesurer la pureté de I’ADN qui doit étre

comprise entre 1,8 et 2.
2.3.4. Amplification de la ’ADN cible par PCR

a. Objectif
Elle permet d’obtenir d’une quantité suffisamment importante d’un fragment d’ADN
pour I’analyse.

b. Principe

La réaction en chaine de la polymérase (PCR) est une technique d’amplification de
I’ADN spécifique in vitro .Cette technique comporte de nombreux cycles. Chaque cycle
comporte trois étapes successives : La dénaturation de I’ADN, I’hybridation de I’ADN
avec des amorces et la synthése de I’ADN (Pasternak, 2003).
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C. Mode opératoire
Pour une réaction de PCR, le mélange réactionnel doit contenir :

-10 pl de mix de Qiagen (MQ) qui est constitué de tampon de polymérase 1x MgClz 1,5
millimol), les 4 dNTP (DésoxyNucléotides-Tri-Phosphates) a 0,2 mmol.

-1ul de ’amorce MY'11

-1 pl de I’amorce MY 09

-0,2 pl de la hot star Taq polymérase (Fig I1. 1)

-32.8 ul d’eau distillée stérile pour obtenir un volume de 45ml

-Dans des tubes en barrettes numérotés, 45ul. du mélange réactionnel sont mis.

- 5 pl de chaque extrait d’ADN sont ajoutés en respectant 1’ordre des tubes.

Fig I1. 1: Le mélange réactionnel pour la PCR

Les tubes sont par la suite placés dans le thermocycleur.

Le thermocycleur contrble les changements de températures a différentes étapes de

la réaction, le programme d’amplification était comme suite (Fig I1. 2) :

o Etape de dénaturation initiale —— 95°C pendant 15 minutes

o Etape de dénaturation ——95°C pendant 30 secondes.

o Etape d’hybridation ~— 53°C pendant 45 secondes.
J Etape d’extension ——5 72°C pendant 1 minute pour 1’élongation

. Etape d’extension finale — 72°C pendant 5 minutes

. Etape finale : Fin du programme 4°C jusqu’a I’infini

Le temps de la réaction est de 2 heures et 30 minutes.
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Fig Il. 2 : Le programme de thermocycleur pour le test
HPV 2.3.5. Analyse par électrophorése sur gel d’agarose 1,5%
a. Objectif

L’objectif principal de cette technique est la séparation des molécules d’ADN en fonction

de leur taille (analyse qualitative).
b. Principe

L’électrophorése sur gel d’agarose est utilisée pour séparer des molécules en fonction de
leur charge, leur taille et leur forme. Il s’agit d’un moyen de séparation particuliérement
efficace pour des biomolécules chargées telles que I’ADN, I’ARN et les protéines

(Stellwagen, 2010)
C. Mode opératoire

-Préparer le TAE (Tris, acide acétique et EDTA ; un tampon de migration utilisé

en électrophorese) a 0,5x a partir de la solution mére TAE 10 fois :

-L’agarose est un polymére a base d'agar purifié, il est utilisé a 1,5 %. Pour cela, 1,59
d’agarose est dissoute dans 100 ml de tampon TAE (0,5X) au micro onde (agiter de

temps a autre pour homogénéiser le mélange).

- Ajouter le BET (Bromure d’éthidium ) qui est employé comme marqueur non radioactif

pour identifier et visualiser des bandes d'acides nucléiques dans le gel d’électrophoreése.

- Placer ensuite le peigne (& Imm du fond et a environ 1cm de I’extrémité) a 'une des
extrémités du support et couler doucement le gel (Smm d’épaisseur) en évitant toute

formation de bulle d’air avec un cone (Fig II. 3).
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- Laisser le gel se solidifier. Le gel étant chaud éviter d’inhaler la vapeur de BET au

niveau de la cuve puis retirer délicatement le peigne.

Fig Il. 3 : La préparation de gel d’agarose
- Positionner le plateau de moulage au niveau de la cuve a électrophorese, les puits du
coté de la cathode.

- Remplir la cuve de tampon TAE 0,5X pour qu’il couvre complétement le gel.

- Mélanger 6 pl d’échantillon avec le tampon de charge (bleu de bromophenol, xyléne
cyanol et glycérol et prélever le mélange avec une micropipette en changeant des cones a

chaque prélévement.

