N

N

Les cellules apoptotiques vecteurs d’oncogenes viraux :
Une voie alternative de la carcinogenése associée aux
HPV
Emilie Gaiffe

» To cite this version:

Emilie Gaiffe. Les cellules apoptotiques vecteurs d’oncogenes viraux: Une voie alternative de la
carcinogenese associée aux HPV. Médecine humaine et pathologie. Université de Franche-Comté,
2011. Francais. NNT: 2011BESA3006 . tel-01227181

HAL Id: tel-01227181
https://theses.hal.science/tel-01227181
Submitted on 10 Nov 2015

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-01227181
https://hal.archives-ouvertes.fr

UNIVERSITE DE FRANCHE-COMTE
UFR SCIENCES MEDICALES ET PHARMACEUTIQUES DE BESANCON
Année Universitaire 2010 — 2011

THESE
Pour 'obtention du dipléme
de Doctorat de I'Université de Franche-Comté
Spécialité : Sciences de la Vie et de la Santé

n° bibliotheque :
Présentée et soutenue publiquement le 11 Juillet 2011 par

Emilie Gaiffe

Les cellules apoptotiques vecteurs d’oncogénes viraux :

Sous la direction du Professeur Christiane MOUGIN

Composition du Jury :

Directeur de Pr. Christiane MOUGIN Université de Franche-Comté
these :

Rapporteurs : Pr. Pierre Formstecher Université de Lille

Dr. Nathalie Jacobs, chercheur qualifié Université de Liege, Belgique
Examinateurs : Pr. Pierre OUDET Université de Strasbourg

Pr. Philippe Saas Université de Franche-Comté

Dr. Patrick SANDOZ, chargé de recherches Université de Franche-Comté
CNRS







lu lP C U.F.R. SCIENCES MEDICALES ET PHARMACEUTIQUES

- Bureau des Théses — HDR - Dipldmes - TEL. 03 81 66 55 10

umivemsrrd Place Saint-Jacques - 25030 BESANCON CEDEX

THESE POUR OBTENIR LE DIPLOME DE DOCTORAT
DE L'UNIVERSITE DE FRANCHE-COMTE

EN SCIENCES DE LA VIE ET DE LA SAHTE

Ne 25,4 0S

Présentée par  Madame, Mensiedr, 6@?{& GaXle
Né(e) le O6 Decembre 1382

et ayant pour titre :

Z@S Clzppd&o a?o‘:)»o"l'qu&fb ‘u@c\"w dbﬂco%u;l’% Utoux -

U - :
Ve vore a?hﬁfﬂ&h Ve c:lq ﬂa Carcimg%imé.'ig LBoeciee ciox HPY

Vu et permis d'imprimer,

Besangon, le )é 10 Sour

Le Directeur de Thése, ~ Pour le Président et par délégation,
Le Directeur de I'UFR SMP,

¥

E. SAMAIN







Rermerciements

Je tiens, en premier lieu, & remercier Monsieur le Professeur Pierre Formstecher,
Directeur de 1’équipe de recherche INSERM U837 et Président du Cancéropdle Nord-Ouest,
et Madame le Docteur Nathalie Jacobs, Chercheur qualifié FNRS au département des
Sciences Biomédicales et Précliniques dans le service d’ Anatomie et Cytologie Pathologiques
de I’Université de Liége, pour m’avoir fait ’honneur d’étre les rapporteurs de cette thése et
d’avoir jugé mon travail. Je leur suis trés reconnaissante d’avoir porté un regard critique de
specialiste, chacun dans leur domaine, sur ce travail qui fait appel & des compétences
transversales.

Toute ma gratitude a Monsieur le Professeur Pierre Oudet, Chef de Service du
Laboratoire de Biochimie et de Biologie Moléculaire de I’Hopital de Hautepierre et
coordonnateur scientifiqgue du Cancérop6le Grand-Est, qui a accepté d’examiner ce travail.
Vous avez initié ce travail et m’avez fait ’honneur de le juger. Votre gentillesse et vos
compétences sont un exemple. Soyez assuré de mon profond respect.

A Monsieur le Docteur Patrick Sandoz, Chargé de Recherches CNRS au département
de Mécanique Appliquée a I’Institut FEMTO-ST de I’Université de Franche-Comté, qui nous
a permis de développer une collaboration enrichissante scientifiguement et humainement.
Vous m’avez fait I’honneur de juger ce travail, je vous exprime ma gratitude et ma
considération.

A Monsieur le Professeur Philippe Saas, Directeur adjoint de I’équipe de recherche
INSERM UMR 645 et Directeur du Département « Recherche et Formation » de
I’Etablissement Francais du Sang Bourgogne/Franche-Comté, pour m’avoir fait I’honneur de
présider ce jury de thése. Soyez assuré de ma profonde gratitude et de mon respect.

Je remercie tout particulierement Madame le Professeur Christiane Mougin, ma
directrice de thése, Praticien Hospitalier au CHU de Besancon et Directrice de ’EA3181 de
I’Universit¢ de Franche-Comté, pour la confiance qu’elle m’a accordée, pour son
encadrement, ses conseils et son enthousiasme. Merci également a Monsieur le Docteur Jean-
Luc Prétet, Praticien Hospitalier au CHU de Besangon et Maitre de Conférences a
I’Université de Franche-Comté, pour son encadrement et ses conseils. Je vous remercie tout
deux pour m’avoir proposé ce sujet novateur et pour m’avoir laiss¢ une autonomie importante,
tout en étant présents au travers de nos enrichissantes discussions. Vous m’avez fait découvrir
le transfert horizontal de génes par votre expérience en Biologie Cellulaire et dans le domaine
du cancer du col de I'utérus. Vous avez su m’encourager a communiquer, et enrichir mes
connaissances. J’ai pu apprécier votre gentillesse et votre disponibilité, veuillez trouver ici
I’expression de ma gratitude. Enfin j’apprécie toujours de me replonger quatre ans en arriere
et de revoir les différentes étapes franchies ensemble depuis le début de ma these.

Je remercie 1’Université de Franche-Comté, 1’école doctorale Homme, Environnement,
Santé, le CIES de Lyon, le Cancéropole et la Région Franche-Comté pour leur soutien
financier et pour les formations qu’ils m’ont permis de réaliser.



Je tiens & remercier tous les seniors de 1’équipe dont Madame le Docteur Isabelle
Lascombe, Madame le Docteur Sylvie Fauconnet et Monsieur le Professeur Aubin pour leurs
conseils lors des différentes réunions. Je remercie en particulier Monsieur le Professeur
Laurent Bermont de m’avoir propos¢ un poste d’Attaché Temporaire d’Enseignement et de
Recherche qui m’a permis de terminer cette thése.

Je voudrais également exprimer toute ma sympathie au Docteur Frédéric Deschaseaux
qui m’a donné le gott de la recherche et encouragée dans cette voie. Ma vie scientifique a
commencé lors de mes stages de BTS dans votre équipe et s’est poursuivie en master. Je vous
remercie particulierement pour la formation technique que vous m’avez apportée.

Mes remerciements vont aux membres de I’EA3181 d’hier et d’aujourd’hui avec qui
j’ai eu le plaisir de partager des moments de convivialité : Anne (la préparatrice de potion
explosive), Elise (le padawoane PCR devenu expert), Fabienne et Frangois les padawaones,
Guillaume et Magalie (qui m’ont montré que méme si on en bave on y arrive - valable pour
JS aussi), Maelle (la directrice de colo, pro- de la PCR), Manue (la prochaine, allez courage)
et Julie.

Je remercie aussi les membres du laboratoire de Biologie Cellulaire du CHU :
Evelyne, Francoise, Laurence, Alice et tout particulierement Sylvianne pour le temps passé
sur mes lames d’HIS et Pascale, le maitre zen aux nerfs d’acier.

Un trés grand merci a tous les membres de I'IBCT (ancien et nouveaux). Vous
m’avez accueillie au sein du batiment, et permis de travailler dans un climat amical et
chaleureux. Alors un grand merci a (par ordre alphabétique pour qu’il n’y ait pas de jaloux) :
Alphonsine, ambassadrice de 1’autoclave ; Amandine, la future maman ; Amélie (la jeune
bosseuse) ; Audrey (la vieille bosseuse) ; Baptiste, Tac en journée et Robin des bois en
soirée ; Camille, la nouvelle suissesse ; Chantal (et son monde) ; Damien, mon barbu du L2
cinéphile ; Dom, mon philosophe matinal, maitre supréme des souris ; Francis le bosseur pour
les pauses cigarettes techniques et ses grognements occasionnels (ou presque) ; Jean-René,
mon Jason Statham d’un moment; Jean-Seb, mon MSNeur; Jérémie, le footballeur
humoriste ; Jessy, la survoltée des soirées a paillettes d’or ; Kiki & filles, le fil rouge de toutes
ces années ; Lolo (précédemment dénommé Mr le Professeur Laurent Bermont), pour ses
monologues du midi ; Lyllia, le papillon Bulgare de la science ; Mélanie, pour les pauses
cigarettes grand air, et nos séances de cinéma « d’auteurs » ; Myriam, dit Mymi la courtisée
ou Mymi la positive, relectrice homologuée ; Romain B le chouchou de ces dames ; Romain
V, Tic en journée et Tintin en soirée ; Pascale, la déchainée ; Sophie, ma colloc’ de bureau a
multiples casquettes : tchatteuse, pense-béte, standardiste, dictionnaire, goQteur, désodorisant,
et j’en passe, qui a contribué physiquement et moralement a ma thése ; Vincent, mon ex-
colloc’ de bureau musicien, Virginie, ’experte de cytométrie; Zélie, grace a qui mes
maniaqueries sont passées inapergues ; et Zohair, celui qui faute de m’avoir tout appris m’a
enseigné 2 choses 1) que les limites de 1’agacement peuvent toujours étre repoussées et ii)
qu’il ne faut pas se fier au premier avis, méme si I’avis dure plusieurs mois.

Je remercie également tout mes conscrits de thése, July (prononcé « Rouli »), ma
binéme physicienne ; Gwen (fournisseur officiel de fibros humains) et ses collégues Céline et
Kevin ; Stéphanie, Sophie C, Carole et tous les autres.



Je tiens a remercier tout mes amis qui m’ont permis certaines fois de relativiser en me
montrant que la science et les manip ne sont pas tout dans la vie : Tol (le seul non scientifique
a avoir assisté au monologue final), David & Mary (et Alexis leur p’tit bout), Nath & Ced,
Lelex et sa famille (et maintenant sa chérie), Caro & Enzo (que j’ai vu grandir), Ced B (le
squatteur de dessin anime), Grisou (grace a qui j’ai rencontré mon chéri), Manu (de
maintenant pas d’avant), Guy (le meilleur organisateur de nouvel an), Max (la depuis
I’origine), Séverine, Max, Anne-Flore et Sylvain (viva Las Rocas), Anou, Ricard, Robin &
Anne-Claire (partenaires de poker délocalisés), Xav (Bindme d’un jour, bindme pour
toujours), les filles du foot (les anciennes et les nouvelles), les gars de la boxe (qui ont subit
parfois mes humeurs), mes entraineurs (Didou et Momo), tous les cocos de mon enfance, ceux
de Dannemarie et de Grandfontaine et tout ceux que je n’ai pu citer...

Je voudrais remercier toute ma famille, mon grand frére Olivier, qui a ouvert la voie,
sa chérie Sarah qui a agrandi la branche scientifique de la famille, mon petit frére Benjamin
qui restera toujours mon protégé et sa gentille moitié Annabelle.

A ma maman, sans qui rien ne serait, le Big Bang de ma vie qui nous a élevé et a fait
de nous ce que nous sommes.

A mon chéri, qui a pris cette aventure en cours de route, qui m’a rendu ces derniéres
années plus faciles et qui m’a permis, grace a ses conseils avisés, de relativiser tout au long de
ce travail.

La tradition veut I’écriture de ces remerciements. L’exercice est difficile mais nous
permet de remercier toutes les personnes qui ont contribué a 1’avancement de ce travail et qui
nous ont soutenues moralement. Cette tache n’étant pas facile, la liste des personnes
impliquées au cours de ces années ne peut pas étre exhaustive. C’est pourquoi je remercie
toutes les personnes que je n’ai pas citées précédemment et je m’excuse de I’oubli.









10



Résumé

I1 est a I’heure actuelle admis que de nombreuses modifications du génome conduisent
a la transformation de cellules normales en cellules cancéreuses. Ces modifications consistent
en des mutations et des réarrangements de I’ADN chromosomique, des gains ou des pertes de
chromosomes suite a des mitoses anormales et a I’intervention de parasites intracellulaires, et
en particulier des virus qui contribuent a I’évolution des génomes vers un état cancéreux (1.e.
perte du contr6le interne et externe du cycle cellulaire, immortalisation du clone cellulaire).
La phagocytose de cellules apoptotiques pourrait jouer un réle clef non seulement dans
I’étiologie des tumeurs, mais aussi dans 1’évolution, I’invasion et le potentiel métastatique des
tumeurs.

Chez les mammiferes, les cellules apoptotiques sont internalisées et éliminées par des
cellules phagocytaires spécialisées ou non qui dégradent les composants cellulaires.
Cependant, les cellules apoptotiques ne sont pas toujours complétement dégradées et peuvent
servir de vecteur d’ADN. Les genes transférés peuvent étre d’origine cellulaire ou virale et
sont exprimés par la cellule phagocytaire. Le transfert d’oncogenes cellulaires, tels que c-myc
et H-ras'*?, aboutit & la transformation des cellules receveuses. Cependant, la cellule
receveuse doit étre déficiente en p53 pour étre transformée. Le transfert de I’antigéne T de
SV40 avec les oncogénes c-myc et H-ras"*? induit la transformation des cellules receveuses
possedant une p53 fonctionnelle. L’antigene T de SV40 inhiberait le mécanisme de protection
de la cellule héte en induisant la dégradation de p53 et pRb. Les oncogénes E6 et E7 des
papillomavirus humains (HPV) a haut risque ayant des actions similaires a I’antigéne T de
SV40, il est concevable que le transfert horizontal de ces oncogénes soit a ’origine d’un

mécanisme alternatif de carcinogenése associée aux HPV.

Afin de confirmer cette hypothése, 1’apoptose de cellules dérivées de cancer du col de
I’utérus, abritant ou non des séquences d’HPV, a ¢été induite par un traitement chimique
combiné a une irradiation UV. Les cellules apoptotiques, quel que soit leur statut virologique,
sont phagocytées par les fibroblastes primaires. Cependant, seules les cellules apoptotiques
dérivées de cellules donneuses abritant de I’ADN d’HPV sont capables de transformer les
cellules receveuses. L’expression de I’ADN viral, en particulier de ’oncogéne E6, dans les
fibroblastes receveurs transformes ainsi que la perte d’expression des protéines p53 et p21
laissent supposer que le mécanisme de protection a été contourné par les oncogeénes d’HPV,

permettant la transformation cellulaire. Ces résultats suggerent que le transfert horizontal
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d’oncogenes viraux par des cellules apoptotiques peut étre responsable de la transformation

de cellules primaires et contribuer a la progression des tumeurs associées aux HPV.

Lors de I’étude du mécanisme d’internalisation des cellules apoptotiques, nous avons
travaillé en collaboration avec 1’équipe de Patrick Sandoz du laboratoire d’optique de
FEMTO-ST qui a mis au point des lames de microscope avec un systéme de repositionnement
intégré. Nous avons adapté ce microsystéeme a I’observation de matériel biologique vivant, en
particulier a I’observation de cultures cellulaires. Le repositionnement a été automatisé grace
au couplage du logiciel de repositionnement avec une platine motorisée. Ce systéeme permet
actuellement des observations séquentielles d’une préparation biologique avec une excellente
précision.

L’internalisation des cellules apoptotiques a été suivie en temps réel a 1’aide de ce
systeme référencé en position. Nous avons aussi, grace a des études pharmacologiques,
déterminé quel mécanisme d’internalisation est impliqué dans le transfert horizontal de génes
ainsi que les récepteurs potentiellement impliqués dans la prise en charge de la cellule
apoptotique par la cellule receveuse.

Les résultats présentés dans ces travaux mettent en évidence un nouveau mécanisme

de carcinogenese associée aux HPV via la phagocytose des cellules apoptotiques.
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Préambule

Le transfert vertical de genes est par définition le transfert de genes d’un organisme a
son descendant. Le mécanisme classique de transfert de génes chez les eucaryotes
unicellulaires, mais aussi chez les eucaryotes pluricellulaires, est la division par mitose d’une
cellule mére en deux cellules filles apres duplication et répartition du matériel génétique. Au
niveau des organismes pluricellulaires et de certains unicellulaires comme les champignons, il
existe une reproduction sexuee qui consiste en la transmission verticale de génes de deux
organismes parents de la méme espece apres fusion des gametes.

Le transfert horizontal de génes (THG) s’oppose au transfert vertical car la
transmission de tout ou une partie du génome a lieu entre deux organismes sans rapport
d’ascendance et sans nécessairement un rapport d’espéce. Le THG s’effectue généralement
entre cellules voisines. Ce mécanisme a été originellement décrit chez les procaryotes dans les
années 1940 lors d’un échange de genes de résistance a un antibiotique entre deux souches
bactériennes.

Chez les procaryotes et en particulier chez les eubactéries, il existe trois grands modes
de transfert horizontal de génes : la transformation, la conjugaison et la transduction (pour
revue [Thomas 2005]). La transformation a été le premier mécanisme décrit de transfert de
genes. Ce processus implique le transfert d'ADN entre bactéries par 1’absorption d’ADN libre
provenant de 1’environnement (bactéries dégradées) dans le cytosol bactérien. Généralement,
les bactéries développent cette compétence lorsque leurs conditions de croissance sont
altérées comme lors d’un manque de nutriments ou d’une densité trop importante. Le transfert
de genes par conjugaison permet le transfert d’ADN aprés jonction des cellules et la
formation du pilus, qui permet le contact intercellulaire et la formation du pore nécessaire au
transfert d’ADN. La transduction est aussi une forme de transfert d'/ADN. Elle est conduite
par des virus a tropisme bactérien a réplication indépendante appelés bactériophages (ou
phages). Parfois, les bactériophages peuvent accidentellement empaqueter de I'ADN de la
cellule hote dans leur capside et injecter cet ADN dans un nouvel héte. Quel que soit le
mécanisme de transfert, les bactéries doivent ensuite stabiliser ’ADN transféré, soit en
I’intégrant a leur génome par recombinaison, Soit en le circularisant. Divers processus
dépendant de 1’espéce bactérienne et du mécanisme de transfert impliqué, limitent le transfert,

I’absorption et la stabilisation de I’ADN étranger et par conséquent les échanges de génes.
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L'arbre de vie décrit par Darwin (figure 1) est devenu le standard illustré de I'évolution
des espéces, impliquant une racine commune a toute vie sur Terre et un processus de
bifurcation de I'évolution [Doolittle 1999]. Toutefois, il existe plusieurs exceptions a ce point de
vue [Koonin 2003]. Par exemple, les botanistes ont constaté que de nombreuses especes
végetales divergeaient du modéle de bifurcation car elles combinent les génomes de
différentes espéces parentales. Ce processus provenant de I'hybridation des deux espéces
parentales a été appelé évolution réticulée (figure 1).

L’endosymbiose des protéobactéries et des cellules eucaryotes ancestrales est a
I’origine des mitochondries [Keeling 2008, Doolittle 1998, Genereux 2003]. Certaines protéines
mitochondriales sont codées par le génome nucléaire et illustrent le troisieme processus
impliqué dans 1’évolution, le transfert de genes de la mitochondrie vers le noyau. On sait
maintenant que ’organisation binaire et la réticulation des lignées sont complétées par le
THG qui forme des liens entre les différentes branches de I'arbre de vie (figure 1). Pour
exemple, d'aprés une analyse de la teneur en GC et des codons du génome d'Escherichia coli,
18% des cadres de lecture ouverts ont été introduits dans le génome d’E. coli dont plus de
30% par transfert horizontal de génes depuis que cette espece a divergé de la lignée

Salmonella, il y a 100 millions d'années [Ochman 2000, Gogarten 2005].

s

J

Arbre de vie de Darwin Evolution réticulée

M)

|

THG dans I'évolution

Figure 1 : Schéma de I’arbre de vie décrit par Darwin, additionné de 1’évolution
réticulée et du transfert de aénes.

Aujourd’hui, le THG est connu pour avoir été la source d'une fraction du génome des
eubactéries et des archaea, et peut concerner des génes codant des protéines impliquées dans

le métabolisme cellulaire, telles que la HMGCoA réductase chez les archaea, la glutamine
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synthétase, ’HSP70, certaines ATPases, et les aminoacyl-ARNt synthétases [Gogarten 2002].
Toutes les catégories fonctionnelles de génes peuvent étre horizontalement transférées.
Cependant, certaines ont manifestement une propension plus élevée pour le transfert que
d'autres [Davids 2008]. Le THG peut fournir a la cellule receveuse les moyens d’occuper de
nouvelles niches écologiques. L'avantage sélectif conféré par des génes transférés est alors
fondamental et se manifeste le mieux dans certaines pathologies et écosystémes extrémes
[Olendzenski 2009]. La recombinaison homologue ne se limite pas aux échanges de genes au
sein d'une espece, elle peut permettre d’incorporer des genes provenant de donneurs d’espéces
différentes. Si un nouveau géne fournit un avantage sélectif, il peut étre échangé entre des
organismes non apparentés par THG. La fréquence des échanges dépendra de cing facteurs :
la proximité, la compatibilit¢ du métabolisme, les adaptations a I’environnement, le systeme
d’expression du géne et les mécanismes de transfert [Gogarten 2005].

L'examen comparatif du génome d’autres cellules montre que le THG n'est pas
seulement une particularité de I'évolution des bactéries entériques mais existe aussi chez les
archaea et les eucaryotes, y compris dans les cellules fongiques, végétales et humaines [de la
Cruz 2000, Katz 2002, Sanders 2006, Gladyshev 2008]. Si le mécanisme impliqué dans le transfert de
génes chez les bactéries est particulierement bien décrit, le(s) mécanisme(s) de THG chez les
eucaryotes supérieurs, et en particulier chez I’Homme reste(nt) encore mal connu(s). Un des
mécanismes potentiels décrit en 1999 implique les cellules apoptotiques comme vecteurs
d’ADN. Ainsi, aprés internalisation de la cellule apoptotique par une cellule environnante,
I’ADN contenu a I’intérieur de la cellule apoptotique est transféré et exprimé par la cellule
receveuse.

Il a été montré que ce processus pourrait étre impliqué dans la transformation tumorale.
La théorie de 1’évolution de Dawkins propose que 1’évolution repose sur la sélection naturelle
des génes et non des individus, soutenant que le géne assure égoistement sa propre survie, et
non celle des autres génes, de la cellule ou de I’individu [Shanahan 1999]. Ainsi, I’acquisition
de modifications géniques favorables a I’individu serait due au hasard. Cette théorie est
sujette a controverse. Certains la décrivent comme s’opposant a la théorie de 1’évolution de
Darwin qui repose sur la sélection naturelle favorisant le développement des individus les
plus adaptés a leur environnement, alors que d’autres pensent que ces théories ne s’opposent
pas vraiment mais se compléteraient en démontrant que la sélection naturelle n’existe pas
seulement au niveau des individus mais aussi au niveau cellulaire et moléculaire.

Le développement tumoral qui fait suite a I’expansion clonale d’une cellule modifiée

gréce a la pression de selection pourrait étre considéré comme une évolution cellulaire au
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détriment de I’individu. Ainsi, la cellule tumorale serait une cellule «égoiste » qui se
développerait au détriment de I’homéostasie nécessaire a 1’individu qu’elle compose. Le THG
serait donc un mécanisme qui permettrait I’évolution de la cellule tumorale au détriment de
I’individu. Dans ce travail, nous nous sommes intéressés au transfert de genes chez I’humain.
Nous avons verifié que le THG entre cellules humaines était possible et qu’il pouvait
favoriser la prolifération anormale de cellules dans un environnement tumoral et en particulier

dans le cas du cancer du col de 1’utérus associé aux papillomavirus humains.
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Revue de la littérature

Cette revue de la littérature est une synthése des travaux réalisés sur le THG chez les
mammiferes ainsi que sur la transformation par THG. Cependant, les mécanismes impliqués
dans la transformation par THG restent tres peu décrits. C’est pourquoi une partie de cette
revue discute des mécanismes et des molécules potentiellement impliqués dans le phénomene
de transfert. Nous nous sommes particuliérement intéressés au vecteur d’ADN dans le THG,
c’est a dire le corps apoptotique, afin de comprendre comment une cellule morte peut
transmettre de I’ADN et par quels mécanismes elle est internalisée par la cellule receveuse. La
protéine p53, qui est etroitement liée & la conservation du géne transféré et au mécanisme de
transformation par THG, ainsi que son rdle dans la transformation tumorale ont été

développés.
I) Transfert horizontal de génes chez les mammiferes

Le transfert horizontal de genes est actuellement trés peu décrit. Au moment de la
rédaction de ce manuscrit, seule une douzaine d’articles traitent de ce sujet. Néanmoins,

quelques caractéristiques du mécanisme sont exposées dans la littérature.
1-1) Modeéles cellulaires du THG

Le THG chez les mammiféres peut s’apparenter a la transformation bactérienne car il
conduit au transfert d’ADN abrité par une cellule morte ou mourante a une cellule voisine.
Cependant, ce THG se distingue de la transformation bactérienne par plusieurs aspects.
Premierement, toutes les morts cellulaires ne conduisent pas au transfert de genes. Seule la
mort cellulaire programmée également appelée apoptose (cf. chapitre 2-1) mene au transfert
de génes. Deuxiémement, I’ADN transféré n’est pas libre dans le milieu environnant la cellule
receveuse mais contenu dans un corps apoptotique, ou débris cellulaire, résultant de
I’apoptose. Et troisiémement, I’ADN n’est pas directement absorbé dans le cytoplasme de la
cellule héte mais transféré apres internalisation du corps apoptotique. Ainsi, le THG chez les
mammiferes provient de I’internalisation des corps apoptotiques par une cellule receveuse
(figure 2). Les différentes étapes aboutissant au transfert de genes seront reprises en détail

dans la suite de ce manuscrit.
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Figure 2 : Mécanisme de THG chez les mammiféres. Des corps apoptotiques sont internalisés par une
cellule receveuse dans laquelle ils transférent de I’ADN.

Les modeles d’étude qui ont permis de décrire le THG sont trés différents. C’est
pourquoi nous avons résumé les différents traitements inducteurs de mort, ainsi que les
modeles cellulaires et les conditions de coculture, utilisés dans la littérature. Ce résumé
permet de voir I’ensemble des travaux sur le THG précédant les nbtres et démontre la
difficulté a mettre au point un modele de THG dans le cancer du col de 1’utérus.

Le THG nécessite des cellules apoptotiques comme vecteurs d’ADN et non des
cellules nécrotiques et ce, quel que soit son mode d’induction: choc osmotique, choc
thermique par congélation ou par chauffage a 56°C [Holmgren 1999, Bergsmedh 2001, Bisset 2007].
L’induction d’apoptose la plus couramment utilisée dans les modeles de THG est
I’irradiation y a 150 Gy [Holmgren 1999, Bergsmedh 2001, Bergsmedh 2002, Bergsmedh 2006, Spetz 1999,
Spetz 2002, Yan 2006, Bisset 2007]. Néanmoins, d’autres inducteurs sont utilisés tels qu’un
traitement a 1’étoposide a 16 pg/ml, la privation de sérum et la déplétion en nutriments
[Holmgren 1999, Spetz 2002, de la Taille 1999, Bergsmedh 2001, Bergsmedh 2002, Burghoff 2008, Ehnfors
2009]. Quel que soit le traitement, la cellule apoptotique conduit a un THG a des taux
comparables quoique Iégerement plus faibles aprés une induction par 1’étoposide mais sans
différence significative.

Les cellules donneuses proviennent de différents types cellulaires et d’espéces
(tableau 1). Les vecteurs d’ADN les plus employés dans le THG sont des cellules
apoptotiques lymphoblastoides humaines (BL41, IB-4, Namalwa, Raji, TK6, L929, PBMC,
HuT78, 855/LAV.,...) ou porcines (LCL) infectées ou non par des virus (Epstein Barr Virus,
Human Immunodeficiency Virus, Porcine Endogenous RetroVirus,...) [Holmgren 1999, Yan 2006,
Spetz 1999, Bisset 2007]. Cependant, d’autres types cellulaires peuvent étre utilisés comme
vecteur du THG tels que des fibroblastes embryonnaires de rat, des fibroblastes de
fibrosarcome de souris ou L1929, des cellules dérivées d’un adénocarcinome de prostate

métastatique ou LNCaP, des cellules endothéliales de veine ombilicale ou HUVEC et des
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splénocytes de souris [Bergsmedh 2001, Bergsmedh 2002, Bergsmedh 2006, Ehnfors 2009, Yan 2006, de la
Taille 1999, Burghoff 2008, Spetz 2002]. Certaines de ces cellules sont transfectées ou non par des
genes rapporteurs (résistance aux antibiotiques), des génes viraux et/ou des oncogenes. Ainsi,
les données de la littérature montrent que le type de cellule donneuse n’influence pas le THG
mais I’infection de celle-ci par un virus semble le favoriser [Holmgren 1999].

Des cellules provenant de tissus et d’espéces varies ont servi de cellules receveuses
dans les différents modeles de THG (tableau I). Dans la plupart des cas, ces cellules sont
d’origine humaine ou murine, de type fibroblastique mais on trouve aussi des cellules
endothéliales aortiques bovines ou humaines, EaHy 926, des cardiomyocytes néonataux de rat,
des monocytes et des cellules dendritiques humaines, des cellules musculaires lisses humaines,
des cellules de cancer de prostate ou LNCaP [Holmgren 1999, Bergsmedh 2001, Bergsmedh 2002,
Bergsmedh 2006, Ehnfors 2009, Yan 2006, Spetz 1999, Bisset 2007, de la Taille 1999, Burghoff 2008]. Ces
cellules sont invalidées ou non pour différents genes potentiellement impliqués dans le

mécanisme de THG.

Cellules donneuses Cellules receveuses Rapport
Type Espece Type Espéce donneuse(s)/receveuse(s)

e L Cellules endothéliales
Différentes lignées Boeuf

= ik > aortigues
lymphoblastoides infectées ou . Fibroblastes foetaux Humain Holmgren et
non par EBV (BL41/95; EHR-A-BL41;| Humain

- Monocytes Humain al. 1999
I1B-4; Namalwa; Raji; Jijoye M13; P3H3; Yt
Rael; CBMI Ral Sto; BL41; Ramos; BL28)

Auteurs

Cellules musculaires lisses Humain

Bergsmedh
et al. 2001
Bergsmedh
et al. 2002
Bergsmedh
et al. 2006

Fibroblastes embryonnaires Fibroblastes embryonnaires Souris

Fibroblastes embryonnaires Fibroblastes embryonnaires Souris

Fibroblastes embryonnaires Fibroblastes embryonnaires Souris

Cellules endothéliales Boeuf
aortiqgues Enfhors et al.
2009

Fibroblastes embryonnaires
Fibroblastes embryonnaires Souris

Cellules lymphoblastoides (Tk6) | Humain Yann et al.

2006

- - Fibroblastes embryonnaires Souris
Fibroblastes de fibrosarcome

(L929) Souris

PBMC de patients HIV + Humain Flbroblapséﬁrsngostaux e Humain 2/1 avec fibroblastes et

: : — - cellules endothéliales
PBMC de patients HIV - Humain Cellules dendritiques Humain Spetz et

Cellules lymphoblastoides Ml al. 1999

(HUT78FS2, HUT78) Cellules endothéliales (EaHy T — 5/1 avec cellules
Lignée lymphoblastoide HIV + 926) dendritiques

Humain
(8ES/LAV RT-) uma

Cellules d'adénocarcinome de . Adénocarcinome de . de la Taille et
Humain Humain 1/1
prostate (LNCaP) prostate (LNCaP) al. 1999

Cellules engothellales de veine Bumaint|[Cardismysrytes neonati: Rat 5/3 Burghoff et
ombilicale (HUVEC) al. 2008

Cellules lymphoblastoides (LCL) . . Bisset et al.
infectées ou non par PERV Porc Fibroblastes (MRC-5) Humain 4/1 2007

Splénocytes infectés ou non par
HIV/MuLV

Spetz et al.

. } . 3 5 .
Souris Souris 1-2.10/souris 2002

Tableau | : Différents modeéles utilisés dans 1’étude du THG chez les mammiferes.
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Les conditions de coculture sont aussi tres diverses suivant les auteurs (tableau I). Le
rapport entre le nombre de cellules apoptotiques et le nombre de cellules receveuses varie de 1
cellule apoptotique pour 1 cellule receveuse a 10 cellules apoptotiques pour 1 cellule
receveuse. Le temps de coculture essentiel au THG n’a jamais été réellement déterminé.
Cependant, la grande majorité des modeles d’étude comporte une durée d’incubation de 48
heures [Holmgren 2002, Bergsmedh 2001, Bergsmedh 2002, Bergsmedh 2006, Ehnfors 2009, de la Taille
1999]. Seules les équipes de Yan et Spetz utilisent des durées de coculture respectivement de 3
jours et 1 a 2 semaines [Yan 2006, Spetz 1999]. En conclusion, les modéles mis en place pour

I’é¢tude du THG sont trés hétérogenes.

1-2) Transfert de génes

Comme les cellules utilisées, les génes transférés sont nombreux et divers. Ainsi, les

genes transférés peuvent étre d’origine cellulaire ou d’origine virale.
1-2-1) Transfert de genes cellulaires et viraux

En 1999, de la Taille et coll. sont les premiers a révéler que les cellules tumorales
issues d’un adénocarcinome de prostate ont la capacité, comme les bactéries, de transférer un
gene de résistance a une drogue afin de s’adapter a un environnement sélectif [de la Taille 1999].
Concretement, apres induction de I’apoptose, des cellules LNCaP possédant un gene de
résistance a I’hygromycine transférent ce géne a des cellules LNCaP ne le possédant pas mais
possédant un géne de résistance a la néomycine. Grace au transfert de ce géne, les cellules
receveuses sont en mesure de proliférer en milieu doublement sélectif contenant les deux
antibiotiques. Le géne transféré a une fréquence de 1 pour 10° colonies est encore exprimé
plus de 10 passages apres sélection. Par ailleurs, les cellules receveuses expriment le gene
transféré a un taux plus faible que les cellules donneuses. Les auteurs suggérent que, in vivo,
le traitement d’un cancer par un inducteur d’apoptose, qui supprimerait préférentiellement un
variant génétique dans une tumeur hétérogene, pourrait provoquer le développement d’un
sous-type de cellules cancéreuses plus agressives, en accumulant des mutations génétiques.

A T’aide de plusieurs lignées infectées par le virus d’Epstein Barr (EBV), Holmgren et
coll. ont expérimenté le transfert horizontal de génes viraux [Holmgren 1999]. L’emploi des
lignées BL41/95, EHR-A-BL41, IB-4 et Namalwa abritant des génomes d’EBV sous une
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forme intégrée a I’ADN génomique, et des lignées Jijoye M13, P3H3, Rael et CBMI Ral Sto
abritant des génomes d’EBYV sous une forme épisomale, a révélé que les génes viraux sont
transférés et exprimés dans 1 a 5 % des cellules receveuses lorsqu’ils sont sous forme intégrée
et sont non exprimés quand ils sont sous forme épisomale (figure 3). Il est concevable, mais
cela reste une hypothese, que les formes épisomales soient plus sensibles a la dégradation par

les nucléases que les formes intégrées.

Cellule receveuse

3
Cellule Celluie
non-phagocytaire phagocytaire

° Internalisation

Corps apoptotiques
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ADN viral ADN viral ADN celiulaire
cellulafre épisomal intégré + ADN viral intégré

Transfert de génes

N
-

Expression du géne transféré

Figure 3 : Régulation du THG. Le THG est dépendant de la capacité
des cellules a internaliser les corps apoptotiques, de la nature du géne
transféré (viral ou cellulaire) et, dans le cas du transfert d’ADN viral,
de son intégration a I’ADN génomique. De plus, I’expression du géne
transféré est dépendante du géne lui-méme et de la cellule receveuse.

Plusieurs génes d’EBV, tels que EBNA1 (Epstein Barr Nuclear Antigen 1), EBERL1 et
2 (EBV-encoded RNA), sont décelés des une semaine de coculture et sont toujours présents
dans le noyau de la cellule receveuse aprés 3 semaines de culture, de méme que les fragments
génomiques transférés. Les séquences d’EBV, qui correspondent a 2 copies sur le
chromosome 1 de la cellule donneuse, sont transmises a la méme fréquence que les séquences
d’ADN génomique représentant 1’ensemble du génome cellulaire (respectivement 15% et
17%). Ces données indiquent que certains fragments, en particulier les fragments d’ADN
viraux, sont préférentiellement transférés (figure 3). En outre, non seulement I’ADN viral est

plus efficacement transféré, mais sa présence dans la cellule donneuse faciliterait le transfert
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de ’ADN génomique. Ainsi, des cellules non infectées par EBV transferent de I’ADN
génomique a 3% des cellules receveuses tandis que celles infectées par EBV en transférent
17%.

Le transfert horizontal de geénes d’EBV pourrait expliquer la présence de I’ADN
d’EBV et son expression dans des cellules ne possédant pas le récepteur au complément CR2
nécessaire a I’infection par EBV. Dans la méme année, Spetz et coll. ont montré que les génes
d’un autre virus, le virus de I’'immunodéficience humaine 1 (VIH-1), pouvaient étre transférés
horizontalement d’une cellule infectée (HuT78sk, et cellules mononuclées du sang
périphérique issues de patients infectés) a des cellules endothéliales, des fibroblastes ou des
cellules dendritiques [Spetz 1999]. Ainsi, les auteurs ont démontré que des fibroblastes ne
disposant pas des récepteurs nécessaires a I’infection par le VIH abritaient, aprés 2 semaines
de coculture, des séquences codant la protéine gag du VIH-1. Ces résultats prouvent que le
THG peut aussi expliquer la présence du VIH-1 dans des cellules ne possédant pas de
récepteurs nécessaires a son entrée et ainsi prendre part a la persistance du virus chez les
individus infectés. En 2007, Bisset et coll. ont prouvé par ce mécanisme que le virus porcin
PERV (Porcine Endogenous RetroVirus) peut étre transmis a des fibroblastes humains [Bisset
2007]. Cependant, le taux de transfert dans les fibroblastes humains une semaine apres la
coculture est plus faible pour PERV (0,22%) que pour le VIH-1 (4%).

1-2-2) Régulation du transfert

Le mécanisme d’internalisation conduisant au THG n’a jamais été clairement
caractérisé. Dans les travaux d’Holmgren, les corps apoptotiques sont « phagocytés » des 1
heure de coculture par les fibroblastes feetaux humains. Bien que la littérature décrive la
phagocytose des corps apoptotiques (cf. partie 2-2), aucune étude ne caractérise vraiment le
mécanisme d’internalisation impliqué dans le THG.

Ce mécanisme est cependant trés important car, d’apres les études d’Holmgren et de
Spetz, la capacité « phagocytaire » ou la capacité d’internalisation de la cellule receveuse
détermine le taux de THG (figure 3). Ainsi, le pourcentage de transfert ’EBNA1 est de 51%
dans les monocytes humains, 20% dans les cellules endothéliales aortiques bovines, 4% dans
les fibroblastes feetaux humains et inférieur a 0,01% dans les cellules musculaires lisses
humaines, sachant que de maniere générale, les monocytes et les cellules endothéliales ont un
pouvoir phagocytaire plus important que les fibroblastes [Holmgren 1999]. De plus, dans les

travaux sur le transfert des génes du VIH-1, les fibroblastes feetaux de poumon humains ont
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une capacité phagocytaire équivalente aux cellules dendritiques (respectivement 19 et 18 %
de transfert) et supérieure aux cellules endothéliales humaines (1,3 %).

Le transfert de génes n’est pas spécifique d’espéce car dans le modéle de Holmgren et
coll., des cellules donneuses humaines peuvent transférer de I’ADN a des cellules receveuses
bovines et dans le modele de Bisset et coll. des cellules donneuses porcines peuvent transférer
de I’ADN viral porcin a des cellules receveuses humaines [Holmgren 1999, Bisset 2007].

1-2-3) Expression des génes transféreés

Pour étre exprimés, les genes transférés doivent étre intégrés au génome de la cellule
hote (partie 1-2-1). Plusieurs études démontrent cette intégration. Tout d’abord, lors du
transfert de séquences d’EBV, les genes transférés, tels que ceux codant EBNA, sont localisés
au niveau du noyau de la cellule receveuse [Holmgren 1999]. Dans ce modeéle et dans le modele
de Bergsmedh et coll., des expériences d’hybridation in situ ont démontré que I’ADN
transféré, qui peut correspondre a des fragments de chromosome, fusionne avec les
chromosomes de la cellule receveuse, démontrant son intégration [Holmgren 1999, Bergsmedh
2001, Bergsmedh 2002]. De plus, dans des résultats non publiés de 1’équipe d’Holmgren, le
transfert d’ADN dans le noyau de la cellule receveuse induit 1’activation de Mrell, une
protéine liant I’ADN double brin fragmenté, et de y-H2AX (Histone 2AX activé), une cible de
ATM (Ataxia-Telangectasia Mutated) impliquée dans la voie de réparation de I’ADN (cf. 3-2-
3 et figure 4) [Holmgren 2010].

Dans ces mémes travaux, le transfert de I’ADN du cytoplasme au noyau de la cellule
hote a été suivi par microscopie (Holmgren 2010). Le corps apoptotique présent dans le
cytoplasme de la cellule receveuse est dirigé vers le noyau, le déformant. L’ADN pénétre
ensuite dans le noyau par un mécanisme non déterminé, qui morphologiquement s’approche
d’une « phagocytose nucléaire » et que I’auteur a nommé pirinosis, un acronyme des mots
grecs Pirinas signifiant noyau et Enosis signifiant union. Cette fusion nucléaire expliquerait la
présence de grands fragments d’ADN et/ou de chromosomes entiers.

Bien que le transfert ne soit pas assujetti a la barriere de type cellulaire et d’especes et
que les genes transférés soient intégrés a I’ADN génomique de la cellule receveuse,
I’expression de ces génes n’est pas systématique. Elle est dépendante du géne transféré et du
type de la cellule receveuse. Par exemple, dans le transfert des génes de I’EBV, les genes
codants EBNAL, EBER1 et EBER2 transférés par des cellules lymphoides apoptotiques

infectées par EBV sont exprimés par les fibroblastes humains receveurs alors que celui codant
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EBNA2 est exprimé uniquement dans les lignées B lymphoblastoides [Holmgren 1999]. De
méme, lors du transfert de I’ADN du VIH, la protéine gag n’est pas retrouvée dans les cellules
endothéliales receveuses alors qu’elle est présente dans 18 % des cellules dendritiques deux
semaines apres coculture [Spetz 1999]. De plus, bien que les génes de PERV soient transferés
par les cellules porcines apoptotiques, ils ne sont pas exprimeés dans les fibroblastes humains

receveurs [Bisset 2007].

Intégration

Cellule
donneuse

Apoptose

Corps Internalisation . Ppirinosis
apoptotiques

Figure 4 : Devenir de I’ADN transféré. L’ ADN de la cellule donneuse est fragmenté durant 1’apoptose dans
les corps apoptotiques. La cellule receveuse internalise le corps apoptotique puis le dirige au noyau. Le
noyau internalise I’ADN apoptotique par pirinosis permettant a de grands fragments d’ADN de fusionner
avec le génome de la cellule receveuse.

Au sein d’un méme modele cellulaire de transfert, toutes les protéines ne sont pas
synthétisées au méme taux. Par exemple, aprés la coculture de cellules apoptotiques infectées
par le VIH-1 avec des fibroblastes, la protéine p24 est détectée dans 0,3 % des fibroblastes
tandis que la protéine gp 120 est présente dans 1,7 % des cas [Spetz 1999]. Enfin, il existe une
variabilité du taux de transfert suivant 1’individu donneur car des cellules mononuclées de
sang périphérique infectées par le VIH-1 induisent une expression de la protéine gag dans les
cellules receveuses variant de 6 a 51 % suivant le patient.

De surcroit, le transfert et 1’expression des genes transférés sont transitoires. Ainsi,
I’ADN d’EBYV transféré disparait aprés 2 mois de culture, celui de PERV aprés 22 jours et le
geéne de résistance a I’hygromycine, utilisé comme géne de sélection dans le modeéle cellulaire

de THG de Bergsmedh et coll., aprés 3 a 4 semaines [Holmgren 1999, Bisset 2007, Bergsmedh 2001].
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Les génes transférés ne semblent stables qu’en présence d’une pression de sélection. Dans le
cas du transfert du gene de résistance a I’hygromycine, la culture en milieu sélectif contenant

cet antibiotique provoque la conservation du géne transféré ainsi que son expression.

1-2-4) Réplication des génes transferés

Holmgren et coll. ont démontré que les genes transférés peuvent étre conservés mais
ne sont pas systématiquement repliqués [Holmgren 1999]. Ceci est conforté par les travaux des
équipes de Bergsmedh et de Yan qui révélent clairement que la réplication de génes transferés
est controlée (figure 5) [Bergsmedh 2006, Yan 2006]. Les génes transférés possédent des
extrémités clivées, d’une part, par les Caspase Activated DNases (CAD) activées lors de
I’apoptose de la cellule donneuse et, d’autre part, par les DNases lysosomales de la cellule
receveuse apres internalisation des corps apoptotiques. Ces auteurs se sont attachés au role de
ces enzymes dans la réplication de I’ADN et dans le déclenchement de la voie de réparation
de I’ADN passant par la protéine p53.

