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RESUMES

Réle de l'interleukine 17 dans les infections cutaies induites par les papillomavirus
humains

La physiopathologie exacte des manifestations égmnnduites par les papillomavirus
humains (HPV) n'est a ce jour que partiellementidie et demeure largement moins bien
étudiée que celle des infections muqueuses par Hefdgmment au niveau du col de l'utérus.
Pourtant les atteintes cutanées des HPV, en pl&tides verrues, constituent I'un des
premiers motifs de consultation en dermatologikeet prise en charge peut étre difficile en
cas d’atteinte profuse ou de Iésions récalcitracéedes traitements actuellement disponibles
n'ont que peu ou pas d’effet sur la prolifératiorale. Suite a plusieurs observations cliniques
de régression de verrues récalcitrantes sousnraitepar anti-interleukine 17 (anti-IL-17) et
dans un contexte de publications émergentes suggéneeffet prolifératif de I'lL-17 dans les
infections muqueuses par HPV, ce travail a été&iaiec I'objectif d'explorer le rdle potentiel
de I'lL-17 dans les infections cutanées par HPVin Afe réaliser ce travail, des outils
virologiques permettant la détection des HPV cwgam# été développés dans le laboratoire
de virologie de I'hépital Bichat Claude-Bernard avélaboration d'une PCR avec amorces a
large spectre et dans un second temps la miseaee pfun outil de capture avec sondes
d'hybridation couplée au séquencage haut-débiis Travaux ont été finalisés, mettant en
évidencein vivo un effet inhibiteur des anti-IL-17 sur les protd&ons cutanées d'HPV ainsi
gu’'une diminution du portage muqueux d'HPV; et tlaypart la mise en évidenae vitro
d'une forte expression d'IL-17 dans les verruear@ds. Ces premieres données ont permis le
dépdt d'un brevet couvrant l'utilisation des th@s@nti-IL-17 dans les pathologies induites
par HPV et ouvrent des perspectives de recherdhiguet afin de préciser I'efficacité de ces
traitements dans la prise en charge des diverskslpgies en lien avec l'infection HPV.

Mots clés: papillomavirus humain, interleukine 17, verruésjons cutanées

Implication of interleukin 17 in the pathogenesis bcutaneous lesions induced by human
papillomavirus

To date, the mechanisms underlying the onset ocdnetus lesions induced by human
papillomavirus (HPV) remain poorly understood, wdas mucosal HPV infections have been
extensively studied, notably the cervical HPV ini@t. However, cutaneous manifestations
related to HPV constitute one of the most frequeasons for dermatology consultation and
can be challenging in case of profuse or recaltittasions since there are no available
antiviral drugs for HPV. Following the clinical afxwvations of recalcitrant warts regressing
after the introduction of an anti-interleukin-1h{alL-17) therapy in several patients, and in
the context of emerging data related to the pnaifee effect of IL-17 in the setting of
mucosal HPV infection, this work was initiated witke aim of exploring the role of IL-17 in
cutaneous HPV infections. In order to perform thak, virological assays were designed for
the detection of cutaneous HPV and implementedhéndepartment of virology of Bichat-
Claude Bernard Hospital, firstly with a broad spect PCR and thereafter with probe based
capture coupled with next generation sequencing.cdfeucted three studies, showing an
inhibitory effect of anti-IL-17in vivo on cutaneous HPV proliferation, as well as a falbte
evolution of genital HPV infection. A strong expses of IL-17 in wart samples was also
highlighted in vitro. These first data lead to the patenting of artil use for the
management of HPV infection. These preliminaryitssalso constitute a strong rationale for
a clinical trial in order to confirm our results.

Keywords: human papillomavirus, interleukin 17, warts, ci@aus lesions



INTRODUCTION

Préambule

Les infections par papillomavirus humain (HPV) saussi fréquentes que diverses et peuvent
toucher la peau ainsi que les muqueuses. Quellesgiideur localisation, le spectre des
manifestations cliniques associées aux infecti@sHPV est tres large, de la Iésion bénigne
jusqu’aux néeoplasies intraépithéliales et aux canselon les types d’HPV impliqués.