- Remplir les puits en faisant attention de ne pas déchirer le fond du gel avec la pointe
de la pipette (Fig I1. 4).

- Déposer 5ul de marqueur de taille dans le dernier puits. Enfin, fermer la cuve et

brancher les électrodes. Choisir le voltage a 135 et laisser migrer pendant 20 min.

Fig 1. 4 : Le dépot des échantillons sur gel d’agarose dans la plaque a électrophorése -
Aprés migration, placer le gel dans I’appareil UV réuni avec caméra et prendre une

photo.
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2.3.6. Recherche d’HPYV par test Amplicor®

Le test Ampilcor® réalisée au niveau de LAMAABE été utilisé pour 1’analyse de

10 prélévements sur les 36.

Le test HPV Amplicor est un test qualitatif réalisé in vitro servant a la détection
de I'ADN, basé sur la PCR qui peut identifier 13 types d’HPV a haut risque. Ce systéme
utilise des amorces biotinylées pour amplifier une région d’environ 165 pb de la
séquence L1 a I’intérieur de la région polymorphe du génome du HPV en utilisant une
PCR suivie d'une hybridation d'acide nucléique , sans permettre le génotypage et possede

un control interne, le géne cellulaire la B-globine.

a. Mode opératoire
Les échantillons vont étre traités par le test Amplicor® HPV. Ce dernier comporte
3 étapes principales: Extraction de 1I’ADN ; amplification par PCR ; détection des

amplicons.

Par manque de certaines conditions, 1’étape de I’extraction n’a pas pu étre

réalisée. Des extraits de docteur NAHET Amira ont été utilisés pour les étapes suivantes.
b. Amplification

La PCR a été effectuée avec un volume de réaction final de 50pL, dans des tubes
eppendorf contenant 25 pL de mélange MMX (Fig 11.5) constitué de : ’ADN
polymérase, les dNTP, les amorces biotynilés (pour ADN HPV haut risque et pour
I’ADN B-globine), de I’activateur MgCl et (25uL) et de 1’échantillon (ADN extrait). Ces
tubes sont posés dans un plateau d’amplification qui est placé dans un bloc du

thermocycleur (BIO-RAD).

Fig I1. 5: Le mélange réactionnel MMX

Il était incubé pendant 2 minutes & 50 ° C (Fig I1. 6) pour une activation de I’enzyme et

9 min a 95°C (dénaturation initiale), suivi de 40 cycles :
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Un cycle commence en dénaturant les deux brins a 95°C pendant 30 s, suivi d’une
hybridation qui permet aux amorces de s’hybrider aux ADN pendant 45 s a 54 © C et une
élongation pendant 30 s a 72 ° C, avec un prolongement final pendant 10 minutes. Enfin

une étape a 4 °C a I’infini peut étre ajoutée. Le cycle dure 2h 30 mina 72 ° C.
c. Détection

Aprés I'amplification, un volume de 50ul de la solution de dénaturation (DN :
I’EDTA, NaOH) a été ajouté a chaque tube de PCR, suivi d'une incubation pendant 10

minutes dans le thermocycleur pour permettre une dénaturation complete.

Les étapes qui suivent sont réalisees sur microplaque. Elle est constituée de douze
barrettes, chaque barrette contient 8 puits. Deux types de puits sont utilisés : des puits
revétus de sonde d’ADN (HPV MWP) pour HPV et des puits revétus de sonde d’ADN
de B-globine (BG MWP).

Un tampon HPV HYB (100 pl) a été ajouté a chacun des 2 types de puits de la
plaque contenant 25 pl de I’amplicon dénaturé pour favoriser 1’hybridation. Tapoter le
bord de la plaque jusqu'a a ce que la couleur vire du bleu au jaune clair (ce changement

de couleur indique que le mélange est suffisant).

Les plaques ont été recouvertes et incubées pendant 1 h a 37 ° C pour permettre

une hybridation entre les amplicons et les sondes oligonucléotidiques.

Fig Il. 6: Incubation de la microplaque dans le thermocycleur

100ul du tampon de lavage a éte preparé : mettre 1 volume de WB (10 fois
concentré) a 9 volumes d’eau distillée. Pour chaque barrette de microplaque, on prépare

40 ml de solution de lavage.