La coculture de corps apoptotiques de fibroblastes de rat, abritant le géne de résistance
a I’hygromycine, avec des fibroblastes murins sauvages déclenche une accumulation de p53
dans les fibroblastes receveurs qui double en 4 heures et est multipliée par 10 aprés 8 heures
[Bergsmedh 2006]. Cette accumulation de p53 est caractéristique du déclenchement de la voie
des dommages de I’ADN, induisant un arrét du cycle cellulaire chez la cellule receveuse.
Dans ce modele, I’'implication des CAD a été vérifiée grace a la mutation d’un inhibiteur des
CAD (ICAD), empéchant son clivage par la caspase 3 et donc la libération des CAD.
L’inhibition de I’activité des CAD dans la cellule donneuse induit une accumulation de p53
plus tardive (aprés 12 heures), plus faible (diminuée 6 fois) mais toujours présente dans la
cellule receveuse et ne permet pas la formation de colonies résistantes a I’hygromycine. Ces
résultats suggeérent que la CAD est impliquée dans le déclenchement de ce mécanisme mais
qu’elle n’est pas la seule DNase impliquée. Par ailleurs, I’inhibition des CAD diminue le taux
de THG dans les cellules receveuses sauvages [Yan 2006]. De plus, lors de 1’utilisation de
cellules receveuses déficientes en p53 (p53-/-), I’inhibition de la CAD diminue la propagation
du géne de I’hygromycine dans les cellules receveuses, indiquant qu’indépendamment de
leurs effets sur I’accumulation de p53, les CAD favorisent le THG. Le fait que les CAD
facilitent ’entrée et I’intégration de I’ADN transféré en le fragmentant est une hypothese

intéressante qu’il reste a démontrer.
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L’utilisation de la baficulomycine Al, un inhibiteur des pompes H'/ATPases qui
bloque 1’acidification des lysosomes et donc le fonctionnement de la DNase Il lysosomale,
dans la cellule receveuse induit aussi une accumulation de p53 plus tardive (12 heures) mais
plus forte (24 fois plus élevée). L’utilisation combinée de la baficulomycine et de cellule
apoptotiques CAD-/- retarde davantage I’accumulation de p53 (24 heures), la diminue d’un
facteur 6 mais n’empéche pas 1’activation de la voie p53. L’invalidation de la DNase II
(DNase I1-/-) dans les fibroblastes receveurs donne une meilleure réponse que 1’utilisation de
la drogue car le temps nécessaire a I’induction de p53 augmente a 24 heures et le taux est 4
fois plus faible. De plus, I’utilisation combinée de fibroblastes DNase I1-/- avec des cellules
apoptotiques aux CAD inhibées bloque I’accumulation de p53. Enfin, la transfection de la
DNase Il dans les fibroblastes DNase I1-/- rétablit I’accumulation de p53. La DNase Il de la
cellule receveuse est donc bien impliquée dans le déclenchement de la voie de dommages a

I’ADN via I’accumulation de p53.
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Figure 5 : Régulation de la réplication du géne transféré. Les DNases, les CAD activées lors de 1’apoptose
de la cellule donneuse et la DNase Il présente dans les lysosomes de la cellule receveuse, fragmentent I’ADN
transféré. Les extrémités coupées de cet ADN déclenchent la voie de réparation de I’ADN passant par Chk2
et p53.

Outre P’effet sur I’accumulation de p53, I’invalidation de la DNase II dans la cellule
receveuse facilite la réplication de I’ADN transféré et ainsi la formation de colonies sur milieu

sélectif contenant de 1’hygromycine. Le rétablissement de la DNase II par transfection dans
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les cellules invalidées inhibe la formation de colonies et induit une accumulation de p53. La
méthode d’obtention des corps apoptotiques, I’irradiation gamma ou la privation de sérum, a
une légére influence sur I’effet de I’invalidation de la DNase II. Une des explications
possibles se rapporte a la qualité¢ des fragments d’ADN générés, a savoir, la coupure de
I’ADN double brin. Lors de la privation de sérum, les CAD forment des extrémités franches
avec rupture des 2 brins comportant une extrémité 5’-phosphate et une extrémité 3’-hydroxyl
qui facilite le transfert et I’intégration contrairement a la DNase II qui génére des extrémités
5’-hydroxyl et 3’-phosphate. La deuxieme hypothése est que les CAD induisant une
accumulation plus tardive de p53, la probabilité de transfert est plus grande.

Chk2 (human Checkpoint kinase) est une protéine de la voie de régulation des
dommages a I’ADN. Elle phosphoryle la protéine p53 sur la sérine 23 en réponse a une
cassure de I’ADN double brin. Cette phosphorylation de p53 empéche sa liaison 8 MDM2
(Murine Double Minute) et prévient son ubiquitination et donc sa dégradation [Hirao 2000]. En
conséquence, les auteurs ont recherché 1’effet de I’inactivation de Chk2 sur I’internalisation
des corps apoptotiques [Bergsmedh 2006]. L’invalidation de Chk2 dans les cellules receveuses
permet d’une part de ne pas déclencher une accumulation de p53 qui est pourtant
fonctionnelle et d’autre part la formation de colonies donc la propagation des génes transférés
(taux de transfert de 1/1.10°). Il est donc évident que Chk2 joue un rdle dans la propagation

des genes transférés via 1’activation de p53.

1-3) Transformation par transfert d’oncogenes

1-3-1) Transfert des oncogenes

Bergsmedh et coll. sont parvenus a transférer des oncogenes cellulaires, c-myc
(cellular-MYeloCytomatosis gene) et H-ras''? (Harvey-RAt Sarcoma viral oncogene
homolog), a 1’aide de corps apoptotiques dérivés de fibroblastes embryonnaires de rat
transfectés par un plasmide contenant ces deux oncogeénes ainsi que le gene de résistance a
I’hygromycine [Bergsmedh 2001]. Les oncogenes surexprimés sont détectés dans les cellules
receveuses par « polymerase Chain reaction » (PCR) pendant 4 semaines a un taux de
transfert de 1/1.10* puis, comme le géne de résistance a I’hygromycine, sont perdus en
absence de pression de sélection (milieu contenant de I’hygromycine). Le transfert des

oncogenes aboutit a la formation de petites colonies en agar mou, une caractéristique propre
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aux cellules transformées. Cependant, les cellules sont devenues sénescentes ou sont mortes
durant la propagation. L hypothése que la réplication des oncogenes Soit inhibée par la voie
de p53 suite au transfert de I’ADN fragmenté a été confirmée quelques annees plus tard lors
du transfert des oncogénes dans des fibroblastes dépourvus de Chk2 [Bergsmedh 2006]. En effet,
la coculture des corps apoptotiques contenant c-myc et H-ras'*? avec des fibroblastes Chk2-/-
conduit au transfert et & la propagation des oncogénes. Cependant, bien que les oncogenes
soient présents dans les fibroblastes receveurs, ces derniers ne sont pas transformés et ne
forment pas de tumeurs chez la souris SCID (severe combined immunodeficiency,
dépourvues de lymphocytes B et T). Une des hypothéses possibles est qu’il existe aussi une
régulation passant par p19/p53 qui prévient la transformation.

1-3-2) Transformation

La coculture de corps apoptotiques abritant c-myc et H-ras"*? avec des fibroblastes
invalidés pour p53 (p53-/-) induit la formation de grosses colonies en agar mou (8/1.10° aprés
apoptose par irradiation et 7/1.10° aprés apoptose par déplétion en nutriments) [Bergsmedh
2001]. Par ailleurs, ces fibroblastes sont capables de former des tumeurs dans des souris SCID,
3 semaines apres injection, confirmant leur potentiel oncogénique. Les oncogenes transférés
sont décelés dans ces tumeurs plus de 3 mois apres leur formation et sont toujours capables
d’induire la formation d’une tumeur, confirmant le besoin de pression de sélection (croissance
in vivo) pour persister. L’analyse en métaphase des chromosomes des cellules tumorales de
souris a montré la présence de chromosomes entiers de rat, de chromosomes hybrides
rat/souris, ainsi que la présence de c-myc humain, confirmant que tout ou une partie des

chromosomes peut étre transféré.
1-3-3) Régulation de la transformation

La régulation de la transformation étant potentiellement sous le contréle de la voie de
régulation p19”*F/p53, des corps apoptotiques issus de fibroblastes transfectés par c-myc et H-
ras'*? ont été cultivés avec des fibroblastes murins déficients en p19°~F (p19”7F-/-) [Bergsmedh
2002]. Cette coculture n’a pas aboutit a la formation de clones en agar mou, ni a la formation
de tumeurs chez la souris SCID. Les auteurs ont conclu que p19”%" n’est pas impliquée dans

le contr6le de la transformation par THG.
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La protéine p21 étant une des cibles de p53, Bergsmedh et coll. ont étudié I’effet de
son inactivation dans les cellules receveuses [Bergsmedh 2002]. L’invalidation du géne de p21

V12 §°6tre transférés dans

dans les fibroblastes receveurs permet aux oncogenes c-myc et H-ras
90 % des cellules p21-/- qui sont alors capables de former des colonies en agar mou a un taux
légérement plus important que lors de I’invalidation de p53 (55/1.10° contre 42/1.10° pour
p53-/-). Lorsqu’ils sont cultivés in vitro, ces fibroblastes murins perdent, comme dans les
autres modeles de transfert de génes, les oncogenes transferés apres 3 a 4 semaines de culture.
Aprés injection chez la souris SCID, ces fibroblastes sont capables de former des tumeurs
palpables dés 4 jours et atteignant 2 cm de diameétre aprés 22 jours. Ainsi, il apparait que la

voie p53/p21 contrdle la régulation de la transformation par THG (figure 6).
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Figure 6 : Régulation de la transformation par THG. En absence de Chk2, les oncogénes transférés sont
répliqués mais n’induisent pas la transformation de la cellule receveuse. L’expression des oncogénes induit un
stress oncogeénique qui déclenche la voie passant par p53/p21 et induit un arrét du cycle cellulaire conduisant a
la sénescence. SV40LT est capable d’inhiber ce mécanisme de protection en induisant la dégradation de p53.
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Afin de contourner la voie de régulation de la transformation par THG impliquant p53,
Ehnfors et coll. ont alors transfecté conjointement aux oncogénes c-myc et H-ras, le gene
codant I’antigéne T de SV40 (SV40LT) [Ehnfors 2009]. Cette protéine est capable de se lier a
p53 et pRb et d’induire leur dégradation par le protéasome inhibant d’une part la
transactivation de p21 et d’autre part la libération du facteur de transcription E2F, aboutissant
a une progression du cycle cellulaire (figure 6). Les fibroblastes murins sauvages (sans géne
invalidé) cultivés avec des corps apoptotiques c-myc/H-ras *2/SV4OLT proliférent sous forme
de colonies en agar mou et expriment SV40LT. L’injection de ces fibroblastes dans des souris
induit la formation de tumeurs positives pour SV40 confirmant ainsi que I’inactivation de la
voie p53, entre autres, régule négativement la transformation aprés THG. La voie de

régulation du transfert de gene est représentée dans la figure 6.

1-4) THG in vivo

L’injection de 5.10° fibroblastes transformés par transfert de c-myc/H-ras"*4/SV40LT
dans des souris SCID provoque non seulement la formation d’une tumeur positive pour
SV40LT mais aussi le transfert de SVA0LT in vivo aux cellules endothéliales environnant les
cellules transplantées. Aprés analyse des genes transférés, les auteurs retrouvent tout ou une
partie des chromosomes de fibroblastes transférés qui fusionnent ou non avec les
chromosomes des cellules environnantes. Les cellules endothéliales abritant SV40LT
n’induisent pas de tumeurs aprés réimplantation contrairement aux fibroblastes transformés.
Cependant, ces cellules endothéliales forment des petits kystes faiblement irrigués
lorsqu’elles sont cultivées en matrigel a I’inverse des cellules endothéliales normales. De plus,
I’addition de FGF-2 (Fibroblast Growth Factor), un facteur de croissance connu pour
favoriser la formation de nouveaux vaisseaux, aux cultures en matrigel entraine la formation
de gros vaisseaux sanguins contenant des érythrocytes, témoins de la connexion au systéme
sanguin de I’hote. En conclusion, les cellules endothéliales cibles du THG ont non seulement
la capacité de former de nouveaux vaisseaux sanguins mais deviennent aussi immortelles.

Cette ¢étude n’est pas la seule a révéler que le THG peut étre efficace in vivo. Deux
jours apreés leur transplantation cardiaque chez le rat, les cellules HUVEC positives pour la
GFP (Green fluorescent protein) meurent par apoptose favorisant le transfert horizontal du

gene codant la GFP dans les cardiomyocytes environnant les cellules transplantées [Burghoff
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2008]. Le transfert du géne codant la GFP aux cellules endothéliales est confirmé par la
morphologie et le phénotype cardiomyocytes des cellules GFP+, 7 jours apres la
transplantation. De plus, ces cellules qui ne sont pas d’origine humaine, proviennent du rat
héte et sont mononuclées réfutant la possibilité d’une fusion nucléaire. Cependant, 3 semaines
apres transplantation, les cellules GFP disparaissent comme dans les modeles d’étude in vitro
démontrant une nouvelle fois que si le gene transféré n’est pas nécessaire, il est perdu.

Le THG in vivo a été mis a profit pour I’¢laboration de vaccins anti-VIH-1 [Spetz 2002].
Des splénocytes infectés par le VIH-1 (VIH-1/MulV) ont été injectés par voie intrapéritonéale
a des souris aprés induction d’apoptose. Cette injection ne provoque pas le développement du
virus mais induit une réaction immunitaire. La réactivité contre les protéines du VIH sont
variables (réactivité plus importante contre Nef aprés injection de cellules apoptotiques
qu’aprés injection de cellules vivantes et inversement pour p24). De plus, les cellules
apoptotiques entrainent une forte réactivité (plus forte que les cellules vivantes) contre la
protéine d’enveloppe gp41 B/LAIL qui est I’épitope le plus conservé, et une réaction croisée
avec deux autres épitopes (A UG031 et C BR25). L’injection des cellules apoptotiques
provoque une immunisation, sans détecter la présence du virus, ce qui prouve que ’ADN
viral ne provient pas d’une infection. Il a été transféré horizontalement et exprimé par la

cellule receveuse. Ce modeéle démontre 1’efficacité du THG in vivo.
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I1) Cellule apoptotique vecteur d’ADN

Comme nous I’avons décrit dans le premier chapitre, le mécanisme qui permet
normalement I’élimination et la dégradation de cellules apoptotiques, de facon surprenante,
permet aussi le THG. Dans ce chapitre nous reprenons deux points essentiels pour mieux
comprendre le THG : la formation du corps apoptotique contenant de I’ADN génomique
fragmenté et 1’élimination de ce corps apoptotique par les cellules environnantes qu’elles

soient spécialisées ou non dans la phagocytose.

2-1) Formation des corps apoptotiques

2-1-1) Mort cellulaire programmée ou apoptose

Les corps apoptotiques, vecteurs d’ADN dans le THG, sont des fragments cellulaires
provenant de la mort cellulaire programmée ou apoptose. Il existe plusieurs types de mort
cellulaire. On distingue principalement la nécrose, I’autophagie et 1’apoptose [Edinger 2004].

La nécrose a pendant longtemps été considérée comme une mort passive provoguée
par différents stress comme des changements physicochimiques (chaleur, congélation, choc
osmotique,...) [Fink 2005]. A I’heure actuelle, un type de nécrose, parfois nommée nécroptosis,
est aussi considérée comme une mort cellulaire programmée (Figure 7) [Vandenabeele 2010]. La
nécrose se caractérise par la rupture de la membrane plasmique suivie de I’entrée d’eau et
d’¢électrolytes qui aboutissent au gonflement du cytoplasme, a la dilatation des organites
intracellulaires (mitochondries, réticulum endoplasmique, appareil de Golgi) et a la
dégradation du noyau. Aprés destruction de la cellule, le contenu intracellulaire est libéré dans
le milieu extérieur induisant une réaction inflammatoire chez 1’individu.

L’autophagie, qui signifie « se manger soi-méme » est une mort cellulaire alternative
qui participe plus au recyclage des constituants cellulaires qu’a leur destruction (figure 7)
[Kourtis 2009, Kroemer 2005a]. Brievement, le processus autophagique est une autodigestion de la
cellule. Des fragments de membrane, dénommés phagophores, séquestrent les constituants du
cytoplasme de facon aléatoire et forment des autophagosomes qui matureront aprés fusion
avec des lysosomes. Les hydrolases lysosomiales de I’autophagolysosome ainsi formé,
dégradent les organites cellulaires séquestrés dans le phagolysosome. Certains résidus

cellulaires peuvent étre réutilisés pour la synthése de molécules nécessaires aux cellules.
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L’apoptose est la mort cellulaire la mieux documentée a ce jour. Elle se différencie de
la nécrose par le maintien de I’intégrité de la membrane plasmique et donc du contenu
cellulaire (figure 7) [Uren 1996]. Au cours de I’apoptose, les cellules subissent des
changements morphologiques et biochimiques conduisant a la formation de corps
apoptotiques (cf. partie 3-1-2 a 3-1-5). L’apoptose a un rdle essentiel dans le développement
et dans I’homéostasie cellulaire. Un des exemples de son implication dans le développement
le plus couramment évoqué est I’élimination des espaces interdigitaux lors de la formation des
doigts chez I’embryon [Wood 2000]. Chez 1’adulte, elle participe au renouvellement tissulaire et
a ’homéostasie tissulaire [Jacobson 1997]. Des anomalies dans la régulation de 1’apoptose
contribuent a divers états pathologiques, parmi lesquels la maladie d’Alzheimer (exces
d’apoptose de certaines cellules du systéme nerveux central) ou certains cancers (défaut
d’apoptose) en permettant la croissance de cellules anormales, favorisant le processus de

carcinogeneése (cf. partie 2-3-1) [Mattson 2004].
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Lorsque les cellules perdent leur adhérence a la matrice extracellulaire, elles meurent
par un processus apoptotique denommé anoikis. Une autre mort cellulaire, non-apoptotique,
I’entose, est aussi observée chez les cellules épithéliales tumorales aprés perte de I’adhérence
a la matrice (figure 7) [Overholtzer 2007]. Les cellules détachées peuvent étre reconnues et

internalisées vivantes par les cellules environnantes. La cellule internalisée a alors plusieurs
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destinées : elle peut étre relachée directement ou apres une division cellulaire ou elle peut
mourir aprés dégradation par les enzymes lysosomales de la cellule receveuse [Overholtzer
2008]. Ce mécanisme aboutissant a une structure « cell-in-cell » a de nombreux points

communs avec I’internalisation des corps apoptotiques.

2-1-2) Induction et effecteurs de I’apoptose

Deux grandes voies d’activation pouvant interagir entre elles permettent le
déclenchement de I’apoptose et induisent les mémes modifications morphologiques chez la
cellule mourante. Ces 2 voies sont décrites classiquement comme la voie extrinséque ou voie
des récepteurs de mort et la voie intrinseque ou voie mitochondriale (figure 8) [Kroemer 1995].

La voie apoptotique extrinseque est activée apres liaison d’un ligand a un récepteur de
mort (DR : Death Receptor) [Nagata 1997]. Ces protéines transmembranaires font toutes partie
de la famille des récepteurs du TNF (Tumor Necrosis Factor) et comptent 6 membres. On
distingue le TNF-R1 (DR1), Fas (DR2), TRAMP (TNF Receptor-related Apoptosis-
Mediating Protein, DR3), TRAIL-R1 (TNF-Related Apoptosis Inducing Ligand, DR4),
TRAIL-R2 (DR5) et DR6. Les ligands les plus connus impliqués dans la mort cellulaire sont
le TNF-a qui se lie au TNF-R1, FasL (Fas ligand) qui comme son nom 1’indique est le ligand
de Fas et TRAIL qui se fixe a DR4 et DR5 [Igney 2002]. Apres fixation du ligand, le récepteur
s’active par trimérisation et recrute alors des protéines adaptatrices par reconnaissance de leur
domaine de mort respectif (FADD : Fas Associated Death Domain, pour DR2, DR4 et DR5 ;
TRADD pour DR1). Les molécules adaptatrices, qui possedent aussi un domaine effecteur de
mort (DED : Death effector Domain), recrutent les procaspases-8 ou -10, pour former le DISC
(Death Including Signaling Complex) impliqué dans la propagation du signal (cf partie 2-1-4)
[Ozoren 2002]. Il existe des régulateurs pouvant inhiber la propagation du signal par le DISC
dont la protéine cFILP, une isoforme de la procaspase-8 ne possédant pas de site
protéolytique, qui inhibe donc cette caspase par compétition [Kavuri 2011].

L’initiation de la voie apoptotique intrinséque est dépendante de protéines de la
famille Bcl-2 et de p53. Elle conduit a la perméabilisation de la membrane mitochondriale
externe, accompagnée d’une chute du potentiel membranaire mitochondrial. Ceci aboutit a la
libération dans le cytoplasme de molécules apoptogeénes contenues dans 1’espace
intermembranaire [Green 2004, Zhivotovsky 1998]. La premiere de ces protéines apoptogénes est
le cytochrome c qui apres avoir été libéré va former I’apoptosome, avec de I’ATP, la protéine

Apaf-1 (apoptosis protease-activating factor-1) et la procaspase-9. L’apoptosome va permettre
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I’activation de la caspase-9 initiatrice et I’exécution de 1’apoptose [Li 1997]. Les protéines
Smac/DIABLO aussi libérées a partir de I’espace intermembranaire bloguent les 1AP
(Inhibitor of Apoptosis Proteins) des protéines capables d’inhiber les caspases [Shiozaki 2003].
Enfin, les deux derniéres protéines libérées dans le cytoplasme, 1I’AIF (apoptosis-inducing
factor) et I’endonucléase G, vont étre transloquées dans le noyau et induire une apoptose
indépendante des caspases [Kalinowska 2005, Vahsen 2006, Susin 1999]. La dépolarisation
mitochondriale est régulée par les membres de la famille Bcl-2 qui comportent des protéines
pro-apoptotiques (dont Bax, Bak et Bid) et des protéines anti-apoptotiques (dont Bcl-2 et Bcl-
xL). Ces deux voies apoptotiques sont reliées par la protéine pro-apoptotique Bid. En effet, la
caspase-8, activée par la voie apoptotique extrinséque, clive Bid en t-Bid (truncated Bid) qui

est relocalisée a la mitochondrie aboutissant a la libération de cytochrome c [Li 1998].
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Figure 8 : Induction de I’apoptose par la voie des récepteurs de mort (extrinséque) et par la voie
mitochondriale (intrinséque).

Chacune des voies d’activation propage le signal apoptotique aux caspases. Elles sont
les principales protéases impliquées dans la mort par apoptose et sont regroupées au sein
d’une méme famille dont le nom CASPASE signifie Cystein ASPartic Acid ProteASE

[Alnemri 1996]. Ces enzymes sont des proteéases a cystéine qui clivent specifiquement leurs
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substrats protéiques apres un résidu acide aspartique. Il existe 14 caspases identifiées chez les
mammiféres et 8 d’entre elles jouent un role dans I’apoptose. Les autres sont des caspases
dites inflammatoires impliquées dans des processus de maturation et de différenciation
[Tschopp 2003]. Les caspases apoptotiques sont divisées en 2 groupes : les caspases initiatrices
(caspases-2, -8, -9 et -10) qui interviennent lors de I’activation que ce soit par la voie
extrinséque (caspases-8 et -10) ou par la voie intrinseque (caspases-2 et -9) et les caspases
effectrices (caspases-3, -6, -7) qui sont elles-méme activées par les caspases initiatrices

[Rupinder 2007].
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Figure 9 : Structure et activation des caspases.

Les caspases non actives, appelées procaspases, ont une structure commune
comportant un prodomaine (clivé lors de 1’activation), une petite sous unité (apres clivage) et
une grande sous unité (contenant le site actif) (pour revue [Korzeniewska-Dyl 2007]). Les
caspases initiatrices comportent aussi un domaine CARD (Caspase Activation and
Recruitment Domain) et celles spécifiques de la voie extrinséque un domaine effecteur de
mort ou DED (Death Effector Domain) (figure 9). Le DED permettra aux caspases-8 et 10
d’interagir avec les récepteurs de mort via les molécules adaptatrices FADD (Fas Associated
Death Domain) ou TRADD (TNF R1-Associated Death Domain) et le domaine CARD
formera les interactions entre Apaf-1 et la procaspase-9. La conversion des procaspases en
caspases est réalisée par deux clivages successifs soit par les caspases elles-mémes (auto-
activation) soit par d’autres caspases (trans-activation). Le premier clivage sépare la petite

sous unité du reste de la molecule et le deuxiéme clive le prodomaine (figure 9). Les caspases
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doivent étre sous forme d’homodiméres pour étre activées induisant un changement de
conformation pour former le site de fixation du substrat et libérer le site actif. Les caspases
ont plus d’une centaine de protéines cibles dont certaines sont impliquées dans la
morphologie cellulaire (caténines, kératines, lamines,...), dans le contréle du cycle cellulaire

(p21) et dans la réparation de I’ADN (PARP).
2-1-3) Formation des corps apoptotiques

L’apoptose aboutit a de nombreux changements de la cellule : les pseudopodes se
rétractent, le volume cellulaire diminue (picnose), la chromatine se condense et ’ADN se
fragmente (karyorrhexis). A I’inverse, les organites cytoplasmiques subissent trés peu, Voire
pas de modifications. De méme, la membrane plasmique reste intacte jusqu’a la fin du
processus apoptotique [Kroemer 1995]. Le bourgeonnement de la membrane plasmique et la
condensation cellulaire aboutissent a la formation de fragments de cellule, nommés corps
apoptotiques, qui contiennent une partie du cytosol et/ou un fragment d’ADN.

La perte de la morphologie cellulaire est due au clivage des protéines constituant le
cytosquelette par les caspases (pour revue [Taylor 2008] et [He 2009]). Ainsi, I’actine elle-méme
est clivée ainsi que les protéines liées telles que les spectrines, 1’a-actinine, la gelsoline et la
filamine [Mollinedo 2003]. De méme, les microtubules sont démantelés apres clivage des
tubulines et des protéines associées telles que Tau, les dynéines et la protéine p150¢"* ainsi
que les filaments intermédiaires, la vimentine dans les cellules d’origine mésenchymateuse et
les kératines dans les cellules épithéliales [Moss 2006]. Cependant, 1’apparition de
bourgeonnements membranaires nécessitant des filaments d’actine intacts, le démantelement
du cytosquelette doit étre synchronisé. C’est la protéine ROCK1 (Rho-associated coiled-coil
containing protein kinase 1), un effecteur de la petite GTPase Rho (GTPase), qui synchronise
ce démantélement [Sebbagh 2001]. Les caspases activées suppriment 1’extrémité C-terminale de
ROCK 1 qui induit alors la phosphorylation de la myosine [Mills 1998]. Ainsi la contraction
des faisceaux d’actine pousse le cytosol dans les régions de la cellule ou le cytosquelette est
affaibli créant des bourgeonnements. Les liaisons des cellules a la matrice extracellulaire et
les liaisons entre cellules sont perdues apres clivage des protéines intervenant dans
I’adhérence, telles que p130 et la tensine, et des protéines d’interaction cellule-cellule, telles
que la B-caténine (ne pouvant plus se lier a a-caténine), la y-caténine, les cadhérines et les

protéines associées aux desmosomes [Kim 2004b, Kook 2003].
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Au niveau du noyau, les lamines et d’autres protéines de I’enveloppe nucléaire sont
clivées par les caspases entrainant 1’effondrement de la cage nucléaire. Cependant, le clivage
des lamines n’est pas suffisant pour la fragmentation nucléaire [Croft 2005]. C’est la
destruction conjointe des lamines et des mailles d’actine entourant le noyau qui aboutit a sa
fragmentation. Par la suite, ce sont les microtubules qui dispersent les fragments nucléaires
dans les bourgeonnements membranaires. Une des caractéristiques biochimiques majeures de
I’apoptose est la dégradation de I’ADN par une endonucléase, appelée CAD/DFF40 (Caspase
activated DNase/DNA Fragmentation Factor) [Nagata 2005]. L’activation de ces endonucléases
se produit par la libération apres clivage de leur inhibiteur (ICAD/DFF45 : inhibiteurs of
CAD) par la caspase-3 [Enari 1998]. L’ADN génomique est clivé entre les nucléosomes ce qui
génere des fragments d’ADN dont la taille est un multiple de 180 paires de bases, donnant un
profil caractéristique de migration de I’ADN des cellules en apoptose dit «en barreaux
d’échelle ». CAD ne lie que I’ADN double brin, préférentiellement dans des régions riches en
A/T, fonctionne a pH neutre et génére des fragments d’ADN abritant des extrémités 5’-
phosphate et 3’-hydroxyl [Nagata 2003]. Le clivage de la sérine/thréonine kinase DNA-PK
(DNA-Activated Protein Kinase) par la caspase 3 participe aussi a la fragmentation de I’ADN
[Mandal 1999]. Cependant, 1’apoptose peut s’effectuer en absence de fragmentation d’ADN
[Kroemer 2005]. La caspase 3 qui clive MST1 (Mammalian Sterile-20-like kinase 1) est
responsable de la condensation de la chromatine car la protéine MST1 clivée est transloquée
dans noyau ou elle va phosphoryler 1’histone 2B (H2B) entrainant la compaction de I’ADN
[Ura 2001]. Enfin, de nombreux facteurs de transcription dont AP-2a (Activating enhancer-
binding Protein 2 a), BTF3 (Basic Transcription Factor 3), NFATC (Nuclear Factor of
Activated T-Cells), NFkB (Nuclear Factor-kappa B) et SP1 (Specificity Protein 1), des
facteurs de traduction tels que elFs (Eukaryotic translation Initiation Factor 1) et des protéines
ribosomales comme RPPO (Ribosomal Protein Predicted 0) et p70S6K (p70-ribosomal S6
kinase), peuvent étre clivés par les caspases diminuant la transcription, la traduction et la
synthése de protéines [Luthi 2007].

Les organites cellulaires subissent aussi des changements. L’appareil de Golgi et le
réticulum endoplasmique sont fragmentés et distribués par les microtubules dans les corps
apoptotiques. La fragmentation de 1’appareil de Golgi semble liée au clivage de plusieurs
protéines, GRASP65 (Golgi ReAssembly Stacking Protein), impliquées dans sa formation,
golgin-160, p115, p150, CD-IC (Cytoplasmic Dynein Intermediate Chain), la syntaxine-5 et
la giantine [Lane 2002, Frank 2001]. Les mitochondries ont le potentiel membranaire qui chute,

libérant les facteurs apoptogenes dans le cytosol. Ces organites qui sont organisés en réseau
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interconnecté, sont dissociés et disperses dans la cellule. Cette fragmentation n’est pas due
aux caspases mais implique les protéines libérées dans le cytosol par la mitochondrie telles
que Bax ou Bak [Adrain 2001].

Bien qu’elle reste intacte, la membrane plasmique subit des modifications
biochimiques dont la plus importante est 1’externalisation des résidus phosphatidylsérines.
Ces phospholipides, normalement confinés dans le feuillet interne de la membrane plasmique,
sont transloqués dans le feuillet externe de la membrane plasmique. Cette translocation
impliquerait I'activation d’une scramblase responsable du basculement des phospholipides de
la bicouche membranaire et ’inactivation d’une translocase qui retient normalement les
aminophospholipides sur la surface interne de la membrane [Bratton 1997, Gleiss 2002]. ABC1
(ATP-Binding Cassette Transporter), impliqué dans le renouvellement des lipides de la
membrane plasmique permet aussi 1’exposition des phosphatidylsérines dépendante du
calcium [Hamon 2000].
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Figure 10 : Corps apoptotique.

Il faut noter que la formation des corps apoptotiques n’est pas systématique mais
permet aux grosses cellules d’étre phagocytées. Ainsi, certaines petites cellules comme les

thymocytes et les neutrophiles n’ont pas besoin d’étre fragmentées pour étre internalisées.
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Les cellules apoptotiques subissent des changements qui permettent leur élimination
par les cellules phagocytaires spécialisées. La premiére étape est la perte des signaux « ne me
mangez pas » (don’t eat me signals) exprimés par les cellules vivantes [Savill 2003, Hume 2008,
Ravichandran 2007]. Ces signaux qui repoussent les cellules phagocytaires spécialisées telles
que les macrophages sont constitués, entre autres, de deux protéines, les récepteurs CD31 et
CDA47. Lors de I’apoptose, I’expression de CD31 est inhibée et la structure de CD47 est
modifiée [Vernon-Wilson 2007, Brown 2002, Oldenborg 2000]. Ainsi, les cellules phagocytaires ne
sont plus repoussées. La deuxiéme étape est I’acquisition des signaux « trouvez-moi » (find
me signals), comme la sécrétion de chimiokines qui permettent aux cellules phagocytaires
professionnelles de migrer vers la cellule mourante [Truman 2008]. Enfin la derniere étape est
I’acquisition des signaux « mangez-moi » (eat me signals) qui permettent aux cellules
environnantes de capter et d’éliminer les cellules apoptotiques [Lauber 2003, Koizumi 2007]. Les
phosphatidylsérines exposées a la surface externe de la membrane plasmique représentent le
principal signal « mangez-moi ».

Au cours du processus apoptotique, les cellules sécretent des cytokines
immunosuppressives comme I'IL-10 (InterLeukine) et le TGF-B (Tumor Growth Factor) qui
vont créer un microenvironnement immunosuppresseur en inhibant la sécrétion de cytokines
pro-inflammatoires (TNF-a ou IL-1B) par les cellules phagocytaires spécialisées et en
neutralisant les facteurs pro-inflammatoires environnants tels que les chimiokines
inflammatoires CCL3 et CCL5 par fixation a leurs récepteurs CCR5 [Gao 1998], [Chen 2001,
Fadok 1998b, McDonald 1999, Ariel 2006].

2-2) Devenir des corps apoptotiques

2-2-1) Clairance des corps apoptotiques

Il existe deux voies principales d’élimination des corps apoptotiques: i) une
élimination par desquamation comme dans le cas des cellules apoptotiques épithéliales de la
peau et de I’intestin gréle, ii) une élimination par internalisation par des cellules phagocytaires
spécialisées comme les macrophages ou les cellules dendritiques [Potten 1992, Erwig 2008].

In vivo, la clairance rapide des cellules apoptotiques par les macrophages est un
processus physiologique fondamental dans I'homéostasie des tissus. En effet, outre les

molécules anti-inflammatoires sécrétées par les cellules apoptotiques, la formation de corps
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apoptotiques avec une membrane intacte prévient la libération des constituants intracellulaires
et donc la réaction inflammatoire. De plus, des études démontrent que la régulation de la
réponse inflammatoire par les cellules apoptotiques est exercée conjointement avec leur
liaison aux macrophages, indépendamment de leur internalisation ultérieure [Cvetanovic 2004,
Kim 2004a]. En effet, le contact des cellules apoptotiques avec les macrophages (ou
I’incubation de macrophages avec des phosphatidylsérines) supprime la production de
cytokines pro-inflammatoires et favorise la libération de cytokines anti-inflammatoires [Kim
2004]. Par la suite, la phagocytose des corps apoptotiques, extrémement rapide par les
macrophages, empéche la libération de protéases et d'autres médiateurs inflammatoires par les
cellules apoptotiques ainsi que la nécrose secondaire de ces cellules, autre événement pro-
inflammatoire [Savill 1993, Savill 1998, Kono 2008, Matzinger 2002]. Ce mécanisme d’élimination
rapide ne provoque pas I’initiation d’une réponse immunitaire et par conséquent évite la

survenue de pathologies auto-immunes [Nagata 2010].

2-2-2) Mécanisme de reconnaissance par les phagocytes

Les macrophages semblent étre les principales et les plus efficaces des cellules
phagocytaires dans 1’élimination des cellules apoptotiques [Fadok 1998c, Wermeling 2007]. Ils
expriment un grand nombre de récepteurs membranaires impliqués dans la clairance des
cellules apoptotiques. La stimulation de ces récepteurs aboutit a la libération de facteurs
solubles, comme les cytokines IL-10 ou TGF-p par les macrophages. Cependant, certaines
sous-populations de cellules dendritiques sont aussi impliquées dans la capture des cellules
apoptotiques comme démontré dans le processus d’élimination de cellules épithéliales
intestinales apres desquamation [Huang 2000, Krispin 2006]. Les mécanismes de clairance
cellulaire impliquent des interactions récepteur-ligand. Le nombre de signaux de
reconnaissance, de co-facteurs et de récepteurs impliqués dans le processus de phagocytose
est trés important et peut avoir un rdle aussi bien dans la reconnaissance et la fixation de la
cellule cible que dans d’autres événements subséquents de l'internalisation [Hoffmann 2001]. Il
existe différents types de molécules de reconnaissance ou signaux « mangez-moi » dont des

sucres, des lipides, des protéines et des acides nucléiques.
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- La phosphatidylsérine et ses récepteurs

La phosphatidylsérine est I'un des signaux le mieux étudié et le plus connu dans la
reconnaissance et I'élimination des cellules apoptotiques par les macrophages [Fadok 1998a,
Hoffmann 2001]. Le rble des phosphatidylsérines en tant que signal de reconnaissance pour
I’internalisation par les macrophages a été démontré avec les érythrocytes et a été mis en
évidence par de nombreuses techniques. Par exemple, le masquage des phosphatidylsérines
par I’annexine V, qui se lie spécifiquement aux phosphatidylsérines, le traitement par le
DFMO (DiFluoroMéthylOrnithine) empéchant I’expression des phosphatidylsérines a la
surface des cellules apoptotiques et I’utilisation de liposomes contenant de la phosphatidyl-L-
sérine inhibant d’éventuels récepteurs par compétition ont été utilisés [McEvoy 1986, Krahling
1999, Fadok 2001].

Des publications divergentes ont discuté de la participation et de lI'importance d'un
récepteur aux phosphatidylsérines, PSR (PhosphatidylSérines Receptor) dans la clairance des
cellules apoptotiques. Une premiere étude a identifié le PSR comme une protéine de
reconnaissance specifique médiant la phagocytose des cellules apoptotiques via les
phosphatidylsérines [Fadok 2000]. Cependant d’autres études, utilisant des souris invalidées
pour le géne codant ce PSR, ont conclu que I’internalisation des cellules apoptotiques était
normale chez ces souris [Bose 2004]. Récemment, plusieurs nouveaux candidats pour les PSR
ont été rapportés incluant BAI-1 (Brain specific Angiogenesis Inhibitor-1), la stabiline-2,
TIM-1 (T cell Immunoglobulin-and-mucin-domain Molecule 1) et TIM-4.

BAI-1 est un récepteur a 7 domaines transmembranaires couplé a une protéine G
[Bjarnadottir 2004]. Ce récepteur forme un complexe trimérique avec EImo (EnguLfment and
cell MOtility) et Dock180 (Dedicator Of CytoKinesis) et active la voie Rac (Rat sarcoma
homolog A related C3 botulinum toxin substrat) [Park 2007]. Sa fonction naturelle est inconnue
mais la perte de son expression dans les glioblastomes semble promouvoir leur agressivité
tandis que sa surexpression inhibe la néovascularisation et la formation des glioblastomes
[Nishimori 1997, Kang 2006]. Cependant, la stimulation de la voie ELMO/Dock180/Rac, connue
pour son réle de régulation du cytosquelette recrute directement le complexe Rac-FEM
favorisant I’internalisation des cellules apoptotiques [Park 2007].

La stabiline-2 est un récepteur qui posséde de nombreuses fonctions. Elle a été décrite
comme un récepteur a 1’acide hyaluronique, puis comme un récepteur « scavenger » (capable

de se lier aux bactéries) et enfin, comme un récepteur aux phosphatidylsérines, exprimé entre
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autres par les macrophages, permettant une internalisation rapide (environ 5 minutes) des
cellules apoptotiques [Park 2008c, Park 2008b, Park 2008a].

La famille des génes TIM comporte 3 membres chez I’ Homme : TIM-1, TIM-3 et
TIM-4 [Park 2009a, Savill 2007]. Les protéines TIM jouent un réle important dans la régulation
des réponses immunitaires [Freeman 2010]. La protéine transmembranaire appelée Tim4
renforce la capacité des fibroblastes a internaliser des cellules apoptotiques [Miyanishi 2007a].
Des expériences fonctionnelles menées in vitro et in vivo montrent le rdle de ces récepteurs
dans la clairance des cellules apoptotiques. L’inhibition de I’un de ces récepteurs entraine une
diminution de la liaison et de I’internalisation des cellules apoptotiques in Vitro [Park 2007, Park
2009b, Kobayashi 2007]. Cette diminution est partielle ce qui suggere une redondance dans la
fonction des récepteurs. In vivo, I’injection de BAI1 solubles ou d’anticorps bloquants, anti-
TIM-4 dans le péritoine diminue [D’internalisation des cellules apoptotiques par les

macrophages et stimule la production d’auto-anticorps [Park 2007, Park 2009a].
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Figure 11 : Molécules de reconnaissances impliquées dans la phagocytose des corps apoptotiques.

- Les autres molécules de reconnaissance et leurs récepteurs

La phosphatidylsérine est le signal de reconnaissance le plus documenté mais il n’est
pas le seul possible. D’autres molécules participent a la reconnaissance et a 1’adhérence des
cellules apoptotiques aux phagocytes comme ABC 1 et I-CAM 3 (Intercellular Adhesion
Molecule). Les protéines ABC 1 interagissent entre elles et participent a la transduction du
signal permettant 1’internalisation des cellules apoptotiques [Moynault 1998]. Le récepteur de la
protéine d’adhérence 1-CAM 3 est le CD14 dont la liaison entraine une réponse inflammatoire.

De plus, certains sites, incluant les sites oxLDL (oxidized Low-Density Lipoprotein

particules), les sites liant les protéines du complément, les sites liant les collectines et les sites
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liant la thrombospondine (TSP-1), sont reconnus comme des signaux « mangez-moi ». Ces
sites sont soit directement reconnus par un récepteur, soit ils lient des molécules de liaison
elles-mémes reconnues par des récepteurs. Les sites oxLDL sont reconnus par des récepteurs
de la famille des scavenger tels que SR-A (Scavenger Receptor of class A), LOX1 (lectin-like
oxLDL-receptor 1), CD68 (macrosialin, un récepteur scavenger de classe D) et CD36 (un
récepteur scavenger de classe B). Le CD36 possede une grande variété de ligands et participe
aussi a la reconnaissance des sites liant la thrombospondine en coopérant avec la TSP-1 et le
récepteur de la vitronectine (intégrine a,B3) dans la reconnaissance des cellules apoptotiques
[Febbraio 2001, Savill 1992, Fadok 1992]. Il sert aussi de co-facteur au cours de la clairance des
corps apoptotiques dépendant des phosphatidylsérines [Fadok 1998]. D’autres intégrines, les
récepteurs CR3 (intégrine amfPz) et CR4 (intégrine axf3z), lient les facteurs du complément
Clq et C3b/bi reconnaissant les sites liant les facteurs du complément [Mevorach 1998]. CR3
semble étre impliqué dans la formation des expansions membranaires nécessaires a la
phagocytose en favorisant la contraction des chaines de myosine et la polymérisation de
’actine [Swanson 2008]. Les protéines du surfactant SP-A et SP-D (Surfactant Proteins A, D)
ainsi que MBL (Mannose Binding Lectine) lient les sucres des sites de liaison aux collectines
au récepteur CD91 complexé a la calréticuline [Savill 1992, Stuart 2005, Vandivier 2002, Duus 2010].

Certaines molécules de liaison comme le MFG-E8 (Milk Fat Globuline EGF factor 8),
Gas 6 (Growth Arrest Specific 6), I’annexine |, la B2-glycoprotéine | et la protéine S se lient
aux phosphatidylsérines et a leurs récepteurs respectifs. Le MFG-8, connu sous le nom de
lactadhérine, est une glycoprotéine principalement associée aux cellules épithéliales
mammaires. Cependant, MFG-E8 est sécrétée par certaines catégories de macrophages et de
cellules dendritiqgues immatures [Hanayama 2002]. MGF-8 sert de pont entre les
phosphatidylsérines et les récepteurs a la vitronectine a travers leur motif RGDS. Suite a la
liaison de MFG-8, la voie d’internalisation dépendante de Racl/DOCK180 est activée
[Hanayama 2002]. Gas 6 est une protéine qui favorise la prolifération et la survie des cellules
musculaires lisses vasculaires. Elle se lie au récepteur tyrosine kinase de Mer [Wu 2005, Ishimoto
2000]. L'annexine |, protéine inductible par les glucocorticoides est un médiateur anti-
inflammatoire exprimé a la surface de certaines cellules apoptotiques [Arur 2003]. La
géneration de cellules annexine | -/- a confirme I'importance fonctionnelle de cette protéine
dans la résolution de I'inflammation et dans la clairance des bactéries [Hannon 2003]. La [32-
glycoprotéine | ou apolipoprotéine H, est une glycoprotéine sérique ayant une forte affinité

pour les phospholipides anioniques, qui inhibe la coagulation et favorise les liaisons antigéne-
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anticorps. La protéine S est une protéine sérique qui est aussi connue pour lier les récepteurs

de la famille des protéines kinases [Anderson 2003].

Au total, une variéte de récepteurs et de molécules est impliquée dans la
reconnaissance des cellules apoptotiques. La plupart des récepteurs mis en évidence in vitro,
révéle moins d’importance in vivo [Henson 2001b]. La raison de la multiplicité des récepteurs
est due, d’une part aux différents types de tissus et de cellules spécifiques engagées dans
I’internalisation, et d’autre part a leur fonction. Certains récepteurs sont impliqués dans la
reconnaissance des cellules apoptotiques, d’autres dans le réarrangement du cytosquelette
nécessaires a l'internalisation et peuvent donner lieu & des réponses soit pro- soit anti-

inflammatoires [Henson 2001a, Stuart 2005].