A ce jour les infections muqueuses par HPV ontéétéliées de facon extensive, du fait de
leur implication dans divers cancers, en particukecancer du col utérin. Les mécanismes
impliqués dans la formation de Iésions cutanéesitesl par HPV sont en revanche nettement
moins bien documentées. Pourtant les HPV cutanésresponsables de diverses formes de
verrues, qui représentent l'un, si ce n'est le, iimiet plus fréquent de consultation en
dermatologie. Ces affections cutanées bien qu'sltgsnt le plus souvent bénignes peuvent
avoir un impact tres négatif sur la qualité de dies patients du fait de leur aspect
inesthétique, de leur caractére contagieux et gén& sociale qui en résulte. Au fil du temps
de nombreuses méthodes thérapeutiques ont étéodpeek pour lutter contre les verrues
mais le dermatologue reste souvent démuni facelé@signs récalcitrantes et aux atteintes
profuses notamment chez les patients immunodépridiéficilement traitables de facon
topique.

Avec l'avénement des biothérapies qui permettent tdter efficacement certaines
dermatoses chroniques en modulant le microenvirmené inflammatoire, il parait
intéressant d’étudier le profil cytokinique desrues afin d’identifier de potentielles cibles
thérapeutiques. Le rble de I'interleukine-17 ertipalier mérite d’étre exploré du fait de son
puissant effet sur la prolifération des kératinesygjui sont les cellules hotes des HPV, et du

fait de la disponibilité de thérapies anti-ll-1/Bé&ciant d’'un bon profil de tolérance.



PAPILLOMAVIRUS HUMAINS

1- Historique de la découverte des HPV

Les papillomavirus humains (HPV) appartiennent a féanille des papillomaviridae.
L’étymologie du terme papilloma est issue de « lp@pi qui signifie mamelon en latin, et du
suffixe « oma » qui désigne les tumeurs. Les preagiélescriptions des verrues cutanées et
des condylomes remontent a I'époque d’Hippocrates gju’un lien n’ait été établi entre ces
deux présentations ni qu’une étiologie infectien'sdt était suspectée. Il faudra attendre 1893
pour qu'un dermatologue francais Dr Gémy émettgpidthese d’'une origine infectieuse et
d’'un agent commun aux deux entités. Puis en 1963t ¢in médecin italien Dr Ciuffo qui
démontre I'étiologie virale. Par la suite de nomises découvertes ont été publiées,
notamment I'identification du groupe des papovavien 1963 (regroupant les papillomavirus
et les polyomavirus), jusqu’a une publication megeen 1976 relative aux travaux du
virologue Pr Zur Hauzen, mettant en évidence le dids HPV dans les cancers du col. Il
obtiendra en 2008 le prix Nobel de médecine pansémble de ses travaux sur HPV [1].

2- Geénéralités sur le virus HPV

Les HPV appartiennent a la famille des papillonmideie qui regroupe plusieurs sous-familles
de virus tres anciens ayant évolué parallelemégurahote, on peut citer notamment les BPV
(bovine papillomavirus) et les CRPV (cotton talblé papillomavirus) [2].

Les HPV sont des virus dits nus & ADN bicaténaireutaires constitués d’environ 8000
paires de base. Leur taille est de I'ordre de Stomeetres de diametre et ils possédent une

capside icosaédrique constituée de 72 capsomeres.

3- Classification des HPV

Il'y a actuellement prés de 230 types d’'HPV idégidans la base PapillomaVirus Episteme
(PaVE) qui est une base de données régulieremsetarjour regroupant toutes les séquences
connues des HPV, mise en place par le Nationatuisiof Health (USA) [3]. Les HPV sont
classés selon leur homologie de séquence du germdant pour la protéine majeure de
capside [2]. Ce géne L1 a été choisi pour la diaasion car c’est celui qui a été le plus
conservé au cours de I'évolution du virus. On dém@nting genres d’HPV dénommeés par

une lettre grecque, qui ont un degré d’homologieand de 40 a 60% : alpha)( beta p),

3



gamma {), mu @) et nu (v). Au sein d’'un genre il y a plusieurp@ses dont le degré
d’homologie est de 60 a 70%, qui sont désignéesupachiffre. Enfin au sein de chaque
espéece sont désignés des types possédant 71% d'lB@¥tologie, numérotés selon I'ordre
chronologique de leur découverte. Les types peudteatsubdivisés en sous-types (différence

de 2 a 10% par rapport au type) et en variantg(eifice inférieure a 2%) [2].