La solution de lavage est conservée entre 2 et 25°C pendant 2 semaines dans un

récipient fermé.
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Les plaques ont été lavées cingq fois avec du tampon de lavage (WB) pour

éliminer le matériau non hybride.

Le conjugué avidine-peroxydase (AV-HRP) (100 ul) a été ajouté dans les puits,
étant donné que les amplicons sont biotynilés (amorces biotynilés), la biotine se fixe sur
I’avidine conjuguée a la peroxydase de raifort. Une fois I’incubation terminée. Les
plaques ont été recouvertes et incubées pendant 15 min a 37 ° C et étaient lavé de

nouveau comme décrit ci-dessus.

Le substrat actif a été préparé par le mélange de 2 ml La tétraméthylbenzidine
(SUBA) et 0.5 ml du peroxyde d'hydrogéne (SUB B).

100 pL de mélange actif ont été ajouté a chaque puit (Fig 11.7), et les plaques

ont été incubées dans I'obscurité a température ambiante pendant 10 min.

Fig 11.7: Aprés I’ajout de substrat actif

Le réactif d'arrét (STOP) (100 pL) a été ajouté dans les puits, et la densité optique du
mélange réactionnel a été mesurée a 450 nm dans le spectrophotomeétre (voir détail des

constitutions de kit Amplicor dans annexe 6)

e Remarque :

Le point de coupure positif pour était une valeur A 450 de 0,2.

Aus0>0.2 —— positif Auss0 < 0.2 ——négatif
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Discussion

observée dans une étude de Sando et al. (2014) sur une population a Cameroun est
également en accord avec les statistiques de notre analyse. Pour le cancer de col utérin,
les carcinomes épidermoides donne un taux 78,11% et les adénocarcinomes un taux de
7,73%, ce qui est en accord avec la littérature, ou Duport (2008) indique une proportion
de 80% a 90% pour les carcinomes épidermoides et de 10% a 20% pour les
adénocarcinomes. Une fréquence de 92,85% des cas de carcinome épidermoide a été
enregistrée dans notre étude pour le cancer de vulve ce résultat est supérieure a celui de
Boujoual et al. (2014) ou la forme de carcinome épidermoides représente de 50% des
cas. En fonction du type histopathologique, on note que les Iésions ovariennes sont a
53,10 % des carcinomes épidermoide dans notre analyse ce qui difféere des résultats
obtenu par Benhessou et al. (2016) au Maroc, ou le cancer de 1’ovaire est essentiellement
un adénocarcinome et les résultats de Sando et al. (2014) ou le type histologique de
cancer de l'ovaire est constituait de 90.32% des tumeurs épithéliales.

L’analyse descriptive des anomalies a montré un taux de 11,49 % pour les
femmes qui avaient atteint un stade métastatique ; ces patientes consultent en effet a des
stades tres tardifs. Au Maroc, selon une étude de Berraho et al. (2012), le diagnostic des
cancers génitaux en général est fait a un stade avancé avec 82,8% des cas a un stade
métastastatique. Le diagnostic des cancers génitaux reste aussi tardif au autres pays
Africain, ceci s'explique par le long délai entre I'apparition des symptémes et le recours
aux soins et l'absence de politique nationale de dépistage et de vaccination (Sando et al.,
2014).

2. Discussion des techniques de détection des papillomavirus humains

L’infection par HPV représente ’'une des maladies sexuellement transmissibles
les plus fréquentes. Il est bien démontré que le HPV joue un réle primordial dans le
développement des lésions intraépithéliales et des cancers génitaux, notamment au
niveau du vagin, de la vulve mais surtout au niveau du col utérin (Walker et al.,
2001) . On estime que ces types d'agents causent environ 5% du taux de cancer dans le
monde, qui comprend 99% des cancers du col de l'utérus, 70% des cancers vaginaux et
43% des cancers de la vulve (Dok et Nuyts, 2016).

Nos résultats confirment la force d’association entre HPV et cancer épidermoide

invasif du col de I’utérus puisque 100% des 1€sions de notre série abritent un HPV, ce qui
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concorde avec la littérature. Cette prévalence est similaire a une étude réalisé par la
Société Algérienne de ’HPV (SAHPV) en 2010, et a celle rapportée par Hammouda et
collaborateurs (97,7%) dans une série hospitaliere de cancers du col de 'utérus a Alger
(Hammouda et al., 2005), et celle de Khenchouche et al. 2013 dont HPV est positif
dans 95% des cas.