2-2-3) Internalisation et dégradation des cellules apoptotiques

Aprés la reconnaissance des cellules apoptotiques, différentes voies assurant le
remodelage du cytosquelette sont activées et permettent [’internalisation des cellules
apoptotiques par les cellules spécialisées (figure 12).

La premiére voie implique le récepteur scavenger LRP1 (Low density lipoprotein
Receptor-related Protein 1), une protéine adaptatrice GULP (enGULfment Adaptor PTB
domain containing Protein) et les transporteurs ABC Al et A7. LRP1 qui lie la calréticuline
interagit directement avec une forme homodimerisée de GULP induisant I’activation de Rac 1
qui est une petite GTPase nécessaire a 1’organisation temporale et spatiale du cytosquelette
d’actine. ABC Al et ABC A7 sont impliqués dans cette voie mais leur role exact reste
inconnu [Kinchen 2007].

La seconde voie est la voie dépendante du trimére EImo/Crkll (Chicken tumour virus
no. 10 Regulator of Kinase 11)/Dock180 jouant un rdle dans le réarrangement du cytosquelette
nécessaire a ’internalisation. Ces protéines fonctionnent ensemble pour activer la protéine
Rac 1. Le mécanisme d’activation de EImo/Dock180 est complexe, néanmoins il semble que
Crkll recrute EImo-Dock180 a la membrane [Kinchen 2007b]. EImo peut étre activé par une
deuxieme petite GTPase, la protéine RhoG, qui interagit avec Trio et dont la forme liée au
GDP interagit avec EImo. EImo/Dock180 semble étre un lien entre Rho-G, Rac 1 et une autre
petite GTPase, Arf6 (ADP-Ribosylation Factor 6) [Ravichandran 2007]. La protéine Racl va
induire la polymérisation de 1’actine dépendant du complexe Arp2/3 (Actin-Related Proteins),
activé par WASP (Wiskott-Aldrich Syndrome Protein) et WAVE (WASP-family VErprolin-
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homologous protein), et la déstabilisation des filaments d’actine via Pakl (p21-Activated
protein Kinase). Ceci permet le remodelage du cytosquelette d’actine et aboutit & la formation
d’expansions membranaires qui entourent 1’élément phagocyté et se referment en formant le

phagosome. [Swanson 2008].
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précoce

Figure 12 : Internalisation et dégradation des cellules apoptotiques par les cellules phagocytaires.

De grosses GTPases, les dynamines, qui pilotent le trafic des vésicules intracellulaires,
jouent un role fondamental (en particulier DYN-1) dans I’acheminement des endosomes et
des lysosomes vers le phagosome. Dyn-1 et la protéine VPS-34 (Vacuolar Protein Sorting 34),
une phosphatidylinositol-3 kinase de classe IllI, sont des régulateurs essentiels de la
maturation des phagosomes, car ils contrdlent aussi bien le recrutement que I’activité de
nombreuses cibles impliquées dans la maturation du phagosome [Henry 2004, Rogers 2007,
Kinchen 2008].
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La maturation des phagosomes implique un remodelage de la membrane phagosomale
et la fusion avec des organites intracellulaires incluant les endosomes précoces, les
endosomes tardifs et les lysosomes (figure 12). De nombreuses molécules incluant PIP3
(Phosphatidyl-Inositol-3-Phosphate), les petites GTPases RAB (Rab5 et Rab7) et ’ATPase de
type V sont impliquées dans ce processus [Rink 2005]. La protéine Rab 5 facilite la fusion du
phagosome avec les endosomes précoces, et Rab 7, la fusion avec les endosomes tardifs et les
lysosomes. Quant a I’ATPase de type V, elle catalyse 1’acidification de la lumiére du
phagosome (pH<5) permettant 1’activation d’hydrolases acides qui dégradent activement les
protéines, les acides nucléiques et les lipides contenus dans le phagosome [He 2009].

La dégradation des cellules apoptotiques commence avant 1’internalisation grace au
processus apoptotique lui-méme et continue aprés internalisation dans le phagolysosome.
L’ ADN particllement digéré est dégradé en nucléotides par les nucléases lysosomales comme
la DNase II a [Evans 2003, Shpak 2008, He 2009]. La DNase II génére des fragments d’ADN aux

extrémités 5’-hydroxyl et 3’-phosphate a I’inverse de la CAD [Nagata 2003].

2-2-4) Mécanisme d’internalisation par les cellules non spécialisées

Les macrophages et les cellules dendritiques ne sont toutefois pas les seules cellules
capables de phagocyter les cellules apoptotiques. En effet, d’autres types cellulaires ont la
capacit¢ de participer a 1’élimination des cellules apoptotiques. Parmi les cellules
phagocytaires non professionnelles, nous pouvons citer, par exemple, les cellules épithéliales
pigmentaires de la rétine ou les cellules épithéliales mammaires [Erwig 2008]. Cependant, il
existe des différences entre la clairance des cellules apoptotiques par des cellules spécialisées
et par les cellules non spécialisées. La comparaison a été faite entre des macrophages et la
lignée BHK (baby hamster kidney) qui est une lignée de cellules fibroblastiques ou des
cellules épithéliales de la rétine [Parnaik 2000]. L’internalisation des cellules apoptotiques par
les macrophages est tres rapide et dure de 1 a 2 minutes alors que ’internalisation par les
cellules BHK se déroule aprés plusieurs heures de contact. De plus, la dégradation des
cellules apoptotiques internalisées dure 25 minutes a 1h45 maximum dans les cellules
spéecialisees contre plus de 2 heures dans BHK. Les différences observées peuvent avoir 2
explications.

Les cellules apoptotiques qui se dégradent au cours du temps, présentent de nouvelles
molécules de reconnaissance lorsqu’elles sont en apoptose tardive. Les cellules non

specialisées peuvent alors reconnaitre les signaux d’apoptose tardive et phagocyter ces
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cellules apoptotiques. Cette hypothése concorde avec le réle physiologique de la phagocytose
des cellules apoptotiques par des cellules non spécialisées qui n’a normalement lieu que
lorsque les cellules phagocytaires ne sont pas suffisantes pour éliminer toutes les cellules
apoptotiques présentes. En effet, I’incubation de cellules apoptotiques a un stade avancé de
I’apoptose avec des BHK induit une internalisation plus rapide. De plus, les cellules
internalisantes n’étant pas spécialisées dans la phagocytose, leur mécanisme d’internalisation
serait plus long a mettre en place que chez les cellules phagocytaires professionnelles. Bien
que la premiére explication ait été confirmée par 1’équipe de Parnaik, la deuxieme reste

possible.
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Figure 13 : Molécules de reconnaissance impliquées dans 1’internalisation des cellules apoptotiques par
les cellules non spécialisées.

Les cellules endothéliales des vaisseaux sanguins hépatiques sont aussi capables
d’internaliser des cellules apoptotiques [Dini 1995]. In vitro, aprés 15 minutes d’incubation des
cellules apoptotiques avec des cellules endothéliales, 20 a 25% d’entre-elles ont adhéré. Ce
pourcentage augmente a 30% apres 1 heure de coculture. Le mécanisme de reconnaissance
des cellules apoptotiques par les cellules endothéliales semble passer par les récepteurs
specifiques des glucides dont certains récepteurs scavenger, car 1’incubation avec un cocktail
de sucres (galactose, N-acetylglucosamine et mannose) induit 50% d’inhibition de
I’adhérence. A I’inverse, 1’adhérence peut étre augmentée apres une stimulation des cellules
endothéliales par I'interleukine 1. Enfin, apres 1 heure d’incubation, la majorité des cellules
apoptotiques est observée dans le cytoplasme des cellules endothéliales au niveau des
phagosomes [Dini 1995]. Les fibroblastes semblent utiliser les mémes récepteurs pour

internaliser des neutrophiles apoptotiques [Hall 1994]. En effet, ’internalisation des cellules
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apoptotiques par les fibroblastes est un mécanisme impliquant des ions bivalents (inhibée par
I’EDTA) et qui passe par deux types de récepteurs, des récepteurs aux sucres spécifiques
(inhibition par le mannose et le fucose mais pas d’inhibition par le glucose, le N-
acetylglucosamine et le galactose) et par le récepteur a la vitronectine (inhibition par le
peptide RGDS). De plus, le taux d’internalisation est dépendant de la cellule non spécialisée
puisque apreés 1 heure d’incubation avec des cellules apoptotiques, les fibroblastes en
internalisent de 40 a 50% comparativement aux cellules endothéliales et aux cellules
épithéliales qui en internalisent moins de 10% [Hall 1994]. Cependant, I’internalisation de
cellules apoptotiques est possible par des cellules épithéliales mammaires aussi bien in vitro
que in vivo [Monks 2005]. Les cellules épithéliales mammaires expriment différents récepteurs
impliqués dans la phagocytose : le CD36, le récepteur a la vitronectine, le complexe
calréticuline/CD91 et le PSR, mais ne les expriment pas tous (négatives pour les SR-A et
CD14). Tous ces récepteurs semblent étre impliqués dans la phagocytose des cellules
apoptotiques car 1’utilisation d’anticorps dirigés contre chacun de ces récepteurs diminue
I’internalisation des cellules apoptotiques [Monks 2005]. Il semble que I’internalisation passe
aussi par le récepteur a la vitronectine car I’ajout de MFG-E8 dans la coculture augmente la
phagocytose des cellules apoptotiques. De plus, aprés phagocytose, ces cellules épithéliales
mammaires, secretent du TGF-B et inhibent le TNFo environnant comme les macrophages en
présence de cellules apoptotiques [Monks 2005]. Enfin, deux autres études ont montré que la
surexpression d’un récepteur aux phosphatidylsérines (BAI1, Stabiline-2, TIM1/4) dans des
fibroblastes entraine une augmentation de la liaison et de I’internalisation des cellules
apoptotiques [Savill 2007, Kang 2006]. De plus 1’annexine I est nécessaire a une internalisation
efficace par les phagocytes non professionnels [Hannon 2003]. Les récepteurs et les molécules
intervenant dans I’internalisation des cellules apoptotiques par les cellules non spécialisées
sont représentés figure 13.

Certaines molécules impliquées dans la reconnaissance des cellules apoptotiques par les
cellules non spécialisées sont communes aux cellules professionnelles. Bien que les mémes
récepteurs soient activés, il est possible que le signal en aval ne soit pas le méme. En effet,
certains signaux induits par la liaison avec les cellules apoptotiques sont communs aux
cellules spécialisées et non spécialisées (diminution de I’expression de ERK1/2, de p90™** et
de NF-kB et augmentation de I’expression de p38 et INK1/2), alors que d’autres divergent
(activation de AKT chez les macrophages et inhibition de AKT chez les cellules épithéliales)
[Patel 2010]. Il apparait donc que la signalisation liée a la reconnaissance de la cellule

apoptotique soit conservée a I’inverse de la signalisation dépendante d’AKT, qui par ailleurs
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n’a pas le méme role dans les macrophages et dans les cellules épithéliales dans lesquelles la
phagocytose est respectivement dépendante et indépendante d’ AKT. Enfin, la réponse induite
par des cellules nécrotiques et apoptotiques (augmentation de AKT, diminution de GSK3p :
Glycogen Synthase Kinase 3 beta et de BAD) est similaire dans les macrophages alors qu’elle
est opposee dans les cellules épithéliales (apoptose : augmentation de GSK3p et de Bad,
diminution de AKT) [Patel 2010].

Bien que la phagocytose soit le mécanisme le plus couramment décrit dans
I’internalisation des corps apoptotiques par les cellules spécialisées ou non, on ne peut pas
exclure que d’autres mécanismes d’internalisation participent a 1’élimination des cellules
apoptotiques, en particulier pour les cellules phagocytaires non spécialisées. Ces autres
mécanismes d’entrée dans la cellule, ou endocytose, peuvent étre la macropinocytose,
I’endocytose impliquant les molécules de clathrine ou les molécules de cavéoline et plusieurs
formes d’endocytose moins courantes n’impliquant ni la clathrine ni la cavéoline (figure 14)
[Conner 2003].

La macropinocytose qui permet [’internalisation du milieu extracellulaire est
caractérisée par 1’évagination de la membrane plasmique impliquant les GTPases Rho et Rac
et le cytosquelette d’actine [Swanson 2008]. Ces évaginations se referment et forment des
vésicules qui sont internalisées dans le cytoplasme et fusionnent avec les endosomes précoces
et tardifs puis avec un lysosome afin d’étre dégradées comme lors du processus de
phagocytose [Mayor 2007, Swanson 2008]. La caractéristique essentielle différenciant la
macropinocytose de la phagocytose est la formation des invaginations membranaires. En effet
lors de la phagocytose, ces invaginations sont étroitement liées a la cellule apoptotique a
I’inverse de celles formées lors de la macropinocytose [Swanson 2008]. La macropinocytose
participe a la clairance des corps apoptotiques par reconnaissance par le récepteur CD91
couplé a la calréticuline via les molécules de liaison C1q et MBL [Ogden 2001].

L’endocytose a clathrine, comme son nom I’indique, implique la formation de
vésicules recouvertes de molécules de clathrine [Brodsky 2001]. Les molécules de clathrine sont
recrutées a la membrane plasmique grace aux protéines AP (Adaptator Protein) qui sous
forme déphosphorylées, permettent 1’appariement de clathrines et leur polymérisation en une
cage de structure polyhédrale. Les protéines du cytosquelette, telles que 1’actine et la dynéine
sont impliquées dans ce type d’endocytose [Kaksonen 2006]. La vésicule formée fusionne avec
un endosome précoce dans lequel une partie de la vésicule est recyclée, I’autre partie est

adressée a I’endosome tardif afin d’y étre dégradée [Mallet 2000]. En général, les vésicules
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internalisées par ce mécanisme sont de petit diameétre (environ 120nm), toutefois dans certains

cas elles peuvent atteindre une taille de 5pm [Conner 2003a, Piehl 2007].
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Figure 14 : Différentes entrées dans la cellule.

L’endocytose impliquant des cavéoles est formée par la liaison de molécules cargo au
sein des radeaux lipidiques. De nombreuses protéines kinases ainsi que les protéines du
cytosquelette telles que 1’actine et la dynamine II participent a la formation des vacuoles
[Conner 2003]. Les cavéolines sont recrutées au niveau de la membrane de la vacuole.
Contrairement aux autres formes d’endocytose, ces vacuoles fusionnent avec un
compartiment nommé cavéosome a pH neutre et non avec des endosomes a pH acide. Les
vésicules sont ensuite adressées a ’appareil de Golgi ou au réticulum endoplasmique [Nabi
2003]. Comme I’endocytose a clathrine, I’endocytose a cavéole permet I’internalisation de
petits éléments d’environ 60nm.

Tous les mécanismes d’internalisation décrits de ce chapitre sont potentiellement

impliqués dans le THG. La littérature ne décrivant jamais le processus d’internalisation
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impliqué dans le THG, une partie des travaux menés dans cette these vise & identifier quel(s)

mécanisme(s) d’internalisation aboutit a la transformation par THG.

2-3) Observation de I’internalisation des cellules apoptotiques : utilisation

d’un systéme référencé en position

2-3-1) Systeme référencé en position

Pour suivre I’internalisation de particules ou de cellules apoptotiques deux procédés
sont majoritairement utilisés: la vidéomicroscopie en chambre thermostatée et le
repositionnement sur le site d’observation a chaque temps a 1’aide d’une platine motorisée.
Cependant ces deux systemes comportent des inconvénients. La vidéomicroscopie nécessite
la monopolisation d’un appareil volumineux non disponible durant toute la durée de
I’expérience. Lors d’un repositionnement, le référentiel de position étant inclus a la platine
motorisée, le repositionnement des supports de culture sur la platine, peut fausser les
observations a 1’échelle cellulaire ou subcellulaire.

L’équipe de Patrick Sandoz, du département d'optique de I'Institut FEMTO-ST
(LOPMD : équipe « Nanométrologie et Microsystémes pour les Sciences du Vivant ») a mis
au point un procédé tout a fait original qui consiste a intégrer un référentiel de position, une
mire pseudopériodique (figure 15A), gravée a la surface d’une lamelle couvre-objet [Sandoz
2002, Sandoz 2007]. Le codage de la mire est basé sur deux systemes de codage :

- un codage binaire, représenté par la présence ou I’absence de points gravés qui, une
fois décrypte, permet d’obtenir la position absolue c’est-a-dire le numéro de la colonne et de
la ligne (figure 15B),

- un codage continu grace a la distance constante entre les points qui peut étre
représenté par une sinusoide d’une période de 4 micrométres. Cette propriété permet le calcul
de phase par la transformée de Fourier traduite par deux équations complexes qui donne une
précision de repositionnement de 10 nm (figure 15C).
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Figure 15 : Référentiel en position, mire. (A) La mire est photolithographiée sur une lamelle couvre-objet.
(B) Le premier systéme de codage est un codage binaire qui repose sur la présence ou 1’absence de points.
(C) Le deuxiéme systéme de codage repose sur la périodicité des points qui permet le calcul de phase gréace

2-3-2) Fabrication de la mire

Une mire est fabriquée par photolithographie, un processus couramment utilisé en
microfabrication (figure 16). La photographie nécessite un masque qui est une lame de verre
sur laquelle est reproduit la mire. Ce masque permet de photolithographier une lamelle de
verre recouverte d’une couche de 700 nm de résine, la TIO9XR. Cette résine, déposée de
fagon homogeéne sur la lamelle de verre grace a la vitesse de rotation d’une tournette (4000
rotations par minute), est un substrat sensible aux rayonnements UV. Le masque permet de
laisser passer ou non une dose de 45 mJ/cm? sur cette couche. La lamelle de verre est ensuite
traitée par chauffage (1 minute a 130°C). Cette étape rend la résine préalablement exposée
aux UV inerte et par conséquent insensible aux UV et aux lavages ultérieurs permettant
normalement son élimination. La lamelle est alors exposée a une nouvelle irradiation UV de
190 mJ/cm2 en absence de masque. Ainsi les zones inertes, exposées aux premiéres
irradiations UV, ne subissent pas de changements contrairement a celles nouvellement

exposees. La lamelle est ensuite immergée dans un developpeur, le MF-26A pendant 35
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secondes, ce qui permet 1’¢limination de la résine photoexposée (a la 2°™ exposition). Seules
les zones inertes restent adhérentes a la lamelle ce qui correspond au négatif des motifs de la
mire. La lamelle est alors métallisée (recouverte d’une fine couche de métal de 0 a 100 nm)
par évaporation d’aluminium dans une chambre vide. Le métal se dépose de facon homogéne
aussi bien directement sur la lamelle de verre que sur le substrat inerte. Le motif de la mire est
obtenu en positif aprés la dissolution de la résine inerte dans un solvant, I’acétone, couplée a
des ultrasons afin d’améliorer 1’élimination de la résine. La mire est ainsi gravée sur la

lamelle et préte a étre utilisée.
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Figure 16 : Principe de fabrication de la mire par photolitographie (procédé lift-off).
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I11) Transformation cellulaire

Nous avons vu dans le premier chapitre que le transfert horizontal d’oncogénes induit
la transformation de cellules receveuses invalidées pour la protéine p53. Dans ce contexte, il
est nécessaire de comprendre quels sont les rbles des oncogénes dans la transformation
tumorale classique, en général et dans le cas du cancer du col de I’utérus en particulier, et

comment la protéine p53 permet de protéger la cellule de cette transformation.

3-1) Transformation tumorale

La transformation tumorale est un processus complexe se déroulant en plusieurs étapes
qui impliquent I’activation de proto-oncogenes (génes qui apres des modifications favorisent
la transformation) mais aussi I’inactivation d’anti-oncogénes (genes normalement impliqués

dans la protection de la cellule contre la transformation cellulaire).

3-1-1) Cas genéral : transfert vertical d’oncogénes

L’homéostasie tissulaire, provient de 1’équilibre entre de multiples processus
cellulaires tels que la prolifération, la mort, la différenciation, la sénescence ou I’angiogencése.
La formation d’une masse tumorale résulte de la perte de cet équilibre qui est due a la
mutation d’un ou plusieurs geénes impliqués dans I’un de ces processus vitaux (pour revue
[Hanahan 2000]).

La formation d’un cancer est un processus multi-étapes incluant 1’initiation, la
promotion puis la progression tumorale (Figure 17) [Vogelstein 2004]. Certains facteurs
intrinséques (susceptibilité héritée) et extrinséques (agents mutagénes) peuvent favoriser
I’initiation tumorale. Des agents mutagénes divers (physiques, cliniques, viraux) sont
responsables de la mutation de la cellule d’origine. La promotion consiste en la perte des
mécanismes de contrdle de la prolifération de la cellule initiée, tels que les points de controle
du cycle cellulaire, permettant une prolifération aberrante mais aussi 1’inhibition de la
sénescence et de I’apoptose des cellules prémalignes. La promotion est entre autre supportée
par les cellules stromales qui fournissent les élements nutritifs et les facteurs de croissance
nécessaires a une prolifération accélérée. Ces cellules stromales participent aussi a la

progression tumorale en favorisant 1’angiogenése et en facilitant 1’invasion des cellules
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tumorales. En effet, I’angiogenése et 1’invasion mais aussi la perte de la différenciation et de
I’adhérence sont des avantages qu’acquiérent les cellules tumorales lors de mutations
supplémentaires durant la progression. Ainsi, une cellule devient tumorale aprés 1’acquisition

d’au moins sept mutations indépendantes.

Les mutations ne sont pas les seuls événements qui permettent aux cellules d’inactiver
ou d’activer des géenes ou des protéines necessaires a leur progression en cellule tumorale. Les
facteurs épigénétiques qui altérent la structure de la chromatine, peuvent jouer un role clé
dans le devenir de la cellule [Balmain 2003]. Ainsi, le cancer peut étre considéré a la fois
comme une maladie génétique et comme une maladie épigénétique.

Seul 1% des genes humains sont « tumoraux » aprés mutation et dans 90% des cas ces
mutations ont lieu dans des cellules somatiques. Les mutations qui touchent les cellules
germinales, comme BRCA1 et BRCA2 entrainent des prédispositions au cancer chez la
descendance de I’individu. Ces mutations sont a 1’origine de certaines leucémies, lymphomes
et tumeurs mésenchymateuses. Les modifications génétiques somatiques peuvent étre dues a
la délétion d’un geéne, d’une partiec ou d’un chromosome entier, & une recombinaison
chromosomique, a I’amplification d’un géne et a une mutation ponctuelle [Balmain 2003].

Deux événements épigénétiques sont associés au cancer, la méthylation des Tlots CpG
dans les promoteurs des génes suppresseurs de tumeurs en particulier par ajout de
groupements méthyl sur les cytosines par les DNA méthyl transférases, empéchant la
transcription des genes et la (des)acétylation des histones par les HDAC (Histone
DesACethylase) et les HAT (Histone Acetyl Transferase) qui changent la conformation de la

chromatine et donc la transcription des genes [Kanwal 2010].

Lors de I’initiation, la premiére mutation peut avoir lieu dans un proto-oncogene ou un
géne suppresseur de tumeur [Futreal 2004]. Il existe 6 grandes classes de proto-oncogenes (dont
dérivent les oncogenes) potentiellement impliqués dans le processus de carcinogeneése : les
facteurs de croissance (Sis), les récepteurs a activité tyrosine kinase (par exemple HER1/Erb
B1, HER2/Erb B2 et Kit), les protéines liant le GTP (Ras), les protéines a activité tyrosine
kinase (Src, Abl), les protéines nucléaires (Jun, Fos, Erb A, Myc, Myb) et les protéines
impliquées dans 1’apoptose (Bcl2, Fas) [Broach 1997, von Lintig 2000, Whitehead 2005, Maeno 2006] .

Les anti-oncogénes ou geénes suppresseurs de tumeurs, sont entre autres, des
régulateurs négatifs de la prolifération cellulaire. Il existe 3 classes de genes suppresseurs de

tumeurs : les « gatekeeper » qui inhibent la croissance cellulaire ou induisent la mort
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cellulaire, les « caretakers » assurant le maintien de I’intégrité du génome qui sont impliqués
dans le controle de la réplication et dans la réparation a ’ADN et les « landscapers » qui
participent aux interactions de 1’épithélium avec le mésenchyme [Kinzler 1997, Kinzler 1998]. Le
premier géne suppresseur découvert est le géne de susceptibilité au rétinoblastome (Rb) et
celui dont I’action est majoritairement inhibée dans les cancers est le géne TP53. Les
modifications génétiques et épigénétiques peuvent directement modifier ces protéines ou leur
expression mais peuvent aussi étre dirigées contre les protéines en amont ou en aval de celles-
ci comme la cycline D, CDK4 (cyclin-dependent kinase) ou p16 pour la voie pRB et ARF
(Alternative Reading Frame), MDM2 (murine double minute) ou p21 pour la voie p53.
D’autres anti-oncogénes peuvent étre mutés tels que APC (Adenomatous Polyposis Coli
gene) dans les adénocarcinomes coliques, gastriques et pancréatiques, le facteur de
transcription WT-1 (Wilms’ Tumour gene 1 protein) dans certaines tumeurs rénales ou encore

NF-1 (NeuroFibromatosis Type 1) impliqué dans 1’activation de Ras.

La combinaison de mutations ou d’épimutations dans ces deux classes de génes, lors
des divisions successives, ou expansion clonale, conduit au développement d’une cellule
cancéreuse (figure 16) [Tomlinson 1996]. La théorie de 1’évolution clonale est un ancien concept
selon lequel la pression de sélection du micro-environnement favorise la croissance des clones
cellulaires ayant acquis des mutations qui favorisent leur prolifération et leur survie [Nowell
1976]. Suivant cette théorie, toutes les cellules d'une masse tumorale sont génétiquement
identiques et la malignité est due a une série linéaire d'événements. Ainsi, la formation d’une
tumeur résulte du transfert de mutations ou d’épimutations d’une cellule mere précancéreuse a
ses cellules filles qui acquierent elles-mémes des mutations supplémentaires, les rendant
cancéreuses. Ainsi, la formation d’un cancer est due au transfert vertical d’oncogénes.

Cependant, la division des cellules étant nécessaire pour que ces changements
génétiques et épigénétiques induisent un cancer, un grand nombre des cellules adultes non
réplicatives, comme les cellules nerveuses, n’y sont pas sensibles [Futreal 2004]. De plus, la
progression tumorale est beaucoup plus complexe que la théorie clonale car les cellules

environnant la tumeur vont aussi participer a la transformation tumorale [Rangarajan 2004].
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Figure 17 : Transformation tumorale. Les étapes d’initiation, de promotion et de progression
aboutissent a une cellule tumorale ayant toutes les caractéristiques d’une cellule cancéreuse.

Six changements majeurs caractérisent la transformation tumorale : la capacité a
proliférer en absence de signaux mitogenes exogenes, 1’insensibilité aux inhibiteurs de
croissance, la résistance a la mort cellulaire programmeée, la réplication illimitée (immortalité),
I’angiogenése et la capacité a envahir les tissus environnants et éventuellement le potentiel
métastatique (figure 17) [Hanahan 2000]. Ces caractéristiques typiques des cellules cancéreuses
semblent apparaitre suivant une séquence potentielle. La prolifération en absence de facteurs
de croissance, l’insensibilité aux inhibiteurs de croissance sont acquis au début du
développement tumoral de méme que I1’échappement a 1’apoptose nécessaire a une
prolifération aberrante non contrdlée et 1’acquisition d’une réplication illimitée. A ce stade,
les cellules sont immortalisées mais non encore transformées.

Ces cellules a prolifération accrue, ont un besoin en nutriments qui augmente et qui

nécessite des mutations supplémentaires favorisant 1’angiogenese et permettant
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I’échappement a la sénescence induite par une absence en nutriments. L’invasion des tissus
environnants est favorisée par la perte des contacts a la matrice et permet 1’échappement a la
mort induite par la perte d’adhérence ou I’anoikis. Ces cellules devenues tumorales sont alors
capables d’envabhir les tissus environnants puis de passer dans le systeme circulatoire afin de

coloniser d’autres organes ou d’autres tissus et ainsi former des métastases.

Des virus peuvent participer a la transformation cellulaire par 1’expression
d’oncogenes viraux tels que le virus EBV (certains lymphomes et le carcinome du
nasopharynx), les virus des hépatites B et C (certains carcinomes hépatocellulaires), ’HTLV-
| (Human T-lymphotropic virus-I ; leucémie et lymphome a cellules T), KSHV (Kaposi’s
Sarcoma HerpesVirus ; Sarcome de Kaposi), le virus de Merkel (carcinome a cellules de
Merkel) [Moore 2010]. Le virus simien 40 (SV40) peut aussi induire une transformation
tumorale. SV40 code I'antigéne T de SV40 (SV40LT) et I'antigene t de SV40 (SV40ST). Ces
oncoprotéines virales sont capables de se lier a de nombreuses protéines. Cependant la
capacité de SV40LT a interagir et a désactiver les protéines suppresseurs de tumeur p53 et
pRB est probablement sa fonction la plus importante dans la transformation [Boehm 2005].
Quant a la protéine SV40ST, elle posséde un domaine carboxy-terminal unique qui lie la
sérine-thréonine phosphatase hétérotrimérique PP2A (Protein Phosphatase 2A) connue pour
augmenter la prolifération cellulaire [Hahn 2002]. Les papillomavirus a haut risque sont aussi

des virus transformants (cf. partie 3-1-2).

3-1-2) Cas du cancer du col : implication des HPV

Les papillomavirus humains (HPV : Human PapillomaVirus) a haut risque du genre a
sont responsables de 99,7% des cancers du col de 1’utérus [zur Hausen 1999, Walboomers 1999].
Ces virus qui comportent plus de 100 types sont classés selon leur potentiel oncogene
induisant ou non le développement de Iésions précancéreuses du col de 'utérus pouvant
évoluer vers un cancer invasif [de Villiers 2004, Burk 2009, Van Doorslaer 2010, Bernard 2010]. Parmi
eux, deux HPV retrouvés dans la muqueuse geénitale, les HPV de type 16 et 18 sont
responsables de plus de 80% des cancers invasifs du col de I’utérus en France et 70% dans le
monde [Clifford 2003, Pretet 2008]. Cependant, 1’infection par les HPV a haut risque est
nécessaire mais pas suffisante pour induire des lésions pré-cancéreuses [zur Hausen 2000]. En
effet, seules les infections persistantes conduisent a I’acquisition d’un phénotype malin apres

plusieurs décennies [zur Hausen 2002]. Cette persistance de ’infection est influencée par de
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nombreux facteurs liés a 1’hote, a I’environnement et au virus mais pourrait étre aussi

favorisée par le transfert horizontal de I’ADN d’HPV dans des cellules réservoirs.

Les HPV sont de petits virus nus (de 45 a 55 nm de diametre) dont le génome viral est
constitué d’une molécule d’ADN bicaténaire et circulaire d’environ 8000 paires de bases
codant des protéines precoces (Early), E1 a E7 non structurales et des protéines tardives
(Late) L1 et L2 qui permettent 1’assemblage final du virus et la stabilisation de la capside. Les
protéines E1 et E2 sont impliquées dans la réplication extra-chromosomique du géenome viral
et E4 dans la maturation des particules virales et la désorganisation du cytosquelette [Doorbar
1986, Ustav 1991, Stubenrauch 2001]. La protéine E3 n’a pas de fonction connue. La protéine E2
est aussi un facteur de transcription qui régule la transcription des oncogénes viraux E6 et E7
[Desaintes 1996]. Il a été¢ démontré que la majorité des cancers invasifs du col de I'utérus
comporte des séquences d’ADN d’HPV-HR intégrées au génome de la cellule hote.
L’inactivation de E2 suite a I’intégration du génome d’HPV conduit a une surexpression des
protéines E6 et E7 [Schwarz 1985, Romanczuk 1992, Jeon 1995]. Les protéines E6 et E7 sont des
petites protéines localisées majoritairement dans le noyau de la cellule qui coopérent dans le
développement de cancers induits par les HPV (figure 18) [Nomine 2006, Katich 2001]. Elles sont
capables d’induire I’immortalisation de kératinocytes primaires et participent a chaque étape
de la transformation cellulaire [Hawley-Nelson 1989, Munger 1989]. La protéine E5 est elle aussi
impliquée dans la carcinogenese induite par les HPV a haut risque; elle est absente chez les

HPV-BR et chez les HPV du genre béta [Schlegel 1986].

Dans une cellule normale, les protéines a poche, p1057°, p107 et p130 inhibent
I’activité transcriptionnelle des protéines E2F1 a E2F5 en liant leur domaine de

transactivation [Harbour 2000]. En début de phase G1, p105°®

est phosphorylée par les
complexes CDK4/6/cycline D, permettant la dissociation du complexe pRB-E2F. E2F libérée
induit alors I’expression des genes spécifiques de la phase S tels que ceux codant la cycline E
et la cycline A [DeGregori 2006].

La prolifération cellulaire est favorisée par la protéine E7 des HPV-HR qui interagit
avec les protéines a poche grace a leur motif amino-terminal conservé LXCXE [Munger 2004].
L’interaction de la protéine E7 avec p105™° hypophoshorylée entraine sa dégradation par le
protéasome. La protéine p105™° n’interagissant plus avec les facteurs de transcription E2F, il
s’en suit une entrée prématurée en phase S et la synthése d’ADN [Munger 2004]. La protéine E7

inactive les HDAC (histones déacetylases) favorisant la transcription par E2F et s’associe a
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p300/CBP (CREB binding protein) et p/CAF (facteur associé a p300/CBP), qui participent a
’activation transcriptionnelle médiée par E2F [Frolov 2004, Brehm 1999].
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Figure 18 : Implication des protéines E6, E7 et E5 dans I’immortalisation et la
transformation cellulaire.

La protéine E7 se lie aussi par son domaine carboxyterminal aux inhibiteurs des CDK,
les protéines p21°"** et p27""*. p21 et p27 ne sont alors plus capables de bloquer activité de
CDK2 qui forme un complexe avec les cyclines E et A favorisant I’entrée et la progression en
phase S [Deshpande 2005]. La conséquence d’une prolifération aberrante comme celle induite
par E7 est une augmentation du taux de p53 aboutissant a I’apoptose de la cellule [Demers
1994]. Cependant lors de I’infection par les HPV a haut risque la protéine E6 est capable de

contourner ce mécanisme de défense en interférant avec les fonctions de p53.
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La protéine E6 facilite la dégradation de 1’anti-oncogéne p53 par le protéasome via
I’ubiquitine ligase cellulaire E6AP (E6 Associated Protein) en formant un complexe
trimérique avec ces protéines [Huibregtse 1991, Scheffner 1993]. E6 est aussi capable d’inhiber
directement I’activité transcriptionnelle de la protéine p53 en se liant & son domaine de liaison
a ’ADN [Lechner 1994]. L’interaction de la protéine E6 avec les protéines p300/CBP bloque
leur capacité a acétyler p53 diminuant alors sa stabilité [zimmermann 2000]. La fonction de la
protéine E6 renforce donc I’effet de la protéine E7, en inhibant I’arrét de cycle et I’apoptose
dépendante de p53. La protéine E6 bloque aussi la voie apoptotique des récepteurs de mort de
plusieurs facons. Elle lie le récepteur de mort TNF-R1, empéchant la formation du complexe
d’initiation et ainsi la transduction du signal [Filippova 2002]. De plus, il a été montré que E6
est capable d’interagir avec la protéine adaptatrice FADD et la caspase 8 impliquée dans la
transduction du signal activé par les récepteurs Fas et TRAIL [Filippova 2004, Garnett 2006b].
Outre I’inactivation de la protéine p53, plusieurs interactions impliquant E6 conduisent a une
inhibition de l’apoptose mitochondriale. E6 est capable d’entrainer la dégradation de la
protéine pro-apoptotique Bak, d’inhiber la transcription de Bax et d’augmenter 1’expression

des protéines inhibitrices de 1’apoptose, IAP2 et la survivine [Garnett 2006a].

L’immortalisation est permise grace a la participation de la protéine E6 qui active la
transcription de la sous-unité catalytique de la télomérase hTERT (human telomerase reverse
transcriptase) [Van Ranst 1992]. E6 s’associe avec EO6AP et interagit avec Myc pour moduler
I’activité du facteur de transcription NFX1-91 (Nuclear Factor X box-binding protein 1-91) et
des activateurs, Myc-Max, SP1 et les histone acétyltransférases qui lient le promoteur de
TERT [Howie 2009]. E6 lie aussi directement le facteur de transcription NFX123 pour
augmenter le taux de TERT par des mécanismes transcriptionnels et post-transcriptionnels
[Katzenellenbogen 2007]). Cette étape d’activation de la télomérase ainsi que 1’inactivation de

PRB par E7 rendent la cellule immortelle.

L’instabilité génétique nécessaire a la transformation cellulaire compléte est favorisée
par E6 et E7. La protéine E6 des HPV-HR peut lier et déstabiliser la MGMT (O(6)-
MéthylGuanine MéthylTransferase) et la protéine XRCC1 (X-ray Repair Complementing
defective repair in Chinese hamster Cells 1), deux enzymes impliquées respectivement dans la
réparation de I’ADN par excision de base, et dans la réparation des cassures simple brin.
L’inhibition de réparation de I’ADN va favoriser I’instabilit¢ génomique. De plus, le nombre

accru de cassures double brin faciliterait I’intégration du génome d’HPV observée lors de la
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progression tumorale [Munger 2004]. La protéine E7 induit la dégradation de la claspine, un
régulateur clé de la voie de dommage a I’ADN passant par ATR et Chk1 [Spardy 2009]. Elle
serait directement a 1’origine de la duplication anormale des centrosomes a 1’origine
d’anomalies du nombre de chromosomes [Duensing 2000, Duensing 2002]. Cette activité de E7 est

dépendante de la forte activité de la CDK2 [Duensing 2006].

Dans la progression tumorale, une cellule immortelle doit acquérir la capacité de
croitre en l'absence d’ancrage a la matrice extracellulaire. Des expériences in vitro ont
démontré que des cellules rétrotransfectées par E6 sont capables de croitre d'une maniére
indépendante de l'ancrage [Hoover 2007]. L’expression d’E7 ajoutée a celle d’E6 accroit
I'efficacité de la croissance indépendante d’ancrage. Des kératinocytes immortalisés par la
transfection de h-tert développent la capacité de se développer sans ancrage a une matrice
apres rétrotransfection de E6 et E7 d’HPV 16 [Narisawa-Saito 2008]. Des épimutations de géenes
suppresseurs de tumeurs, comme CADM1 (Cell ADhesion Molecule 1) également appelé
TSLC1 (Tumor Suppressor in Lung Cancer-1) et dont 1’expression est inhibée par
méthylation de son promoteur, participent aussi a 1’acquisition d’indépendance d’ancrage

[Overmeer 2010].

L’angiogenése, indispensable a I’expansion des cellules tumorales est favorisée par
des facteurs angiogéniques comme le VEGF (vascular endothelium growth factor). La
protéine E6 d’HPV 16 transactive directement le promoteur du VEGF [Lopez-Ocejo 2000]. En
réponse, le VEGF transactive le promoteur de E6, de ’'EGF-R et de I'IGF-2 (Insulin-like
Growth Factor 2) [Mathur 2005]. De plus, la surexpression de VEGF inhibe 1’expression de la
protéine anti-proliférative IGF-BP3 (IGF-Binding Protein 3). Il a été démontré dans notre
laboratoire que i) I’inhibition de la protéine E6 d’HPV 18 par un SiRNA entraine une
inhibition de 1’expression du VEGF et ii) I’inhibition de p53 entraine une augmentation du
VEGF. Ceci suggere que I’action de la protéine E6 sur le VEGF peut étre a la fois directe et
indirecte via I’inhibition de 1’un des répresseurs du VEGF, p53 [Clere 2007]. Une étude récente
a démontré que I’inhibition de E6 ou E7, aprés transfection par des plasmides codant des
shRNA ciblant ’ARNm de E6 ou E7, diminue le taux d’ARNm codant le VEGF ainsi que
son expression [Chen 2011]. L’inhibition de E6, E7 et du VEGF par le méme processus inhibe
la migration, I’invasion et 1’adhérence des cellules HelLa in vitro. De plus, I’injection de
cellules HeLa transfectées chez la souris SCID induit la formation de tumeurs beaucoup plus

petites que celles formées par les cellules HelLa sauvages.
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La protéine E6 cible les protéines a domaine PDZ conduisant a leur dégradation
[Thomas 2002]. Les protéines a domaine PDZ sont impliquées dans plusieurs fonctions dont la
formation de canaux ioniques, la signalisation et 1’adhérence cellulaire. Globalement, en
induisant la dégradation des protéines a domaine PDZ, la protéine E6 entraine une perte de la
polarité cellulaire et la rupture des jonctions adhérentes pour favoriser la dissémination
métastatique. E7 participe a la mobilité cellulaire en interagissant avec les intégrines, certains
récepteurs membranaires et le cytosquelette [Rey 2000b, Rey 2000a].

Dans une cellule normale, la perte des contacts cellulaires avec la matrice
extracellulaire entraine la mort de la cellule par anoikis. E6 interagit avec la protéine
d'adhésion focale, la paxilline qui est une protéine cytoplasmique impliquée dans
I'organisation de I'actine et la fixation des cellules a la matrice extracellulaire par des protéines
d'adhésion focale comme la vinculine [Wood 1994]. La paxilline transduit les signaux de la
membrane plasmique au point de contact focaux et au cytosquelette d'actine. 1l en résulte une
désorganisation du cytosquelette d'actine, ce qui suggere que cette interaction peut jouer un
role vital dans la tumorigenese. Les taux d’expression de la paxilline et de la FAK (Focal
Adhesion Kinase) sont augmentés dans les lignées cellulaires de carcinome du col de 1’utérus
et dans les cellules immortalisées par les HPV a haut risque [McCormack 1997]. E6 interagit
avec la fibuline-1, une protéine de la matrice extracellulaire liant le calcium, impliquée dans

la transformation cellulaire et I'invasion tumorale [Vande Pol 1998, Du 2002].

Les propriétés transformantes de la protéine E5 sont principalement liées a sa capacité
de perturber la voie de dégradation du récepteur a I’EGF. La protéine E5 d’HPV 16 interagit
d’une part avec le récepteur a I’EGF pour retarder son endocytose, et d’autre part avec une
ubiquitine ligase cellulaire, c-Cbl, afin de limiter la dégradation du récepteur a EGF et
augmenter son recyclage a la membrane plasmique [zhang 2005]. La protéine E5 inhibe la voie
extrinséque de I’apoptose en ciblant les récepteurs de TRAIL et Fas [Kabsch 2002]. Par ailleurs,
ES est aussi capable d’entrainer une diminution de 1’expression de la connexine 43, inhibant

la communication intercellulaire [Kivi 2008].

3-2) p53 une barriere au développement tumoral

3-2-1) Structure et régulation de p53
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La protéine p53, est une protéine suppresseur de tumeur, codée par le géne TP53,
présentée comme la protéine gardienne du génome. Ce facteur de transcription découvert en
1979 est impliqué dans de nombreux processus tels que le contrdle du cycle cellulaire et de
I’intégrité du génome, la sénescence, 1’apoptose ou encore la différenciation cellulaire [DeLeo
1979, Green 2009, Vousden 2009]. C’est une protéine de 53 kDa (393 acides aminées) constituée
de plusieurs domaines : un domaine de transactivation (acides aminés 22 a 42), un domaine de
fixation a I’ADN (acides aminés 100 a 293), un domaine de localisation nucléaire (acides
aminés 316 a 325) et un domaine d’oligomérisation (acides aminés 319 a 366).

Dans une cellule normale, la protéine p53 est maintenue a un taux faible grace a son
adressage au proteasome. La principale protéine participant au maintien du taux de p53 est la
protéine MDMZ2, une ligase E3, qui ubiquitinyle les résidus lysine carboxyterminaux 372, 373,
381 et 382 de p53 en collaboration avec la protéine MDM4 [Perry 2010]. Cette ubiquitinylation
de p53 entraine sa dégradation par le protéasome. La protéine MDMZ2, qui se fixe directement
a p53, a un double role dans sa dégradation grace a son domaine de localisation
cytoplasmique qui permet de rediriger p53 au cytoplasme. D’autres ubiquitines ligases, Pirh2
(P53-Induced-RING-H2) et COP1 (Constitutive Photomorphogenic 1), induisent sa
dégradation par le protéasome [Leng 2003]. Ces 3 ubiquitines ligases sont transactivées par p53
formant ainsi une boucle de régulation négative empéchant I’accumulation de p53 dans la
cellule [Vousden 2002]. A T’inverse, la désubiquitination de p53 par HAUST (Herpesvirus-

Associated-Ubiquitin-Specific proTease) favorise la stabilisation de p53 [Li 2002].
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K370 K372 K373 K381 K386
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Figure 19 : Structure et modifications post-traductionnelles de p53.
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La protéine p53 est une protéine hautement régulée dont chaque domaine peut subir
des modifications post-traductionnelles autres que 1’ubiquitination, favorisant ou inhibant
I’activité de p53 (pour revue [Kruse 2009]). Les différentes modifications post-traductionnelles
possibles sont la phosphorylation, la méthylation, la sumoylation, et 1’acétylation.

Les phosphorylations touchant les résidus sérine 6, 9, 15, 18, 20, 36, 46, 81 du
domaine N-terminal de transactivation favorisent I’activité transcriptionnelle de p53 et
empéchent son interaction avec des protéines, dont MDM2. La fixation de MDM2 au
domaine N-terminal de p53 inhibe son activité transcriptionnelle. La déphosphorylation de
résidus sérine 33 et 46 constitutivement phosphorylés réduit 1’activité de p53. L’activité
transcriptionnelle de p53 est aussi modulée par la phosphorylation du résidu sérine 392 du
domaine C-terminal, qui favorise la stabilité de la forme active de p53 (tétrameére) et par
consequent son activité transcriptionnelle, et par I’acétylation des résidus lysine 370, 372, 373,
381 et 386. A I’opposé, la désacétylation de la lysine 382 réduit I'activité de p53. Par ailleurs,
la sumoylation du résidu lysine 386 augmente la transactivation de p53. D’autres
modifications post-traductionnelles dans le domaine C-terminal peuvent inhiber la liaison de
p53 a ’ADN. Le domaine de liaison a I’ADN peut aussi subir des changements tels que la
(dé)phosphorylation de résidus sérine 149, 150, 155, la (des)acétylation de résidus lysines 120,
164, 292 et I’ADP-(dé)ribosylation de résidus acide glutamique et acide aspartique, inhibant
ou activant 1’activité transcriptionnelle de p53. Les lysines 305 et 320 constituant le domaine

de tétramérisation peuvent étre acétylées empéchant la formation du tétramere actif.