Cutanés et muqueux
-oncogenes (HR-HPV): cancers

*" Genus
Al ha-papillomavirus

-non oncogenes (LR-HPV): papillomatose
laryngée, condylomes, verrues
o

Beta-
papillomavirus

Delta-
papillomavirus

Cutanés:
-non oncogenes: asymptomatiques
-oncogenes: carcinomes

4 /
Epsilon-papillomavirus GW' ‘
Zeta-papillomavirus ¥ ),/ o/ /11 [

// v Hm/PV LCQPV 4 s\i \BPV3
v CRPV |\ FdPV
/N, \/ L3 eeve : 3 A
/ ‘ups ™ Pi-papillomavirus
4
v k
( Mu-papillomavirus

Lambda-papillomavirus
Nu-papillomavirus

Cutanés non oncogenes: verrues

/
/
Eta-papillomavirus (‘_"’V

* " .
Omikron-papillomavirus
Xi-papillomavirus

PE’PV
\&
Kappa-papillomavirus
lota-papillomavirus

Theta-papillomavirus

Figure 1. Arbre phylogénétique des HPV et manifestaons associées, d’aprés De Villers
et al. [2]. Crédit photos : collection du service € dermatologie de I'hépital Bichat-
Claude Bernard.

Cette classification basée sur les homologies deesiee L1, ne prend pas en compte les
propriétés oncogeniques des différents HPV. Ent édfea-HPV peuvent étre oncogenes,

c’est le cas des HPV de type 16 et 18, ou non @amagycomme les HPV de type 6 et 11
responsables des condylomes. L’Agence internagodalRecherche sur le cancer (IARC) a
donc mis en place pour les HPV une classificatiganisée en quatre groupes, comme pour
les autres carcinogénes, selon leur potentiel anmeggpermettant de différencier les HPV a
haut risque (HPV-HR) les HPV a risque intermedidiV-RI) et les HPV a bas risque

(HPV-BR) [4]. Les HPV classés « haut risque » somliqués dans 96% des cancers du col



de l'utérus et plus particulierement les HPV 16l8tqui sont impliqués dans 75% des cas
(HPV 16 étant détecté dans plus de 50% des caambers du col) [5].

MIEED Gl Niveau de risque
risque P >q Types d’'HPV alpha Types d’HPV cutanés
N épidémiologique
oncogéene
1 Haut risque 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 31,
a 52, 56, 58, 59
2A Haut risque 68
. : . .. 126, 30, 34, 53, 66, 67, 69, 10,
2B Risque |ntermed|a|r(.73, 82 85, 97 g,8 (beta)
: HPV des genres béta
€ RS SIS € &L (sauf 5 et 8) et gamma

Tableau 1. Classification des HPV selon leur potelel oncogéne d’apres I’Agence
Internationale de Recherche sur le Cancer (IARC).

Enfin, il faut souligner que le tropisme tissulame fait pas partie des criteres de classification
car certains HPV peuvent étre a la fois cutandaugfueux, comme par exemple pour des
HPV qui comprennent aussi bien les HPV-HR de ty@erésponsables de cancer du col de
I'utérus et de carcinome cutané (Bowen), que le¥4BR de type 6 et 11 responsables des
condylomes cutanés et muqueux. Par ailleurs pasu-HPV certains sont retrouvés quasi
exclusivement au niveau de la peau, c’est le ca#it®y/ 2, 3, 7, 10, 27, 28, 57 [6].

Les HPV les plus étudiés sont e¢1PV du fait de leur implication dans les cancersphere
ano-geénitale en particulier dans le cancer du edlutérus, ainsi que dans les cancers de la
sphére ORL. L’autre genre d’intérét est celui @eBIPV qui ont un tropisme quasi-
exclusivement cutané et qui sont impliqués dans plhologies différentes de celles
observées avec lasHPV. Enfin les genres, u et v sont essentiellement cutanés ont été

moins étudiés jusqu’a présent.

4- Structure du génome des HPV

Tout génome d’HPV est constitué de 3 régions : néggon non codante régulatrice « long
control region » (LCR), une région dite Early (&) gode pour des protéines impliquées dans

la réplication et la transcription virale et ungioh dite Late (L) qui code pour les protéines



majeure et mineure de capside, respectivement U2 d¥7]. Les séquences codantes sont
localisées sur un méme brin avec des cadres ougtertecture dits Open Reading frame
(ORF) qui se chevauchent. La région génomique Epcend les genes E1, E2, E4, E5, EB6, et
E7 dont les principales fonctions sont résuméess dantableau ci-dessous. A noter que

I'existence du gene E3 initialement décrit ne senmals avoir de fonction [7].