En Tunisie Les cancers du col utérin étaient associés aux HPV a haut risque dans
73,1 % des cas (Missaoui et al., 2010).

Selon une étude américaine réalisée par Saraiya et al. (2015) I’HPV est associée
a 91% des cancers du col de l'utérus.

Selon une étude rétrospective transversale a I’échelle mondiale de Wright et al.
(2010) 85% de cancer de col utérin est positifs pour I'ADN du HPV, une autre étude de
Munoz et al. (2003) I'ADN du HPV a été détecte dans 90,7% des patients atteints de
cancer du col de l'utérus. Une autre étude réalisée par Parkin, 2006 montres que 100%

des cancers du col de l'utérus attribuables aux virus du papillome.

En ce qui concerne les autres sites génitaux, le cancer de la vulve abrite un seul
cas d’HPV positif (1/6) ce qui est tres peu fréquent (17%) par rapport a une étude de Van
Beurden et al. (1995) dont 92% des néoplasies intra-épithéliales vulvaires étaient HPV-
positifs et par rapport a celle de De Vuyst et al. (2009) ou les auteurs ont indiqué dans
leur méta-analyse de 63 études totalisant 1873 carcinomes épidermoides de la vulve, une
prévalence globale du HPV de 40%. Une autre étude de Saraiya et al. (2015) a montré
69% des cancers de la vulve sont liés & I’HPV, ce qui est similaire a une autre (69%)

étude américaine réalisée par Bailey et al. (2016).

Le cancer de vagin, deux tumeurs abritent un HPV (2/5), la prévalence est plus
faible (40%) a celle raportée par De Vuyst et al. (2009) (60%). Des distributions plus
éleves sont observées aux USA (75%) (Saraiya et al., 2015) et dans une autre étude
réalisée par Van Beurden et al. (1995) dont HPV est positif dans 75% des cancers

vaginaux.

Le nombre modeste de tumeurs disponibles pour les localisations vulvaires (n=6) et

vaginales (n=5) a sans doute induit un biais de sélection et les prélévements que nous
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avons analysés ne sont vraisemblablement pas représentatifs des cas de cancers dans la

population algérienne.
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Conclusion

Conclusion et perspectives

Le virus du papillome humain est un virus @ ADN oncogéne qui provoque une
prolifération épithéliale sur les surfaces cutanées et muqueuses. Les lésions et les
cancers associés aux HPV peuvent se développer en différents sites du tractus génital de
la femme, comme le col de 1’utérus le deuxiéme cancer féminin le plus fréquent au

monde, le vagin et la vulve (Didier, 2010).

L’évaluation du profil épidémiologique a montré que le cancer du col de ’utérus
se place a la premiere position des cancers génitaux (30.46%) dans la région de Tlemcen
suivi par le cancer de vulve se place a la deuxieme position (2.94%) suivi par le cancer
de vagin (1.05%), ce qui en accord avec la littérature (Dufit et al., 2016). Cette étude a
montré aussi que I’age moyen de survenu des cancers génitaux était de 56.5 ans, avec des

extrémes d’age de 21 & 92, ce qui confirme 1’étude de et de Gustafson et al. (2015)

Le carcinome semble étre le type de cancer le plus prédominant avec 63,24% des
Iésions génitales contre 23,74% d’adénocarcinome. La nette prédominance du carcinome
épidermoide dans tous les cancers génitaux (184 cas sur 210 soit 87.6%) observée dans
une étude de Sando et al. (2014) sur une population a Cameroun ce qui en accord avec
les statistiques de notre analyse.

La plupart des femmes ayant une activité sexuelle seront infectés a un moment de
leur vie et certains risquent de I’étre a plusieurs reprises, Il est donc important qu’elles

soient informées sur cette infection sexuellement transmissible et sur les moyens de s’en

protéger (OMS , 2015)

Le diagnostic de I’infection a HPV repose essentiellement sur la détection du
génome viral par biologie moléculaire compte tenu du caractere difficilement cultivable
en routine de ces virus et La technique d’amplification en chaine de séquence d’ADN par

la polymérase (PCR) reste la méthode la plus sensible (Hantz et al.,2010).