La régulation de I’activité de p53 peut se faire aussi au niveau transcriptionnel. Il
existe plusieurs variants (promoteur alternatif) et isoformes (épissage alternatif) de p53
produisant des effets différents [Bourdon 2005]. Par exemple, I’isoforme A133p53 se comporte
comme un dominant négatif de p53 et inhibe I'apoptose dépendante de p53. Le variant p53f3
amplifie la transcription des genes cibles de p53 mais posséde une plus grande affinité pour le
promoteur de Bax que pour celui de MDM2, a I’inverse de p53, favorisant la voie apoptotique.
Le profil d’expression des variants et des isoformes de p53 est trés différent suivant les tissus
rendant certaines populations cellulaires moins sensibles a I’apoptose dépendante de p53. Par
exemple dans les tumeurs, I’expression de ces variants et isoformes est variable rendant
difficile la détermination d’un lien entre le statut de p53 et la sensibilité des cancers humains

aux chimiothérapies [Bourdon 2005].
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Le géne TP53 est altéré dans de nombreux cancers humains touchant entre autres, le
cerveau, les voies aérodigestives supérieures, 1’estomac, 1’utérus, les ovaires, la vessie, le
colon, les cellules lymphoides [Lane 1992]. Chez I'Homme, 50 % des tumeurs abritent une p53
mutée [Soussi 2003]. L'inactivation de p53 est un facteur prédisposant a I'émergence des
cancers et est essentielle a la transformation tumorale [Donehower 1992, Mowat 1985].

La majorité des mutations de p53 touche les résidus constituant le domaine de liaison a
I’ADN, empéchant la transactivation des géenes cibles [Soussi 2007]. Les résidus arginine en
position 175, 248 et 273 et la sérine en position 245 sont souvent mutés dans les cancers
colorectaux, et représentent plus de 20 % des mutations totales rapportées dans les cancers
humains. Elles peuvent étre classées en deux groupes, 1’un affectant directement le site de
liaison a I’ADN comme la mutation de I’arginine 273, 1’autre modifiant la conformation de la
protéine, déstabilisant le domaine de fixation a I’ADN, comme la mutation de 1’arginine 175
[Wiman 2010].

Dans certaines tumeurs, 1’inhibition de la voie p53 quand celle-ci est sauvage peut
avoir lieu suite a la mutation de molécules en amont de p53 [Fuster 2007]. C’est le cas lors des
délétions du géne p14”*F, de I’amplification du géne MDM-2 ou de la mutation de ATM.
Dans d’autres tumeurs abritant une p53 sauvage des mutations sont présentes sur les
effecteurs en aval de p53 tels que PTEN, Fas, Bax, Bcl-2 ou Apaf-1 [Gentile 2001, Waite 2002].
Comme nous 1’avons vu précédemment dans les cancers du col de l'utérus, la p53 est sauvage
mais c’est une cible privilegiée de la protéine virale E6 des HPV a haut risque (cf. chapitre
3.1.3).

3-2-2) Induction de la voie p53

De nombreux stress cellulaires comme les lésions de I'ADN, les anomalies du fuseau
mitotique, I'nypoxie, l'activation d'oncogénes, le raccourcissement des téelomeres, la déplétion
en facteurs de croissance et en ribonucléotides, ou les chocs thermiques entrainent I’activation
de la voie p53 (figure 20). Parmi ceux-ci, les dommages a I’ADN et le stress oncogénique
sont impliqués dans la régulation du transfert horizontal d’oncogenes (cf partie 1-3). C’est

pourquoi nous détaillerons, en particulier ces deux stress activant la voie p53.

En réponse a des lésions de I'ADN, la voie p53 est activée par les membres de la
famille des kinases apparentées aux Kkinases dépendantes des phosphatidyl-inositols
(phosphatidylinositol 3-kinase-like kinases ou PIKKS) dont les DNA-PK (DNA-dependent
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protein kinase), ATM (Ataxia-Telangectasia Mutated) et ATR (ATM-Rad3-related) [Canman
1998]. Les radiations UV activent la voie ATR et sa protéine effectrice Chkl (Human
Checkpoint Kinase 1) alors que les cassures double brin de I’ADN dues par exemple aux
radiations-y activent la voie ATM et sa protéine effectrice Chk2. L’ADN fragmenté par les
CAD et les DNases lors du transfert horizontal de genes active cette méme voie ATM/Chk2.

Les cassures double brin sont reconnues par les complexes multifonctionnels MRN
(Mrell-Rad50-Nbsl) qui s’accumulent sur le site des dommages et recrutent les kinases
ATM et les DNA-PK [Moreno-Herrero 2005]. ATM phosphorylée phosphoryle a son tour une
série de cibles en aval, parmi lesquelles, I’extrémité C-terminale de I'histone 2AX (H2AX), la
kinase Chk2 et p53. ATM phosphoryle la sérine 15 de p53 facilitant son interaction avec les
co-activateurs p300/CBP, augmentant son activité transcriptionnelle. La protéine ATM peut
aussi, en phosphorylant directement MDM2, empécher I'exportation nucléaire de p53 et sa
dégradation dans le cytoplasme [Unger 1999b].

La forme phosphorylée de H2AX, appelée y-H2AX, qui apparait quelques secondes
apres les cassures double brin, permet le recrutement du complexe remodelant la chromatine
au niveau des cassures [Rogakou 1998]. Ce complexe permet de décondenser la chromatine et
facilite ’acces des protéines de réparation de I’ADN. La protéine Chk2 induit un arrét dans la
progression du cycle cellulaire passant par les protéines CDC25 (Cell Division Cycle 25) et
par la phosphorylation de la sérine 20 de p53 inhibant son interaction avec MDM2 [Alarcon-
Vargas 2002]. Ceci permet a la cellule de réparer 'ADN endommagé ou le cas échéant
d’induire I’apoptose [Melchionna 2000].

Hormis les sérines 15 et 20 de p53, cing autres résidus sérine et deux résidus thréonine
du domaine N-terminal, ainsi que deux résidus sérine du domaine C-terminal peuvent étre
phosphorylés par d'autres kinases induites par des dommages a I’ADN comme les DNA-PK et
les MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase). Les MAPK augmentent la stabilité et
I'activité apoptotique de p53 en phosphorylant les résidus sérine 15, 33, 46 ou 392. De plus,
p38 augmente par phosphorylation la dégradation de MDMZ2 [Bulavin 1999].
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Figure 20 : Activation de p53 par la voie des dommages a I’ADN et du stress oncogénique.

Un stress oncogénique, tel que la surexpression ou I’expression continue d’oncogenes,

4ARF 9”7 chez la souris) et de la

6INK4A).

induit I’activation de la protéine ARF (pl chez ’THomme et pl
protéine INK4a (INhibitor of cycline dependent Kinase, également appelée pl
L’expression continue de Ras, mais aussi une cassure de I’ADN double brin provoquent une
augmentation de 1’expression de la protéine p16™"** qui inhibe alors la phosphorylation de la
protéine pRb en liant le complexe cycline D/CDK4,6 [Dimri 2000].

La protéine ARF, dont I’expression est induite par la surexpression de Myc ou
I’expression continue de Ras, inhibe ’activité ubiquitine ligase de la protéine MDM2 en se
liant & cette derniére et en la sequestrant dans le nucléole. Elle empéche ainsi I’exportation
dans le cytoplasme de p53, son ubiquitination et donc sa dégradation [Honda 1999, Weber 1999,
Tao 1999]. En retour, p53 inhibe la transcription de p14”"" [Robertson 1998].

L'activation de p53 par des oncogénes peut aussi avoir lieu indépendamment de

INK4A ARF
6 4

pl et pl , via la production de ROS (Reactive Oxygen Species). La production de

ROS, stimulée par 1I’oncogene Myc, induit des Iésions de I'ADN qui entrainent I'activation de
p53 [Vafa 2002].

En paralléle de son role dans 1’activation des réponses cellulaires a un stress

ARF
4

oncogeénique, la protéine pl est impliquée dans la connexion entre la voie pRb et p53.

ARF
4

Ainsi la libération de E2F par pRb active la transcription de p1 permettant une activation

de p53 [Sherr 2000].
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3-2-3) Voie p53 dans I’arrét de cycle, la réparation, la sénescence et
I’apoptose

Une fois activee, p53 va induire sélectivement 1’expression de genes régulateurs du
cycle cellulaire ou de génes activant I'apoptose (figure 21). Plusieurs paramétres déterminent
la voie qui va étre déclenchée dont la concentration de p53 intracellulaire [Chen 1996]. Ainsi,
une faible augmentation de la quantité de p53 favorise la liaison de cette derniere a des
promoteurs de forte affinité régulant principalement des genes impliques dans la régulation du
cycle cellulaire. Une plus forte concentration de p53, faisant suite a un stress cellulaire
important, permet sa liaison a des promoteurs de plus faible affinité comme ceux responsables
de la régulation des génes pro-apoptotiques. De plus, les modifications post-traductionnelles
de p53 modulent la spécificité de sa liaison aux promoteurs des genes cibles [Aylon 2007]. Pour
exemple, la phosphorylation de la sérine 46 de p53 favorise son interaction avec le promoteur
du gene pro-apoptotique p53AIP1 (P53-regulated Apoptosis-Inducing Protein 1) [Oda 20000].
L’interaction de p53 avec d’autres protéines influence aussi les genes activés. Ainsi, les
protéines MDM2, E2F1 et p300/CBP augmentent la transactivation des génes cibles de p53
sans distinction alors que d’autres protéines telles que ASPP1 (Apoptosis Stimulating Protein
of p53 1), ASPP2, iASPP (inhibitory member of the ASPP family), JIMY (Junction-Mediating
and -regulatorY protein), p63 et p73, régulent spécifiqguement ceux liés a I’apoptose [Slee 2004].
Enfin, la présence de facteurs de survie et/ou de mort module les genes activés par p53 [Oren
2003].

L’activation de p53 favorise donc, soit un arrét du cycle cellulaire suivi d’une
réparation des dommages a I’ADN et/ou de la sénescence de la cellule, soit ’apoptose de
celle-ci (figure 21).

L’arrét du cycle cellulaire dépendant de p53 passe par Iactivation de p21"VAFYCPL de
14-3-3-6 ou de Gadd45 (Growth Arrest and DNA Damage 45). La protéine p21VAFY/CIPL
surexprimée fixe et inactive les complexes cycline D/CDK4,6 et cycline E/CDK2,

5Rb

normalement responsables de la phosphorylation de la protéine p105™. L’accumulation de la

forme hypophosphorylée de p105™

conduit & la séquestration des facteurs de transcription
E2F, bloquant ainsi 1’expression de leurs genes cibles, avec pour conséquence 1’inhibition de
la transition G1/S. La p53 active la protéine 14-3-3c qui se lie a la phosphatase CDC25C
phosphorylée induisant son exportation et sa séquestration dans le cytoplasme et donc

inhibant son activité nécessaire a ’activation de la CDK1 qui permet la transition G2/M
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[Lopez-Girona 1999]. La protéine 14-3-3c séquestre aussi dans le cytoplasme la cycline B et la
CDK1 dont I’expression peut étre réprimée par p53 [Flatt 2000]. La surveillance de la phase G2
par la protéine p53 s’exerce aussi via les protéines p21"WAF/CPL et GADD45 qui inhibent

directement CDK1 [Bunz 1998, Vairapandi 2002].

L’arrét du cycle cellulaire permet & I’histone y-H2AX de conduire les réparations de
I’ADN passant par les protéines NHEJ (Non-Homologous End Joining) et HR (Homologous
Recombinaison). y-H2AX organise 1’accumulation d’une centaine de copies des différentes
protéines impliquées dans la réparation de I’ADN pour former un complexe au niveau de la
Iésion permettant le maintien des extrémités de I’ ADN fragmenté pendant la réparation.

La voie de réparation passant par NHEJ implique le recrutement des protéines Ku 70
et Ku 80, sous-unités régulatrices de la DNA-PK. Ce complexe recrute la nucléase Artemis et
la ligase IV/XRCC4 nécessaires a la réparation [Ahnesorg 2006, Capp 2006]. Le processus de
réparation de I’ADN est terminé par la ligase XLF (XRCC4-Like Factor).

La voie de réparation passant par la protéine HR, implique la protection des extrémités
3’ de I’ADN fragmenté par la protéine RPA (Replication Protein A) couplée aux protéines
RADS52 et RAD51 qui recrute la sequence homologue de la séquence a réparer [Van Dyck 1999].
Le complexe MRN et la protéine RAD54 sont alors recrutés pour réparer I’ADN a ’aide de
cette séquence homologue [Petalcorin 2007]. Lorsque 1’ADN ne peut pas étre réparé ou lorsque
la reprise de la prolifération est impossible comme en absence de facteurs de croissance la
cellule entre en sénescence replicative.

Les cellules sénescentes sont caractérisées par une taille agrandie, une morphologie
aplatie, l'incapacité de synthétiser de I'ADN, et I'expression de biomarqueurs comme la -
galactosidase. Le stress oncogénique comme 1’expression continue de 1’oncogeéne Ras est
capable d’induire la sénescence de cellules en partie par I'activation de la voie Raf-MEK-ERK
(ERK : Extracellular signal-Regulated Kinases) mais aussi de la voie JNK-p38 en altérant le
taux de ROS intracellulaire [Ueda 2002].

Plusieurs marqueurs moléculaires de la sénescence, tels que p21, PML (ProMyelocytic
Leukemia), PAI-1 (Plasminogen Activator Inhibitor-1), et DEC1 (Deleted in Esophageal
Cancer 1) sont des molécules en aval de p53 capables d’induire un arrét de cycle irréversible.
PML est une composante essentielle du complexe PML-NB (PML-Nuclear Body), qui
constitue une zone d'ancrage pour les protéines régulatrices telles que p53. Bien que sept
isoformes de PML existent, seule la PML-IV est capable de réguler l'activité de p53 et

d’induire la sénescence [Bischof 2002].
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Figure 21: Voie de p53 dans l’arrét de cycle, la réparation de

I’ADN, la sénescence et 1’apoptose.
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p53 peut induire la sénescence de la cellule via mTOR (mammalian Target Of
Rapamycin) par activation de la voie Akt/PKB (Ak mouse strain Transforming
protein/Protein Kinase B) [Korotchkina 2010].

L’apoptose passant par l'activation de p53 peut faire suite a une longue période de
sénescence ou un stress cellulaire important.

L’activité transcriptionnelle de la protéine p53 conduit a 1’activation de genes codant
des protéines intervenant dans la transduction du signal apoptotique au niveau membranaire,
telles que Fas, DR4, DR5. De plus, la surexpression de p53 améliore le taux de Fas a la
surface cellulaire, en favorisant son trafic en provenance de 1’appareil de Golgi [wu 1997].
DR5 est directement activé par p53 qui se fixe a son domaine de mort [Bennett 1998]. p53
augmente aussi la transcription de génes pro-apoptotiques impliqués dans la voie apoptotique
mitochondriale, tels que Bid, Bax, Apaf-1, PUMA, et NOXA, et diminue celle de genes anti-
apoptotiques dont Bcl-2, Bcl-xL, la survivine [Oda 2000a, Nakano 2001]. La transactivation du
gene d'Apaf-1 par p53 favorise la formation de I'apoptosome et I'activation des caspases
[Robles 2001]. La protéine PUMA se localise au niveau de la mitochondrie ou elle neutralise
Bcl-2 [Liu 2003]. Elle interagit aussi avec Bcl-xL alors lié a p53 dans le cytosol. p53 libérée
favorise alors I’oligomérisation de la protéine Bax [Chipuk 2005]. NOXA se localise aussi dans
le compartiment mitochondrial ou elle active les pores de transition de perméabilité [Seo 2003].
La régulation négative de la survivine favorise la formation de I'apoptosome et I'activation des
caspases [Okada 2004]. p53 active aussi des génes codant des protéines cytoplasmiques comme
PIDD (P53 Induced protein with a Death Domain) qui déclenche I'apoptose par activation de
la caspase-2 et PIG (P53-Inducing Genes) qui entraine la production de ROS [Tinel 2004, Terui
2003].

Indépendamment de son rdle transcriptionnel, p53 se localise rapidement a la
mitochondrie des I’initiation du processus apoptotique dépendant de p53 [Marchenko 2000,
Mihara 2003]. La translocation de p53 au niveau de la mitochondrie est favorisée par
’ubiquitination par MDM2, puis une fois transloquée, par la désubiquitination par la protéine
mitochondriale HAUSP [Marchenko 2007]. A ce niveau, p53 forme des complexes avec les
protéines anti-apoptotiques Bcl-xL et Bcl-2 par son domaine de liaison a I’ADN libérant les
protéines pro-apoptotiques Bax et Bak séquestrées par les protéines anti-apoptotiques [Mihara
2003]. Les protéines Bax et Bak peuvent alors induire la libération du cytochrome c aprés la

perméabilisation de la mitochondrie. p53 interagit aussi directement avec Bak, la libérant de

87



sa liaison a la protéine anti-apoptotique Mcl-1. Bak libérée est transloquée au niveau de la

mitochondrie ou elle s’ancre et s’oligomérise [Leu 2004, Chipuk 2004].

L’induction de D’apopotose dépendante de p53 ne passe pas uniquement par
I’activation/inactivation directe des protéines pro/anti-apoptotiques mais peut étre aussi
amplifiée par des altérations du cytosquelette. En effet, p53 transactive le facteur EF-la
(Elongation Factor-1) et inhibe la protéine MAP4 (Microtubule Associated Protein 4)
impliquée dans la stabilisation des microtubules [Murphy 1996, Kato 1997]. Les voies de
signalisation et de transduction des signaux extracellulaires sont aussi modulées par p53 qui
bloque les signaux de survie de la voie de I'lGF1 en activant I'lGF-BP3 (IGF-Binding Protein-
3), une protéine séquestrant I'IGF-1, et en réprimant I'expression du récepteur a I'IGF1
[Buckbinder 1995]. Par ailleurs, p53 stimule I'expression d'inhibiteurs de I'angiogenése comme la
thrombospondine 1. Ce phénomene est amplifié par la répression du VEGF et la dégradation
de HIF-1a (Hypoxia-Inducible Factor 1-alpha), un régulateur positif du VEGF [Ravi 2000].
Elle peut aussi réguler des genes comme ceux codant la thrombospondine impliqués dans le

contréle de I'angiogenese [Han 2003, Linderholm 2004].

3-3) Apoptose intratumorale

Dans le chapitre 3-1-1, les caractéristiques des cellules transformées ont été mises en
exergue et en particulier 1’échappement a 1’apoptose qui est fréquemment d0 a des mutations
ou épimutations des protéines de la voie p53. Cependant, il a été observé qu’une quantité
massive de cellules tumorales meurt au sein des tumeurs malignes. Le mécanisme qui est
responsable de la mort d’un pourcentage relativement important d’entre elles est I’apoptose
[Kerr 1972, Wyllie 1980, Lowe 2001]. La présence de ces cellules apoptotiques peut é&tre
directement liée a la forte prolifération cellulaire. En effet, les cellules se multipliant trés
rapidement, les éléments nécessaires a leur croissance, comme 1’oxygene et les facteurs de
croissance deviennent limitants, provoquant la mort d’une partie d’entre-elles. De nombreuses
études ont corrélé le taux de prolifération et le taux d’apoptose dans les tumeurs. Liu et coll.
ont d’ailleurs observé, dans les cancers de 1’ovaire, qu'un taux élevé d’apoptose intra-
tumorale associé a une forte prolifération cellulaire était caractéristique des tumeurs les plus

agressives [Liu 2002].
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Le lien entre index apoptotique et mauvais pronostic a été montré dans de nombreux
cancers incluant des cancers de 1’cesophage, de 1’ovaire, de la vessie, de la langue mais aussi
des lymphomes gastro-intestinaux, des carcinomes rénaux et le lymphome non-Hodgkinien
[Ohashi 1997, Liu 2002, Du 1996, Tannapfel 1997, Todd 1996, Lipponen 1994b, Lipponen 1994a, Leoncini
1993]. Cela semble étre aussi le cas dans le cancer du col de I'utérus dans lequel le taux
d’apoptose est corrélé avec la taille de la tumeur et I’avancée des carcinomes [Tsang 1999a,
Tsang 1999b]. Une autre étude a aussi démontré qu’un faible mais détectable taux d’apoptose
est retrouve dans les Iésions intra-épithéliales de haut grade du col de 1’utérus contrairement a
I’épithélium sain ou les lésions de bas grade [Isacson 1996]. De plus, I’index apoptotique
augmente avec le grade de la lésion et I’activité proliférative. Levine et al. ont démontré
qu’un fort index apoptotique était un facteur de mauvais pronostic d’évolution des carcinomes
du col de I"utérus [Levine 1995].

Prolifération PPa— Tumeur Chimiothérapie

cellulaire raEide Radiothérapie

Apoptose
intratumorale

“Manque de facteur /
Manque de facteur

de croissance

et d'oxxﬁéne

Taux d'apoptose

J

Taille de la tumeur

Grade de la Iésion

Pronostic

Survie du patient

Figure 22 : Relation entre index apoptotique et progression tumorale.

Bien qu’il soit prématuré d’attribuer un role au THG dans la corrélation observée entre
le taux d’apoptose et les caractéristiques tumorales, ces données nous indiquent que

I’apoptose intratumorale naturelle existe. Par conséquent le THG est possible au sein des
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tumeurs. De plus les traitements de chimio- et/ou radiothérapies induisent une apoptose

intratumorale favorisant vraisemblablement la probabilité d’un transfert horizontal de génes.
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Contexte et objectifs

Le transfert horizontal de genes (THG) entre cellules de mammiféres est décrit en
majorité par I’équipe de Lars Holmgren (pour revue [Holmgren 2010]). Ce transfert s’effectue
entre une cellule apoptotique donneuse et une cellule receveuse 1’ayant internalisée qu’elle
soit spécialisée ou non dans la phagocytose. Les geénes transférés peuvent étre d’origine
cellulaire ou virale et conférer un avantage sélectif a la cellule héte [Holmgren 1999, Spetz 1999,
Bergsmedh 2001]. La duplication du geéne transféré est sous le controle d’une voie de régulation
passant par la protéine p53. Cette voie de régulation est déclenchée par I’ADN transféré qui
est fragmenté par les CAD (Caspase Activated DNases) présentes dans la cellule apoptotique
et les DNases présentes dans les lysosomes. L’ADN fragmenté de la cellule donneuse active
la voie de réparation de I’ADN de la cellule receveuse passant par ATM, Chk2, p53 et p21 et
induit leur sénescence [Bergsmedh 2002, Bergsmedh 2006]. Lorsque le géne transféré est un
oncogene, le transfert peut aboutir a la transformation de la cellule receveuse. Cependant, un
mécanisme de régulation passant aussi par p53/p21 mais indépendant du déclenchement de la
voie de réparation de I’ADN permet le contrdle de la transformation. Ainsi le transfert de c-
myc et H-ras permet la transformation des cellules receveuses uniquement si celles-ci sont
dépourvues de p53 alors que I’invalidation de Chk2 est inefficace [Bergsmedh 2001, Bergsmedh
2006].

Dans ce contexte, nous avons voulu savoir si les oncogénes d’HPV a haut risque
oncogeénique, connus pour étre en partie responsables de la transformation cellulaire dans le
modéle du cancer du col de 1’utérus, pouvaient transformer des cellules receveuses saines par
THG. De plus, étant donné que I'un de ces oncogenes, E6, est capable d’induire la
dégradation de p53, notre modele était potentiellement capable d’aboutir a la transformation
de cellules receveuses possedant une p53 sauvage. Une réponse partielle a été obtenue en
2009 apres la publication des donnés sur SV40. L’équipe de Lars Holmgren a démontré que le
transfert du géne codant I’antigéne T de SV40, conjointement aux transferts des oncogenes c-
myc et H-ras, permet la transformation de cellules receveuses exprimant p53 [Ehnfors 2009].
Ainsi, I’induction de la dégradation de p53 et pRb par I’antigéne T de SV40 est comparable a
celle induite, respectivement, par E6 et E7 des HPV a haut risque dans le cancer du col de

I’utérus.

Ces decouvertes sont tout a fait innovantes. Cependant, les cellules donneuses utilisées

par 1’équipe suédoise lors de la transformation par transfert horizontal de génes, sont des
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cellules qui ont été transfectées par un plasmide contenant les oncogenes a transférer. Bien
que I’ADN doit nécessairement étre intégré au génome de la cellule hote pour étre transféré
(Holmgren 1999), nous ne pouvons pas exclure que de telles modifications genétiques
puissent faciliter le transfert de geénes. Notre modele d’étude utilise des cellules donneuses
dérivées de cancer du col de 1’utérus naturellement transformées et naturellement infectées
par HPV. C’est pourquoi ces travaux permettront de répondre a deux questions essentielles.
Premierement, est-ce que la transformation par THG est applicable au modele du cancer du
col de I'utérus et deuxiemement, est-ce que le THG est possible en dehors de toute
manipulation génétique, en particulier 1ié a 1’expression de géne de selection (génes de
résistance aux antibiotiques par exemple). Les réponses a ces questions permettront non
seulement de mieux comprendre le développement tumoral associé aux HPV mais aussi de
déduire des hypothéses concernant les observations physiopathologiques telles que la
corrélation positive entre le taux d’apoptose dans les tumeurs et la progression tumorale ou
encore la présence d’HPV dans des cellules ne possédant pas les récepteurs nécessaires a leur

entrée.

Plusieurs publications ont démontré que le transfert de genes in vitro est observable in
Vivo [Burghoff 2008, Ehnfors 2009]. Dans ces conditions, il est raisonnable de se demander si des
traitements de chimio/radiothérapies, induisant I’apoptose des cellules tumorales, peuvent
influencer le THG. Dans de nombreux cancers, dont le cancer du col de 1’utérus, des patientes
déclarées en rémission apres avoir €té traitées par divers traitements inducteurs d’apoptose
récidivent des mois voire des années apres, sur un méme site ou a distance. Bien qu’aucune
preuve ne lie ces récidives au THG, il pourrait étre intéressant de combiner les traitements
classiques a un traitement empéchant le transfert horizontal de geénes. C’est dans ce but qu’il
est nécessaire de connaitre le mécanisme de THG et de savoir en particulier ce qui differe
entre le mécanisme d’internalisation des corps apoptotiques par des cellules phagocytaires
spécialisées permettant leur élimination et celui induisant un THG. C’est pourquoi nous avons
aussi étudié le mécanisme d’internalisation impliqué dans notre modele de THG ainsi que le
devenir des cellules apoptotiques aprés leur internalisation.

Afin de suivre I’internalisation des corps apoptotiques en temps réel, nous avons
travaillé en collaboration avec 1’équipe de Patrick Sandoz, du laboratoire d’optique de
I’institut FEMTO-ST de Besangon, qui a mis au point des lames de microscope avec un
systtme de repositionnement intégré ou mire. Ensemble, nous avons adapté leur

microsystéme a son utilisation sur un microscope confocal afin de visualiser des préparations
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biologiques. Le repositionnement a 1’aide de la mire permet des observations séquentielles

d’une méme zone avec une excellente précision.
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Matériel & méthodes

L’objectif de ce matériel et méthodes n’est pas de reprendre en détail chaque
expérience réalisée durant ces travaux de thése mais de présenter schématiquement
I’ensemble des manipulations : de I’induction de 1’apoptose des cellules tumorales a la
caractérisation des fibroblastes transformés. Les détails de chaque manipulation sont inclus

dans I’article correspondant ou dans les résultats supplémentaires.

I) Schéma général

Exposition
des PS

3-1
Apoptose
Fragmentation
@« < Z de PADN
20 mdiem? UVB :* : Caractérisation
+ 300 nM STS (48 h) dela

Fragmentation transformation
nucléaire

71
Détection <
des génes
transférés

6-1
Sélection
par indépendance
d’ancrage

Expression
des génes
transférés

Internalisation

Figure 23 : Schéma général des expériences réalisées. (2) Cellules : lignées cellulaires dérivées de cancer
du col de I'utérus (2-1) et lignées primaires et immortalisées (2-2). (3) Apoptose : induction (3-1) et
caractérisation (3-2). (4) Cocultures. (5) Internalisation des cellules apoptotiques par microscopie confocale
(5-1) et par cytométrie de flux (5-2). (6) Transformation cellulaire : sélection (6-1) et caractérisation (6-2).
(7) Transfert de génes : détection (7-1) et expression (7-2) des genes transférés.
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I1) Cellules

2-1) Lignées cellulaires dérivées de cancer du col de 1’utérus

Trois lignées dérivées de cancer du col de 'utérus provenant de I’American Type
Culture Collection (ATCC) ont été utilisées pour ce travail. Les deux premiéres lignées HelLa
et Ca Ski dérivent respectivement d’un adénocarcinome et d’un carcinome épidermoide du
col de I'utérus, possédent une protéine p53 sauvage (p53™) et abritent des HPV oncogénes
dont I’ADN est intégré a I’ADN chromosomique. La lignée HeL a abritant plusieurs dizaines
de copies d’HPV18 est cultivée en milieu EMEM supplémenté de 10% de sérum de veau
feetal (SVF). La lignée Ca Ski abritant plusieurs centaines de copies de HPV16 est, quant a
elle, cultivée en milieu RPMI 1640 10% SVF. La troisiéme lignée cellulaire, C-33 A, est
dérivée d’un carcinome épidermoide, surexprime une protéine p53 mutée (p53™) mais ne
contient pas d’HPV. Les cellules C-33 A sont cultivées comme les cellules HeLa. Ces lignées
sont utilisées comme cellules donneuses aprés induction d’apoptose mais servent aussi de

témoin de la transformation cellulaire et de I’infection par HPV.

2-2) Cellules primaires et immortalisées

Des fibroblastes primaires humains (FPH), ont été fournis gracieusement par
Gwenaél Rolin du Laboratoire d'Ingénierie et de Biologie Cutanées du Pr. P. Humbert. Les
FPH ont été extraits a partir de fragments de peau obtenue apres abdominoplastie. Ce
laboratoire nous a également fourni des kératinocytes primaires humains (KPH) a partir
des mémes échantillons de peau. Les FPH et les KPH extraits de résidus chirurgicaux ne sont
pas soumis a la validation d'un comité d'éthique et au consentement du patient conformément
a la loi L.1245-2 du code de la santé publique appliquée en France. En outre, le laboratoire du
Pr. Humbert possede les documents manuscrits certifiant la non-opposition des patients a
I'utilisation de ses résidus opératoires a la recherche médicale en conformité avec la loi
L.1211-2.

Une lignée fibroblastique immortalisée issue d’un embryon de souris, NIH/3T3,
provenant de I’ATCC a aussi été utilisée dans ce travail. Ces 3 types cellulaires ont servi de
cellules receveuses mais servent également de témoin négatif de la transformation cellulaire et

de I’infection par HPV. Les fibroblastes humains et murins sont cultivés en milieu DMEM
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10% SVF et les kératinocytes primaires en milieu spécifique supplémenté, Keratinocyte
Growth Medium 2 (Promocell).

111) Apoptose

3-1) Induction de I’apoptose

Pour induire I’apoptose, les cellules ont été traitées avec 300 nM de staurosporine
(STS) pendant 48 heures, en milieu de culture complet, et/ou d’une irradiation aux UVB
allant de 10 mJ/cm2 a 40 mJ/cm? [Bernard 2001]. Lors des expériences de coculture et de
transformation, le traitement optimum utilisé était 300 nM de STS pendant 48 heures

précédé d’une irradiation UV de 20 mJ/cmz.

3-2) Caractérisation de 1’apoptose

Trois techniques ont permis de vérifier le pourcentage d’apoptose induite par ces
traitements : un marquage a I’annexine V (annexin V-FITC apoptosis detection kit I, Becton
Dickinson), a l’iodure de propidium, et au DAPI (4'6'-diamidino-2-phénylindole).
L’annexine V se lie spécifiguement aux phosphatidylsérines et permet de déterminer le
pourcentage de cellules possédant des phosphatidylsérines membranaires exposées a
I’extérieur des membranes plasmiques. Cette exposition est I’un des premiers changements
morphologiques induit lors de [I’apoptose. Le marquage est réalisé suivant les
recommandations du fournisseur et 1’analyse est effectuée sur 2.10% événements par
cytométrie de flux (cytomics FC500 flow cytometer, Beckman Coulter). L’iodure de
propidium est un intercalant de ’ADN qui permet de déterminer la quantité d’ADN par
cellule, traduisant la fragmentation cellulaire en fin d’apoptose (cellules en Sub-G1). Les
cellules sont marquées, apres fixation 24 heures a 4°C par de 1’éthanol glacial a 70%, par une
solution d’iodure de propidium a 0,1 mg/ml, RNaseA DNase-free a 20 pg/ml. Vingt mille
événements sont analysés en cytométrie de flux. La derniére technique utilisée est le
marquage de I’ADN nucléaire au DAPI qui permet de visualiser la fragmentation nucléaire en
microscopie a fluorescence. Aprés fixation au paraformaldéhyde 3,7% a 4°C pendant 20
minutes et perméabilisation au triton X100 0,1% a température ambiante pendant 10 minutes,

les cellules sont marquées par une solution de DAPI a 300 nM a température ambiante

101



pendant 5 minutes. Les cellules sont ensuite montées entre lame et lamelle et observées en
microscopie a fluorescence (Olympus FluoView 1000 fluorescent microscope).

L’absence de cellules capables de proliférer dans les suspensions de cellules
apoptotiques a éte vérifiée par deux tests de prolifération. Le premier est un test au MTT
(bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényl tétrazolium) réalisé suivant les
recommandations du fournisseur (Cell Proliferation Kit I MTT test, Roche). Les cellules
proliférantes dégradent le MTT en un composé coloré, les cristaux de formazan violet, dont la
concentration est mesurée au spectrofluorimétre (scanning multi-well spectrofluorimeter
EnVision® 2102 Multilabel Reader, Perkin Elmer). L’absence de cellules capables de
proliférer a aussi été vérifiée par remise en culture des suspensions de cellules apoptotiques

pendant 28 jours.

V) Coculture

Les FPH, les KPH et les NIH/3T3 ont été ensemences la veille des cocultures a la
concentration souhaitée. Les cellules apoptotiques ont été ajoutées a différents ratios apres
marquage ou non au CFDA, SE (5-(and 6-)-carboxyfluoresceine diacetate succinimidyl
ester) : de 1 cellule apoptotique pour 10 cellules receveuses a 50 cellules apoptotiques pour 1
cellule receveuse. Les durées de coculture varient aussi suivant la manipulation : de 30
minutes a 48 heures. Pour la transformation des cellules receveuses par les cellules
apoptotiques, le ratio utilisé était de 10 cellules apoptotiques pour 1 cellule receveuse et la

durée de coculture de 48 heures.

V) Internalisation des cellules apoptotiques

5-1) Microscopie confocale

Deux combinaisons de marqueurs ont été utilisées pour suivre I’internalisation de
cellules apoptotiques. Dans le premier marquage, aspécifique, les cellules apoptotiques sont
marquées au CFDA, SE a 1 pg/ml dilué dans du milieu DMEM 2% SVF avant la coculture.
Le CFDA, SE fixe les groupements amines des protéines membranaires et intracellulaires et a
la propriété de ne pas étre transféré aprés marquage. Apres coculture, fixation au

formaldéhyde et perméabilisation au Triton X100 comme précédemment, les cellules
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receveuses sont visualisées aprés une incubation de 30 minutes a 4°C avec de la phalloidine-
TRITC ((tetramethylrhodamine-isothiocyanate)-conjugated phalloidin) diluée au 1/200°™,
qui se fixe aux filaments d’actine.

Le deuxieme marquage, spécifique des filaments intermédiaires de chaque type
cellulaire, est réalisé sur des cocultures de cellules apoptotiques avec des fibroblastes. Un
anticorps polyclonal anti-vimentine de lapin (clone SP20; GeneTex) utilisé au 1/100°™ et un
anticorps monoclonal anti-cytokératine de souris (clone AE1/AE3, Dakocytomation) utilisé
au 1/50°™, permettent de différencier, respectivement, les fibroblastes des cellules épithéliales.
Les anticorps secondaires utilisés sont un anti-lapin couplé a la rhodamine (Rhodamine
(TRITC)-conjugated AffiniPure Donkey Anti-Rabbit IgG, Jackson ImmunoResearch) et un
anti-souris couplé a la cyanine 2 (CY™2-conjugated AffiniPure Goat anti-Mouse IgG,
Jackson ImmunoResearch).

Dans les deux cas les noyaux des cellules receveuses et I’ADN des cellules
apoptotiques sont marqués au DAPI comme décrit précédemment. Les cocultures sont
observées en microscopie confocale a fluorescence (Olympus FluoView 1000 fluorescent

microscope).

5-2) Cytométrie de flux

L’internalisation des cellules apoptotiques a aussi ét¢ suivie par cytométrie en flux.
Les cellules apoptotiques sont marquées au CFDA, SE comme décrit pour la microscopie.
Les cellules receveuses sont différenciées des cellules apoptotiques par leur taille. Ainsi, les
événements de petite taille (<13 um), positifs pour le CFDA, SE correspondent aux cellules
apoptotiques, les événements de grande taille (>13 pm), négatifs pour le CFDA, SE
correspondent aux fibroblastes et les événements de grande taille et positifs pour le CFDA,

SE correspondent aux fibroblastes ayant internalisé une ou plusieurs cellules apoptotiques.
5-3) Utilisation de la mire microscopie confocal
Pour suivre I’internalisation des cellules apoptotiques en temps réel, nous avons utilisé
un systeme référencé en position ou mire. La mise au point, permettant son utilisation avec

des cultures cellulaires et réalisée en collaboration avec 1’équipe de P. Sandoz, est détaillee

dans la partie « Mise au point et utilisations de la mire ».

103



V1) Transformation cellulaire

6-1) Sélection des cellules transformées

La transformation des cellules receveuses est déterminée par un test en agar mou. Les
cellules sont ensemencées en plaque 24 puits sur une couche de milieu semi-solide (RPMI,
10% FBS, 0,5% agar) dans une couche de milieu semi-solide (DMEM, 10% FBS, 0,35%
agar) a raison de 8.10% & 3.10° cellules/ml. Aprés 21 jours de culture, la présence de clones
caractéristiques de 1’indépendance d’ancrage propre aux cellules transformées est vérifice
sous microscope inversé. Les cellules apoptotiques ensemencées seules en agar mou ne
forment pas de clones permettant de s’assurer que les clones poussant aprés coculture
n’étaient pas dus a des cellules cancéreuses résiduelles.

Deux lignées de fibroblastes transformés ont été établies en récupérant 1’ensemble des
clones poussant sur un milieu semi-solide. Ainsi la lignée FH a été dérivée apres
transformation de fibroblastes primaires humains par des cellules apoptotiques HelLa et la
lignée FC aprés transformation de fibroblastes primaires humains par des cellules
apoptotiques Ca Ski.

Le phénotype fibroblastique des lignées FH et FC a été veérifié par immunomarquage
avec des anticorps reconnaissant les filaments intermédiaires spécifiques des cellules

épithéliales (cytokératine) et des fibroblastes (vimentine) comme décrit dans la partie 5-1.

6-2) Caractérisation des cellules transformées

La transformation des fibroblastes a été confirmée par plusieurs expériences reflétant
les propriétes des cellules transformées : la formation de clones en culture en faible densité
(dilution limite), une prolifération accrue (test MTT et courbe de prolifération), une
aneuploidie (iodure de propidium). Pour la technique de dilution limite, les cellules sont
ensemencées en plaque 6 puits a raison de 500 cellules par puits et cultivees en milieu
complet pendant 21 jours. Les colonies obtenues sont colorées par une solution de cristal
violet 0,1%, éthanol 5% et photographiées sous microscope. La prolifération des cellules est
suivie pendant 10 jours par numération au cytomeétre Cell Lab QuantaTM SC et pendant 5

jours par un test au MTT comme décrit précédement. Pour mesurer la ploidie des cellules
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transformées, 1.10° cellules sont fixées a 1’éthanol glacial & 70% pendant 24 heures puis
marquées a ’iodure de propidium. Le cytométre de flux FC500 flow cytometer (Beckman
Coulter), a permis I’analyse de 2.10* événements et la détermination de la moyenne
d’intensité de fluorescence du pic GO/G1 correspondant a 48 chromosomes. La fluorescence
étant proportionnelle & I’ADN contenu par chaque cellule, il est possible de déterminer la

quantité d’ADN total en la comparant avec celles des fibroblastes primaires a ploidie normale.

VI1) Transfert de genes

7-1) Detection des genes transférés

Deux techniques ont ¢été utilisées pour suivre le transfert des geénes d’HPV.
L’hybridation in situ utilisant un cocktail de sondes spécifiques des HPV a haut risque
permet de détecter et de localiser au niveau cellulaire la présence d’ADN d’HPV 16 et 18.
Pour cela, les cellules sont cultivées sur des lames de poly-L-lysine, fixées 15 minutes a
température ambiante au paraformaldéehyde 3,7% et perméabilisées 10 minutes a température
ambiante au PBS Tween 1%. Les étapes d’hybridation du cocktail de sondes reconnaissant les
HPV a haut risque, d’hybridation de I’anticorps secondaire, de fixation du complexe
enzymatique et de révélation par dégradation du substrat chromogene sont réalisées a ’aide
de I’automate « BenchMark® XT Automated Slide Stainer » (Ventana Medical Systems).
Une contrecoloration est réalisée a 1’éosine.

La recherche de ’ADN d’HPV et en particulier d’E6 d’HPV 16 et 18 a été réalisée
par PCR. L’ADN total est extrait de 1.10° cellules en utilisant la trousse QIAamp® DNA
Mini Kit (Qiagen) conformément aux instructions du fabricant. Trois PCR ciblant les génes
d’E6 d’HPV16, d’E6 d’HPV 18 et de I’albumine, utilisant 500 nM des amorces
correspondantes comme décrit précédemment (Saunier et al., en attente de brevet et
Laurendeau et coll., respectivement), sont réalisées avec une pré-incubation de 5 minutes a
94°C, 30 cycles de dénaturation a 94°C pendant 30 secondes, d’hybridation a 57°C pour
I’albumine, 51°C pour E6 d’HPV 16 et 55°C pour E6 d’HPV18 pendant 30 secondes,
d’¢élongation a 72°C pendant 20 secondes et terminées par 7 minutes d’élongation finale a

72°C. Les produits de PCR sont analysés par €lectrophorese sur un gel d’agarose.
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7-2) Expression des génes transféres

Nous avons Vérifié que les geénes transférés étaient transcrits en recherchant la
présence des ARNm d’E6 d’HPV 16 et 18. Les ARN totaux sont extraits de 2.10° cellules en
utilisant la trousse QlAamp® RNA Blood Mini Kit (Qiagen). Aprés une digestion a la DNase
I (Invitrogen), 500 ng d’ARN sont rétrotranscrits en utilisant la MMLV-Reverse Transcriptase
(Invitrogen) suivant les instructions du fabricant. Vingt-cing nanogrammes d’ADNc sont
préamplifiés en utilisant 45 nM d’amorces ciblant E6 d’HPV16, E6 d’HPV18 et la B-2-
microglobuline humaine dans du tampon « TagMan PreAmp Master Mix » (Applied
Biosystems), comme suivant: une pré-incubation de 10 minutes a 95°C, 10 cycles
d’amplification a 95°C pendant 15 secondes et & 60°C pendant 4 minutes. Les produits
préamplifiés sont quantifiés, en utilisant 500 nM d’amorces (Eurogentec) et des sondes
TagMan (100 nM pour la B-2-microglobulin: 5’FAM-cctccatgatgctgcttacatgtctcgatccc-BHQ1-
3’; 250 nM pour E6 d’HPV16: 5'-FAM-aggagcgacccagaaagttaccacagtt-BHQ1-3 ou E6
d’HPV18: 5’-JOE-caacacggcgaccctacaagctacc-BHQ1-3', Eurogentec) suivant le protocole du
fabricant. Les courbes standards sont obtenues par des dilutions en série 1.10° & 1.10° des
plasmides pBR322-HPV16 et pBR322-HPV18 dilués dans de I’ADN de sperme de saumon a
50 ng/pul.

Afin de vérifier la fonctionnalité des protéines E6 codées par les genes transférés, la
détection d’une de ces protéines cibles, p53, et de p21 elle-méme cible de p53 a été réalisée
par western blotting. Trente microgrammes de protéines totales sont séparés par SDS-PAGE
et électrotransférés sur une membrane HybondTM-P (GE Healthcare Lifesciences). Des
anticorps monoclonaux de souris dirigés contre p53 (clone DO-7, Becton Dickinson), p21
(clone 6B6, Becton Dickinson) et la p-actine (clone AC-15, Sigma Aldrich) sont utilisés aux
dilutions 1:500, 1:500 et 1:8000, respectivement. Un anticorps secondaire couplé a la
peroxydase est utilisé a une dilution de 1:10000 pour p53, 1:5000 pour p21 et 1:40000 pour la
B-actine. Les immunomarquages sont analysés par chimioluminescence en utilisant un
systéme de révélation a I’ECL ( « Enhance ChimioLuminescence » Plus Reagents System,

GE Healthcare Wauwatosa).
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Introduction a la publication n°1

L’objectif de cette premiere publication a ét¢ de démontrer si le transfert horizontal de
genes permettait a des cellules apoptotiques issues de cancer du col de 1’utérus de transformer
des cellules saines. Ce mod¢le n’existant pas, nous nous sommes appuyeés sur la littérature
décrivant le transfert horizontal de génes ainsi que sur les publications de notre équipe
¢tudiant I’induction de I’apoptose chez des cellules dérivées de cancer du col de I’utérus pour
le mettre au point [Bernard 2003, Charlot 2004, Charlot 2006, Guerrini 2011]. Nous avons ainsi induit
I’apoptose de 3 lignées cellulaires dérivées de cancer du col de I'utérus (infectées ou non par
des HPV) par un traitement a la staurosporine (un inhibiteur de protéines kinases) et par des
irradiations UVB. Ces résultats liés a la publication suivante en tant que « Supporting
Information » disponibles en ligne font suite a la publication.