Protéine |Fonction

L1 Protéine majeure de capside

L2 Protéine mineure de capside

El Enzyme de réplication virale : fonction hélicase

E2 Réplication virale : facteur de transcription, riégion du nombre de copies

Production de particules virales : encapsidatiogéhome et libération

E4 o
des virions

E5 Prolifération kératinocytaire : activation du retap a 'lEGF

E6 Oncoprotéine majeure ciblant p53

E7 Oncoprotéine majeure ciblant pRb

Tableau 2. Protéines virales et leurs principalesohctions.

Le génome des HPV est assez conservé entre |&sedif§ genres, on note cependant des
variations de structure comme par exemple I'abselecgéne E5 dans IgsHPV et des

variations de taille et de position des ORF sedsndifférents genres.

Figure 2. Exemples d’organisations génomiques retawées dans les HPV des
genresa, y, et B, d’apres Doorbar et al.[5].



5- Cycle viral des HPV

Les HPV infectent les cellules basales soit a favkune micro effraction le plus souvent
infra-clinique, soit au niveau de la jonction squaaylindrique du col qui est une zone de
transition.

Les HPV se multiplient exclusivement dans les kéoattes des épithéliums malpighiens
kératinisés (épiderme) ou non Kkératinisés (muquusé sont responsables de Iésions
bénignes ou malignes. Les différentes étapes dle de réplication des HPV peuvent se
résumer ainsi: attachement du virus sur le kévejitre, entrée dans la cellule et
décapsidation, expression intracellulaire des géviesux et amplification virale puis
assemblage et relargage de nouveaux virions. liyarité du virus HPV est que son cycle
viral est entierement conditionné par la différation kératinocytaire c'est-a-dire que
I'expression des génes viraux se fait de facon es@tplle en suivant la progression des
kératinocytes depuis les cellules souches de la brame basale jusqu'a la surface de
I'épithélium [8].

Dans un épithélium sain, seules les cellules basadalivisent. Apres I'entrée d’HPV dans les
cellules basales, une premiére phase de réplicatibau, impliquant majoritairement les
protéines virales E1 ayant une activit¢ ADN hékcasE2 qui contrble la transcription virale.
Cette phase aboutit a environ 200 copies/celllddtl épisomique d’'HPV dans les couches
profondes de I'épithélium. Ensuite, il est décrieyphase de maintenance au cours de laquelle
le nombre de copies d’ADN viral est entretenu a tdex stables, sans expression associée
des protéines virales [7]. Dans les couches intdiarés de I'épithélium, I'expression des
protéines virales E6 et E7 induit la réentrée easphS des kératinocytes, permettant une
nouvelle amplification virale. Ceci s’accompagner® forte expression des protéines E1 et
E2 ainsi que des protéines E4 et E5 qui permefftamtapsidation du virus et I'amplification
de la réplication. Dans les couches superficididssplus différenciées de I'épithélium, la
transcription virale est orientée vers I'expressias protéines L1 et L2 de la capside pour
préparer la phase d’assemblage des virions daneyleu cellulaire. La maturation virale a
lieu dans les kératinocytes au stade de la diffixtéon terminale [8]. Les virions néoformés
sont libérés a la surface de I'épithélium et petnansi se propager vers d’autres cellules
basales de I'épithélium ou contaminer un autreviddi lors d'un contact cutané ou sexuel.
L’ADN viral peut également persister a I'état latsous forme épisomique dans les cellules

basales sans infection productive associée.
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Figure 3. Infection productive au niveau cutanée cycle viral conditionné par les étapes
de différenciation kératinocytaire.

6- Modes de contamination par HPV

Les HPV sont des virus nus, ils sont donc particalnent résistants dans le milieu extérieur
et peuvent résister au froid aux solvants orgamiqesi qu’aux détergents, ce qui explique
leur contagiosité. Les contaminations ont lieullessouvent lors du contact avec une surface
cutanée ou mugueuse infectée, mais peut aussi l&awia partir d’'une surface inorganique
infectée [9], notamment pour les HPV responsabéssverrues plantaires.

Les HPV cutanés sont particulierement contagiewxlsaont souvent manuportés. Pour les
HPV muqueux la voie de contamination la plus frégeest la voie sexuelle. Les personnes
porteuses d’'HPV peuvent également s’auto-inoc@erinus, d’'un site anatomique a I'autre.

8



Par ailleurs, une transmission verticale est égahenpossible, le plus souvent lors de
I'accouchement, pouvant induire chez I'enfant uapilfomatose laryngée juvénile [10].