La recherche d’ADN d’HPV par PCR sur 36 cancers génitaux montre que 70,7%
se sont révélés positifs, la fréquence des HPV était de 100% dans les cancers du col

utérin, 40% dans les cancers du vagin, 17% dans I'ensemble des cancers de la vulve.

L'adoption généralisée du test HPV et des vaccins actuels contre le HPV permet

de réduire l'incidence et la mortalité de ces cancers par au moins les deux tiers. Une
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réduction de la mortalité pourrait étre obtenue plus rapidement si des programmes de
dépistage des cancers génitales rentables pour les femmes adultes étaient mis en place
avec la vaccination des jeunes adolescentes, on pourrait avoir des avantages non
cumulables dans la réduction des cancers génitaux par [’association dépistage-

vaccination (Lowy et Schiller, 2012).
Suite a cette étude, nous pouvons ressortir avec les perspectives suivantes :
o Augmenter le nombre des échantillons pour promouvoir la vaccination anti-HPV.

J Utiliser d’autres techniques de détection comme la PCR en temps réel afin

d’estimer la charge virale.

. La nécessité d’une politique de surveillance systématique des affections génitales

instituant le dépistage a son stade initial.
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Unnexes

Annexel : Classification et pathologies des HPV (Bernard et al., 2010).
Genre Espéce Type Risque/Pathologie
Alpha-Papillomavirus 01 HPV 32,42 BRM, Iésions orales ou génitales
02 HPV 3, 10, 28, 29, 77, 78, 94, 117 BRM, lésions cutanges, muqueuses
03 HPV 61, 62, 72, 81, 83, 84, 86, 87, 89,102, 114 BRM, ésions muqueuses
04 HPV 2,27, 57 Verrues vulgaires
05 HPV 26. 51, 69, 82 HRM, lésions muqueuses
06 HPV 30, 53, 56, 66 HRM, lésions muqueuses
07 HPV 18, 39, 45, 59, 68, 70, 85, 97 HRM, Iésions muqueuses
08 HPV 7, 40, 43,91 BRM, lésions cutanées, muqueuses
09 HPV 16, 31, 33, 35, 52, 58, 67 HRM, lésions muqueuses
10 HPV 6,11, 13,44, 74 BRM, condylomes acuminés
11 HPV 34,73 HRM, Iésions muqueuses
12 HPV 54 BRM, lésions muqueuses
13 HPV 71, 90, 106 BRM, lésions mugqueuses
Béta-Papillomavirus 01 HPV 5, 8, 12, 14, 19, 20, 21, 25, 36, 47, 93, 98, 99, 105, lésions cutanées bénignes, parfois
118, 124 malignes
) HPV 9, 15, 17, 22, 23, 37, 38, 80, 100, 104, 107, 110, ésions cutanées bénignes, parfois
111, 113,120, 122 malignes
03 HPV 49,75, 76, 115 lésions cutanées bénignes
04 HPV 92 lésions cutanées bénignes
05 HPV 96 lésions cutanées bénignes
Gamma-Papillomavirus 01 HPV 4, 65, 95 |ésions cutanées
02 HPV 50 lésions cutanées
03 HPV 48 lésions cutanées
04 HPV 60 lésions cutanées
05 HPV 88 lésions cutanées
06 HPV 101, 103, 108 Iésions cutanées
07 HPV 109, 123 lésions cutanées
08 HPV 112,119 lésions cutanées
09 HPV 116 lésions cutandes
10 HPV 121 Iésions cutanées

Annexe 2 : Cancer épidermoide et adénocarcinome du col uterin (Mosonego,2007)
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Annexe 3 : Tableau : Classifications des lésions épidermoides du col utilisées en

cytologie et histologie (Sanchau-Garnier, 2013)

Classification cytologique Classification histologique
Papanicolaou Bethesda OMS Systéme CIN
Classe | Normal Normal Normal
Classe Il ACS, ACG Atypie cellulaire Atypie cellulaire
Classe Il LSIL Dysplasie légére CIN1
Classe Il HSIL Dysplasie modérée CIN2
Classe Il HSIL Dysplasie sévére CIN3
Class IV HSIL Carcinome in situ CIN3
Classe V Carcinome invasif Carcinome invasif Carcinome invasif

ACG : atypie cellulaire glandulaire; ACS : atypie cellulaire malpighienne; HSIL : Iésion intra-épithéliale de haut grade (high grade
squamous intraepithelial lesion); LSIL ; 1ésion intra-épithéliale de bas brade (low grade squamous iniraepithelial lesion).