Aprés avoir obtenu et caractérisé une suspension de cellules apoptotiques dépourvue
de cellules vivantes, nous avons mis au point un systeme de coculture avec des fibroblastes
primaires humains. Une lignée fibroblastique murine et des kératinocytes primaires humains
ont aussi eté utilisés comme cellules receveuses. Ces résultats sont présentés en résultats
supplémentaires de la publication n°1. Dans ce travail, nous avons suivi les étapes du transfert
horizontal de génes de I’internalisation de la cellule apoptotique jusqu’a la transformation des
cellules receveuses. Nous avons Vérifié que cette transformation était consécutive au transfert
de ’ADN d’HPV.
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Abstract

Previous studies have shown that DNA can be transferred from dying engineered cells to
neighboring cells through the phagocytosis of apoptotic bodies, which leads to cellular
transformation. Here, we provide evidence of an uptake of apoptotic-derived cervical
cancer cells by human mesenchymal cells. Interestingly, HeLa (HPV 18+) or Ca Ski
(HPV16+) cells, harboring integrated high-risk HPV DNA but not C-33 A cells (HPV-),
were able to transform the recipient cells. Human primary fibroblasts engulfed the
apoptotic bodies effectively within 30 minutes after co-cultivation. This mechanism is
active and involves the actin cytoskeleton. In situ hybridization of transformed fibroblasts
revealed the presence of HPV DNA in the nucleus of a subset of phagocytosing cells.
These cells expressed the HPV16/18 E6 gene, which contributes to the disruption of the
p53/p21 pathway, and the cells exhibited a tumorigenic phenotype, including an increased
proliferation rate, polyploidy and anchorage independence growth. Such horizontal
transfer of viral oncogenes to surrounding cells that lack receptors for HPV could
facilitate the persistence of the virus, the main risk factor for cervical cancer development.
This process might contribute to HPV-associated disease progression in vivo.

Keywords: apoptotic cells, HPV oncogenes, cellular transformation, cervical cancer, horizontal gene transfer.
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Introduction

Epidemiological and experimental
studies have highlighted that high-risk human
papillomaviruses (HPV), especially HP'V 16 and
18, play a major role in the induction of
carcinomas of the cervix [1,2]. The mechanistic
aspects of HPV-induced carcinogenesis are most
often related to deletion of the E2 ORF as a
consequence of viral DNA integration into the
host genome [3]. This leads to a deregulated

expression of viral E6 and E7 genes, which
represent the main transforming genes. At the
heart of this transformation are the binding of E6
to p53 and E6AP, which favors p53 degradation
[4] and the E7 complex formation with the
retinoblastoma protein pRb [5], resulting in the
deregulation of cell cycle control, DNA repair
and apoptosis.

During tumor development, a large
percentage of cells is lost through apoptosis [6].
Such cell death is triggered by a wvariety of
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extracellular signals, including growth/survival
factor depletion, hypoxia and a loss of cell-matrix
interactions, as well as intracellular signals such
as DNA damage [7]. Finally, apoptotic cells are

that
inactivate and degrade their cellular components

cleared by specialized phagocytic cells

[8]. However, apoptotic cells can also be
internalized by non-specialized recipient cells.
Thus, fibroblasts are able to engulf apoptotic
neutrophils [9], and liver endothelial cells can
bind and phagocytose liver apoptotic bodies [10].
Through this endocytic process, apoptotic cells
can act as a DNA vector, and the horizontally
DNA

advantage to the recipient cell.

transferred may confer a selective

Horizontal gene transfer (HGT) has been

well documented in prokaryotes and contributes

Transformation by apoptotic cervical cancer cells.

transfer of genetic information between two
eukarvotes has been reported in plants [13,14]
and invertebrates [15], few studies have focused
on HGT between mammalian cells. The exchange
of genetic information mediated by apoptotic
bodies has been shown to occur between prostate
[16]. The

transformed lymphoid cells harboring integrated

cancer cells apoptotic bodies of
copies of the Epstein-Barr virus can also transfer

DNA [17]. HIV-1
proviral genes are transferred to cells lacking

viral sequences Similarly,
receptors for viral entry [18]. DNA has also been
reported to be transferred from apoptotic H-
ras¥2- and cmyc-transfected cells to p53-/-
mouse embryonic fibroblasts, which leads to
their transformation [19]. On the other hand,

phagocytosing cells that express p53 or p21 are

to evolution, ecology and resistance to antibiotics not  transformed,

[11,12]]. While the

suggesting a protective

[reviewed in horizontal ~mechanism controlled by the p53 pathway [20].
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Figure 1. Apoptotic cells are engulfed by fibroblasts. (A. B. and C) HPFs plated onto coverslips were incubated with
apoptotic HeLa (apo HeLa). Ca Ski (apo Ca Ski) and C-33 A (apo C-33 A) cells for 48 h. Before incubation, the apoptotic
cells were stained with CFDA. SE. Co-cultures were fixed and permeabilized prior to actin staining using phalloidin-TRITC.
DAPI was used to visualize the fibroblast nuclei and apoptotic cell DNA. The 3D picture (z projection) was reconstituted
from 32 horizontal 2D slices obtained by confocal microscopy. (A) Co-culture of HPFs and apoptotic HeLa cells. (B) Co-
cultures of HPFs and apoptotic Ca Ski cells (upper left). HPFs and apoptotic C-33 A cells (upper right). HPFs alone (bottom
left) and HPFs with the supernatant of apoptotic HeLa cells (bottom right). (C) HPFs were cultured with apoptotic HeLa cells
for different lengths of time: 1 h (Ci), 2 h (Ci1) and 3 h (Ciii). The pictures show actin recruitment and membrane expansion
formation (arrows). (D) HPFs. Ca Ski cells and HPFs plus apoptotic Ca Ski or HeLa cells were plated onto coverslips,
incubated for 48 h and then stained with anti-vimentin (TRITC) and anti-cytokeratin (Cy2) antibodies. (E) HPFs were
incubated with apoptotic HeLa, Ca Ski or C-33 A cells for 48 h. Apoptotic cells were labeled with CFDA. SE. prior to
incubation. HPFs were distinguished from apoptotic cells by their diameter as evaluated by flow cytometry. Events with
small diameters and positive for CFDA, SE. were considered apoptotic cells (upper left quadrant). events with large
diameters and negative for CFDA. SE. were HPFs (bottom right quadrant), and events with large diameters and positive for
CFDA., SE. were HPFs with engulfed apoptotic cells (upper right quadrant). All microscope observations were performed
with a confocal microscope (scale bar: 1 um). All results are representative of four independent experiments.
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Recently, Ehnfors J. ¢f al. demonstrated that
fibroblasts and endothelial cells are capable of
acquiring and replicating H-ras¥? and c-myc
DNA when apoptotic tumor cells contain the
simian virus 40 large T (SV40LT) antigen [21].
These provided that
transformation efficiency is associated with the
expression of SV40LT inhibiting p53 [22].
Because the majority of cervical carcinomas
express the E6 viral oncoprotein, which promotes
p53 degradation, as does SV40LT, we
hypothesized that the horizontal transfer of HPV
oncogenes could be an alternative mechanism of

observations evidence

carcinogenesis.

[RPF HPF
& apo €33 A)

(& spo Ca Ski)

|Apo Ca Ski Apo C-33A
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B0-279  (0-189  (80-1

Figure 2. Apoptotic cells infected by HPV transform
fibroblasts. (A) HPFs and HeLa. Ca Ski and C-33 A
cervical cancer cells (upper line). HPFs after 48 h of
exposure to apoptotic cells (apo HPF. apo HeLa. apo Ca
Ski. apo C-33 A) at a ratio of 10 apoptotic cells per HPF
(middle line) were cultured in soft agar at 3x10° cells/ml for
21 days. Apoptotic cells alone were also cultured as a
control (lower line). Photographs were taken using a digital
camera coupled to an inverted optical microscope with a
20x magnification lens. (B and C) HPFs. HeLa cells. Ca Ski
cells and fibroblasts transformed by apoptotic HeLa (FH)
and apoptotxc Ca Ski (FC) cells were selected on soft agar
and grown in 6-well plates at a limit-dilution (5x10°
cells/well) for 21 days. (B) The cultures were photographed
with a digital camera. The colonies stained with purple
crystal were counted. and the plating efficiency (PE.
percentage of cells able to form colonies; SD. standard
deviation) was calculated. (C) Colony magnifications were
photographed with an inverted optical microscope with a
40x magnification lens.

Here, we present evidence that apoptotic
cells derived from cervical-derived cancer cells
harboring integrated copies of HPV are able to
transform human primary fibroblasts (HPF). We

Transformation by apoptotic cervical cancer cells.

further demonstrate that recipient tumor cells

can be characterized by a high rate of
proliferation and hyperploidy. In addition, the
viral genetic material inhibiting the p53/p21
pathway is expressed in the transformed cells. To
our knowledge, this is the first report of the
transformation of human primary cells through
the uptake of apoptotic bodies from HPV-

infected cervical carcinoma cells.
Results

Apoptotic cervical carcinoma cells are
internalized by fibroblasts
The

donor cells was induced by UVB irradiation and

apoptosis of cervical carcinoma
staurosporine exposure as previously described

[23,24] and was documented by an analysis of

phosphatidylserine  exposure  (annexin =V
staining), DNA content (propidium iodide
staining) and nuclear fragmentation (DAPI

staining) (Supporting information and Fig. S1A
and S1B). The treatment resulted in the absence
of living cells capable of proliferation within the
apoptotic  cell (Supporting
information and Fig. S1C and SID). Previous
studies that apoptotic bodies
derived from EBV-carrying B lymphocytes can
transmit DNA by horizontal transfer and that
EBV-integrated DNA may be preferentially
transferred as compared with cellular DNA [17].
In this study, we questioned whether HPFs could
engulf apoptotic cells derived from the cervical
carcinoma cell lines HeLa (HPV18), Ca Ski
(HPV16) and C-33 A (HPV-), regardless of
virological status.

suspensions

have shown

The presence of fluorescent apoptotic
cells in the recipient cells was confirmed by
microscopy.
containing DNA were entangled in the actin
cytoskeleton of the HPFs within 48 h (Fig. 1A).
Apoptotic Ca Ski and C-33 A cells were also
taken up efficiently by the recipient (Fig. 1B).
Incubation of the HPFs alone or with the
supernatant of apoptotic cells did not result in
CFDA, SE (5-(and  6-)-carboxyfluoresceine
diacetate succinimidyl ester) staining, suggesting
a link between green fluorescence and the

confocal Apoptotic HeLa cells

presence of apoptotic cells (Fig. 1B). By tracking
the fluorescent dyes at early time points (from 1
h to 3 h), we observed actin recruitment when
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apoptotic cells were bound to HPFs (Fig. 1Ci,
The fibroblast
expanded around both sides of the apoptotic cell

white arrow). membrane
through actin polymerization (Fig. 1Cii, white
arrows). F-actin then surrounded the apoptotic
cells to form a phagocytic cup and closed in a
ring (Fig. 1Ciii). These microscopic observations
are indicative of phagocytosis, although we have
not specifically characterized this mechanism
[25,26]. Using specific markers of intermediate
filaments for each cell type, we confirmed that
the apoptotic  cells  were epithelial — cells
(cyvtokeratin positive) that were internalized by
fibroblasts (vimentin positive) (Fig. 1D). Using
the quantitative approach of flow cytometry, we
assessed the percentage of HPFs that engulfed
the stained apoptotic carcinoma cells. Regardless
of the

internalization efficiency was similar (12.5% with

type of apoptotic cells used, the
apoptotic Hela; 13% with apoptotic Ca Ski;
14.5% with apoptotic C-33 A) (Fig. 1E). However,
we noted that 12 to 15% of the fibroblasts were
able to take up the apoptotic cells, while the
number of apoptotic cells seeded was ten times
larger than that of the HPFs. This suggests that
fibroblasts

efficiency and/or quantity of apoptotic cell

have a limited potential in the
internalization. When recipient cells were co-
incubated with apoptotic cells at 4°C for 48 h, the
percentage of internalization dropped
significantly to 2%, thus suggesting that the
follows an
These
indicate that human primary fibroblasts can
engulf apoptotic cells, independent of their

internalization  process energy-

dependent pathway (Fig. S52). results

virological status, through phagocytosis.
Only  HPV-positive cells
efficiently transform recipient cells

Ehnfors et al. demonstrated that DNA
from rat fibrosarcoma apoptotic cells transfected
with H-ras¥12, c-mye and SV40LT is transferred to

apoptotic

and transforms primary fibroblasts [21]. Because
HPV oncogenes, like SV40LT, are capable of
efficiently  transforming  infected cells and
blocking the p53 pathway, among other effects,
with

apoptotic cells were able to grow with anchorage

we tested whether fibroblasts cultured
independence by measuring their ability to form
colonies in a soft agar assay, as observed with the
Hela, Ca Ski and C-33 A cancer cells (Fig. 2A,

Transformation by apoptotic cervical cancer cells.

upper line). In contrast, human primary
fibroblasts were unable to grow without a solid
matrix (Fig. 2A, upper line). Although the three
types of apoptotic bodies were internalized by
fibroblasts, only the apoptotic cells harboring
HPV (Hela and Ca Ski cells) transformed the
HIPFs (Fig. 2A, middle line). The controls with
apoptotic cells alone did not result in focus
formation (Fig. 2ZA, lower line).
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Figure 3. Transformed fibroblasts acquire tumorigenic
characteristics. (A and B) HPFs and HPFs transformed by
apoptotic HeLa (FH) or apoptotic Ca Ski (FC) cells were
grown for the indicated lengths of time The cell
proliferation was monitored each dav by counting the total
numbers of cells (A) and by MTT assays (B). The graphs
present the mean (+/~- SD) of three independent experiments.
(C and D) HPFs, FH and FC at passages 5 (P3) and 15 (P13)
were stained (10° cells) with propidium iodide solution. and
2x10° events were analyzed by flow cytometry. The MFI of
the GI/G1 peak displays the ploidy. (C) Representative
results of the cytometry analysis. (D) Mean of three
independent experiments (+/- SD).

These findings demonstrate that the
with  HPV-
integrated DNA effectively induced anchorage-

incubation of apoptotic  cells
independent growth of HPFs, a hallmark of

transformation and an in wvifro correlate of
tumorigenicity in vive [27]. The transformation
status of the HPFs was further tested by limit-
dilution assays. Indeed, in contrast to primary
fibroblasts, the fibroblasts transformed by
apoptotic HeLa (FH) and Ca Ski (FC) cells had
the ability to form colonies when they were
grown at low density (Fig. 2B). At this stage, the
FH and FC began to exhibit a transformed

phenotype, with some of the cells appearing
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unlike the HPFs,
displayed a spindle shape (Fig. 2C). Moreover,

rounded, control which
the transformed fibroblasts consisted mostly of
packed or aggregated small cells such as Hela
and Ca Ski cells, whereas the primary fibroblasts
formed a flattened monolayer.

Next, we determined the effects of HPF
transformation on the proliferation rate using a
growth curve and the results from the MTT (3-
[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl
tetrazolium bromid) proliferation assay shown in
Fig. 3A and 3B, respectively. The FH had an
average population doubling time of 15 h, and
the FC had an average time of 16 h, while the
HPF doubling time was greater by a factor of 19
(298 h) (Fig. 3A). The mitochondrial activity
measured by the MTT proliferation assay was
concordant with the growth curve results (Fig.
3B). These growth rate modifications support the
tumorigenic potential of the newly transformed
fibroblasts. We

increased growth rate and the transformation of

therefore tested whether the
the recipient cells were associated with genetic
modifications leading to hyperploidy. Cytometry
assays showed that the DNA content increased
with the passages of transformed fibroblasts (Fig.
3C). In HPF
fluorescence intensity (MFI) of 154 corresponded
to diploid cells (Fig. 3D). The MFI increased to
205 and 250 after 5 (P5) and 15 (P15) passages of

our c.\'pcrimcms:, an mean

FH cells, respectively. We observed similar
results for the FC cells (219 at P5 and 264 at P15).
The MFI at and FC

represented hypertriploidy. Aneuploidy, as seen

passages 15 of FH

in our model, is often caused by a particular type
of genetic instability and is one of the most

common properties of cancers [28].

Apoptotic HPV-associated cancer cells
efficiently transfer viral oncogenes to
fibroblasts

Because only apoptotic HeLa and Ca Ski
donor cells were able to transform fibroblasts, we
hypothesized that HPV oncogenes could be
transferred to the recipient cells. Our confocal
that
material was transferred from the apoptotic cells

microscopy analysis  suggested genetic
to the fibroblast nuclei after 6 h of co-culture (Fig.
4A, white arrows). The

reorganization appeared to deliver the apoptotic

actin cytoskeleton

cell toward the nucleus for DNA transfer, as seen

Transformation by apoptotic cervical cancer cells.

at a high magnification by superimposing
light DAPI
staining images. Following these observations,
HPV DNA

fibroblast recipients using in situ hybridization

transmitted with phalloidin or

we investigated the transfer in

(ISH) with a probe hybridized specifically to
high-risk HPV DNA. HeLa and Ca Ski cells were
used as controls. Confirming

positive our

hypothesis, the hybridization signals were
observed as purple dots in the apoptotic cells and
nuclei of the transformed fibroblasts (FH and FC)
whereas no signal was detected in the HPFs (Fig.

4B).
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Figure 4. HPV oncogenes are transferred through apoptotic
cells to transformed fibroblasts. (A) HPFs plated on
coverslips were incubated for 48 h with apoptotic HeLa cells
stained with CFDA. SE. Co-cultures were fixed and
permeabilized prior to actin staining with phalloidin-TRITC.
DAPI was used to visualize the fibroblast nuclei and
apoptotic cell DNA. Microscopic observations were
performed with a confocal microscope (scale bar: 1 pm).
The images illustrate the DNA transfer from the apoptotic
cells to the fibroblast recipients (arrows). (B) High-risk HPV
DNA was detected by in sifu hybridization in parental and
apoptotic HeLa and Ca Ski cells. FH and FC but not in
HPFs. Cells were counterstained with eosin and observed
with an inverted microscope (scale bar: 1 um). (C) Agarose
gel electrophoresis of amplified human albumin and E6
HPV18 and E6 HPV16 DNA. Total DNA from parental
cancer cells. apoptotic cells. transformed cells and HPFs was
extracted for PCR (MW: molecular weight). The images are
representative of three independent experiments.
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These data validate the hypothesis of
horizontal transfer of viral oncogenes. A second
approach consisting of amplifying the E6 DNA of
HPV 16 and 18 confirmed the presence of viral
DNA in the transformed fibroblasts (Fig. 4C). We
further analyzed the expression of E6 HPV16 and
E6 HPV18 by reverse transcriptase followed by
real-time quantitative PCR. Figure 5A illustrates
that the E6 transcripts were detected in the
transformed FH and FC cells with however lower
levels than in the parental Hela and CaSki cells.
These data suggest that the transfer of wviral
oncogenes is efficient and functional. To more
thoroughly scrutinize the role of the transferred
E6 oncogenes as inhibitors of p53 expression, we

immunoblotted for p53 and one of its targets, p21.

Accordingly, the p53 and p21 levels of the
HIPFs

similar to the decrease in donor cancer cells (Fig.

transformed decreased  substantially,
5B). Overall, these results emphasize a critical

role of wiral oncogene transfer in  the
transformation of primary cells, a process that

bypasses the p53 pathway.

Discussion

The results of this study provide direct
evidence of the oncogenic potential of HPV
positive apoptotic cells. The transfer of wviral
DNA derived from HPV-positive cervical cancer
cells through HGT promoted the growth and
transformation of HPFs and could represent an
HPV-associated
Bergsmedh  ef  al

alternative  mechanism  for

cellular  transformation.

previously demonstrated horizontal oncogene
transfer between eukaryotic cells [19]. In their
model, the donor cells were primary rodent
fibroblasts modified to overexpress c-myc and H-
that

selection  of

ras¥? and a hvgromycin-resistant gene

permitted a  highly  stringent
transformed recipient cells after HGT.

In our study, the internalization rates of
apoptotic cancer cells were similar, regardless of
the HPV status. However, the finding that only
HeLa and Ca Ski cancer cells carrying naturally
integrated HFPV but HP'V-

negative C-33 A cells are able to transform

ONCOZENEes, not
phagocytosing fibroblasts provides support for
the hvpothesis that viral DNA transferred by
apoptotic cells can be reused and expressed by
recipient cells.

Transformation by apoptotic cervical cancer cells.

The in vitro recipient cell transformation
by horizontally transferred DNA, facilitated by
DNA fragmentation, was shown to be dependent
on p53 [29]. Indeed, p53- or p2l-deficient cells,
but not wild-type p53 fibroblasts, became tumor-
like after their uptake of c-myc and H-rasV1?
that the Chk2/p53/p21
signaling pathway protects cells against the

DNA

oncogenes, indicating

propagation  of harmful

[19,20,30].
= 107

A T
8 100
g
< 108
Z 10
w 10!

‘ |
100! B

HPF Hela FH

potentially

HPF CasSki FC
B HeLa CaSki HPF FH FC

ps3 S e 53kDa
S——————— 45 kDa

B-actin
e
B-actin — ————— 15 kDa
Figure 5. Downregulation of p33 in transformed

fibroblasts expressing E6 HPV transcripts. (A) Total
ENA from HPFs, parental cells and transformed fibroblasts
was exfracted. Quantification of E6 HPV18. E6 HPV16 and
human B-2-microglobulin was performed by real-time
quantitative PCR. following reverse franscription. Standard
curves were made with seral dilutions (1/10) of the
pBR322-HPV1S8, pBR322-HPV16 and pGEM®-T Easy-
BIM plasmids. The graphs represent the mean of three
independent experiments (+/- SD). (B) Imnmmnoblotting
analyses of p53 and p21 expression in cancer cell lines.
HPFs and transformed cells, using mouse monoclonal
antibodies against p53 and p21. Blots were also probed with
a f-actin antibody.

Moreover, SV40LT, which facilitates p53
this
surveillance both in vitro and in wvivo [21]. Like
S5V40LT, the E6 oncoproteins of HPV type 16 and
18 are physically associated with wild-tvpe p53

degradation, can  overcome genetic

and favor its proteosomal degradation [reviewed
in [31]]. An analysis of the
fibroblasts revealed that they contained E6
HPV16 or E6 HPV1S DNA. In addition, ISH
showed that HPV DNA from the apoptotic

transformed
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cancer cells was transferred into the nuclei of
fibroblasts. DNA
transferred, the expression of HPV E6 genes was
detected at the RNA level up to 15 weeks after
the start of co-culture experiments. The Eo6-

recipient Once  the was

expressing recipient cells exhibited decreased
levels of p53 as well as its target, p21, which
might partly explain the alterations in growth
control circuitry.

Virally altered fibroblasts that were able
colonies  demonstrated

to  form peculiar

morphological characteristics, a high
proliferation rate and aneuploidy. The transition
from diploidy to aneuploidy, a hallmark
observed in virtually all cancers [28], has been
noted in early high-risk H'V-associated lesions
of the cervix [32] and has been attributed to the
synergistic effect of E6 and E7 oncoproteins
[reviewed in [31]]. Howewver, high-risk HPV
immortalized cells are non-tumorigenic, and the
activation of cellular oncogenes c-myec, H-ras and
c-fos is necessary to completely overcome the
anti-oncogenic function of p53 and to result in
cervical cancer development [33,34,35]. Further
study these

of the expression of possibly

activated cellular oncogenes will aid in
understanding  the mechanism of fibroblast
transformation. Nonetheless, HPV  oncogene

transmission could have a role more crucial than
considered, since the expression of HPV16 E6
oncogene in HPV negative C-33 A cells confers
an aggressive phenotype as shown by the
radiation resistance in transplanted tumors [36].
Escape from immune surveillance
mechanisms may represent the main risk factor
for HPV DNA persistence and lesion progression,
whereas the viral transfer from apoptotic bodies
to surrounding cells lacking receptors for HPV in
vive could facilitate the persistence of HPV in the
cervix. Moreover, such transfer might explain the
spread of HPV to mesenchymal cells, as observed
by ISH in cervical carcinomas [37,38], and the
possibility of a stromal reservoir for HPV.
Furthermore, in human solid tumors, a subset of
cancer cells, called cancer stem cells, that are
likely initiated as a result of HGT cause very
aggressive cancers  with a  high  propensity
toward metastatic dissemination [39]. This might
explain the positive association between the rate
of intratumoral apoptosis and several cervical

tumor parameters such as tumor size, lesion
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grade, metastatic phenotype and patient survival
[7,40,41,42].

In addition, the increased prevalence of
apoptotic cells following chemo- and/or radiation
therapy could be partly responsible for the
recurrence of HPV lesions by inducing the
transformation of new cells at the same or
different anatomic locations months or vears
after remission [43,44]. Investigations of this
possibility are warranted, in addition to efforts to
find new therapeutic strategies targeting E6/E7
oncogenes to limit their horizontal transfer and
to control tumor development.

Materials and Methods

Cell culture and apoptosis induction

HPFs were isolated from adult human
skin after abdominoplasty as  previously
described [45] and were grown in complete
DMEM (Lonza) containing 10% FBS (Lonza),
penicillin/streptomycin and L-glutamine. HPFs
extracted from surgical residues are not subject to
the
patient's consent in accordance with the law
L.1245-2 of the “Code de la santé¢ publique”

applied in France. Moreover, the laboratory of

validation from an ethics committee and

skin engineering of Prof. Philippe Humbert's
dermatology  departement, providing human
fibroblasts, has manuscript documents stating
the patient's non-opposition to the use of his
medical  research  in
the law L.1211-2. Human
cervical carcinoma cell lines (ATCC), Hela
(HPV18, wild-type p33) and C-33 A (HPV
negative, mutated p53) were grown in complete
EMEM (Lonza), and Ca Ski cells (HPV16, wild-

type p53) were grown in complete RPMI (Lonza).

surgical residues  to

accordance  with

They were monitored monthly and found to be
free of mycoplasms. Twelve hours prior to
apoptosis induction, the carcinoma cells were
seeded at 2 x 10% cells/cm? They were then
treated with 20 mJ/cm? UVE irradiation followed
by 300 nM staurosporine (5TS) (Sigma Aldrich)
for 48 h. The apoptotic cells were harvested after
centrifugation of the supernatant at 300g for 10
min. The apoptosis detection was conducted as
described in  the supplemental information
(Supporting Information). The apoptotic cells
were incubated with HPFs at a ratio of 10:1. This

ratio was chosen because a higher ratio causes
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fibroblast death and a lower ratio decreases the
rate of internalization.

Apoptotic cell internalization analysis

The apoptotic cells were stained with 1
ug/ml CFDA, SE (Invitrogen Ltd) diluted in
DMEM with 2% FBS for 13 min at 37°C. After
washing, they were incubated for 48 h with
For
fibroblasts incubated with the apoptotic cells

recipient  cells. cytometry analvsis, the
were harvested by trypsinization and analyzed
using a Cell Lab Quanta™ 5C flow cytometer
(Beckman Coulter). For confocal microscopy,
fibroblasts grown on coverslides were fixed with
3.7% paraformaldehyde for 20 min at 4°C and
permeabilized using 0.1% triton X100 for 10 min
at room temperature (RT). The cells were stained
TRITC
isothiocvanate)-conjugated  phalloidin = (Sigma
Aldrich) for 30 min at 4°C and with 300 nM 47,6-
diamidino-2-phenylindole, dihydrochloride
(DAPT; Invitrogen) for 5 min at RT. Another set

of cells

using (tetramethylrhodamine-

was incubated with two primary

anti-human
AET/AE3,
Dakocytomation) used at 1:50 and a monoclonal

antibodies: a monoclonal mouse

cytokeratin antibody {clone

rabbit anti-human wvimentin antibody (clone
5P20; 1:100

Corresponding  secondary  antibodies (Jackson

GeneTex) used at dilution.
ImmunoResearch) coupled to cvanine 2 (Cy™2-
conjugated AffiniPure Goat anti-Mouse [gG) or
to rhodamine (Rhodamine (TRITC)-conjugated
AffiniPure Donkev Anti-Rabbit Ig(G) were used
at 1:50 dilution. The coverslides were finally
examined by using an Olympus FluoView 1000
fluorescence microscope (Olympus).

Colony formation assay, cell growth and
aneuploidy analysis

Soft agar assays were conducted in 24-
well plates in semi-solid media (DMEM, 10% FBS,
0.35% agar; Invitrogen) with 8 x 10% and 3 x 10°
cells/ml on a media base layer (RPFMI, 10% FBS,
0.5% agar). The cells were grown for 21 days, and
the colonies were observed using an Axiovert 25
inverted microscope (Zeiss) [27]. The colonies
were then harvested by scraping the surface of
the soft-agar and two cell lines of fibroblasts
transformed by apoptotic HelLa (FH) and Ca Ski
(FC) cells were derived and used for further
experiments.

Transformation by apoptotic cervical cancer cells.

Primary fibroblast transformation was
also tested by limit-dilution cultures in 6-well
plates at 5 x 1(° cells/well for 21 davs. The
colonies were then stained using a purple crystal
solution (0.1% purple crystal (w/v), ethanol 5%)
and photographed with a Nikon Coolpix 4500
digital camera (Nikon) [46].

The proliferation of the transformed cells
was monitored by counting the total number of
cells in each individual well daily for 10 davs
with a Cell Lab Quanta™ 5C flow cvtometer. The
proliferation was also monitored using the MTT
test with the Cell Proliferation Kit [ (MTT)
(Roche) for 5 consecutive davs. The formation of
purple formazan crystals was quantified using

the scanning mult-well  spectrofluorimeter
EnVision® 2102 Multilabel Reader (Perkin

Elmer). For the aneuploidy analysis, 10° living
cells were collected and fixed overnight in 70%
(v/v) cold ethanol. After two washes, the cells
were stained with a propidium iodide solution
(0.1 mg/ml propidium iodide, Sigma Aldrich; 20
ug/ml ENaseA DNase-free, ABgene). After 15
min at RT, 20,000 events were analyzed bv an
FC500 flow cytometer (Beckman Coulter). The
mean fluorescence intensity (MFI) of the GO/G1
peak was evaluated using the CXP™ cytometer
software and expressed in arbitrary units.

In situ hybridization

Cells were cultured overnight on poly-L-
lysine  microscope (Thermo  Fisher
Scientific), fixed with 3.7% paraformaldehvde for

slides

15 min at RT and permeabilized with PBS Tween
1% for 10 min at RT. The high-risk HPV DNA
detection was conducted using the INFORM®
HPV family probe (Ventana Medical Systems)
BenchMark® XT Automated Slide

Stainer (Ventana Medical Systems) as described

and the

by the manufacturer. The cells were also
counterstained with eosin.

PCR and RT-PCRR analysis and
immunoblotting

Total DNA was extracted from 106 cells
using the QlAamp® DNA Mini Kit (Qiagen,
Courtaboeuf, France). PCRs targeted the albumin,
E6 HPV16 and E6 HPVI1S genes, using 500 nM of
the corresponding primers (Eurogentec, Seraing,
Belgium). The sequences of the albumin and E6
HPV16 primers have been previously described
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by Laurendeau et al. and Saunier ef al,
respectively, while the sequences of the E6
HPV18 primers are patent pending [47,48]. After
a hot-started reaction at 94°C for 5 min, the target
DNAs were amplified for 30 cycles for 30 sec at
94°C, 30 sec at the annealing temperature (57°C
for albumin, 51°C for E6 HPV16 and 55°C for En
HPV18) and 20 sec at 72°C, followed by a 7-min
extension at 72°C. The PCR products were
analyzed by agarose gel electrophoresis.

Total RNA was extracted from 2 x 108
cells using the QlAamp® RENA Blood Mini Kit
(Qiagen). After DNAse [ treatment (Invitrogen),
the reverse transcription of 500 ng of RNA was
MMLV-Reverse
Twenty

performed using the
Transcriptase  (Invitrogen).
nanograms of cDNA were pre-amplified using 45
nM E6 HPFV1e, E6 HPV1S8 and human p-2-
microglobulin primers in the TagMan PreAmp

five

Master Mix (Applied Biosystems) as follows: a
10-min step at 95°C and 10 amplification cycles
(15 sec at 95°C, 4 min at 60°C). The quantification
of the pre-amplified products was performed
with a 7500 Real Time PCR System (Applied
Biosystems) in the TagMan Gene Expression
Master Mix (Applied Biosystems), using 500 nM
of each primer (Eurogentec) and TagMan Probes
(100 nM for 5'FAM-
cctecatgatgetgcttacatgtetegateec-BHQ1-37; 250 nM
for E6 HPV1e: 5-FAM-
aggagcgacccagaaagttaccacagtt-BHQ1-3°  or  E6
HPVI&:

B-2-microglobulin:

5-JOE-caacacggcgaccctacaagctace-

BHO1-3,  Eurogentec) according to  the
manufacturer’s  thermal  cycling  protocol.
Standard curves were obtained by serial

dilutions over a range of six log concentrations of
the pBR322-HPV16 and pBR322-HPV18 diluted
in 50 ng/ul salmon sperm DNA.

Immunoblotting was performed as described
previously [49]. Briefly, 30 pg of protein was
separated by 5D5-PAGE and electrotransferred
onto Hybond™-I" membranes (GE Healthcare
Lifesciences). Mouse monoclonal  antibodies
against p53 (clone DO-7, Becton Dickinson), p21
(clone 6B6, Becton Dickinson) and p-actin (clone
AC-15, Sigma Aldrich) were used at 1:500, 1:500
and 1:8000 dilutions, respectively. A secondary
antibody coupled with alkaline phosphatase was
used at 1:10000 for p53, 1:5000 for p21 and
1:40000 for pP-actin. The immunoblots were

analyzed by chemiluminescence using the ECL
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Plus  Reagents  System (GE  Healthcare
Wauwatosa).
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Supporting information

Supplemental methods

Apoptosis analysis. For phosphatidylserin exposure analysis, apoptotic cell
suspension was analysed with annexin V-FITC apoptosis detection kit | (Becton Dickinson)
according to the manufacturer’s instructions. Twenty thousand events were collected for each
sample and analysed by cytomics FC500 flow cytometer (Beckman Coulter) with CXP™
cytometer software.

For nuclear fragmentation observation by microscopy, apoptotic cells in the media
were retained and pooled with remaining adherent cells that were harvested by trypsinization.
They were washed twice with PBS, centrifuged at 300g for 10 min, resuspended and fixed by
3.7% formaldehyde for 20 minutes at 4°C. Fixed cells were stained with 300 nM DAPI for 5
min at RT, washed twice with PBS, centrifuged at 300g for 10 min and resuspended in
fluorescent mounting media (Dakocytomation). One drop of suspension was applied to a
poly-L-lysin microscope slide (Thermo Fisher scientific), cover with a coverslip and observed
with Olympus FluoView 1000 fluorescent microscope (Olympus).

Proliferation test. In order to determine whether living cells were present in
suspension of apoptotic cells, those suspensions were cultured in complete medium during 28
days and then assayed with the Cell Proliferation Kit | (MTT test, Roche) according to the
manufacturer’s instruction.
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Figure S1. UVB and staurosporine treatments of HelL.a, Ca Ski and C-33 A cells induce
the formation of apoptotic body suspensions devoid of living cells. HeLa, Ca Ski and C-33
A cells were treated with UVB irradiation at 20 mJ/cm? (UV 20) and/or 300 nM staurosporine
(STS) for 48 h. The cells and apoptotic body suspension were harvested and characterized. Al,
Phosphatidylserine exposure was evaluated by flow cytometry after annexin V-FITC labeling.
Aii, The DNA content was quantified using propidium iodide staining. (A) Cumulative data
of four independent experiments (upper panel) and representative data of flow cytometry
analysis (lower panel). (B) Nuclear fragmentation was observed by fluorescent microscopy
after DAPI staining. The proliferation of the cells and apoptotic body suspensions was
verified by MTT (C) and by culture from 7 to 28 days (D). For each panel, four independent
experiments were performed yielding similar results.
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Figure S2. Apoptotic cell engulfment involves an energy-dependent pathway. HPFs were
incubated with apoptotic HeLa (Apo HelLa), Ca Ski (Apo Ca Ski) or C-33 A (Apo C-33 A)
cells for 48 h at 37°C and 4°C. Apoptotic cells were labeled with CFDA, SE, prior to
incubation. HPFs were distinguished from apoptotic cells by their diameter as evaluated by
cytometry (> or < 13 um). Events with small diameters and positive for CFDA, SE, were
considered apoptotic cells (upper left quadrant), events with large diameters and negative for
CFDA, SE, were HPFs (bottom right quadrant), and events with large diameters and positive
for CFDA, SE, were HPFs with engulfed apoptotic cells (upper right quadrant). The results
are representative of three independent experiments.
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Résultats supplémentaires
non publiés

I/ Mise au point du modeéle de coculture

Plusieurs temps et rapports de coculture sont proposés dans la littérature. Nous avons
déterminé quels étaient les parametres optimaux applicables a notre modele. Les cocultures
entre des cellules apoptotiques HelLa et des fibroblastes primaires humains ou la lignée
fibroblastique murine, NIH/3T3, ont permis de mettre au point notre modele impliquant des

cellules apoptotiques dérivées de cancer du col de 1’utérus.
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Figure 24 : Internalisation des cellules apoptotiques au cours du temps. Des cellules apoptotiques issues de
cellules Hela ont été cocultivées pendant des temps variables avec des fibroblastes murins NIH/3T3. Le
nombre et la position de cellules apoptotiques ont été déterminés par microscopie confocale sur 20 champs
optiques pris au hasard. (A) Nombre de cellules HeLa apoptotiques (HeLa apo) internalisées par fibroblaste
par champ optique. Moyenne réalisée sur 20 champs optiques. (B) Pourcentage de cellules apoptotiques en
fonction du statut des fibroblastes : internalisé dans un fibroblaste (internalis€), adhérent a un fibroblaste

(adhérent), libre dans le milieu (libre).

Holmgren et coll. ont démontré que les cellules apoptotiques sont internalisées des une
heure d’incubation. Cependant, la durée de coculture utilisée dans leurs travaux est de 48

heures et peut s’étendre jusqu’a 1 a 2 semaines selon la publication. Afin de déterminer un
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temps d’incubation optimal dans notre modele, une cinétique a été réalisée avec analyse aux
temps 30 minutes, 1, 2, 3, 4, 10, 24, 48 et 72 heures. Les cultures ont été visualisées au
microscope confocal apres marquage fluorescent des cellules apoptotiques (CFDA, SE), des
fibroblastes (Phalloidine-TRITC) et de ’ADN (DAPI), comme présenté dans la publication
n°1l. Le nombre et la position des cellules apoptotiques (libres, adhérentes ou internalisées)
ont éte déterminés sur 20 champs optiques pris au hasard (figure 24).

Le nombre de cellules apoptotiques internalisées augmente au cours du temps pour
étre maximal apres 48 heures de coculture. De plus, le pourcentage de cellules apoptotiques
adhérentes diminue pour atteindre un plateau aprés 48 heures, ce qui laisse supposer que le
phénomeéne d’internalisation des cellules apoptotiques se déroule essentiellement avant 48
heures de coculture.

Bien que 48 heures d’incubation permettent d’observer un maximum d’internalisation,
il n’est pas sir que ce temps soit suffisant pour aboutir a la transformation des cellules
primaires. Afin de vérifier cela, des fibroblastes primaires humains ont été cultivés 48 et 72
heures avec des cellules apoptotiques HeLa avant d’étre ensemencés en agar mou (soft-agar)
comme décrit dans la publication n°1. Les résultats obtenus sont représentés dans la figure

suivante (figure 25).

NIH/3T3

FPH + HelLa apo NIH/3T3 + HelLa apo
48 h 48 h

FPH + HelLa apo NIH/3T3 + HeLa apo
72h : 72h :

Figure 25 : Transformation des fibroblastes primaires par les cellules apoptotiques en fonction du temps
d’incubation. Des cellules apoptotiques issues de cellules HelLa ont été cocultivées pendant 48 ou 72
heures avec des fibroblastes primaires humains (FPH) ou des fibroblastes murins, NIH/3T3. Aprés lavage,
les fibroblastes ont été ensemencés en agar mou pendant 3 semaines puis photographiés sous un
microscope inversé au grossissement x 20. Les cellules HelLa et les fibroblastes sont respectivement les
témoins positifs et négatifs. n = 2.
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Les fibroblastes (humains et murins) cultivés avec des cellules apoptotiques forment
des clones, témoins de la transformation cellulaire, au méme titre que les cellules cancéreuses
HeLa et a I'inverse des fibroblastes non transformés (humains et murins). Les clones sont
présents quel que soit le temps d’incubation confirmant que 48 heures de coculture sont
suffisantes pour permettre la transformation des cellules primaires. Nous avons donc conservé
ce temps d’incubation.

Nous avons ensuite determiné le rapport entre les cellules apoptotiques et les
fibroblastes le plus adapté a nos expériences. Puisque les différents ratio cellules
apoptotiques/cellules receveuses utilisés dans la littérature sont de 1 cellule apoptotique pour
5 cellules receveuses a 10 cellules apoptotiques pour 1 cellule receveuse, nous avons testé les
rapports 1/10, 1/1, 10/1 et 50 cellules apoptotiques par fibroblaste primaire humain. Apres 48
heures de coculture, les fibroblastes ont été lavés et observés en microscopie inversée
quotidiennement pendant 7 jours. Les photographies de la figure 26 ont été prises trois jours

apres la coculture.

Figure 26 : Coculture des cellules apoptotiques et des fibroblastes a différents rapports. Des cellules
apoptotiques (Apo) issus de cellules HelLa, Ca Ski ou C33-A ont été cocultivées avec des fibroblastes
primaires humains aux rapports de 1/10, 1/1, 10/1 et 50 cellules apoptotiques pour 1 fibroblaste. Aprés 48
heures de coculture, lavage des corps apoptotiques et 3 jours de culture, des photographies ont été prises au
microscope inversé. n = 3.

La culture des fibroblastes avec une forte dose de cellules apoptotiques provoque la
mort de la majorité des fibroblastes. Nous avons exclu le rapport 50 cellules apoptotiques par
fibroblaste.
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L’internalisation des cellules apoptotiques aux 3 rapports n’induisant pas la mort des
fibroblastes receveurs, soit 1/10, 1/1 et 10 cellules apoptotiques par fibroblaste, a été mesurée
par cytométrie de flux (fibroblastes ayant internalisé une ou plusieurs cellules apoptotiques
marquée au CFDA, SE) comme décrit dans la publication n°1 (figure 27).
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Figure 27 : Internalisation des cellules apoptotiques incubées a différents rapports avec des fibroblastes
primaires. Des cellules HelLa apoptotiques ont été cocultivées avec des fibroblastes primaires humains
pendant 48 heures aux rapports de 1/10, 1/1 et 10/1 cellules apoptotique(s) par fibroblaste(s). Les
fibroblastes (quadrant inférieur droit) sont différenciés des cellules apoptotiques (quadrant supérieur
gauche) par leur taille et leur fluorescence. Les fibroblastes ayant incorporé les cellules apoptotiques
(quadrant supérieur droit) acquierent de la fluorescence due aux cellules apoptotiques marquées. n = 2.
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Un rapport trop faible de cellules apoptotiqgues diminue le pourcentage
d’internalisation qui n’est alors plus visible par cytométrie de flux. Par conséquent, le rapport
utilisé pour les expériences a été de 10 cellules apoptotiques par fibroblaste, qui est la dose la
plus forte non létale pour les fibroblastes.

11/ Transformation des fibroblastes murins par transfert d’oncogenes
d’HPV

Les expériences d’internalisation, de transformation et de transfert menées dans la
publication n°1 sur des fibroblastes primaires humains ont été réalisées en parallele sur une
lignée de fibroblastes immortalisés murins, la lignée NIH/3T3. Nous avons veérifié
I’internalisation des cellules apoptotiques abritant des HPV par microscopie confocale, la
transformation des fibroblastes par ensemencement en agar mou et le transfert par PCR en

temps reel ciblant I’oncogene E6 d’HPV 16 et 18 dans les cellules transformées.
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Figure 28 : Transformation par THG chez des fibroblastes murins. Des cellules apoptotiques issues de
cellules HeLa (HeLa Apo) ou Ca Ski (Ca Ski Apo) ont été cocultivées pendant 48h avec des fibroblastes
immortalisés murins (NIH/3T3). (A) L’internalisation des cellules apoptotiques est mise en évidence par
microscopie confocale aprés marquage fluorescent des cellules apoptotiques (au CFDA, SE), des NIH/3T3
(a la phalloidine-TRITC) et de ’ADN (au DAPI) et reconstitution en 3 dimensions (3D). n = 3. (B) Aprés
lavages, les fibroblastes ont été ensemencés en agar mou pendant 3 semaines puis photographiés sous un
microscope inversé au grossissement x 40. n = 3. (C) La présence de 1’oncogéne E6 d’HPV 16 ou 18 a été
détectée par PCR en temps réel dans les fibroblastes transformés. n = 1. (B, C) Les cellules HeLa et Ca Ski
représentent les témoins positifs et les NIH/3T3 le témoin négatif.