7- Réponse immunitaire et infection par HPV

Du fait de leur trés lente évolution en paralleks ldur héte, les HPV ont mis en place
d’efficaces stratégies d’échappement au systemeuitaire.

Le cycle viral des HPV constitue en soi une preeisiratégie d’évasion passive car le
relargage viral n'a lieu que dans les couches stg®erficielles de I'épithélium, qui sont
pauvres en cellules présentatrices d’antigenescipalement les cellules de Langerhans dans
la peau et les muqueuses. De plus, ce relargaige #ots de la différenciation terminale du
kératinocyte, sans lyse cellulaire associée doms signal de déclenchement de réponse
immunitaire. Par ailleurs, lors de I'infection late la quantité de copies d’'HPV est limitée,
sous le contréle de la protéine virale E2. Ce &aibmbre de copies de virus associé a la
localisation a la membrane basale permet a I'HP¥clihpper durablement a toute
surveillance immunitaire [11] et ce d’autant pluged’infection par HPV n’entraine pas de

virémie.

Par ailleurs les HPV et plus particulierement teslPV oncogenes, ont développé des
multiples mécanismes actifs d’évasion immunitaaeplusieurs niveaux. Parmi les mieux
décrits nous pouvons citer :

o La production de nucléoprotéines durant les presai@hases de l'infection, qui ne sont
pas présentées a la surface de la cellule, donommannogénes [12]

o L’altération de I'expression intracellulaire de f@mes clés pour l'initiation de la réponse
immunitaire. Cet effet est principalement orcheptiéles oncogenes viraux E6 et E7, via
leur liaison aux facteurs de transcription. On oseainsi une diminution de I'expression
du MIP-3» (macrophage inflammatory proteirnw)3qui est un puissant agent chimio-
attracteur des CPA, et une baisse du CXCL14 (chemadigand 14) ce qui entraine une
diminution d’expression du complexe majeur d’histopatibilité (CMH) de classe I.
L’expression des récepteurs de surface de type T{R#SI Like Receptor 9) qui
interviennent dans le reconnaissance de 'ADN deuirin viral est également réduite
[13].

o Des altérations des voies de signalisation kéreyiares de l'interféron qui est un

élément majeur d’activation de toute immunité drdie [14].



o Un défaut de présentation antigénique: les diffide étapes de la présentation
antigénique par le kératinocyte sont ciblées p&atPY, de la premiére étape de
dégradation des protéines virales par le protéasamgu’a la baisse d’expression du

complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de cka$$15].

Il résulte de ces différents mécanismes une faibliwation de I'immunité innée et adaptative,
ce qui permet a I'HPV de persister de facon prod@ngd.orsque ces stratégies s’associent a
une immunité défaillante, comme chez les patieatissplantés ou séropositifs pour le VIH,
I'infection par HPV est alors difficilement contelile et les multi-infections sont également

tres fréquentes [16].

8- Oncogenese induite par HPV
* Oncogeneése induite par lea-HPV

Parmi lesa-HPV certains peuvent induire des néoplasies, ¢ &3 HPV oncogénes ou
HPV-HR. Les cancers muqueux induits par lkeddPV-HR sont principalement des
carcinomes épidermoides et plus rarement des aaéimames, parfois observés avec I'HPV
18 au niveau du col utérin.
Le cancer du col est le modele d’oncogenese lexigarit car c’est le plus fréquent des
cancers induits par HPV. Au niveau cervical, saitene infection pas-HPV, I'infection va
étre spontanément résolutive dans 90% des casles® ans [17]. Dans 10% des cas la
clairance virale est plus lente ou bien n’est jaabtenue. Parmi les facteurs de risque de
persistance virale et donc d’évolution vers un eamn retrouve I'immunodépression, le
tabac et un grand nombre de partenaires [17]. ksigt@nce d’une infection par HPV-HR
peut entrainer la survenue de lésions précancéreatseancéreuses, apparaissant plusieurs
annees apres la contamination. Au cours de 'onugggs des niveaux croissants d’expression
des protéines E6 et E7 sont observés en paraki¢la déevérité des anomalies cytologiques
[18]. Il est désormais clairement établi que casxdencoprotéines virales sont des éléments
clés et synergiques conduisant a la formation detu, et dont I'effet est potentialisé par la
protéine virale E5.
o La protéine virale E6 a pour effet d'immortaliser dellule via I'induction de I'enzyme
télomérase (hTERT) qui permet un allongement désmires. D’autre part E6 va