Annexe 4 : Probabilités de régression, de persistance et d’évolution des CIN
(Ostor,1993).

- N ; Progression vers une CIN Progression vers un
Lésion Régression Persistance L. s .
superieure cancer invasif
CIN1 57% 32% 11% 1%
CIN2 43% 35% 22% 5%
CIN3 32% <56 % _ >12 %

Annexe5 : Le cancer de vulve ( Monsonego,2007)




Annexe 6 : Les constituants de kit Amplicor.

- ATL (Tampon de lyse tissulaire) : Ethylene Diamine Tétra Acétique EDTA, sulfate de
dodecyle et de sodium SDS.

- PK (protéinase K) : protéinase K, aloum Tritirachium protéinase serine
- CAR (ARN porteur) : ARN de synthése (protege I'ADN)
- AVE (tampon d'¢lution) : eau sans RNa se, azide de sodium (anti bactérien)

Il sert de diluant pour le CAR et en étant neutre il permet la séparation d'/ADN de la

silice.
- AL (Tampon de lyse) : hydrochlorure de guanidine

- CLM (Colonnes QlAamp® MinElute®) ; sous forme de minitube contenant a la base

une membrane de silice) ;
- AW2 (Tampon de lavage) : Tampon de Tris-HCL, azide de sodium

- Témoin HPV positif : Tampon de Tris-HCIl, EDTA, azide de sodium, ADN
plasmidique non infectieux (d'origine microbienne) contenant une séquence d'HPV 16,
ADN plasmidique non infectieux (d'origine microbienne) contenant une séquence de béta

globine humain.
- Témoin HPV négatif : Tampon de Tris-HCI, EDTA, azide de sodium.
- HPV MMX (Mélange réactionnel HPV) :

o Tampon de Tris, chlorure de potassium,
o ADN polymérase AmpliTag® Gold (enzyme thermorésistante d'origine

microbienne catalyse I'amplification de 'ADN),

o Enzyme AmpErase (uracile-N-glycosylase)
o dNTP: dATP, dCTP, dGtp, dUTP,
o Amorces (biotynilées), azide de sodium,

- HPV MgCl2 (Chlorure de magnésium HPV) : Chlorure de magnésium, colorant

amarante, azide se sodium.

- HPV MWP (Microplaque pour HPV), microplaque équipée de sondes d'/ADN pour
HPV: 12 barrettes de microplaque a 8 puits.
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- BG MWP (Microplaque pour béta globine), microplaque équipée de sondes d'ADN
pour béta globine (B_PCO03): 12 barrettes de microplague a 8 puits.
- DN (Solution de dénaturation); hydroxyde de sodium EDTA, Bleu de thymol

- HPV HYB (Tampon dhybridation HPV); solution de phosphate de sodium,
solubilisant, thiocynate de sodium

-AV-HRP (conjugué avidine-peroxydase de raifort) : Tampon de Tris HCI, conjugué

Gammaglobuline bovine (d'origine mammifére), Phénol, conservateur ProClin®.

- SUB A (substrat A); solution de citrate, peroxydase d'hydrogeéne, conservateur ProClin®
- SUB B (substrat B) : Tétramethylbenzidine (TMB), Diméthylformamide (DMF)

- STOP (réactif d'arrét) : acide sulfurique

- 10 x WB (concentré 10x de lavage) : tampon de phosphate, Chlorure de sodium,

EDTA, détergent, conservateur ProClin®.

Annexe 7 : Tableau : Interprétation des résultats d’ Amplicor

HPV Auso | Bglobine Auso Interprétation
ADN du HPV a haut risque (HR)
<0.2 >0.2 o
non détecté
Résultat non valide. L’ADN du
<0.2 <0.2 HPV HR, si présent, n’a pas pu
étre détecté.
' ADN de HPV a haut risque
N’importe ) .
>0.2 | | détecté. L échantillon est positif
eque
quant a la présence d’HPV HR
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