Les images de microscopie confocale montrent que les cellules apoptotiques issues des
lignées HelLa et Ca Ski sont internalisées par les NIH/3T3 (figure 28 A). La formation de
clones en agar mou illustre leur transformation par les cellules apoptotiques issues de la lignée
HelLa et Ca Ski (figure 28 B). Les oncogénes E6 présents dans les cellules HelLa et Ca Ski
avant et apres induction d’apoptose sont retrouvés dans les NIH/3T3 transformés démontrant
leur transfert (figure 28 C). Cependant, bien que la présence de E6 d’HPV 16 et 18 a été
constatée, les expériences de PCR ciblant les oncogénes E6 dans les NIH/3T3 n’ont été
réalisées qu’une seule fois. Nous ne pouvons donc pas conclure sur le nombre de copies d’E6
présent dans les fibroblastes transformés.

Les cellules apoptotiques dérivées de cancer du col de 1’utérus, abritant des séquences
d’HPV sont capables de transformer des fibroblastes murins, passant ainsi les barrieres

d’espéces.
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111/ Transformation des kératinocytes primaires humains

Les travaux présentes dans le premier article ont démontré que la transformation par
THG des fibroblastes induit une instabilit¢é génomique aboutissant a [’acquisition d’un
phénotype aneuploide. Ce phénomeéne participerait a la progression tumorale au sein des
tumeurs. Cependant, dans le cas du cancer du col de I’utérus, les cellules naturellement
infectées et transformés par les HPV sont des kératinocytes et non des fibroblastes. C’est
pourquoi nous avons verifié si des kératinocytes primaires pouvaient étre transformés par ce
méme processus.

Les kératinocytes primaires utilisés dans ces expériences ont été isolés par Gwenaél
Rolin du laboratoire de dermatologie du Pr. Philippe Humbert, a partir de peau humaine apres
abdominoplastie et cultivés en milieu spécialise pour les kératinocytes (Keratinocyte Basal
Medium 2, PromoCell) complémenté (Keratinocyte Growth Medium 2 SupplementPack,
PromoCell). Les cellules apoptotiques HelLa, Ca Ski et C-33 A ont été cultivées avec des
kératinocytes primaires pendant 48 heures a un rapport de 10/1. Les kératinocytes ont été
lavés, cultivés en agar mou pendant 3 semaines dans les mémes conditions que précédemment

et photographiés sous microscope inverse.

KPH _ |kPH
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Figure 29 : Transformation des kératinocytes primaires par les cellules apoptotiques abritant des HPV.
Des cellules apoptotiques issues de cellules HeLa, Ca Ski et C-33 A ont été cocultivées pendant 48 heures
avec des kératinocytes primaires humains (KPH). Aprés lavage, les kératinocytes ont été ensemenceés en
milieu semi-solide pendant 3 semaines puis photographiés sous un microscope inverseé au grossissement x
40. Les cellules HelLa, Ca Ski et C-33 A représentent les témoins positifs et les KPH les témoins négatifs.
n=2.

L’incubation des kératinocytes primaires avec des cellules apoptotiques dérivées de
cancer du col de I'utérus et infectées par HPV (HeLa ou Ca Ski) entraine la formation de
clones caracteéristiques de leur transformation contrairement aux kératinocytes primaires seuls.

De plus, comme lors des expériences réalisées sur les fibroblastes primaires humains, les
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cellules apoptotiques C-33 (HPV-) ne sont pas capables de transformer les kératinocytes
primaires suggérant un mécanisme de transformation similaire dépendant de la présence
d’HPV.
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Conclusion de la publication n°1

Les travaux présentés dans cette premiére publication démontrent que des cellules
apoptotiques dérivées de cancer du col de I'utérus peuvent servir de vecteurs d’oncogenes
viraux et induire la transformation des cellules hétes, mettant ainsi en évidence un mécanisme
alternatif de transformation cellulaire associée aux HPV (figure 30). Notre modele confirme
les travaux de Bergsmedh et coll. sur la transformation par THG et prouve que ce transfert est
possible & partir de cellules humaines naturellement transformées. La transformation par
transfert d’oncogénes est inhibée par la voie p53/p21. Donc seules des cellules délétées pour
le géne codant p53 peuvent étre transformées sauf dans le cas ou un inhibiteur de p53 est
aussi transféré et induit ainsi sa dégradation. Nos fibroblastes receveurs transformés
n’expriment plus les protéines p53 et p21 montrant une inhibition du mécanisme de protection.
Les oncogenes E6 des HPV 16 et 18 exprimés par les fibroblastes transformés sont des

acteurs possibles de cette inhibition.

Internalisation :
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Figure 30 : Transformation par TH

apoptotiques issues de cellules de cancer du col de 1’utérus abritant des HPV sont internalisées, aprés
recrutement d’actine, par des cellules primaires (fibroblaste, kératinocyte) humaines ou murines (NIH/3T3).
(2,3) Les cellules apoptotiques sont acheminées vers le noyau permettant le transfert des oncogénes viraux.
(4,5) Les oncogénes transférés sont exprimés par la cellule receveuse et participent a I’inhibition de la voie
de régulation p53/p21. (6) Apres inhibition de la voie p53/p21, la cellule receveuse est transformée.
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De plus, la transformation par THG contourne les barriéres liées aux espéces puisque
des cellules murines, les cellules NIH/3T3 sont transformées par des cellules apoptotiques
humaines.

Le transfert horizontal des génes d’HPV pourrait expliquer la présence d’HPV
retrouvé dans les cellules stromales environnant la tumeur dépourvues des récepteurs
nécessaires a l’infection par HPV [Unger 1999a]. Ce réservoir stromal participerait a la
persistance du virus et ainsi a la progression des lésions. Les cellules apoptotiques de cancer
du col de I’utérus étant aussi capables de transformer des kératinocytes sains, il est tout a fait
concevable que le THG participe a la progression tumorale, ce qui pourrait en partie expliquer
I’association positive entre le taux d’apoptose intratumorale et certains parametres tels que la
taille de la tumeur ou le grade de la Iésion. L’utilisation de chimio/radiothérapies induisant
I’apoptose des cellules tumorales, dans certains cas, pourrait induire un THG. Il serait alors
intéressant de combiner un traitement empéchant le THG pour limiter les risques de récidives
apres traitements.

Le THG résulte de I’internalisation de cellules apoptotiques. Cette internalisation
permet aussi aux cellules du systéme immunitaire d’éliminer les cellules mortes. Il est donc
nécessaire de caractériser le mécanisme d’internalisation des cellules apoptotiques aboutissant
au THG pour le différencier de la phagocytose des corps apoptotiques par les cellules

spécialisées.
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Introduction des publications n°2 et n°3

Nos premiers travaux ont mis en exergue la transformation cellulaire consecutive a
I’internalisation des cellules apoptotiques dérivées de cancer du col de 1’utérus. In vivo, une
partie des traitements anti-tumoraux vise a induire I’apoptose des cellules tumorales qui sont
alors détruites puis éliminées par les cellules phagocytaires spécialisées. Cependant, une
fraction des cellules apoptotiques pourrait induire un transfert de génes et participer aux
récidives apres traitement. Afin de limiter le phénomeéne de transformation par THG, il est
nécessaire de savoir comment I’internalisation d’une cellule apoptotique aboutit dans un cas a
sa dégradation et dans d’autres cas a un transfert de géne. L’observation de cocultures fixées a
différents temps d’incubations nous a permis d’assembler des donnés, comme le recrutement
d’actine ou la formation d’expansions membranaires. En cytométrie, nous avons pu aussi
déterminer que les cellules apoptotiques étaient internalisées dés 30 minutes et ce jusqu’a 8 a
12 heures. Cependant en observant des événements sur différentes cocultures nous ne
pouvons pas conclure parfaitement sur le devenir de la cellule apoptotique, de sa prise en
charge jusqu’au transfert de genes. Pour obtenir plus d’informations, il faudrait suivre une
méme cellule apoptotique au cours du temps.

Le moyen le plus utilise pour réaliser ces expériences est d’utiliser la
vidéomicroscopie en chambre thermostatée, qui nécessite la monopolisation d’un appareil
volumineux, non disponible durant toute la durée de I’expérience. La microscopie classique
peut étre aussi utilisée grace au repositionnement a I’aide d’une platine motorisée. Cependant
dans ce cas le référentiel étant la platine, lors du repositionnement du support de culture sur la
platine, des erreurs de plusieurs micrométres peuvent fausser les observations a 1’échelle
cellulaire ou subcellulaire. Nous avons choisi d’utiliser le systéme référencé en position de
I’équipe de Patrick Sandoz, du département d'optique de I'Institut FEMTO-ST (LOPMD :
équipe « Nanométrologie et Microsystémes pour les Sciences du Vivant ») [Sandoz 2002, Sandoz
2005, Sandoz 2007]. Ce systéme qui n’avait été utilisé que pour observer des coupes de tissus
nécessitait une mise au point pour son utilisation avec des cultures biologiques.

Cette mise au point a été réalisée en collaboration avec July Galeano-Zea doctorante
de 1’équipe de Patrick Sandoz, dans le cadre de son doctorat et a aboutit a la publication des

deux articles suivants.
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Mise au point et utilisations de la mire

I/ Utilisation de la mire pour I’observation d’une préparation biologique

Le logiciel de décodage de la mire analyse I’intensité lumineuse afin de déterminer la
présence ou I’absence de points. Lors de nos premiers essais d’observation d’une culture
cellulaire, le logiciel d’analyse ne parvenait pas a décrypter le code binaire a partir de
I’intensité lumineuse détectée. En effet, durant la conception de la mire, le logiciel était testé
en observant la mire directement sur une lame de microscope. Lors de nos essais, 1’utilisation
de milieu de culture et de cellules vivantes ont induit des variations importantes de la
luminosité (figure 31A). Certaines zones étaient trop sombres pour permettre une détection
alors qu’a I’inverse d’autres zones étaient trop lumineuses pour étre analysées. L’équipe de P.
Sandoz a di modifier le logiciel mis au point pour décoder la mire. Le décodage d’ensemble
(Figure 31B), c'est-a-dire sur le champ optique entier, a été remplacé pour un décodage
localisé, c'est-a-dire en se focalisant sur des groupes de 9 points voisins et en comparant leurs
intensités lumineuses (Figure 31C). Avec I’ancien systéme de reconnaissance du code une
large proportion de la mire ne pouvait pas étre décodée (Figure 31D) et donc la position non
détectée. Avec le nouveau systeme de décodage localisé seule la premiere ligne et la premiéere
colonne ne sont pas détectées, du fait de la comparaison entre lignes et colonnes successives
(Figure 31E), ce qui n’empéche pas la localisation.

Lors de ces observations un deuxiéme probléme li¢ a I’observation au grossissement
x60 est survenu. Afin de suivre une culture cellulaire, la lamelle sur laquelle est gravée la
mire est recouverte de PDMS (PolyDiMethylSiloxane), un polymere biocompatible
permettant I’adhérence cellulaire, et collée a I’aide de vernis transparent stérile au fond d’une
boite de Pétri. Les cellules sont ensuite ensemencées sur cette boite. Mais compte tenu de
I’épaisseur des boites de culture et de la mire, la distance entre la préparation biologique et
I’objectif est supérieure a la distance focale de I’objectif x60, donc trop importante pour
obtenir une image de la culture. Pour remédier a cela, nous avons di adapter nos supports de
culture a I’utilisation de la mire. Nous avons percé des boites de cultures classiques afin d’y
adapter les lamelles de codage (Figure 32A) et réduire la distance entre I’objectif et la
préparation a observer (figure 32B). Les mires ont éte fixées a la boite de culture dans un

premier temps a I’aide de vernis et dans un deuxiéme temps directement par du PDMS.
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Transformation en code binaire

¥

Figure 31 : Mise au point du logiciel d’analyse d’intensité. Des cellules HeLa ont été cultivées sur la mire.
(A) La mire a été photographiée en microscopie confocale sur un champ optique choisi. (B, C) Le logiciel
analyse I’intensité lumineuse pergue sur I’ensemble du champ optique (B) ou partie par partie (C). (D, E)
Le logiciel transforme cette intensité en code binaire représentant la présence ou 1’absence de point. Une
partie du champ optique n’est pas décodée (fronticre en rose).
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Figure 32 : Adaptation du systéme de culture référencé en position aux observations a 1’objectif x 60. (A)
Photographies des différentes étapes du montage du systéeme. (B) Schéma du systéme d’observation

utilisable a 1’objectif x 60.
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Nous avons aussi mis au point des marquages fluorescents permettant de suivre
I’internalisation des corps apoptotiques. Les cellules apoptotiques ont été marquées au CFDA,
SE, un marqueur non speécifique qui se lie aux groupements amines des protéines
membranaires et intracellulaires, comme détaillé dans les publications n°1 et dans la partie
«Mécanisme d’internalisation des cellules apoptotiques ». Les fibroblastes primaires sont
visualisés grace a un marquage au PKH 26, un marqueur non spécifique s’intercalant dans les
membranes plasmiques, comme décrit dans la partie décrivant le mécanisme d’internalisation.
Nous avons testé plusieurs concentrations de PKH 26 car les fluorochromes excités a chaque

repositionnement et observation photoblanchissaient (extinction de la fluorescence).

11/ Utilisation de la mire pour se repositionner sur un méme champ optique

July Galeano-Zea a mis au point une interface permettant a un expérimentateur, non
spécialisé en informatique, d’utiliser le logiciel pour se repositionner a partir de I’image de la
mire (figure 33A). A chaque champ optique de culture est associé un champ optique de la
mire située en dessous (figure 33B). La photographie du champ de mire, une fois analysée,
permet de déterminer sa position trés précisement sur la mire. Ces coordonneées sont utilisées
comme référence de position (Xi, Yi). Lors d’un repositionnement, la photographie d’un
champ optique de la mire prise au hasard permet au logiciel de calculer dans un premier
temps les coordonnées de ce champ (X, Y) et dans un deuxiéme temps le déplacement
nécessaire pour retrouver le champ de référence (AX, AY). Apres déplacement, le nouveau
champ de mire est analysé afin de vérifier le bon repositionnement (X=Xi, Y=Yi). Enfin une
photographie de la culture correspondante est prise et permet le suivi dans le temps.

Lors des premieres expériences, les déplacements nécessaires pour retrouver la
position de référence s’effectuait a la main en comptant les lignes et les colonnes.
L’utilisation d’une platine motorisée a permis d’automatiser ce déplacement réduisant le
temps de déplacement d’une dizaine de minutes a quelques secondes. Cette platine,
correspondant a la série H117 ProScan Inverted Stage de Prior scientific, est fournie avec une
librairie de fonctions pour commander ses déplacements par ordinateur en utilisant le
protocole de communication série (RS232). Ces possibilités sont intégrées a l'interface
utilisateur de repositionnement des images pour déplacer la platine en X et Y au gré des
besoins et atteindre les positions recherchées sur la culture en un seul déplacement automatisé
(figure 34).
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Figure 33 : (A) Interface de repositionnement. (B) Photographies des champs optiques de la mire et de la
culture. La variation du champ focal (AZ) permet de prendre la photographie de la culture correspondant
aux coordonnées de la mire photographiée.

En pratique, a partir de la position obtenue aprés le retour de la culture sous le
microscope, le logiciel calcule la distance a parcourir pour atteindre la position visée. Ce
déplacement est alors imposé a la platine motorisée. Aprés vérification de la bonne position,
I'observation de la zone recherchée peut démarrer instantanément. Le déplacement de la

platine motorisée étant beaucoup moins précis que les coordonnées des champs de mire, une
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marge d’erreur de 4 lignes ou colonnes est acceptée pour la programmation du déplacement
de la platine motorisée (X=Xi +/- 4, Y=Yi +/- 4). Si les coordonnées mesurées sont
différentes de plus de 4 lignes ou colonnes que les coordonnees initiales, la platine motorisée
effectue un nouveau déplacement. Ce dispositif automatique est aussi mis a profit pour se
déplacer d'une zone d'intérét a une autre d'une méme culture de fagon quasi instantanée par la
mémorisation de leurs positions respectives. Ceci offre une observation en paralléle de
plusieurs sites lors d'un méme protocole et permet ainsi de multiplier le nombre d'événements

documentés et de valider des études statistiques.

Position prise
au hasard
(X, Y)

Déplacement

Position
initiale
(Xi, Yi)

Repositionnement de la culture sur la zone de référence

Déplacement AX,AY
transmis & la platine motorisée

Controle
dela
platine
motorisée

Interface de
repositionnement

Figure 34 : Utilisation du systeme référencé en position pour retrouver une zone d’observation. Au temps
TO une zone de la culture est choisie et photographiée en méme temps que la mire correspondante. Les
coordonnées de la position initiale (Xi, Yi) sont enregistrées. Au temps T, I’utilisateur souhaite retrouver
cette zone observée. Pour cela, un champ optique de la mire est photographié au hasard et ses coordonnées
sont enregistrées (X, Y). Le logiciel calcule alors le déplacement nécessaire pour rejoindre les coordonnées
de la position initiale (AX, AY) et impose ce déplacement a la platine motorisée. Les coordonnées de la
nouvelle position permettent de savoir si le repositionnement est correct.

111/ Utilisation de la mire pour suivre un evénement biologique

L’équipe de P. Sandoz a mis au point une deuxiéme interface qui permet de
superposer avec précision la méme zone d’une culture observée a deux ou plusieurs reprises
(figure 35A). Une fois la photographie de la mire et des cultures correspondantes importées,
le logiciel superpose les champs de mire grace a leurs coordonnées et fait de méme pour les

cultures associées (figure 35B). Aprés avoir repositionné précisément 1’image des cultures de
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chaque temps d’observation, il est possible de réaliser un film montrant 1’évolution de la

culture au cours du temps (figure 35C).
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Figure 35: Utilisation du systéme référencé en position pour repositionner des images. (A) Interface
utilisateur permettant la superposition d’images. (B) Exemple de superposition de deux mires et des deux
images correspondantes. (C) Suivi d’une culture au cours du temps. A chaque temps T, les cultures ont été
repositionnées grace aux coordonnées des mires correspondantes permettant de créer une séquence vidéo.
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Abstract. This paper presents a binary position encoding method for extended two-
dimensional surfaces. Position encryption is based on linear feedback shift register
sequences inserted within a periodic frame of spots. The position and orientation
of any local view is retrieved accurately with respect to the encrypted surface.
Image processing combines phase computations with binary image feature analysis.
Measurement resolution is in the range of 10~2 pixel in position and 10~? degree for
in-plane orientation. The method is used as visual sensor in a position control loop
applied to fluorescence optical microscopy for the recovery of cells of interest within
culture dishes.

Keywords: Position sensing, Visual control, Subpixel resolution, In-plane orientation,

Region of interest recovery, Binary position encryption, Local contrast detection, Phase

measurement, Optical microscopy.
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1. Introduction

With the improvement of technological tools and knowledge, our capabilities to act at
the micrometer and nanometer scales increase continuously with ever more impressive
realizations. As the scale of action 1s reduced, the actual size of regions of interest 1s
also reduced and their localization 1s no more an obvious problem. The use of accurate
translation stages allows the performance of reversible displacements as long as the
specimen of interest remains fixed on the translation stage. If the specimen is removed
or has to be transferred from one setup to another one, to find back a region of interest
becomes a diffienlt task, especially if a high position accuracy is required. This problem
is encountered in micro- and nano-technology, in micro-robotics and automation, and
in cellular and molecular hology as well. Vision 18 a convenient tool for this task by
combining non-contact sensing and digital processing.

For the last decades, lots of works were reported in the field of vision and visual
control, especially from the robotics and automation community (shirai and Inoue,
1973; Chaumette and Hutchinson, 2006; Chaumette and Hutchinson, 2007). Impressive
progresses were observed, partially driven by the continuous improvement of camera
and personal computer capabilities. For the purpose of autonomous system control,
the time response of the vision system 1s a crucial 1ssue because of its role i closed-
loop bandwidth determination. Our work is outside this response time constraint
since we consider more a ‘looking’ then ‘moving’ approach for applications in which
the continious observation of the scene 1s not possible. A typical case corresponds to
successive transfers of a specimen from a micro-machining process to a characterization
mstrument. Our aim 18 to propose a straightforward solution for localizing directly the
zone of interest by vision. We also aim to provide a high resolution in position accuracy
in order to benefit from the high lateral resolution of characterization instruments
for image comparison. Furthermore, in-plane rotation has to be monitored for the
compensation of random specimen alignment on the work plane. Our final application
concerns live cell biology and more precisely the following of cell behavior over time
by optical microscopy. Cell cultures are transferred from a controlled atmosphere cell
incubator to the microscope at regular time instants. Our need 1s thus to localize
efficiently the same cellular regions at each observation in order to observe the local
evolution of well-identified sites of interest.

In term of vision, our problem can he defined as depicted in Fig.1. The gray area
corresponds to an extended work space that 1s too large to be observed in whole. Only
a smaller area - schematized by the white rectangle - can be ohserved at once with a
sufficient definition with respect to the process involved. Then, the problem has basically
two forms:

(i) What is the position (x,y) and orientation (@) of the observed area with respect to
the work space in whole?

(i) How to find back a particular region of interest observed before to continue a

process?
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Figure 1. Definition of the position (x,y,#) of a zone (v) of size (w x h) observed
under microscope with respeet to the encoded surface (X) of size (W = H).

Several approaches were proposed for answering this problem. In nanotechnology
for mstance, specific features are often inserted to make the localization of the sites of
interest easier. A grid with lines of different widths was also proposed for the nanometer
positioning of a STM probe supported by a miniature robot (St-Jacques et al., 2003).
In the field of biology, several techmques were proposed for the localization of regions
of interest, mainly on microscope slides (Feldman, 1980; Lin and Ruddle, 1981; Ruddle
and Lin, 1983; Hause, 2004). They are based on regular grids and some of them use
characters for the identification of squares defined by the grid lines. All those methods
achieve a coarse localization of the sites of interest but do not allow fine zone adjustments
suitable for sharp image comparison.

This paper proposes a method for the encryption of a binary code over an extended
2D surface. Our method allows accurate coordinate transformations of the image pixel
frame into actual positions on the work space observed. In this way, partially overlapping
immages recorded at different instants of time can be displayed in a common reference
svstem based on their actual positions on the sample. Sharp image comparison are
thus possible with a subpixel accuracy. Binary encoding strategies have already been
proposed (Salvi et al., 2004) but they are not suited to our case since they are designed
for surfaces whose size 1s of the same order than the imaged one. Our encoding technique
15 based on a pseudo-periodic pattern that allows a high level of interpolation through
phase measurements that lead to subpixel resolution. To avoid ambiguity due to pattern
periodicity, alterations are inserted in order to distinguish between consecutive raws and
columns in an unique way. Lateral position and in-plane orientation are thus retrieved
from the image of any small fraction of the encoded area. The phase data is also used
for local contrast computations that make the decoding software robust against noise
and shadows. Section 2 describes our solution for position encoding of extended 2D
surfaces. Binary sequences based on linear feedback shift register (LFSR) are encrypted
in a regular distribution of dots. Image processing and position recovery are presented in

section 3. They are based on Fourier transformations and spatial phase computations.
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The performances of our method as well as its application to cell culture boxes are

discussed 1n section 4.

2. Pseudo-periodic position encryption of 2D surfaces

2.1. Linear Feedback Shift Register sequences for 1D position encoding

To answer the position coding problem depicted in Fig.1, an idea would be to divide
the whole surface in a regular set of sub-domains that are smaller than the field of
observation and to encode the position of each of them (Sandoz et al., 2002). In such
an approach, one has to manage the problem of partially visible sub-domains at the
borders of available images. The size of sub-domains has then to be small enough to
ensure that one at least is seen in whole in any recorded 1mage. We choose a different
way and designed a kind of rolling code just like a zoom 1s rolling over an extended
view. Our idea was to built a continuous code in which contiguous position codes
are closely interwoven with each other. We implemented a solution based on linear
feedback shift register (LFSR) sequences that are widely used as test signals in the
field of telecommunications because of their statistical properties (Golomb, 1967). The
principle is to generate a sequence of maximum length; i.e. 2" words of N bits; by means
of a N digit shift register. The sequence corresponds to the binary words formed by the
successive states of the shift register digits while at each shift, the input bit 1s a logical
combination of previous state. (Shift register feedback is usually based on XOR gates of
well-chosen register cells. This technique does not generate the word "0 that is a stable
state but 1t may be inserted artificially in the generated sequence to obtain the full
sequence of 2V words.) Because of this mode of generation, each word of N bits shares
its N —1 first bits with the previous word and its N — 1 last bits with the following word.
This rolling code is represented in Fig.2. Whatever the position along the sequence, any
set of N consecutive bits forms a binary word. The latter can be converted into its
position along the binary sequence by means of a look-up table known by construction
from the feedback applied to the shift register and from its starting state.

This coding method presents the interest of reducing drastically the number of bits
necessary to encode a complete sequence. Because of the N — 1 bits systematically
shared between consecutive words, the total number of bits is limited to 2% + N — 1 bits
instead of 2% x N. This is of practical interest in the actual realization of the position
encoding. In the context of our vision application, any image of the LFSR sequence
allowing the identification of N consecutive bits is suited for the identification of the
actual position of the view with respect to the complete sequence. In practise, one has
to determine the number N of bits necessary to encode the desired sequence length
and to suite the vision system to obtain a field of observation and an image resolution
compatible with the LFSR sequence used.
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Figure 2. a) Principle of LFSR sequences for N = 3 bits. The full sequence of the 8
possible words are encoded with only 10 bits. b) Sequence part for N = 0 bits. The
first line corresponds to the generated bit sequence while the following lines depict
the N bit words read at consecutive positions along the sequence. The actual position
along the sequence 1s obtained through a look-up table.

Combinaison of LFSR sequences for 2D surface encryption

LFSR sequences as discussed above and as used in telecommunications are one-
dimensional. In our case of 2D surface encoding, those sequences have to be extended
to two dimensions. Different possibilities may probably be proposed for this task. We
choose to encode the perpendicular direction, lets say V', through a relative shift between
consecutive reproductions of the chosen LFSR sequence. This choice is illustrated in
Fig.3. In this way, the two-dimensional encoding is made of LFSR sequences of two
types. The even ones are identical whatever the Y position. These lines are only
representative of the position along the horizontal direction. They are called reference
lines or sequences. At contrary, the odd lines differ from each other as a function of
the vertical coordinate Y. These lines reproduce the same LFSR sequence but with an
incremented shift that is proportional to the Y coordinate. Thev are called shifted lines
or sequences. Their code is thus representative of an hybrid information made of the
sum of coordinate X plus a term proportional to the coordinate Y.

At the decoding stage, the recorded image 15 required to contain at least N
consecutive bits on four consecutive lines. Then odd and even code lines are compared.
Reference lines are identified because of exact reproduction of the same words that give
the X position with respect to the encoding scheme. At contrary, shifted lines present
different words representative of consecutive position values in the look-up table. The
X position has then to be subtracted to deduce the Y position with respect to the
encoding scheme. At this step, the in-plane orientation has to be taken into account for
the determination of reference and shifted lines. Alignment have to be considered with

respect to the code directions instead of the pixel frame ones.
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Figure 3. Combinaison of LFSR sequences for 2D surface encryption. Even lines
reproduce identical sequences that encode the X position only. Odd lines reproduce
the same sequence with a incremented shift that is proportional to the position along
the ¥ direction. On the left side of odd lines, the number of stars standing for undefined

bits encodes the position along the vertical axis. An angle was introduced to fit with
a general case of code observation.

2.3. Position encryption through periodic pattern alteration

The actual implementation of the code on extended two-dimensional surfaces 1s based
on the alteration of a periodic frame of dark spots over a bright background. This choice
fulfills several requirements:

® The pattern has only two levels for ease of realization and bit detection efficiency,
e spots are simple features sunilar to the point spread function of a vision system,

e the periodic basis of the encrypted pattern is necessary for phase computations
allowing a high level of pixel interpolation.

Fig.4 presents different encryption solutions. In the most direct case (Fig.4.a), each
spot encodes a bit of value "1" while the absence of spot encodes a bit of value ‘0". The
encoding of the lines and columns necessary for position identification is concentrated
within a very small area. However, bit identification may be highly sensitive to noise,
especially at repetitions of bits of value ‘(. Furthermore, the periodic frame is highly
altered. An alternative 1s shown in Fig.4db in which one line of ‘non coding’ spots
is inserted after each line of coding spots. The minimal area necessary for position
identification is twice in the vertical direction but those neutral lines improves the
periodic frame definition. ‘0" value bit identification can also be improved by comparison
with neighbor spots. Finally, Fig.d.c presents the codification actually used in our
application. We have only one coding spot every ten spots distributed in rectangular
sets of five lines and two columns as shown in the figure. Furthermore, missing spots
encoding for '0" values are distributed alternately on the second or fourth line of each
set of five lines for a lower periodic frame distortion. In this case, position identification
requires the imaging of 18 consecutive columns and 20 lines with a sequence of N =9
bits. (This choice was induced by technical limitations in our master mask realization
machine that asked us to reduce the density of missing spots).
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While many other possibilities might be thought of one may notice that a sclution
based on Manchester codes would not be suited in our case because of our requirement

to distribute spots along a periodic frame for further position interpolation as explained
below.
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Figure 4. Pseudo-periodic dot patterns for 2D LFSR sequences encryption. a) Direct
encoding: black spot means ‘1, no spot means ‘0°. b) Lower density code with neutral
lines inserted. ¢) Encryption actually used with only one encoding spot among groups

of 10.

3. Phase processing for subpixel position recovery

Once an image of a small area of a surface encrypted with the chosen pseudo-periodic
(=] o
code 1s recorded, position identification is carried out in a two step procedure. The
first step involves linear processing and provides a very fine positioning of the periodic
o o =]
frame with respect to the pixel frame of the camera. The second step involves binary
processing for bit value identification and LFSR sequences reconstruction and decoding,.
It allows to convert relative position measurement obtained at the first step into absolute

position determination with respect to the whole encoded surface by keeping subpixel
ACCuUracy.

3.1. Phase processing for fine determination of periodic frame position

The basic principle of fine position determination by phase computations was already
presented in previous works (Sandoz et al., 2002; Sandoz et al., 2007a). Then, we

just outline the main idea here. Fig.5.a presents an image of a small area of an encoded
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surface as recorded experimentally in our biological application in presence of noise. The
Fourier power spectrum of this image is represented in Fig.5.b in a logarithmic scale.
This spectrum is made of well separated lobes that correspond to the set of spatial
frequencies involved in the pattern. The DC term is in the middle of the figure. Around
this DC term, a first squared perimeter is made of height symmetrical lobes. The latter
correspond to fundamental pattern frequencies along line and column directions as well
as following diagonal directions. A second squared perimeter appears at the fipure
sides. These lobes correspond to the first harmonics of pattern frequencies becanse of
non-sinusoidal profile of the pattern. Among this spectrum, we successively filter out
only two lobes, as marked by arrows and representative of the main pattern directions.
The Fourier spectrum is multiplied by a gaussian filter centered on the lobe position and
we consider the inverse Fourier transform of that filtered spectrum. This inverse Fourier
transform returns a complex image in the spatial domain that is representative of the
best sinusoidal approximation of the pattern along a single direction. The phase of this
complex image, as represented in Fig.5.c, gives at each image pixel the arcument of
the cosine function fitting the pattern with the best approximation along the direction
considered. The phase values match the spot positions in the initial pattern as follows in
the case of dark spots on a bright background: spot centres correspond to phase values
of £ while horizontal white lines between consecutive spot lines correspond to phase
values equal to 0.

The high accurate identification of the spot centre locations requires the removal
of phase discontinuities by unwrapping the phase image of Fig.5.c. The resulting phase
map is represented in Fig.5.d. Because of regular distribution of spots, this phase map
is a plane that can be easily expressed by a least square fitting equation:

®y(i,j) = Ay i+ By -+ Cy (1)
where ¢, 7 stand for pixel indexes. Spot positions are known to satisty the following
equation:

Oy(i,j)=m+2-n-7 (2)
where n 1s an integer. By solving it, we obtain straight lines describing with a subpixel
definition the location of dark spots along the vertical direction. These lines are reduced
to points by processing the Fourier spectrum in the same way for the complementary
spectral lobe, as marked by an arrow in Fig.5.b, and leading to a second phase plane,
perpendicular to the first one and expressed by:

Py(i,j) = Ap-i+ By -j+Ch (3)
Equations 1 and 3 represent finely the position of the periodic frame of spots with respect
to the image pixel frame. The in-plane orientation is determined modulo 7/2 from
parameters Ay, By or Ay, By. However the phase planes do not distinguish between
present and missing spots neither between consecutive lines and columns with respect
to the whole pattern. This is due to arbitrary initial conditions for phase unwrapping
that introduce a =2 - k- 7 uncertainty in phase constants Cy and Cp. This is solved by

decoding the LFSR sequences present in the observed image as explained below.
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3.2, LFSR sequence decoding and absolute position recovery
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Figure 6. Use of wrapped phase values for the determination of dot sites. Dot centres
are located at the intersection of dashed lines (@ = ) while the intersection of solid
lines (¢ = 0) correspond to background sites.

The first and most critical step in LFSR sequence decoding is the correct
identification of missing spots in the initial image. As can be seen in Fig.5.a, noise is
present that make this identification difficult. For this purpose, we take advantage of the
phase information presented above to perform very robust missing spot determination.
The principle is depicted in Fig.6. Because of periodic distribution of spots and thanks
to Fourier processing, we are able to determine the possible spot positions as well as
positions of intermediate lines crossing between spot lines and columns. As shown in
the fipure, pixels close to the center of spots are associated to phase values close to £x
modulo 27 in both phase maps. At contrary, background points intermediate between
spots lines and columns are known to have a phase value close to 0 modulo 27, From this
a priori knowledge, each spot location is tested individually by comparing its intensity
level with respect to that of the neighbor spots and the background intensity. We are
thus able to determine the local value of spot contrast and to optimize the decision
threshold at each possible location. At this stage, the presence of ‘non coding’ spots, as
represented in figures 4.b and 4.c i1s useful. It allows the determination of regular sites
where spots are known to be present and that make easier the evaluation of the local
spot contrast.

The processing of the image depicted in Fig.5.a has led to the missing spot image
of Fig.5.e. We can see that missing spots are identified properly even in presence of
shadows or non uniform illumination. (A narrow band is voluntary omitted on the
left and upper sides to avoid image side effects). For convenience and amount of data
reduction, we switch from images defined in pixels to images defined in spot lines and
columns. This is easily done by considering again the unwrapped phase maps and more
precisely their entire values after division by 2. At this stage, the knowledge of the

pattern construction is also used for distinguishing horizontal and vertical sequences
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directions and for identifving sets of spot lines encoding each LFSR sequence. For
instance, in our particular choice of encryption pattern, spot lines can be associated by
sets of five lines with missing spots distributed only on the second and fourth lines of
each set. Such processing leads to the reconstruction of LFSR sequences as depicted
i Fig.5.f. We can observe that odd sequences are identical while even lines are shifted
by two bits with respect to each other. References and shifted sequences are thus
easily 1dentified and decrypted for deducing the position of the observed view within
the complete encrypted surface. This coarse but absolute position determination allows
the adjustment of the phase plane definition of Eq.1 and 3 with the correct 2km phase
offsets to obtain absolute and high resolution position of the observed view. (After
division by 27, phase values are representative of spot line and column orders). The
modulo 7/2 uncertainty on in-plane orientation is also removed by this identification of
LFSR sequences. Finally we obtain a complete and accurate position determination of

the observed view with respect to the extended 2D surface encrypted.

4. Performances and application

4.1. Performances in position and orientation measurement

An encryption pattern was realized following the spot distribution described in Fig.3 and
4.c. A 4pm spot period was chosen for the encryption of a surface of 3.6 x 3.3mm? with
LFSR sequences of 9 bits. (In fact, the encrypted area is limited by technical restrictions
for master mask realization). The encryption pattern designed was transferred onto a
master mask and then on glass plates by photolithography. Dark spots are made of
aluminium in contrast with the glass background. The specimens produced can be used
in reflection or in transmission as well. In the case of Fig.h.a, the pattern is observed
on an transmission optical microscope with a 40x magnification lens. The field of view
is of 0.22 x 0.22mm?; i.e. about 0.3% of the encoded surface.

Performance evaluation experiments were carried out with the same pattern but on
a different setup using a 20x magnification lens in transmission. The encoded glass plate
was fixed onto a 3D piezoelectric transducer (PI P-615). The positions reconstructed
from pseudo-periodic pattern processing are compared with image displacements
obtained by a sub-pixel image correlation method. We are thus able to evaluate the
performances of our method in lateral position measurement. Fig.7 presents the results
obtained. The displacement non-linearity observed is due to the PZT behavior but the
two curves show excellent agreement with each other. The standard deviation between
the two measurements is 2.5nm. This deviation has to be compared with the pseudo-
periodic pattern period of 4pm and with the image definition of 0.4pm per pixel with a
20x lens.

The PZT was also used in an home-made mechanical arrangement suited to produce
a progressive in-plane rotation of the pseudo-periodic pattern. The reconstructed in-
plane orientation of the pattern is represented in Fig.8. The progressive rotation of
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Figure 8. Reconstructed values of the in-plane pseudo-periodic pattern orientation
while the PZT 1s used to produce a progressive rotation of the pattern. A peak to

peak deviation from a straight line of 107?° was evaluated.

The capability of the encoding procedure and image processing developed to retrieve
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the actual position of the small area under observation with respect to the encrypted
surface was verified experimentally. The method is fund to provide the absolute position
and in-plane orientation of any observed zone. A magnification range from 10x to 60x
is compatible with our design based on a 4pm pattern period. Measurement resolution
was fund to increase with the lens magnification. It varies from a few 1072 pixel at
10x magnification to a few 1072 pixel at 60x for lateral coordinate determination. In-
plane orientation is determined with a resolution of 107*° and no sensitivity to lens

magnification was observed in angular measurements.

4.2. Biological application to the observation of cell transformations
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0 100 200 300

200 400 600 1000
Pixels (relative to the view) Pixels (relative to the view)

400 500 600
Figure 9. Region of interest recovery. a) After culture dish setting on the microscope
stage, the current zone ‘B’ is usually far from the zone of interest ‘A’; b) After automatic
position adjustment, the current zone ‘C’ overlaps the zone of interest ‘A’

The method was applied to the following of biological cell transformations over
time during their culture in Petri dishes by using optical microscopy. When cells are
put in a culture dish with nutritive liquid, they have more or less a spherical shape and
they are moving within the liquid. We do not follow cells at this stage but wait for
their ‘installation’. Effectively, the first action of cells in culture is to develop bonds
to link themselves to the culture dish surface. Once cells spread on the dish surface, it
becomes possible to distinguish cells from each other through their spatial position on the
culture dish. We use this property in our application based on optical microscopy. We
realized specific culture boxes in which a pseudo-periodic pattern is inserted for further
lateral position determinations. As described in a previous proof of principle (Sandoz
et al., 2007b), the pseudo-periodic pattern is set in the depth of the culture box to
avoid crosstalk between images during microscopy observations. Observations are thus

made in two steps. The cells of interest are observed with the focus made on the dish
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surface as usually. Once the cell image 1s recorded, the focus 1s shifted along the vertical
direction to observe the in-depth pseudo-periodic pattern. This vertical translation
does not affect the lateral coordinates and the cell image position is computed from the
image of the pseudo-periodic pattern recorded after this focus adjustment. Following
this procedure, all cell images recorded are referenced in position with respect to the
culture dish surface. After cell transfers in the cell incubator for a while, the same
culture areas can be observed again by localizing the right dish zones thanks to the
pseudo-periodic pattern. Positions derived from pseudo-periodic pattern processing are
used to drive the motorized stage of the microscope to the right culture dish zone. This
procedure 1s depicted in Fig.9. In Fig.9.a, the current zone of ohservation ‘B’ is far form
the zone of interest ‘A’ observed previously. This is the usual case as the culture dish
is set on the microscope stage after cell transfer in the cell incubator. These regions
are localized with respect to each other thanks to the processing of the pseudo-periodic
pattern 1images and thus displayed in a common reference system to obtain this figure.

From the knowledge of the position of the zone of interest ‘A’ and from the current
position of observation ‘B’, the necessary stage translation is computed and send to the
stage control unit through serial communication. After this lateral position adjustment,
the new zone of observation ‘C’ overlaps the actual zone of interest ‘A’. After this
displacement, angular mismatch remains as well as lateral position uncertainty due
to the microscope stage resolution. The latter 1s compensated digitally from actual
positions derived from pseudo-periodic pattern images. Excellent image superimposition
is thus obtained as depicted in Fig.9.h. While image orientations mismatch and limited
stage resolution, subpixel resolution is finally obtained in recorded image adjustment.
The combination of position encryption, pseudo-periodic pattern image processing and
serial driving of the microscope stage forms an efficient control loop for the recovery of
any zone of interest on the culture dish surface and allowing sharp image comparisons.

Fig.10 presents the application of this principle to an actual cell culture observed
with a fluorescence confocal microscope (Olympus Fluoview, 60x immersion lens in
reflection). The preparation is made of Hela cells issued from human cervical cancer.
Cells are treated with a PKH26 red fluorescent marker to make cytoskeleton wisible.
Fluorescence excitation is made at 548nm with green ray of He-Ne laser. Images of
Fig.10.a and 10.b correspond to the same culture zone after coordinate adjustment with
a culture period of two hours between image recordings. They are therefore displayed
in the same reference system and cell displacements and transformations appearing
reveal the actual evolution of the culture. Such cell views are very useful for biological
description of culture kinematics. For instance the extension of the cell on the right side
of the image is due to cellular division.

Fig.11 presents a restricted view of this zone centered on the cell in the middle
of the lower part. We can see in Fig.11.b that the cell has released its bonds to the
surface on the left side, probably for taking a more spherical form in preparation of
an upcoming division. The displacement of the cell to the right is clearly visible in
these images, especially in Fig.11.c showing the intensity difference observed between
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Figure 10. Images of the same cell culture area after culture box transfer from
microscope to cell incubator during two hours. a) Fluorescent image of cytoskeleton
at time T'; b) image of the same spatial zone at time T' + 2h. Cell displacements and
transformations can be observed and quantified accurately.

recorded images. The black hole in the cell middle corresponds to the nucleus that is
not sensitive to the fluorescent marker.

These results demonstrate the capabilities of this method for use in cell culture
following and characterization by optical microscopy. Our method of position referencing
based on pseudo-periodic pattern is shown to be a new tool available for the biology
community. The control loop based on position computation and microscope stage
driving ensures the recovery of any zone of interest, even after culture dish removal from
the microscope stage. In our actual biology work, the method is used for characterizing
the kinematics of DNA material transfer from dying cells to living ones by using multiple
fluorescence markers. (Details about this cancer research work are outside the frame of

this paper).
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Figure 11. Zoom of Fig.10. a) Time T'; b) Time T + 2h; ¢) Subtraction of previous
images.
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5. Discussion and conclusion

This paper demonstrates a position encoding method suited for extended two-
dimensional surfaces and allowing the visual determination of the position of any local
view with respect to the whole surface. The position encoding is based on the binary
implementation of LESR sequences that present a great advantage: Adjacent locations
share a large amount of data for the encoding of their position. Provided it has the
required minimal size, any view 1s suited for position determination thanks to this
‘rolling code’ concept. Furthermore, the amount of bits actually encrypted on the
surface is reduced drastically. This property releases constraints in both pattern design
and realization and in vision system resolution requirements. Position is reconstructed
by combining two complementary procedures. Phase processing benefits from the
periodic frame of the pattern for performing subpixel position measurement. This fine
measurement 1s relative and has to be complemented by a coarse measurement resulting
from binary decoding of LFSR sequences present in the recorded images. These two
decoding steps are interwoven since the phase data are used to predict the spot locations.
A local contrast 1s thus determined that allows the optimization of the decision threshold
applied to the identification of the bit values in LFSR sequence reconstruction. The
resulting decoding process was fund to be very robust against noise, shadows or non
uniform illumination. Furthermore, if the recorded view is larger than the required
minimum size, extra data can be extracted for redundancy. This opportunity is not
explored in the paper but such extra data could be used for error detection and correction
for application in a more difficult environment. Finally experiments demonstrate that
any recorded view can be located in both position and orientation with respect to the
whole encoded surface. Resolution achieved is in the range of 1072 pixel for position
and 1072 degree for in-plane orientation.

This method of visual determination of position can be used as sensing element in
a position control loop. We present an application in the field of optical microscopy
analysis of cell eultures. Smart culture dishes was realized with a pseudo-periodic
pattern embedded in their structure. With the position control allowed, the position
of the current view can be known at any time; even after specimen removal from
the microscope stage. Every cell image 1s thus referenced in position and it becomes
straightforward to recover any zone of interest. In practise, the motorized stage of the
microscope 1s controlled through serial communications for automatic stage translation
towards the zone of interest. Finally, cell images recorded at different instants of time
are displayed in a common reference system ensuring subpixel position adjustment.
Biological events can thus be accurately documented for sharp analysis. At present
time, the software is implemented with Matlab. The processing time is about 25s with
a 3G Hz dual core Pentium processor. A much faster implementation could be realized
for reducing this time constant. Other applications could then be thought of for the
proposed method, for instance in the field of work space position monitoring in micro-
robotics.
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demonstrated. First results on the application of PRM to the observation of
apoptotic body internalization are reported.
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1. Introduction

Permanent transformation 1s an inirinsic characteristic of living systems. For example living
organisms undergo constant remodeling duning their lifetime. These modifications occurmng at
different scales and at different rates can be linked to physiological (metabolism. development,
differentiation or multiplication) or pathological (degeneration, immortalization, transforma-
tion) mechanisms. From the point of view of microscopy imaging, in addition to expectations
on image quality and definition, this particulanity of living bodies sets two complementary re-
guirements on image acquisition durations:

* Image acquisttion has to be sufficiently short to avoid blurnng effects due to biological
mechanisms occurring within the specimen while the image 1s being recorded.

* Sequences of images have to be recorded over time in order to cover the biological pro-
cess mvolved over its whole duration.

To fulfil the first point. many techniques have been developed successfully in recent decades.
New techniques or apparatus become progressively reference tools in biology and medical lab-
oratories (for mstance) [1—4]. These new methods have also a direct impact on the second point
since short acquisition times allow the recording of image sequences at high rate and thus the
complete documentation of fast processes. However. very litile work has been interested in
longer time-constant processes and in the rght way to manage living-specimen observations
over days or weeks. Nowadays in the field of cell colture, videomicroscopy 1s used as a ref-
erence method. It couples a microscope with an mcubation chamber ensuring cell survival by
controlling temperature, humidity and €O, concentration. For each experiment. this equipment
1s monopolized during the entire protocol duration for the observation of a single culture dish. A
series of sites of interest can however be observed in parallel by means of computer-controlled
stages providing micrometer repeatability in lateral specimen positioning.
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While videomicroscopy 1s effective, the exclusive use of expensive equipment for a single
experiment 1s a drawback, especially in the case of slow processes requining long term obser-
vations. An alternative way consists in transferring cell cultures from the cell incubator to the
microscope stage for every observation and then to return the specimen to the incubator until
the next observation. In this way. the microscope 1s made available for other users. But a new
problem arises: how to localize the same regions of interest every time that the specimen is re-
turned onto the microscope stage? This problematic has been addressed in several ways duning
the 1980°s [5-8] and then at the end of the 19907 [9,10]. All solutions are based on gnids suited
to partition the specimen surface m labeled sub-surfaces that can be easily identified visually
by the operator. These devices allow visual recognition of regions of interest but do not provide
accurate position data suitable for precise image registration. More recently, St-Jacques et al.
proposed a similar approach in the field of robotics in which a sub-surface label i1s encoded
within the actual width of the gnd separations [11].

In a previous paper we introduced a position referencing principle based on a pseudo-peniodic
position reference pattern (PRP) [12]. The latter 15 suited for lateral coordmate determination of
each recorded image with respect to the sample-holder itself. This principle was demonstrated
to provide a high resolution and was applied to cell preparations fixed on a microscope shide.
Since position 1s referenced to the sample holder itself, specimens are not required to remain
on the microscope stage and regions of interest can be easily localized from position data. The
present paper reports on advances and characterization of the method. The techmque 15 now
applied to Pétri culture dishes and actually exploited in live cell culture experiments. In section
2 we briefly recall the PEM principle and present smart Pétr culture dishes integrating a wide
PRP Section 3 reports on positioning capabilities of the developed patterns. We demonstrate
improvements in image registration quality in comparison with that allowed by microstage re-
peatability. Finally Section 4 illustrates a biological application of the method in the frame of
experiments intended to document the internalization of apoptotic bodies by human fibroblasts.
The method’s capabilities to comply with different microscopy modes 1s thus clearly demon-
strated.

1. Position-referenced microscopy (PRM)

In the field of live cell culture, the PRM principle benefits from two complementary properties:

* To survive and proliferate. cells in culture have first to adhere to the culture dish surface.
At a given instant in time, 1t 1s then equivalent to locate individual cells or their spatial
position on the culture dish surface.

+ The short depth of focus of optical microscope objectives allows some kind of vertical
multiplexing of a biological image with a PRP image.

As shown in Figs. 1(a) and 1(b), the image of the cell culture 1s obtained as the lens 15 focused
on the upper side of the culture dish surface. This biological image 1s referenced in position
thanks to the recording of a second image,_ as shown i Figs. 1(c) and 1(d). after vertical shift-
mg of the focusing depth in order to image the PRP. These two levels of imaging are separated
by a transparent layer made of bio-compatible polymer (PDMS). The thickness of this laver;
i.e. about 40 um in our case; is adjusted in order to avoid image crosstalk while maintaining
an overall thickness that is compatible with the working distance of the lens. A photograph
of a smart culture dish that has been developed is shown in Fig. 2. The PRP 1s first produced
by photolithography on a glass coverslip and then covered by the transparent polymer layer.
This position-referenced part is finally stuck on the bottom side of usval culture dish that has
been previously pierced to minimize the final thickness of the smart culture dish obtained. The
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Fig. 1. PRM prnciple. (a) Focusing on the biological material; (b) Biological image
recorded (phase contrast plus confocal fluorescence, see Section 4.2); (c) Focusing on the
PRP: (d) PRP image recorded (phase contrast).

Fig. 2. Photograph of a position-referenced culture box: the patterned coverslip is stuck on
the box aperture with bio-compatible polymer.
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encoded surface is 1cm” wide and appears as a gray shade within black lines in Fig. 2. This
spatial extension defines the size of the area available for PRM applications. The PRP concep-
tion as well as the image processing methods used for position reconstruction are described in
detail elsewhere [13] and summarized in the following section. Lateral coordinate data obtained
from PRP image processing are also valid for the biological image since the only displacement
operated between the recording of both 1mages 1s vertical Thanks to the PRM principle, any
biclogical image recorded is thus position-referenced with respect to the culture dish. Any po-
sition of interest can be found easily at any time; 1.e. after several culture dish transfers from
the microscope stage to the incubator and vice-versa. Furthermore, recorded images can be reg-
istered digitally to be displayed in a common reference system. ITmage superimpositions with
subpixel accuracy can thus be obtained. The latter can be used for reconstructing image se-
quences or videos presenting the transformations of any region of mterest with the same spatial
accuracy as if the culture dish had been maintained static on the microscope stage during the
whole protocol duration.

3. PEM performances
3.1,  Basics of position encryption and reconstruction

The PRP 15 based on a pseudo-peniodic frame of partially reflective spots on a transparent back-
ground (Fig. 1(d)) [13]. The periodic frame allows phase measurements; 1.e. a fine interpolation
of the elementary period of the pattern; that result in high accuracy in position measurement.
The periodic frame 1s however made pseudo-periodic by removing a fraction of the dots in such
a way to encrypt the order of each line and column of dots with respect to the top left comer of
the PRP. In such a way, 27 phase ambiguities mnherent to phase measurements are compensated
mn an absolute way through the decryption of the missing dot distribution present in each field
of observation. Once a local image of the PRP 1s recorded, its position with respect to the PRP
coordinate system is reconstructed in two steps. The first step involves linear phase processing.
It allows the sharp localization of the periodic dot distribution with respect to the pixel frame
of the recorded image (fine measurement) as well as the mn-plane onentation of the view. The
second step involves biary image processing. Its aim 1s to identify the distribution of the miss-
ing spots for the determination of the order of the lines and columns under view. This results
1 a coarse but absolute position measurement. The latter 15 combined with the fine but relative
measurement provided by the phase processing to finally give the fine and absolute position of
the zone under view.

3.2 Effect of PRP on light budget

If an inverted microscope 1s used as described in Fig. 1, the PRP has to be crossed twice in
the formation of the biclogical material image. This section considers the impact of the PRP
on the imaging system performance and on the final light budget of PRM. From the point of
view of optical wave propagation, the problem consists in determimng the disturbances of the
point spread function (PSF) observed in the focusing plane that are due to the presence of the
PEP. Figure 3(a) represents the intensity distribution of the converging wave in the plane just
behind the PRP In this plane, the optical wave 1s given by the product of the PRP transparency
by uvsual spherical wave, here with a gaussian intensity distribution. The phase change due to
the PRP comes from the coverslip thickness and can be considered to be uniform. The converg-
ing wave has thus usual spherical phase distribution associated with an intensity distribution as
m Fig. 3(a). The propagation of the altered spherical wave up to the focusing plane has been
calculated by using the angular spectrum of plane waves approach in the scalar approxima-
tion [14.15,17]. A 2D Fourier transform 1s first applied to the converging beam in the plane just
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behind the PRP. The angular spectrum of plane waves 1s thus obtained. The latter 1s then prop-
agated up to the focusing plane by applying the appropriate phase changes. Finally, an mnverse
2D Fourier transform is performed to obtain the desired PSF.
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Fig 3. PRP impact on PSF: (a) converging wave after PRP crossing: (b) computed PSF in
the focusing plane in logarithmic scale.

Computations have been performed on digitally generated images of 2048 x 2048 pixels,
with a sampling distance of 0.2 ym that avoids aliasing, and for a wavelength of 0.45 um. The
PRP 1s made of square dots of 2 um x 2 ytm with a period of 41um as used expenmentally. Dif-
ferent proportions of absent dots have been considered in order to evaluate the effect of this
parameter on the light budget. In Fig. 3(a). only the central part of the converging wave 1s pre-
sented for an improved visualization of the PRP structure. Figure 3(b) presents a typical PSF
obtamed with a loganithmic scale. As can be expected, secondary focusing spots appear that are
distnibuted along a square grid. These secondary lobes present two drawbacks. Firstly, the light
energy diffracted in these lobes 1s lost for the central part of the PSF. The light budget 15 there-
fore decreased. Secondly, these secondary lobes may contribute to ghost images by returning
the detector light coming from out of axis specimen points. It 15 thus of prime importance to
reduce the power of these secondary lobes to the minimum 1n order to avoid these drawbacks.
The width of the central lobe of the PSF 1s not affected by the PRP. This fact can be understood
easily since the dot distribution does not modify the numerical aperture of the converging beam.
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Table 1. Percentage of Incident Light Power Concentrated in the Central Peak of the
Dnffraction Pattern in the Focus Plane Versus the Dot Material Transparency and the Pro-

portion of Absent Dots
Absent dots
Dot Transparency | 1/4 [ 1/9 [ 1716 [ 1725 | none
100% (no dot) 100%
95% 98.1 | 97.7 | 976 | 976 | 975
75% 908 | 892 | 88.6 | 883 | 878
50% 822 | 791 | 78.0 | 775 | 76.6
25% 739 | 695 | 680 | 673 | 66.1
0% 66.0 | 60.5 | 58.6 | 578 | 56.3
| 0% - duty cycle: 0.4 | 76.6 | |

Computations were performed for different PRP configurations as summanized in Table 1.
We observe that for completely opaque dots. the amount of light power concentrated in the
central peak of the PSF 1s only 58.6 % with a proportion of one absent dot out of every 16. After
a double pass across the PRP, this would correspond to a light budget of only 34.2%. Such a
drastic reduction of the light budget 1s not acceptable, especially in fluorescence microscopy
that requires the minimizing of photobleaching. There are two main possibilities for reducing
the rate of light loss due to the PRP The first one 1s to use semi-transparent dots instead of
opaque ones. One can see in the table that the amount of light intensity in the main PSF lobe
mcreases with the dot transparency. A gain of 30%. from 58.6% to 88.6% 15 ohserved if the
dot transparency is increased to 75%. Such a dot transparency would be easily detected by
microscopy systems dedicated to biological samples that are known to produce relatively weak
contrasts. A second way of reducing the impact of the PRP on the light budget 1s to decrease the
pattern duty cycle by choosing a smaller dot size. In the last line of the table, with a duty cycle
of 0.4; 1.e_a dot size of 1.6 um instead of 2 m_ the percentage of light intensity concentrated in
the central peak 1s increased from 58.6 % to 76.6%. So, dot transparency and pattern duty cycle
are two parameters that can be tuned for improving the overall light budget significantly. If a
lughly sensitive detection system 1s used, for instance with a photomultiplier tube in a confocal
configuration, both dot transparency and duty cycle can be optimized to maintain the negligible
light loss rate. If a less sensitive detection 15 used, proper imaging of the PRP may require light
losses of up to 10% or 20%.

Ghost image formation 15 not an actual problem. In fact, the amount of light receved by each
secondary lobe is too small to contribute significantly to the detected image. This 15 especially
true in an inverted configuration in which stray light has to be diffracted twice by the PRP. One
may also notice than in fluorescence microscopy, since the diffraction pattern 15 wavelength
dependent, the excitation PSF would be different from the emission one. This slight musmatch
would still reduce the probability of stray light detection.

‘We would like to note that computations summarized in Table 1 have to be considered as
orders of magnitude mstead of sharp and definitive values since they correspond to specific
setup parameters; for instance a numerical aperture of 0.5. For high numerical apertures. the
scalar approximation is no longer valid and a vectorial approach 1is required [16]. Fluctuations
of a few percent may thus be observed in the case of large numerical aperture lenses. In exper-
mments presented in the following, we used PRPs produced in our technological facility. They
present a dot transparency of about 40% and a duty cycle close to 0.4. They also present some
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dot shape wrregularities and the overall light budget was evaluated to be 85% per PRP crossing.

3.3 Positioning performances
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Fig. 4. Deviation of reconstructed PRP positions from a straight line for a linear displace-
ment of 300mm by the PZT. blue: PRP method; red” subpixel correlation method. Standard
deviation between two curves: 2.5nm

The method capabilities to provide absolute and high-accuracy in-plane coordinates of the fields
of observation from the processing of the PRP images have been demonstrated elsewhere [13,
17, 18]. Resolutions achieved are in the range of a few nanometers for lateral position and of
103 degree for in-plane orientation. As an illustration, Fig. 4 presents the lateral positions
reconstructed by the PRP method in comparison with that reconstructed from a typical image
correlation method. In this experiment. the PRP 1s attached to a (PI P-615) servo-controlled
piezoelectric translator (PZT) and observed by means of a 10 magnification objective and a
5648 CCD camera. The PZT was then shifted by steps of 10nm over a distance of 500nm with
the recording of an image at each position. This set of images has been processed following
the PRP decoding procedure as well as by a subpixel correlation method used as a reference.
After subtraction of the mean straight line we obtain the curves presented 1n Fig. 4 We can
see that the two curves suffer from the same distortions, about 50nm peak to peak. The latter
are due to PZT behavior that 1s unable to achieve the required positions as well as to external
mechanical disturbances. In spite of this non-linear PZT displacement, the distance between the
two curves remains very small and 1its standard deviation 1s only 2.5mm. From these data the
lateral resolution of the PRP method can be estimated to be better than 10nm by considering
the usual 3¢ interval [19].

These high accuracy capabilities have been used for the characterization of the performances
of the motorized stage (Prio Scientific H117 ProScan) used in our microscopy setup. For this
purpose, we chose a set of five reference positions, a few tens of micrometers apart from each
other. Then we send a control signal to the stage to rejoin successively every position and to re-
produce this cycle 25 times. At each stop, an image of the PRP was recorded and then processed
i order to determine the positions actually visited by the motorized stage. Figures 5(a) and 5(b)
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Fig. 5. Characterization of motorized microscope stage capabilities to retrieve a given po-
sition. (a) successive stage positions as reconstructed by PRP image processing. (b) same
as (a) without reference position. (c) direct superimposition of reference image (red) with
the second image (green). (d) same as (c) after image registration from PRP position.

present the results obtained for the first position. The latter are similar to that obtained for the
other four reference positions. We can observe that despite quiet a good repeatability (Fig. 5(b)),
the positions retrieved by the stage are at a distance of more than 2 ym from the expected ref-
erence position (Fig. 5(a)). A systematic error thus appears quite clearly. It 1s significant and
may be dependent on the stage motion history. If the image recorded at the reference position
1s directly superimposed on that recorded after the first cycle, as would be done by using stan-
dard video-microscopy methods, we obtain the result presented in Fig. 5(c). The effect of the
systematic error appears clearly as severe blurring of the image obtained. However, if PRP data
are used for digital subpixel image registration, we then obtain the superimposition shown in
Fig. 5(d). In this case the systematic error 1s compensated for and images can be compared as 1f
no stage displacements had occurred. This capability of PRM to comply with motorized stage
limitations and to take them into account for sharp image registration 1s a second advantage in
comparnison with usual video-microscopy procedures.

4. Live cell application
4.1. Cell growth observation

PRM has been validated by observing the growth of a live cell culture by means of different
microscopy modes. In this experiment, Pétri culture dishes are systematically transferred from
the incubator to the microscope stage for every observation and vice-versa after the observa-
tion. The zone of interest 1s easily retrieved by means of PRP data. Furthermore. the highly
accurate lateral coordinates obtained are used for image registration. We thus obtain a sequence
of images displayed in a common reference system and in which the differences observed are
only representative of transformations that have occurred in the cell culture. Figure 6 presents
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Fig. 6. Evolution of a fibroblast culture as observed by phase contrast microscopy. The
chosen zone corresponds to a dust artefact around which cells are transforming. Sequence
of images after digital registration by the PRM method. Image size: 120 x 120 pixels; 48 x
48 um-=: 60x oil lens N.A =1.42.

such a sequence of images as obtained from a human fibroblast culture observed at time inter-
vals of one hour over two days by phase contrast microscopy. To illustrate PRM capabilities to
retrieve a region of interest with high resolution. we made a zoom on a zone in which a dust
artefact 1s stuck on the Pétri dish. This particle appears as a diagonal stick around which cells
are proliferating. We can observe that the particle of interest lies at the same image location in
all the images while cells take different forms and extensions. One may also notice that PRM
1s only concerned with lateral positions and remains insensitive to focus adjustments or light
mtensity fluctuations.

A different zone of that fibroblast culture 1s presented in the video of Fig. 7 that was obtained
by fluorescence confocal microscopy on the same setup. In this case, a CFDA-SE fluorochrom
1s used for labeling membrane and intracellular proteins of fibroblast cells. The video demon-
strates again the ability of PRM to comply with cell culture transfers from cell incubator to
microscope stage and to provide high resolution image registrations suitable for live cell cul-
ture monitoring.

4.2, Internalization of apoptotic bodies by fibroblasts
Apoptosis 1s a highly regulated process of cell death and plays a fundamental role in the mainte-
nance of tissue homeostasis in adult organisms. Numerous studies in recent years have revealed

that apoptosis is a constitutive suicide programme expressed in most, if not all cells, and can be
triggered by a variety of extrinsic and intrinsic signals.
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Fig. 7. (Media 1) Video of a fibroblast cell as observed by fluorescence confocal microscopy
and after image registration by PRM. Image size: 200 x 200 pixels; 120 x 120 um?; 20x
dry NA=0.5.

During the cell death process, the cell undergoes nuclear and cytoplasmic condensation with
blebbing of the plasma membrane, and eventually breaks up into membrane-enclosed particles
termed apoptotic bodies containing intact organelles, as well as portions of the nucleus. These
apoptotic bodies are then rapidly recognized, ingested and degraded by specified phagocytes or
neighboring cells [20].

Nonetheless, many studies have suggested that DNA from apoptotic bodies may even be
rescued and reused by other cells, 1n which case we talk about horizontal DNA transfer. In the
case that the transferred DNA harbors oncogenes. the recipient cell may become an immortal
and transformed cell (cancerous cell).

Fig. 8. (Media 2, Media 3) Video of the phagocytosis of an apoptotic body (green) by a fi-
broblast (red) as observed by fluorescence confocal microscopy and after image registration
by PRM. Image size: 290 x 280 pixels; 116 x 112 um?; 60x oil N.A=1.42.

Based on these observations, biologists are investigating if this phenomena 1s also applica-
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ble to cervical cancer cells, which is a cancer induced by oncogenic human papillomavimses
[21.22]. To corroborate this, we used encoded Pétri dishes for monitoring in a same cell the
dynamics of apoptotic body internalization by healthy cells. For this purpose, we tracked the
cellular evolution of a co-culture of huwman fibroblast cells with apoptotic bodies. Fibroblast
cytoskeleton was labeled with a red dve (PKH26) while in a separate culture dish, apoptotic
bodies where labeled with a green dye (CFDA-SE). Then apoptotic bodies were incubated with
the fibroblasts for a 24 hours experiment of co-culture with an observation every hour by using
the PRM technique. Different sites of interest were documented among which we could ob-
serve apoptotic body internalization by a fibroblast cell. The corresponding sequence of images
15 presented in the video of Fig. 8. This video combines images from confocal fluorescence
microscopy of the two dyes with those obtained by phase contrast imaging. We observe signif-
icant displacements of the fibroblasts on the Pétri culture dish surface. We can see that all of
the apoptotic body (green) adherent to a fibroblast (red) in the upper left part of the first image
1s progressively internalized within the fibroblast. The appearance of the vellow shade results
from red-green combination at the same location. Discussion on the biological significance of
this observation 1s outside the frame of this paper. The important thing here 1s the new possi-
bility offered by PEM to reconstruct such videos from images registered digitally i a common
reference system while obtained after multiple Pétni culture dish transfers from cell incubator
to microscope stage.

5. Conclusions

This paper establishes what we call Position-Referenced Microscopy (PRM) as a mature tech-
mique for live cell culture monitoring by using various modes of optical microscopy. Proof of
principle had been demonstrated previously on a biological specimen fixed on a microscope
slide [12]. As described here, smart Pétri culture dishes mserting a PRP allow actual use of the
technique in live cell experiments. The size of the encoded area has been extended to 1cm?® and
the impact of the PRP on the light budget has been evaluated and discussed.

Biological observations allowed by PRM were already possible by monopolizing a video-
microscopy equipment. The interest of the method 1s of practical order since culture dish trans-
fers from microscope stage to cell incubator and vice-versa are now supported without perfor-
mance deteriorations. Furthermore lateral resolution achieved by PRM is shown to be much
better than that proposed by a motorized microscope stage. Unperfect stage displacements are
quantified and compensated for with accurate image registration. Finally, live cell culture exper-
iments reported in the paper, especially the internalization of an apoptotic body by a fibroblast,
demonstrate the interest of PRM as a useful tool for biomedical research.
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Conclusion des publications n°2 et n°3

Nous avons désormais un outil de repositionnement géré par des logiciels qui ne
nécessitent pas des utilisateurs expérimentés et qui permet 1’observation successive d’une
méme zone. Ce systeme sera mis a profit pour observer en temps réel des préparations
biologiques sans chambre thermostatée, c'est-a-dire, en replacant la culture cellulaire dans un
incubateur entre chaque temps d’observation. Ce systéeme permet donc de ne pas monopoliser
le microscope durant toute la durée de 1’expérience. De plus, le repositionnement avec une
mire est beaucoup plus précis que celui d’une platine motorisée ce qui permet de faire des
observations a 1’échelle subcellulaire sans erreurs et de calculer différents paramétres comme
une distance ou une vitesse. Enfin, ce référentiel en position permet d’observer plusieurs
champs optiques sur la méme culture durant la cinétique. En effet, les observations multiples
sont permises grace au calcul automatique des distances séparant chaque champ d’observation.

Cependant, I’utilisation d’une mire comporte quelques inconvénients. Comme la
vidéomicroscopie, il est difficile de 'utiliser avec des cellules en suspension ou tout autres
éléments sans support. Les temps nécessaires au repositionnement (quelques minutes) ne
permettent pas de réaliser des cinétiques courtes (temps minimum entre deux points de
cinétique de 30 minutes a 1 heure) pour lesquelles la vidéomicroscopie sera préférée. Enfin si
des équipes de recherche sont intéressées par I’utilisation de ce procédé dans leur laboratoire,
le logiciel codant pour les interfaces d’utilisation devra étre installé sur leur microscope
confocal et le logiciel de repositionnement devra étre adapté au systéme d’exploitation de leur
platine motorisée.

La mire étant mise au point sur notre microscope confocal et les cellules utilisées par
notre équipe étant des fibroblastes adhérents, nous avons pu utiliser ce microsysteme
pour suivre et caractériser la cinétique et le mécanisme d’internalisation des cellules

apoptotiques par les fibroblastes.
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Mécanisme d’internalisation des cellules

apoptotiques par des fibroblastes primaires humains.
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Mécanisme d’internalisation
des cellules apoptotiques

Nous avons démontré que des cellules apoptotiques dérivées de cancer du col de
I’utérus abritant un HPV transforment des cellules saines quel que soit leur type (fibroblastes
ou Kkératinocytes) et quelle que soit leur espéce (humaine ou murine) en transférant les
oncogenes viraux apres leur internalisation. Au cours des derniers mois, hous nous sommes
intéressée au mécanisme d’internalisation. Nous présentons ici des résultats préliminaires qui

seront approfondis et qui pourront faire 1’objet d’une future publication.
1/ Spécificité de I'internalisation

Nous avons montré par microscopie confocale que I’internalisation des cellules
apoptotiques par les fibroblastes primaires humains nécessite le recrutement d’actine, la
formation d’expansions membranaires interagissant avec la cellule apoptotique et la formation
d’une vacuole entourant cette cellule. Afin d’étudier la spécificité de I’internalisation, nous
avons aussi réalisé des expeériences de coculture de cellules apoptotiques HelLa avec des
cellules NIH/3T3 dérivées d’une lignée fibroblastique murine et nous avons observé ces

cocultures par microscopie confocale (figure 36).

Adhérence Internalisation

ONDRB A

Recrutement  Formation d’expansions Internalisation des corps apoptotiques
d’actine membranaires dans une vacuole bordéee d’actine
Figure 36 : Exemples de morphologie de cellules NIH/3T3 (phalloidine-TRITC) internalisant un corps
apoptotique HelLa (CFDA, SE) observées en microscopie confocale. L’ADN des fibroblastes et des
corps apoptotiques est marqué au DAPI. Le recrutement d’actine, la formation d’expansions
membranaires et I’internalisation dans une vacuole sont indiqués par les fleches.

L’internalisation des cellules apoptotiques par les NIH/3T3 semble similaire a celle
des fibroblastes primaires car elle nécessite aussi le recrutement d’actine et la formation
d’expansions membranaires se refermant en une vacuole. Ces résultats suggerent que
I’internalisation n’implique pas nécessairement de récepteurs/protéines spécifiques d’une

espece ou alors que ces récepteurs/protéines peuvent présenter des homologies humain/souris.
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11/ Cinétiques d’internalisation

Dans notre étude précédente, nous avons constaté que les cellules apoptotiques Hela,
Ca Ski et C-33 A sont internalisées a des taux similaires, alors que seules les cellules
apoptotiques HelLa et Ca Ski transforment les cellules receveuses. Bien que nous ayons
montré que cette différence semble due a la présence d’HPV dans les cellules apoptotiques
transformantes, nous avons voulu vérifier s’il y avait des différences dans les cinétiques
d’incorporation des cellules apoptotiques issues des trois lignées par les fibroblastes primaires
en cytométrie en flux. Nous avons étudié deux parameétres : le pourcentage de cellules
apoptotiques adhérentes aux fibroblastes et le pourcentage de fibroblastes ayant internalisé

une ou plusieurs cellules apoptotiques (figure 37).
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Figure 37 : Cinétiques d’internalisation des cellules apoptotiques HelLa, Ca Ski et C-33 A par les
fibroblastes primaires. Les cellules apoptotiques HelLa (en noir), Ca Ski (en gris) et C-33 A (en blanc),
marquées au CFDA, SE, ont été cocultivées de 30 minutes a 48 heures avec des fibroblastes primaires
humains et analysées par cytométrie de flux. Les fibroblastes sont différenciés des cellules apoptotiques par
leur taille (> 13 pum) et par leur fluorescence (CFDA, SE négatif). Le pourcentage de cellules apoptotiques
considérées comme adhérentes aux fibroblastes représente le nombre d’éveénements de taille < 13 pm et
positifs pour le CFDA, SE retrouvés dans 1’échantillon aprés trypsination par rapport au nombre total
d’événements. Le pourcentage de fibroblastes ayant internalisé une ou plusieurs cellules apoptotiques
représente le nombre d’événements de taille > 13 pum et positifs pour le CFDA, SE retrouvés dans
I’échantillon aprés trypsination par rapport au nombre total d’événements. Ces résultats sont la moyenne de
trois expériences indépendantes (+/- SEM).

Comme pour les cellules HeLa et Ca Ski, I’adhérence et I’internalisation des cellules
C-33 A commence des 30 minutes. L’internalisation est maximale pour les trois types
cellulaires apreés 8 a 12 heures de coculture et ne varie plus jusqu’a 48 heures tout comme
I’adhérence.

Nous avons ainsi montré que le mécanisme d’internalisation est indépendant des
caractéristiques intrinséques de chaque type de cellules apoptotiques et que la transformation
serait probablement due a la présence de séquences d’HPV. De plus, les cinétiques

d’internalisation atteignent un plateau entre 8 et 12 heures de coculture. Cette durée
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d’internalisation concorde avec les données de la littérature concernant le temps nécessaire a
la phagocytose ou a la macropinocytose par les cellules non spécialisées. Cette durée est
supérieure a celle qui serait nécessaire a I’endocytose dépendante des clathrines ou des

cavéoles qui est de I’ordre de quelques minutes [Parnaik 2000, Kaksonen 2006, Conner 2003].

Afin de confirmer ces résultats, nous avons suivi I’internalisation des cellules
apoptotiques en temps réel. Nous avons utilisé le systeme de repositionnement intégré ou mire
précédemment décrit. Les cellules apoptotiques HeLa ont été marquées au CFDA, SE et les
fibroblastes primaires humains au PKH 26 rouge (PKH26 Red Fluorescent Cell Linker,
Sigma), marqueur aspécifique qui se fixe aux lipides membranaires et qui permet de marquer
des cellules vivantes. Les cellules ont été photographiées toutes les heures pendant 11 heures
(figure 38). Le repositionnement des images prises a chaque temps grace a la mire référencée

en position a permis de créer un film montrant 1’internalisation de la cellule apoptotique.

Figure 38 : Cinétique d’internalisation des cellules apoptotiques HeLa par les fibroblastes
primaires. Les cellules apoptotiques HelLa, marquées au CFDA, SE, ont été cocultivées
pendant 11 heures avec des fibroblastes primaires humains marqués au PKH-26 rouge. Les
champs ont été repositionnés a 1’aide de la mire toutes les heures pour la capture d’images au
microscope confocal.
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Les observations a I’aide du repositionnement indiquent que les cellules apoptotiques
sont internalisées par les fibroblastes aprés plusieurs heures de contact (6 & 7 heures) par un
processus durant au moins deux heures comme décrit par les travaux de Parnaik [Parnaik 2000].
Nous avons observé a nouveau le recrutement d’actine et la formation d’expansions
membranaires se refermant en une vacuole, caractéristiques morphologiques spécifiques du

mécanisme de phagocytose [Swanson 2008].

III/ Etude du mécanisme d’internalisation

Plusieurs mécanismes peuvent aboutir a [I’internalisation d’un ¢élément: la
phagocytose, la macropinocytose, I’endocytose dépendante des clathrines et 1’endocytose
dépendante des cavéoles. La littérature décrit I’internalisation des cellules apopototiques par
des cellules phagocytaires spécialisées ou non en impliquant le mécanisme de phagocytose et
dans certains cas le mécanisme de macropinocytose [Dini 1995, Hall 1994, Ogden 2001].

Au cours de nos travaux, nous avons constaté que l’internalisation des cellules
apoptotiques dans les fibroblastes impliquait un mécanisme actif car il est inhibé a 4°C
(publication n°1). En effet, les températures basses inhibent I’internalisation nécessitant de
I’énergie (ATP). Tous les mécanismes d’endocytose sont ainsi bloqués car I’ATP est
nécessaire aussi bien a la reconnaissance de la cellule apoptotique par les récepteurs qu’a la
formation des différentes vacuoles. Nous avons donc recherché lequel ou lesquels de ces
mécanismes actifs étaient impliqués dans 1’internalisation des cellules apopotiques par les
fibroblastes. Afin de limiter du bruit de fond dd a I’internalisation non active (non inhibée a
4°C), représentant probablement une fluorescence aspécifique, nous avons soustrait le
pourcentage d’internalisation non actif pour chaque condition et estimé I’internalisation en
absence de drogue a 100%.

Nous avons réalisé une coculture de cellules apoptotiques HeLa marquées au CFDA,
SE avec des fibroblastes primaires humains pendant 6 heures a 37°C ou 4°C et en présence ou
non d’EDTA, de cytochalasine D, inhibiteur de la polymérisation d’actine et donc de la
phagocytose, de chlorpromazine qui inhibe le recrutement des molécules de clathrine
permettant I’endocytose ou de nystatine qui inhibe la formation des cavéoles (figure 39)
[lvanov 2008]. L’EDTA, un chélateur d’ions bivalents tels que le calcium (Ca2+) ou le
magnésium (Mg®*) peut inhiber chacun des mécanismes d’endocytose car le calcium est

nécessaire a I’interaction ligand/récepteur a 1’origine de la reconnaissance de la cellule
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apoptotique (telles que les phosphatidylsérines et leurs récepteurs) et a la polymérisation de

I’actine permettant la formation des vacuoles d’endocytose.

Figure 39: Mécanismes d’internalisation des
cellules apoptotiques HelLa par les fibroblastes
primaires. Les cellules apoptotiques HeLa marquées
au CFDA, SE, ont été cocultivées 6 h avec des
fibroblastes primaires humains traités 1h précédant
la coculture par 50uM d’EDTA, 40uM de
cytochalasine D, 30uM de chlorpromazine ou
100uM de nystatine. Les cocultures ont ensuite été
analysées par cytométrie en flux. Le pourcentage
d’internalisation est estimé par rapport au
pourcentage  d’internalisation sans traitement
(100%) et en s’affranchissant du bruit de fond (4°C
a 0%). Ces résultats correspondent a une
manipulation réalisée en ftriplicat (+/- SEM)
représentative de 4 expériences indépendantes.
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La formation d’expansions membranaires se refermant en vacuoles autour de la cellule
apoptotique, observée aussi bien avec des FPH (publication n°1) que des NIH/3T3, nous a
orient¢ vers un mécanisme de phagocytose impliquant le réseau de microfilaments d’actine.
Conformément a nos attentes seules les conditions a 4°C, en présence d’EDTA ou de
cytochalasine D permettent une inhibition de 1’internalisation alors que la chlorpromazine ou
la nystatine restent sans effet significatif suggérant que le mécanisme principal
d’internalisation des cellules apoptotiques est la phagocytose.

La faible inhibition observée avec la chlorpromazine (30% +/- 7) est probablement due
aux effets secondaires de cette drogue qui a tendance a induire la mort des fibroblastes a forte
dose. Cependant, nous ne pouvons pas exclure que certaines cellules apoptotiques de petites

tailles puissent étre internalisées par un mécanisme d’endocytose a clathrine.

IV/ Etudes des molécules impliquées dans la reconnaissance des cellules apoptotiques par les

fibroblastes

Nous nous sommes ensuite intéressée a I’identification des molécules permettant la
reconnaissance des cellules apoptotiques par les fibroblastes et permettant la signalisation
d’induction de la phagocytose. Les cellules apoptotiques étant phagocytées par les
fibroblastes primaires, les phosphatidylsérines présentes sur les cellules apoptotiques
pourraient étre impliquées dans leur reconnaissance et leur internalisation [Fadok 1992]. Afin
de Vvérifier cette hypothése, des cocultures ont été réalisées comme précédemment avec ou

sans incubation préalable des cellules apoptotiques avec de 1’annexine V qui est une protéine
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se fixant spécifiguement aux phosphatidylsérines des cellules apoptotiques, empéchant leur
reconnaissance par leurs récepteurs spécifiques de la membrane de la cellule receveuse (figure
40).

Figure 40 : Implication des phosphatidylsérines dans la
phagocytose des cellules apoptotiques HeLa par les
fibroblastes primaires. Les cellules apoptotiques HelLa ont
été marquées au CFDA, SE puis incubées avec de
I’annexine V (Spg/mL) pendant 20 min avant 6 h de
coculture avec des fibroblastes primaires humains. Les
cocultures ont ensuite été analysées par cytométrie en flux.
Le pourcentage d’internalisation est estimé par rapport au
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& Q,JP& s’affranchissant du bruit de fond (4°C a 0%). Ces résultats
3 préliminaires correspondent a une manipulation réalisée en

triplicat (+/- SEM).

La neutralisation des phosphatidylsérines par I’annexine V entraine une diminution de
la phagocytose de 80% +/- 1 montrant I’implication des phosphatidylsérines et de leurs

récepteurs correspondants présents sur les fibroblastes.

La phagocytose des cellules apoptotiques par des cellules non spécialisées implique
donc des récepteurs aux phosphatidylsérines. Nous avons par conséquent recherché chez les
fibroblastes humains 1’expression de récepteurs connus pour étre présents dans les phagocytes
spécialisés tels que BAI-1, stabiline 2, TIM1 et TIMA4. Cette partie des travaux a été réalisée
par une étudiante de 1’école de I’'INSERM, Charlotte Dollat, que nous avons co-encadrée en

partenariat avec I’équipe INSERM UMRG645, dirigée par le Professeur Philippe Saas.

Nous avons extrait I’ARN des fibroblastes comme décrit dans la publication n°1. La
« reverse transcription » a été réalisée a 1’aide d’un mélange commercial, « High Capacity
RNA-to-DNA Master Mix » (Applied Biosystems). Chaque PCR a été réalis¢é a 1’aide
d’Assay On Demand (AOD, Applied Biosystems). Les références des AOD ciblant BAI-1, la
stabiline-2, TIM-1 et TIM-4 sont respectivement Hs01105174, Hs00213948, Hs00273334 et
Hs00293315. Par ailleurs, la PCR de normalisation ciblant Abl est effectuée a partir des
amorces Abl F (5°- TGGAGATAACACTCTAAGCATAACTAAAGGT-3’) et Abl R (5°-
GATGTAGTTGCTTGGGACCCA-3’). Les 4 RT-PCR ont été aussi réalisées sur I’ARN de
cellules phagocytaires spécialisées, monocytes et cellules dendritiques, fournis par ’UMR645.

Les résultats sont présentés dans la figure 41.
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BAI-1 Stabiline-2 TIM 4 Abl
+ Limite Limite i
(34,44 +/- 1,69) | (38,02 +/- 0,61) | (36,29 +/- 1,22) (23,52 +/- 2,16)
+ - + Limite +
(35,20 +/- 0,50) - (33,52 +/- 0,06) | (38,51 +/-0,07) | (29,94 +/- 0,31)
+ + + - +
(35,73 +/- 0,13) | (33,72 +/- 0,15) | (36,29 +/- 1,22) - (23,52 +/- 2,16)

Fibroblastes

Monocytes

MoDC

Figure 41 : Détection des ARNm codant les récepteurs aux phosphatidylsérines par RT-PCR dans des
fibroblastes humains, des monocytes et des cellules dendritiques monocytoides (MoDC). La présence ou
I’absence de bandes est notée + ou — respectivement. La détection qualitative est considérée comme limite si
les différents Cp obtenus sont supérieurs a 37. Les ARN Abl sont utilisés comme transcrits de référence. Les
expériences ont été réalisées 6 fois en duplicat. La moyenne des Cp obtenus est indiquée entre parenthéses.

Les fibroblastes expriment le récepteur BAI-1 a un taux similaire aux cellules
spéecialisées dans la phagocytose (monocytes et cellules dendritiques). Les ARNm de
récepteurs stabiline-2 et TIM-4, exprimés par les macrophages sont présents a un faible taux
dans les fibroblastes [Miyanishi 2007b]. Les ARNm codant le récepteur TIM 1 ne sont pas
détectés dans nos cellules. Le récepteur BAI-1 pourrait étre un bon candidat impliqué dans la
phagocytose des cellules apoptotiques par les fibroblastes primaires humains. Une inhibition
spécifique de ce récepteur ou une inhibition de son expression confirmerait son role dans le
THG.

La phagocytose par des cellules non spécialisées differe en partie de celle des cellules
spécialisées dans la reconnaissance de la cellule apoptotique par 1I’importance des récepteurs
ou corécepteurs autres que ceux des phosphatidylsérines. Nous avons alors testé I’implication
d’un récepteur des fibroblastes décrit comme jouant un role dans leur phagocytose : le
récepteur CD91 couplé a la calréticuline, qui reconnait les sucres exposés a la surface de la
membrane plasmique des cellules apoptotiques, reconnaissance facilitée par certaines
protéines présentes dans le sérum (dont la protéine S) et des facteurs du complément, dont le
facteur C1q [Dini 1995, Hall 1994]. Comme précédemment, nous avons réalisé une coculture de
cellules apoptotiques HelLa marquées au CFDA, SE avec des fibroblastes primaires humains
pendant 6 heures a 37°C, 4°C, et en pré-incubant ou non les fibroblastes avec un cocktail de
sucres constitué de mannose, de galactose et N-acétylglucosamine a 5 mM. Le role des
protéines du sérum et du complément a été évalué respectivement en cultivant les fibroblastes
en absence de sérum ou avec du serum décomplémenté. Les résultats sont présentés dans la

figure 42.
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Figure 42: Corécepteurs impliqués dans
I’internalisation des cellules apoptotiques HelLa par
les fibroblastes primaires. Les cellules apoptotiques
HelLa marquées au CFDA, SE, ont été cocultivées 6
heures avec des fibroblastes primaires humains et
analysées par cytométrie de flux. Les fibroblastes ont
été pré-incubés avec un cocktail de sucres 20 min
avant la coculture ou en absence de sérum ou en
présence de sérum décomplémenté 1 heure avant la
coculture. Le pourcentage d’internalisation est estimé
par rapport au pourcentage d’internalisation sans
traitement (100%) et en s’affranchissant du bruit de
fond (4°C a 0%). Ces résultats préliminaires
correspondent a une manipulation réalisée en triplicat
(+/- SEM).
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Le récepteur CD91/calréticuline semble jouer un réle important dans la phagocytose
des cellules apoptotiques par les fibroblastes car le cocktail de sucres diminue la phagocytose
de 70% +/- 3,5. Les protéines du sérum et du complément sont impliquées dans la
phagocytose toutefois I’internalisation en présence de sérum décomplémenté ou en absence de
sérum n’est diminuée que de 30 et 60% respectivement. Ces résultats seront a confirmer. Par
ailleurs, d’autres molécules comme le MFG-8 liant les récepteurs a la vitronectine présente
sur les cellules receveuses et I’annexine I devront étre testées car elles ont été aussi décrites
dans I’internalisation des cellules apoptotiques par les fibroblastes [Hall 1994, Savill 2007, Fan

2010].

V/ Conclusion

L’internalisation des cellules apoptotiques par les fibroblastes aboutissant a leur
transformation par THG implique un mécanisme de phagocytose via les récepteurs aux
phosphatidylsérines, en particulier le récepteur CD91 et probablement le récepteur BAI-1. De
plus, certains cofacteurs qui facilitent la reconnaissance de CD91 a ses ligands, comme les
facteurs du complément et certaines protéines du sérum semblent aussi impliqués dans ce

processus.
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Discussion et perspectives

Les HPV a haut risque sont des acteurs essentiels de la transformation des cellules
épithéliales du col de 1’utérus mais aussi de cellules épithéliales de I’anus ou de ’amygdale.
Les oncoprotéines d’HPV, surexprimeées apres intégration de I’ADN viral dans I’ADN
chromosomique de la cellule hote, agissent a chaque étape de la transformation cellulaire. La
cellule tumorale se divise et transmet aux cellules filles les informations génétiques et
épigénétiques a I’origine du phénotype tumoral. Le transfert vertical d’oncogénes est a la base
du développement d’une tumeur maligne.

L’ensemble de nos travaux tend a démontrer 1’existence d’une voie alternative a la
transformation de cellules saines a coté de la voie classique de carcinogenése associée aux
HPV. Ainsi des cellules apoptotiques dérivées d’un cancer du col de 1’utérus sont capables de
conserver un potentiel oncogénique et de transformer des cellules normales aprés leur
phagocytose par ces dernieres. Les cellules nouvellement transformées abritent alors des
séquences d’oncogénes viraux transférées par les cellules cancéreuses donneuses. Ces
résultats suggerent qu’un nouveau mécanisme de carcinogenése associée a des virus

oncogénes infectant I’espéce humaine existe (figure 43).

Voie classique

Persistance de I'infection par HPV

ADN intégré

Cellules
épithéliales

l Transformation

Transfert vertical
de génes /
Transformation . '
Division

/’ cellutaire

Cellules apopiotiques
(corps apoplotigues)
Transfert horizontal &

de génes .‘ . S——

Internalisation ) "
des cellules apoptotiques
s - Cellules transformées
Voie alternative e

Figure 43 : Carcinogenése du col de 1’utérus : voie classique et voie alternative.

|
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La transformation par transfert de génes a été démontrée en 2001 par les travaux de
Bergsmedh et coll. [Bergsmedh 2001]. Leur modéle d’étude, utilisant des cellules apoptotiques

issues de cellules transformées exprimant les oncogénes c-myc et H-ras"*?

, a permis de
démontrer que le THG et la transformation par transfert d’oncogénes sont régulés par des
voies de signalisation impliquant la protéine p53 dans la cellule receveuse. Ainsi, les auteurs
sont parvenus a transformer uniquement des cellules receveuses déficientes en p53 (p53-/-)
[Holmgren 2010].

De plus, la transformation par THG démontrée par Bergsmedh et coll. a lieu entre des
cellules murines, ne permettant pas de confirmer si un tel THG pouvait conduire a des
résultats similaires dans des cellules humaines. S’il est démontré qu’un stress oncogénique

aboutit a I’activation de la voie p53 par la protéine ARF chez la souris (p19°7"

) comme chez
I’Homme (p14”%F), les protéines c-myc et H-Ras mutée n’induisent pas la méme réponse
cellulaire au stress oncogénique car la transfection des oncogénes codant ces protéines permet
la transformation des cellules murines mais pas des cellules humaines [Land 1983, Hahn 1999]. Il
apparait que l’expression de geénes «tumoraux » est mieux controlée dans les cellules
humaines que dans les cellules murines, montrant I’importance d’étudier la transformation par
THG dans un modeéle utilisant des cellules d’origine humaine.

Plus récemment, cette méme équipe a réussi a contourner le mécanisme de contréle
passant par p53 par transfert horizontal de 1’oncogene viral SV40LT conjointement aux

oncogénes H-ras'*?

et c-myc [Ehnfors 2009]. L’importance de la protéine p53 a ainsi été
confirmée et la possibilité de contourner ce mécanisme prouvée. Toutefois, la protéine
SV40LT utilisée pour inactiver la voie p53, est, comme son nom I’indique, un virus simien

qui n’infecte pas les souris donc éloigné du modeéle cellulaire utilisé par les auteurs.

L’originalité de nos travaux repose sur deux particularités de notre modele. Nous
avons utilisé des cellules donneuses issues d’un cancer du col de ’utérus humain et des
fibroblastes receveurs extraits a partir de fragments de peau humaine, prouvant que la
transformation par THG est possible entre cellules humaines. Par ailleurs, comme Enhfors et
coll., nous avons démontré que la transformation de la cellule receveuse est possible aprés
I’inhibition de la voie p53 par un virus a haut risque oncogénique. En 1’occurrence, notre
modele comporte des cellules donneuses abritant des séquences d’HPV, naturellement
impliquées dans la tumorigenése de cellules humaines, notamment les oncogenes E6 d’HPV
16 et d’HPV18. Ainsi notre modéle se rapproche des conditions physiopathologiques d’un

environnement tumoral chez ’humain.
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Par ailleurs, les cellules apoptotiques utilisées dans nos expériences dérivent de
cellules qui ont été transformées in vivo, suite & une infection naturelle par HPV et a
I’intégration de son génome au sein du génome de la cellule donneuse. Ainsi, aucune
modification n’a été réalisée sur les cellules donneuses, ni sur les cellules receveuses
permettant de limiter les biais dus aux manipulations génétiques. Par exemple, les plasmides
de part leurs structures et leurs fonctions sont plus facilement intégrées au génome des
cellules. Leur utilisation dans des expériences de THG pour introduire un oncogéne dans les
cellules donneuses peut favoriser I’intégration du gene transféré au génome de la cellule
receveuse. De plus, il a ét¢ démontré que les séquences activatrices d’un gene transfecté
peuvent facilement réguler un autre gene co-transfecté multipliant les risques de biais dans

I’expérience [Ishikawa 2004].

Nos résultats, nous ont permis d’émettre ’hypothése d’un role clef d’HPV dans la
transformation des cellules receveuses. Contrairement aux cellules apoptotiques issues des
lignées de cancer du col de 1’utérus abritant des HPV (Ca Ski HPV 16+, HeLa HPV 18+), les
cellules apoptotiques C-33 A, issues d’une lignée de cancer du col de 1’utérus dépourvue de
séquences d'HPV, ne permettent pas la transformation de cellules receveuses. Le taux
d'internalisation des cellules apoptotiques par les fibroblastes étant similaire quelle que soit la
lignée d’origine des cellules apoptotiques, la capacité ou I’incapacité a transformer les
fibroblastes receveurs ne sont vraisemblablement pas liées a I’internalisation des cellules
apoptotiques. Une des différences majeures entre ces trois lignées cellulaires réside en la
présence ou non de séquences d’HPV intégré, favorisant ’hypothése de 1’implication des
séquences virales.

Les expériences d’hybridation in situ démontrent le transfert effectif de séquences
d’ADN HPV, a partir des cellules apoptotiques Ca Ski et HeLa, et précisent leur localisation
dans le noyau des cellules receveuses, suggérant leur intégration au matériel génétique de la
cellule receveuse. Cette hypothése, qui pourra étre vérifié par cytogénétique, est confortée par
les travaux de Bergsmedh, qui a observé par l'analyse FISH des cellules receveuses en
métaphase, I’intégration des séquences transférées dans les chromosomes de la cellule hote
[Bergsmedh 2001, Bergsmedh 2002]. De plus, la présence des oncogénes E6 d’HPV 16 et 18 dans
les fibroblastes transformes, détectée par PCR, ainsi que la présence de leurs ARN messagers,
détectée par RT-PCR (Reverse transcriptase-PCR), confirme le transfert de séquences virales
fonctionnelles pouvant étre responsables de la transformation des cellules receveuses. Afin de

s’assurer de la dépendance aux oncogeénes viraux dans la transformation des fibroblastes,
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I’utilisation d’adénovirus abritant la séquence codant E2, une protéine inhibant I’expression
de E6 et E7, ou de siRNA dirigés contre I’ARN codant E6 et E7 serait nécessaire
(collaborations prevues avec Dr C. Demeret, Institut Pasteur, Paris et Dr F Deryckeére et Dr,
M Masson, ESBS, Strasbourg). Si la transformation des fibroblastes est liée a E6, son
inhibition dans ces cellules doit provoquer un arrét du cycle cellulaire, induire leur sénescence

puis leur apoptose.

L’expression d’E6 des HPV a haut risque qui induit la degradation de la protéine p53
par le protéasome, permet vraisemblablement d’abroger le mécanisme de contréle de la
cellule hote abritant une p53 sauvage et fonctionnelle. Notre hypothése est confortée par la
non détection de la protéine p53 et de sa cible p21 dans les fibroblastes transformés. E6 est
capable de favoriser la transformation en inhibant aussi I’apoptose dépendante de p53 aussi
bien par la voie des récepteurs de mort que par la voie mitochondriale [Filippova 2002, Filippova
2004, Thomas 1998].

D’autres oncogeénes d’HPV pourraient avoir un rdle dans le contournement de la voie
de régulation de la transformation par THG. Les protéines E7 d’HPV 16 et 18 qui ont la
propriété d’induire la dégradation de p105~° comme la protéine SV40LT pourraient empécher
une voie d’activation de p53 alternative induite par un stress oncogénique passant par
Iactivation de pl16™<** et reliée & p53 par p14”~F [Sherr 2000]. La présence de ’ADN et de
I’ARN de E7 dans les fibroblastes transformés devra étre vérifiée, dans la poursuite de ces
travaux, ainsi que la disparition de sa protéine cible p105~° comme cela a été fait pour E6 et
p53.

Les expériences de Bergsmedh ont réfuté I’implication de p19”" dans la régulation de

9"RF_/- dans les

la transformation par THG car ['utilisation de cellules receveuses pl
cocultures avec des cellules apoptotiques contenant c-myc et H-ras'*? n’ont pas permis la
transformation des cellules receveuses [Bergsmedh 2002]. Toutefois, nous ne pouvons pas

exclure i) que des voies de régulation, autres que celles passant par p19°"*

puissent étre
activées par un stress oncogénique tel que la voie passant par la protéine p16™<* et ii) que
les oncogénes transférés, avant de pouvoir transformer la cellule receveuse, soient reconnus
par celle-ci comme de I’ADN fragmenté qui déclenche la voie des dommages a ’ADN
passant par la voie ATM/Chk2 induisant un arrét de cycle chez la cellule receveuse. Dans
notre modéle, E7 inactivant p105™", pourrait favoriser 1’arrét de cycle en G1/S en association

avec I’inhibition de p53 par la protéine E6 [Frolov 2004].
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Certaines caractéristiques tumorales observeées dans nos fibroblastes transformés
pourraient étre dues a I’action combinée des oncoprotéines virales E6 et E7 comme la
prolifération aberrante (20 fois plus rapide que celle des fibroblastes primaires) [Munger 2004].
Cette hypothése sera confirmée par I’inhibition de E6 et E7 par des adénovirus contenant le
géne codant pour E2 et par des siRNA dirigés contre E6 et contre E7. L’utilisation de cellules
donneuses C-33 A transduites a I’aide de vecteurs rétroviraux exprimant E6 et E7 devrait
transformer les cellules receveuses. Les genes viraux apportés en trans inhiberaient la voie
p53 apres leur transfert horizontal. De plus, ’utilisation d’autres mod¢les de cellules

tumorales infectées par des virus dérégulant les voies p53 et p1057°

comme les polyomavirus
des cellules de Merkel devrait permettre la transformation de cellules receveuses
(collaboration prévue avec Dr P. Coursaget, INSERM U618, Tours).

Une autre caractéristique de la transformation tumorale est 1’acquisition d’une
aneuploidie [Duesherg 2004]. Nous avons constaté que la teneur en ADN des fibroblastes
transformés par THG est aneuploide, une caractéristique de la plupart des cancers chez
I'Homme [Hanahan 2000, Bardelli 2001, Lengauer 1998, Rajagopalan 2004]. L’instabilité génomique
décrite dans les lésions précancereuses associées aux HPV a haut risque a été attribuée a
I’effet synergique des protéines E6 et E7 (pour revue [zur Hausen 2002]). Ces deux
oncoprotéines peuvent induire de 1I’instabilité génomique dans les cellules humaines normales,
en provoquant des erreurs de duplication de I’ADN lors des divisions cellulaires et en inhibant
les points de contrdle du cycle cellulaire [White 1994, Duensing 2004, Thomas 1998]. Une analyse
des caryotypes des fibroblastes transformés est en cours et apportera des informations
supplémentaires concernant les anomalies quantitatives et structurales des chromosomes.

La tumorigénicité des cellules transformées doit étre évaluée. Nous injecterons des
fibroblastes transformés par voie sous-cutanée a des souris nude. Nous mesurerons la
croissance tumorale, les modifications morphologiques et I’activité mitotique des cellules
transplantées. Ceci nous permettra de démontrer que certaines caractéristiques de cellules
transformées (cellules HeLa ou Ca Ski dérivées de cancers du col de 1’utérus) ont été

conserveées.

Méme si le transfert des oncogénes d’HPV a été clairement identifié, il n’est pas exclu
que d'autres oncogeénes présents dans les cellules tumorales puissent étre impliqués dans la
transformation cellulaire.

In vitro, les cellules immortalisées par les oncogénes E6 et E7 des HPV a haut risque

ne sont pas tumorigénes et d'autres évenements oncogéniques permettent une transformation
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compléte. Dans le processus de carcinogenése classique du col de I'utérus, il a été montré que
c-myc, H-ras et c-fos sont impliqués dans I'immortalisation/transformation en association
avec les oncogenes d’HPV [DiPaolo 1989, Slagle 1998, Wentzensen 2004]. Ces oncogenes cellulaires
sont indispensables pour surmonter completement la fonction anti-oncogénique de la voie p53
et aboutir au développement d’un cancer du col de I’utérus. De fagon intéressante, le gene c-
myc est tres fréquemment surexprimé dans les cancers du col de 1’utérus et dans des lignées
cellulaires de carcinome, en particulier la lignée cellulaire HeLa [Couturier 1991, Durst 1987,
Wentzensen 2004]. Le risque de rechute de la maladie est associé a la surexpression de cet
oncogéne. Par conséquent, nous ne pouvons pas exclure la participation de cet oncogéne a la
transformation de nos cellules. Néanmoins, le transfert des oncogenes d’HPV pourrait avoir
un réle plus important que celui considéré, car 1'expression de 1’oncogene E6 d’HPV16 dans
les cellules C-33 A HPV négatives leur confere un phénotype plus agressif comme le montre
leur résistance aux radiations dans des tumeurs transplantées [Hampson 2001].

Une analyse transcriptomique et protéomique permettra de mieux connaitre les
altérations génétiques a I’origine de la transformation des fibroblastes (collaboration en cours

avec la plateforme Biopuces et transcriptome, IlIkirch et la plateforme CLIPP, Dijon).

La progression tumorale provient non seulement de la coopération entre les cellules au
sein de la tumeur mais aussi de la relation avec les cellules des tissus environnants, telles que
les fibroblastes et les cellules endothéliales [Hanahan 2000, Liotta 2001]. Des études ont montré
que des changements dans le comportement de la niche stromale peuvent promouvoir la
transformation épithéliale en sécrétant des facteurs de croissance ou des molécules
chimiotactiques [Olumi 1999]. De plus, des mutations génétiques dans les cellules stromales
sont observées dans de nombreux cancers [Jacoby 1997]. Par ailleurs, le transfert d’ADN
tumoral a des cellules endothéliales vasculaires induit la formation de vaisseaux fonctionnels
in vivo [Ehnfors 2009]. La communication par THG entre les cellules tumorales et les cellules
environnantes favorise dans le cas des cellules endothéliales, I’angiogenése, qui participe a la
transition vers un phénotype invasif. Cette transition semble aussi impliquer les cellules
souches cancéreuses [Liotta 2001]. Ainsi, la progression des tumeurs primaires peut étre due au
THG entre des cellules tumorales et des cellules souches conduisant a des cellules souches
cancéreuses [Tysnes 2007]. Ces cellules qui possédent la capacité a s’autorenouveler,
provoquent des cancers tres agressifs a développement rapide, avec une forte propension a
une diffusion métastatique [Reya 2001, Glinsky 2005]. Afin de vérifier cette hypothése, il serait

intéressant de savoir si la coculture de cellules apoptotiques issues de cancers du col de
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I’'utérus (HeLa et Ca Ski) avec des cellules souches stromales/mésenchymateuses, induirait

leur transformation en cellules souches cancéreuses.

Spetz et coll. ont démontré que le transfert des séquences du VIH entre des
lymphocytes et des fibroblastes était possible. Parallélement, Holmgren et coll. ont observé le
transfert de séquences d’EBV entre les lymphocytes B et les cellules endothéliales par THG
[Spetz 1999, Holmgren 1999]. Ces exemples de THG expliqueraient la présence de sequences
virales dans des cellules qui ne possédent pas les récepteurs nécessaires a 1’infection par les
virus. Dans nos expériences, le transfert de séquences d’HPV de cellules épithéliales
cancéreuses a des fibroblastes primaires humains, rend compréhensible la propagation d’"HPV
dans les cellules mésenchymateuses environnant la tumeur comme observée par HIS dans des
carcinomes indifférenciés du col de 1’utérus [Unger 1999a, Grayson 1997]. Ce transfert
permettrait aux cellules abritant ’ADN d’HPV d’échapper au mécanisme de surveillance
immunitaire et ainsi de créer un réservoir d’HPV stromal facilitant la persistance du virus

laquelle est le principal facteur de risque de développement/progression des Iésions.

L’ADN fragmenté contenu dans les cellules apoptotiques peut aussi étre internalisé
par d’autres cellules tumorales qui ont des capacités phagocytaires plus importantes que des
cellules primaires, ce qui a été vérifié avec des cellules de cancer de la prostate [Bjerknes 1987,
de la Taille 1999]. La progression des Iésions du col de I’utérus positives pour les HPV a haut
risque est souvent un processus lent qui se produit a une fréquence faible et nécessite
I'acquisition de mutations qui pourrait étre renforcée par le THG. Dans le cas du cancer du col
de l'utérus et dans le contexte général de la carcinogenese, un tel transfert peut fournir une
explication supplémentaire a la corrélation positive observée entre le taux d'apoptose
intratumoral et plusieurs caractéristiques tumorales de mauvais pronostic comme la taille de la
tumeur, le grade de la Iésion, le phénotype métastatique et la survie des patients [Lowe 2000,
Levine 1995, Tsang 1999a, Isacson 1996, Leoncini 1993, Naresh 2001].

De facon surprenante, I’apoptose peut promouvoir la tumorigenése [Tang 2011]. Le
récepteur de mort, Fas, est capable d’induire la croissance tumorale en activant la
transcription de Fos et I’expression d’un récepteur a I’EGF (EGFR-1: Epidermal Growth
Factor Receptor 1) via la kinase JNK (c-Jun N-terminal Kinase). De plus, en absence de
phagocytose par les cellules spécialisées, les cellules tumorales en apoptose tardive relachent

des molécules, les DAMPs (Damage-Associated Molecular Pattern) parmi lesquelles la
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protéine HMGBL1 (High-Mobility Group Box 1) qui est impliquée dans les différentes étapes
de la transformation tumorale [Tang 2010].

Les traitements de chimio- et/ou radiothérapies augmentent le taux d’apoptose
intratumoral et pourraient par consequent favoriser le THG. Dans ce contexte, ces traitements
pourraient étre en partie responsables de récidives induisant la transformation de nouvelles
cellules, sur le méme site ou sur un site différent, des mois ou des années apres une rémission
compléte [Sommers 1989, Elit 2009]. Ces traitements peuvent de la méme facon contribuer a la
capacité des cellules cancéreuses & acquérir une chimiorésistance comme démontré in vitro
par de la Taille et coll. apres le transfert des genes de résistance aux drogues entre des cellules
cancéreuses de la prostate [de la Taille 1999].

La possibilité d’un THG lors des traitements classiques pourrait avoir des implications
pour le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques. La combinaison de molécules
induisant I'apoptose et de molécules inhibant le THG pourrait étre envisagée pour une
efficacité anti-tumorale optimale. Cependant, ces inhibiteurs devraient cibler uniquement
I'internalisation par les cellules non spécialisées afin d'assurer I'élimination des cellules

apoptotiques par les cellules immunitaires spécialisées.

L’étude de la cinétique d’internalisation des cellules apoptotiques apporte des
précisions sur le mécanisme impliqué. En effet, la quasi-totalité des cellules apoptotiques est
internalisée aprés 8 heures de coculture ce qui correspond au temps nécessaire a la
phagocytose ou a la macropinocytose par des cellules non spécialisées décrites dans la
littérature [Parnaik 2000]. Par exemple, 1’endocytose médiée par les cages de clathrine ou les
cavéoles ne dure que quelques minutes [Kaksonen 2006, Conner 2003]. De plus, I’implication du
réseau d’actine dans la formation d’expansions membranaires en interaction avec les cellules
apoptotiques et formant des vacuoles qui les englobent, correspond a la description de
Swanson de la phagocytose [Mayor 2007, Swanson 2008]. Le suivi de I’internalisation d’une
cellule apoptotique apres repositionnement grace a la mire référencée en position nous a
permis de décrire un mécanisme proche de celui décrit par Parnaik lors de I’internalisation de
cellules apoptotiques par des cellules fibroblastiques de hamster : la cellule apoptotique peut
rester adherente au fibroblaste pendant un long moment (plus de deux heures) avant d’étre
internalisée [Parnaik 2000].

La mire nous a permis de caractériser partiellement I’internalisation des cellules

apoptotiques, en suivant une méme cellule au cours du temps. Cette observation n’aurait pas
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pu étre faite avec différentes cocultures fixées a chaque temps de cinétique, car elle ne
représenterait qu’un montage des événements possibles a chaque point de cinétique.
Cependant, ce microsystéme référencé en position, bien qu’il soit d’une trés grande précision,
n’est pas le systétme de suivi en temps réel le plus adapté a nos expériences. Le temps
nécessaire au repositionnement de la mire est d’environ 15 minutes pour le suivi de 5 a 6
champs optiques en méme temps. Ce temps est relativement cours mais il limite I’intervalle
des prises de vue a une heure car les cellules doivent étre conservées au moins 45 minutes par
heure dans un environnement adapté (incubateur) pour ne pas mourir. Or, le mécanisme
d’internalisation par les cellules non spécialisées est relativement court une fois que le
processus est déclenché ce qui diminue les chances d’observer une internalisation pendant
notre durée d’observation. Ce systéeme prometteur aura davantage d’avenir pour des
observations sur des temps plus longs.

Aprés avoir montré que le mécanisme impliqué était un mécanisme actif (inhibé a
4°C) nécessitant des ions bivalents (inhibé en présence d’EDTA), les expériences utilisant des
drogues inhibant spécifiquement les différentes voies d’internalisation nous ont permis de
confirmer notre hypothése puisque seule la cytochalasine D, spécifique de la phagocytose et
de la macropinocytose, est capable d’inhiber 1I’internalisation [Ivanov 2008]. Ces résultats et les
observations microscopiques laissent supposer que les fibroblastes internalisent des cellules

apoptotiques par phagocytose [Monks 2005].

La phagocytose des cellules apoptotiques passerait par la reconnaissance des
phosphatidylsérines. En effet, la présence d’annexine V, qui se fixe aux phosphatidylsérines,
dans les cocultures diminue fortement I’internalisation des cellules apoptotiques. De plus, les
fibroblastes expriment le récepteur aux phosphatidylsérines, BAI-1 au méme taux que les
monocytes ou les cellules dendritiques, et expriment trés faiblement la stabiline-2 et TIM-4,
décrits comme renforcant la capacité d’internalisation des fibroblastes [Miyanishi 2007a].

D’aprés nos résultats préliminaires, certains cofacteurs sont impliqués dans
I’internalisation des cellules apoptotiques. Ainsi le récepteur CD91 exprimé par les
fibroblastes ainsi que des récepteurs scavengers potentiels, semblent participer a
I’internalisation puisque leur blocage par un cocktail de sucres (mannose, galactose, N-
acetylglucosamine) diminue de prés de 70% le taux d’internalisation [Dini 1995, Hall 1994].
D’autres cofacteurs solubles comme I’annexine 1 et le MFG-8 qui lie les récepteurs a la
vitronectine, jouent un role clef dans la phagocytose par les cellules non spécialisées. Leur

implication dans notre modele pourrait étre demontrée par des expeériences utilisant par
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exemple un anticorps anti-annexine | et un peptide RGDS qui blogue le récepteur a la
vitronectine [Hall 1994, Savill 2007, Fan 2004].

L’internalisation des cellules apoptotiques n’est pas le seul mécanisme pouvant induire
un transfert de genes. En effet, plusieurs modes de communications intercellulaires ont été
évoquees dans la littérature : la formation de nanotubes et de filipodes, la sécrétion de
microvésicules et des mécanismes aboutissant, comme [’internalisation des cellules
apoptotiques, a une structure «cell-in-cell ». Les nanotubes sont des expansions
membranaires qui permettent la communication entre les cellules du systeme immunitaire,
telles que les cellules NK (Natural Killer), les macrophages et les lymphocytes B transformés
par EBV, en favorisant 1’échange de protéines membranaires [Onfelt 2004]. Ces nanotubes
peuvent s’étendre jusqu’a plus de 140 um mais généralement mesurent entre 10 et 50 um
avec une moyenne de 30 um et possedent un diamétre de 50 a 200 nm [Rustom 2004]. Les
nanotubes sont aussi observés entre des cellules embryonnaires humaines de rein et des
cellules rénales de rat. lls sont constitués de filaments qui permettent les échanges de
protéines, de molécules cytoplasmiques et d’organites d’une cellule a une autre a une vitesse
de 26 nm/s. lls semblent similaires aux filopodes permettant les échanges de mélanosomes
entre les mélanocytes et les kératinocytes [Scott 2002]. Une étude a démontré que des
nanotubes pouvaient se former entre des progéniteurs de cellules endothéliales et des
cardiomyocytes [Koyanagi 2005]. Cette connexion facilitant le transfert de protéines et
d’organites cellulaires comme les mitochondries, il n’est pas impossible qu’elle permette
I’échange d’ADN. Les microvésicules sont aussi connues pour participer a la transformation
tumorale. Ces petits fragments de cellules contiennent des protéines membranaires, des
molécules cytoplasmiques et des ARN provenant de la cellule d’origine et peuvent participer
a la dédifférenciation des progéniteurs hématopoiétiques [Ratajczak 2006]. Les microveésicules
dérivées de cellules de tumeur du cerveau sont capables de transmettre un récepteur
oncogénique a I’EGF tronqué, ’EGFVIIL, aux cellules cancéreuses environnantes ne le
possédant pas [Al-Nedawi 2008]. Les microvésicules issues de cellules tumorales peuvent
transmettre des ARNm codant le VEGF ou I’HGF (Hepatocyte Growth Factor) aux cellules
environnantes telles que des monocytes [Baj-Krzyworzeka 2006]. Ainsi les microveésicules
participent a la propagation horizontale d’oncogénes.

D’autres mécanismes comparables a la phagocytose et aboutissant a une structure
« cell-in-cell » sont proposes par la littérature : I’empéripolése, I’entose et le cannibalisme

[Overholtzer 2008]. L’empéropolése est décrite pour les interactions « cell-in-cell » entre des
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cellules de différents types cellulaires et peut intervenir dans des cellules normales et des
cellules néoplasiques. Les cellules épithéliales, meésenchymateuses, neurales et
hématopoiétiques sont capables d’empéripolése et leurs cibles sont fréquemment des cellules
d’origine hématopoiétique. La principale empéripolése décrite est la migration transcellulaire
des leucocytes a travers les cellules endothéliales aboutissant & une structure « cell-in-cell »
transitoire et impliquant les intégrines telles que la LFA-1 (Leukocyte Function Associated
protein 1) sur la membrane des leucocytes et la molécule d’adhérence I-CAML (Intracellular
Adhesion Molecule 1) sur la surface des cellules endothéliales [Carman 2008]. La majorité des
structures « cell-in-cell » homotypiques se produit entre cellules cancéreuses [Overholtzer 2008].
Un mécanisme récent d’internalisation d’une cellule dans une autre cellule a été décrit chez
les cellules épithéliales aprés la perte de 1’adhérence cellulaire a la matrice. Ce mécanisme,
nommé entose, implique les cadhérines et les filaments d’actine activés par les petites Rho
GTPases et leur kinase effectrice ROCK [Overholtzer 2007]. Les cellules internalisées par entose
peuvent rester vivantes dans la cellule héte et peuvent, soit se diviser et/ou étre relachées, soit
mourir. Les conséquences de cette interaction entre les cellules sont multiples. La cellule
internalisée peut i) fournir des éléments nutritifs a la cellule héte, ce qui est considéré comme
du cannibalisme, ii) étre protégée par la cellule hote, iii) se différencier et maturer gréace a la
cellule hote, iv) induire la destruction de la cellule hote, v) étre détruite par la cellule hote et,
vi) dans notre contexte fusionner avec la cellule hote. Cette fusion provoque une instabilité
génomique et favorise 1’échange d’informations génétiques entre cellules tumorales mais
aussi entre une cellule tumorale et une cellule normale au méme titre que le THG [Krajcovic
2011]. Si le cannibalisme dans les cellules humaines survient entre cellules tumorales, il peut
s’étendre a d’autres types cellulaires comme les neutrophiles, les lymphocytes et les
érythrocytes [Lugini 2006]. Dans les travaux de Fais et coll., I’ingestion de lymphocytes T par
des cellules métastatiques de mélanome permet leur survie en absence de nutriments mais
permet aussi aux cellules tumorales de se protéger de leur destruction [Fais 2007]. Le
cannibalisme entre cellules cancéreuses pourrait comme 1’entose, aboutir au transfert d’ADN
favorisant I’instabilité génomique et I’accumulation de mutations augmentant 1’agressivité des
cellules tumorales.

Nos travaux sont les premiers démontrant que des cellules tumorales apoptotiques
issues de cancer du col de I’utérus conservent un pouvoir oncogénique lie a la présence de
séquences d’HPV qu’elles peuvent transmettre apreés leur phagocytose a des cellules
receveuses. L’étude du transfert horizontal de génes, que ce soit aprés phagocytose d’une

cellule apoptotique ou par un autre processus d’internalisation, pourrait jouer un rdle potentiel
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dans le développement tumoral associé ou non a des virus oncogénes. Cependant il reste

nécessaire de vérifier la pertinence de ces mécanismes in vivo.
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Conclusion générale

La compréhension des mécanismes intervenant dans la formation des cancers a permis,
au cours des années, une amélioration constante de ’efficacité des traitements proposés aux
malades. Cependant les tumeurs résultant d’un processus complexe comportant multiples
étapes, nombre de questions restent encore sans reponses.

La transformation par transfert horizontal de genes pourrait avoir de nombreuses
implications dans la progression tumorale car elle est possible aussi bien entre cellules
tumorales qu’entre cellules tumorales et cellules environnant la tumeur. Cette transformation
se présente ainsi comme un mécanisme alternatif, voire complémentaire, de la carcinogenese.
Nos travaux inscris dans une thématique prometteuse devraient permettre de répondre a de
nombreuses questions qu’il s’agisse du transfert horizontal de génes ou de la transformation

tumorale.

Le transfert de génes a éte, et est encore, trés étudié chez les bactéries. Il permet a ces
derniéres de s’adapter a un nouvel environnement, généralement hostile. Le sous-clone
bactérien, qui acquiert les genes nécessaires a sa survie, prolifére tandis que les autres clones
disparaissent. Le THG participe ainsi a 1’évolution des bactéries selon la théorie décrite par
Darwin.

Chez I’Homme, et plus particulierement dans le cas des cellules dérivées de cancer du
col de I'utérus, le transfert horizontal de génes permet aux cellules de s’adapter et de survivre
a un nouvel environnement. Sous la pression de sélection créée par 1’environnement tumoral,
des sous-clones de cellules cancéreuses sont susceptibles de se développer indépendamment
de ’homéostasie tissulaire. Comme chez la bactérie, le transfert horizontal de génes entre
cellules favoriserait leur évolution, non pas selon la théorie de Darwin mais selon la théorie

du géne égoiste, et par extension de la cellule égoiste, de Dawkins.
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Annexe 1 : poster 1

Présenté a 'occasion d’Oncotrans 2009

Horizontal Transfer of Viral Oncogenes:
Satizill | An Alternative Pathway of Carcinogenesis

Gaiffe E.7, Saunier M., Launay S.7, Oudet P.2, Prétet J.L.7, Mougin C.?

ARCENIPRLE L 1 EA3181 - IFR 133, Université de Franche-Comté, CHU J. Minjoz Besangon F-25000
2 Laboratoire de Biochimie et Biologie Moléculaire, Hopital de Hautepierre, Strasbourg F-67000

Introduction: Material and Methods:

- In 1999, Holmgren et al. demonstrated that horizontal transfer - Apoptotic bodies from HPV18* Hela and HPV16* CaSki cell lines
of genes between two eukaryotic cells was possible. Indeed (derived from human cervical carcinomas) were obtained after cell
authors showed that apoptotic bodies obtained from EBV- exposure to UVB irradiation and staurosporine treatment. Apoptotic
infected lymphoid cells incubated with fibroblasts or endothelial bodies were cocultured with human primary fibroblasts or murine
cells resulted in transfer of viral DNA sequences in recipient cells. fibroblast cell line NIH/3T3 from 30 minutes up to 48 hours.

- In 2001, Bergsmedh et al. showed that horizontal transfer of c- - Intemalization of apoptotic bodies by fibroblasts was monitored by
myc and H-ras oncogenes by apoptotic bodies obtained from confocal microscopy after staining with phalloidin (actin), DAPI (DNA)
transfected fibroblasts induced transformation of recipient cells. and CFSE (apoptotic bodies).

- In this context, we hypothesized that honzontal transfer of - Clonogenic assays in soft-agar have been performed to ensure
papillomavirus (HPY) EB/E7 oncogenes could constitute an fibroblast transformation.

alternative mechanism of carcinogenesis associated with HPV. - Presence of HPV16 or HPV18 wviral oncogenes in transformed
Results: fibroblasts was assessed by realtime PCR.

A ——
/Apoptotic body characterization LE st

B \
100
Staurosporine + UVB treatment induce apoptotic bodies. Hela cells 5744
were grown in medium containing 300 nM stauresporine (ST) for 48 h after :
20 mJlem® of UVB iradiation. ST alone and other UVB doses were tested :
{(data not shown). Cells were analysed by flow cytometry after propidium o
iodide and annexin V' staining. A: the percentage of cells in sub-G1 and
Annexin V# is shown. B: nuclear fragmentation was observed by 6.13 843
fluorescent microscopy afker DAPI staining. (means £ 5D of 10 "

experiments)
untreated ST+UVB
Carcinoma cell exposure to 20 mJ/em® of UVB followed by 300 nM staurosponine for 48h induces a maximum of apoptotic cells.
This permits to obtain a suspension of apoptotic bodies devoid of living cells (data not shown). Similar results have been obtained with
\ CaSki cells (data not shown).

ol ity
Boon
85388

/Kinetics of apoptotic body internalization by fibroblasts \

Fibroblasts engulf apoptotic bodies. Apopiotic bodies derved from Hela cells were cocultured with human primary
fibroblasts from 30 minutes to 48 hours. Apoptotic bodies wers stained by CFSE (carboxyfluorescein succinimidyl ester) ;
actin was stained by phalloidin-TRITC ; DNA was stained by DAPI. A: cocultures observed by confocal microscopy at 428h.
B: the number of apoptotic bodies was counted in 10 optical fields for each time of coculture (30mn, 1h, 2h, 4h, Bh, 12h,
24h and 48h). C: the percentage of apoptotic bodies adherent to fibroblasts er intemalized by fibroblasts was determined in
the same way. D: time course of cocultures observed by confocal micrescopy at 30mn, 1h and 2h.
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Apoptotic bodies are adherent to fibroblasts from 30 min of coculture,

and are internalized by fibroblasts from 1h.

Microscopic analysis suggests that apoptotic bodies are intemalized

by fibroblasts through phagocytosis (actin recruitment and membrane

cell expansion). Similar results were obtained with NIH3T3 and
\ 30emn - adherent 20 - ] apoptotic bodies derived from CaSki cells (data not shown).

Transformed fibroblasts contain A
HPV DNA sequences

Apoptotic bodies induce fibroblast transformation. A: apoptotic Primary
bedies (apo bedies) derived from Hela (left column) and CaSki cells  fibroblasts
(right column) were cocubtured with human primary fibroblasts (upper

panel) or NIH3T3 (lower panel) during 48 hours. After washing.

fibroblasts were grown for 7 days and used for clonogenic assays in

soft-agar during 21 days to ensure fibroblast ransformation. Pictures

were taken with inverted microscope. B: after soft-agar selection & ¥
presence of HPV18/13 EG DNA in fransformed fibroblasts was
determined by real-fime PCR. This graphic represents preliminany
results. apo bodies (Hela) apo bodies (CaSki)

Clonogenic assays confim that fibroblasts cocultured with apoptotic bodies are efficiently

transformed. Realtime PCR analysis shows that transfer of HPV DMA sequences in
fibroblasts is effective.

2558

MNumber of
E6 HPY copies A0 cells)
L

ECE

Conclusion : our data support the assumption that fibroblast transformation may be due
to herizontal transfer of viral oncogenes by apoptotic bodies.
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Annexe 2 : poster 2

Présenté lors du congres IPV2009

Horizontal Transfer of Viral Oncogenes:
An Alternative Pathway of Carcinogenesis

Gaiffe E.7, Saunier M.7, Launay 5.7, Oudet P.2, Prétet J.L.7, Mougin C.7

1 EA3181 - J’FR 133, Umuersafe de Franche- Comre CHU J. Man,roz Besangon

F-25000

2 Laboratoire de Biochimie et Biologie Moléculaire, Hépital de Hautepierre, Strasbourg F-67000

Introduction:
- Horizontal transfer of genes by apoptotic bodies in recipient
cells — Transfer of EBYV DMNA sequences. (Helmgren, 1993)

- Horizontal transfer of c-myc and H-ras oncogenes by apoptotic
bodies — Transformation of recipient cells. (Bergsmedh, 2001)

Horizontal transfer of HPV EG/ET oncogenes
+ An alternative mechanism of carcinogenesis?

Material and Methods:
- Induction of apoptotic bodies from HPV18 Hela and HPV16
CaSki cell lines: UVB + staurosporine treatment.

- Coculture of apoptotic bodies with human primary fibroblasts
or murine fibroblast cell line NIH/3T3: 30 min. to 48 h.

- Observation of apoptotic bodies intemalization: confocal
microscopy after phalloidin, DAPI and CFSE staining.

- Clonogenic assays in soft-agar

- Detection of HPV oncogenes: Realtime PCR.

Apoptotic bodies and fibroblasts coculture
o et o (YA 11,101 G 1) A i o s S pomit wodee o
‘were grown for 7 days and photographed with Inveried microscops.
Apoptotic bodies are cytotoxic for fibroblasts at high ratio
(10/1 and 50/1). A 11 ratio was chosen for further

experiments.

Kinetics of apoptotic body internalization by fibroblasts

Results:
Apoptotic body characterization

salning. A: Nudear fragentation was observed by 1
B: Pescentage of cells In sub-G1 and Annexin W+ ks shown. jmeans + 50, n=10)

B Sub-G1 O Annexin V+

B 1080
a0
513 243

untreated 5T+ UVB

% of cells
5 &3

ST+ UVB

Carcinoma cell exposure to 20 mJ/em® of UVB followed by 300 nM
staurosporine for 48h induces a maximum of apoptotic cells.

This treatment permits to obtain a suspension of apoptotic bodies
devoid of living cells (data not shown). Similar results have been
obtained with CaSki cells (data not shown).

staned by CFSE ster) &g

oarved from Hela

enguir
‘CoCUuned Wi human mmmm 1o 480, Actn
peimary 1 n was by

oy
phalioidr-TRITC and DNA by DRI, A Coculfures ooserved

mmnmmwmmwmm pmuii_pw
In the same way. D- TIme cowrse of apopiodc bodies.

& different time points.

W Adherent [ Intemnalized

Apoptotic bodies are adherent to fibroblasts from 30 min of coculture, and are internalized by fibroblasts from 1h.
Microscopic analysis suggests that apoptotic bodies are intenalized by fibroblasts through phagocytosis (actin recruitment and
membrane cell expansion). Similar results were obtained with NIH/3T3 and apoptotic bodies denved from CaSki cells (data not shown).

Transformed fibroblasts contain A

HPV DNA sequences
bodiss Induce A Apoptotic bodies (AB) destved

primary fonobiasts (Upper pans) or NIHETS ower panal) for 43N AREr washing,
florobiasts were grown for 7 days and used for clonogenic aseays In soft-agar during 31

mhmmm . PiGiures were taken with Inverted microscope. B:
soft-agar of HAVIE/E E6 DNA In transformed forblasts was

deteminad by reak-ime PCR (preliminarny results).

MIH2T3
L ]

Clonogenic assays confirn that fibroblasts cocultured
with apoptotic bodies are efficiently transformed.
Realime PCR analysis shows that fransfer of HPYV DNA
sequences in fibroblasts is effective.

ay be due to horizontal transfer of

Primary -
from Hela fleft column) and Caskl cells (Mgt column) were cocufured with human  Tibroblasts

¥ 10
AB HeL‘a AB CaSki ij;,f

wﬁf

ral oncogenes by apoptotic bodies.

233



234



Annexe 3 : poster 3

Présenté lors du Forum des jeunes chercheurs 2010 (1er prix poster)

XnForum | 2y Le transfert horizontal d’oncogénes contribue vl
Chercheurs MB r - mé U 'FC
e ulLidS au developpement des cancers associes aux HPV: -

canetsmtieau e Gaiffe E7, Launay 8.7, Saunier M.7, Oudet P.2, Prétet J.L.", Mougin C.7

1 EA3181 - IFR 133, Université de Franche-Comté, CHU Besan F-25000
2 Laboratoire de Biochimie et Biologie Moléculaire, Hopital de Hautepierre, Strasbourg F-67000

Introduction Méthodes
- Cancer : prolifération cellulaire accrue + inhibition de I'apoptose - Lignées : Hel.a (HPV18), CaSki (HPV16) et C-33A (HPV-)
-Mais présence de cellules en apoptose : comélée avec - Induction apoptose : 20mJ/em? UV + staurosporine 300nM, 48 h

progression fje la 'mmeur M AL e ] . - Incubation des cellules apoptotiques et des fibroblastes primaires
- Intemalisation d’'un corps apoptotique — Transfert Horizontal de humains - 48 h, 10 cellules apoptotiques / fibroblaste

GENes (Holmgren, 1339 ; Spetz, 1399 : de la Taille 1333) 2o, s . .

- Intemalisation : étrie et scopie confocal
- Transfert d'oncogénes — Transformation des cellules receveuses remansaton cytcm ne m":m pe S
{Bergsmedh, 2002, 2006 ; Ehnfors, 2008} - Transformation : tests clonogénigues (agar mou et dilution limite)
fert hori . 2 . Lo - Transfert d'oncogénes - PCR, hybridation in situ
L . d g - H_ P8l - Caracténsation des cellules transformeées : prolifération
alternatif de carcinogenése associée aux HPV?

Internalisation des corps apoptotiques Transformation des fibroblastes

Lea Ints des collules ap Dk oafluies Hela, C3SKI &t C33A en Lo cellules apoptofiques HPV+ Inculeent la fransformation des fbroblastes. Les celiues
apopiose st INCUDESE 43 N avec 0es MbODI3Ses primalnes humalns. A © CUbWes observess en apopintiques Hela, Cashl f G-33 A 50Nt culivess aves des NDotiastes primalres NUmans pendant 45
migToECopie cOMMocae. L'adine el marquee a i3 phallofdne-TRITC, 13 celluie apoptolique au CFDASE h A - Aprés une semaine de cufture en milleu DMEM 107 SFV, les fibroblastes sont ensemencés en
ot [ADN au DAPL B : Culres analysées par cytoméirie de flue Les celluies apopioliques sont 33" MoU pendant 21 ours & clSSNEs 3U Micoecops Inverse. B ¢ Les fibrobiastes sslectionnes sur
marqusss aU CFDASE & de damétrs < 13 pm, les fibrodiastes ont un dameétre = 13 ym et les agar mou sont ensemencés a falble concentration (SO0 calules/putt) en plague 6 puits pendant 21 |ours
fbmoiasies ayant Intamalse des ediulas apoptotigues sont CFDA_SE positve & de damae = 13 pm. et colorés au cistal vioket Les pholographies sont représentatves de2 3 expeniences Indépendantes
Les Tigures sont représentatives o2 3 Indépendantes. réalzées en dupllcat.

Fibrebias s, £ apa Hela
1%

s
r [r=re
a
Fibroblexies & apo CaSke
v 20%
[
Fibmbiaries & apo C-33 A
7%

Les fibroblastes primaires humains internalisent des
cellules apoptotiques dérivées de cancer du col de
l'utérus indépendemment de leur statut virologique

Transfert d’oncogénes viraux Bl e s
L'ADN 0°HPV get transférd aux noyaux des cellubss receveusss. Lss NNnOiasies sOnt INCUbes aves dlmhmmmmlﬁmlmm

les cellules apoptotiques Issues de lignées Hela ou CaSkl A - Les cules sont cDSevess par cellules transformeées

mismscopie cofocale aprés marquage de Machine (phalloldine-TRITC), de la celuls

(CFDA,SE) &t de FADN [DAFT). B : La génome @HPV et detecte par C terisati 3 fibroblast T r -
dfferents celluaines (Hela, Hela flbrobiastes pimalres & Tombiastes MEnsomes

= mlmmmlsmm.c:u [t = L aracterisation des rioroplasies transrormes

@valite par PCR en tamps mel. Les produlis o2 PCR sont visuallsés par migration sur gef d'agarose. Les Nbroblastes sslectionnss sur agar mou sont caractenstiques ose cellules transformees. Les

B = — fomoiasies cultives avec des celluiss apopiofiguss Hela (FH) et Cashl (FC) o sélecionnss sur agar

A Suparposiion | 0 ey mou A B:L des différants st détemminge par numération (A) et fest MTT (B).

\ € © La quantie TADN par callues (poide) est oetminge par cybméte de fiux 3wes Mamuage 3

Fodore o= progidium (1. 10° cefulss) 3 passa0es 5 (P5) & 15 [P15) des fibrblastes ransomes. 0 La

desEciee par westem Hotng.

A
+

e

séquences
d'HPV et en particulier I'oncogéne E6 : les cellules
apoptotiques sont des vecteurs d’'oncogénes viraux

Conclusion

Carclnogeriee
Classique

® o Infection
»

P
Carcinogendse
il 1 Atarnative

Traneformation
(BB ; EPRb| Transdert

sy ’ L'hyperploidie et la forte prolifération des fibroblastes
. o | Wt T sélectionnés sur agar mou confirment leur
I | o) transformation. La perte d'expression de p53 par les
fibroblastes transformés, conforte I'hypothése de la
transformation par transfert d'oncogénes

Les cellules apoptotiques abritant des séquences d’HPV transforment des cellules primaires
et contribuent au développement des cancers associés aux HPV
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Annexe 4 : Encadrements, enseignements,
formations et responsabilités collectives.

Co-encadrements :

- 2009 : Master 1 de Biochimie a I’Université de Franche-Comté. « Transfert horizontal
d’oncogenes viraux par les corps apoptotiques : mécanisme d’incorporation ». (8 semaines)

- 2009 : ERASMUS en collaboration avec 1’université de Portsmouth. « Transfert horizontal
d’oncogenes viraux par les corps apoptotiques : mécanisme d’incorporation ». (16 semaines)
- 2009/2010 : Master 2 de Biochimie a I’Université de Franche-Comté. « Mécanismes
d’internalisation des corps apoptotiques dérivés de cellules de cancer du col de ['utérus par
des fibroblastes humains ». (6 mois)

- 2009/2010 : 3°™ année de médecine, dans le cadre de 1’école de 'INSERM de Paris.
« Quantification des ARNm de récepteurs aux phosphatidylsérines dans des cellules
épithéliales et des fibroblastes humains ». (6 mois)

- 2010 : 5°™ année de pharmacie, a ’université de Franche-Comté, 2010. « Amplification de
la tumorogenese par transfert horizontal d’oncogeénes viraux ». (3 mois)

Enseignements :

- 2007-2010 : Moniteur pour la faculté de Médecine Pharmacie (SMP) de Besancon.
Enseignement de travaux dirigés en Biologie Cellulaire pour les étudiants en premiére année
de médecine. Enseignement de travaux pratiques pour une unité d’enseignement de premicre
année de master intégrée par des étudiants en medecine a partir de la deuxiéme année et des
étudiants en pharmacie a partir de la troisieme année.

- 2010-2011 : Attaché¢ Temporaire d’Enseignement et de Recherche a temps plein pour la
faculte de Médecine Pharmacie (SMP) de Besancgon. Enseignements des travaux pratiques de
Biochimie pour les étudiants de 2°™, 3°™ et 4°™ année de Pharmacie. Enseignement pour une
unité d’enseignement de premicre année de master intégrée par des étudiants en médecine a
partir de la deuxieme année et des étudiants en pharmacie a partir de la troisieme année.

Formations :

- 2008 : Diplome « attestation de formation aux premiers secours »

- 2008 : Dipléme Universitaire d’expérimentation animale de niveau 1 (permettant
I’établissement de protocole et I’expérimentation animale) a la Faculté de Pharmacie Henri-
Poincaré de Nancy

- 2010 : Passage du TOEIC

Responsabilités collectives :

- 2007-2010 : Représentante des doctorants pour I’Ecole Doctorale Homme, Environnement,
Santé (Universite de Franche comté)

- 2008 : Organisation du XI1V*™ Forum des Jeunes Chercheurs a Besangon (Juin 2008)
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