déréguler le cycle cellulaire en inactivant la pmo¢ codée par le gene suppresseur de
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tumeur p53, par un processus d’ubiquitination, wecgnfére aux cellules une résistance a
I'apoptose et favorise l'instabilité génomique [19]

o La protéine E7 induit la dégradation de la protéthe rétinoblastome (pRB) par le
protéasome. L'inactivation de pRB permet la libé@ratdes facteurs E2F levant ainsi un
point d’inhibition du passage de la phase G1 aHasp S du cycle cellulaire, ce qui
favorise la réplication virale dans les couchesraipasales de I'épithélium [20]. Cette
prolifération aberrante déclenchée par E7 constituesignal inducteur d’apoptose mais
qui se trouve bloqué par I'action d’E6 [21].

o0 La protéine virale E5 intervient dans ce procegsuaugmentant la prolifération cellulaire
[22].

%
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Figure 4. Effets synergiques des oncoprotéines durdl’'oncogenese : E6 permet aux
cellules dans lesquelles pRb a été inhibé par E7athapper a I'apoptose via
I'inactivation de la voie p53 par E6. D’aprés HoppeSeyler ett al.[20].

Un autre mécanisme, spécifique deblPV oncogenes est celui I'intégration de ’ADN alir
dans le génome de la cellule héte, qui a pour cuesie une dérégulation encore plus
importante de I'expression des protéines E6 et[B€ plus, I'intégration du génome viral
conduit au clivage du géne codant pour la prot&Requi a un role de régulation par son
inhibition de transcription des genes codant pegr grotéines E6 et E7. Cette intégration
n’'est pas systématique mais se retrouve dans 60°8 des cancers du col de l'utérus induits
par HPV16 [23].
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Figure 5. Intégration du génome HPV dans ’'ADN human, d’aprés Guenat et al. [24].

Les a-HPV-HR se différentient des-HPV-BR par des différences de fonctionnalités des
protéines virales, en particulier des effets beapamoins puissants des protéines E5, E6 et

E7, ainsi que I'absence d’intégration [25].

* Oncogenése cutanée

En 1978 le Pr Gérard Orth (Institut Pasteur) carésdit pour la premiere fois la présence
d'HPV5 dans du tissu de cancer cutané développéz cha patients atteint
d’épidermodysplasie verruciforme (EV) [26]. A I''meuactuelle, le rbéle exact des HPV
cutanés dans la formation de cancers cutanés @ss$ imen compris que celui dasHPV. De
nombreuses études épidémiologiques ont néanmoimaigal’établir que certains HPV
cutanés, plus particulierement Ig¢1PV des types 5 et 8 mais aussi feslPV de type 15,
17, 20, et 38 [27] ainsi que {eHPV de type 197 [28], sont impliqués dans I'apiami de
certains carcinomes cutanés, principalement desncanes épidermoides chez des patients
immunodéprimeés, transplantés [29] ou bien attaitdpidermodysplasie verruciforme [30].
Pour les patients immunocompétents, le réle des ElR®Nés est plus débattu car les HPV
cutanés font partie du virome cutané, il est ddfficie de faire la part entre commensalisme
et pathogénie [31].

Le processus d’oncogenese lié 8PV semble faire appel a d’autres mécanismes gur ¢
mis en place par les-HPV [5]. En effet, plusieurs différences sont olgées avec leg-
HPV, les principales étant 'absence d’intégratilen’ ADN viral [32], 'absence d’expression
de la protéine virale E5 ; et dans les tissus gangél’absence ou la faible transcription de
I’ADN viral [33], ainsi qu’une diminution de la chge virale en paralléle du degré de sévérité
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des atypies cellulaires. L’action des protéineseE&7 de3-HPV est également différente
avec un effet moindre sur p53 ou pRb, et plutdtacten inhibitrice de la voie TGB-qui est
une voie d’interruption du cycle cellulaire ainsiieqsur la voie NOTCH qui régule la
différentiation kératinocytaire [34]. Ainsi il sefgbque lesB-HPV oncogénes permettent la
survie des cellules présentant des anomalies aslpar les ultra-violets (UV) et donc
'accumulation de ces anomalies génétiques. Daitel’hypothese actuellement retenue est
celle d’'un réle de cofacteur carcinogéne fld$PV qui agirait en synergie avec les UV pour
initier le processus d’oncogenese. En revanche4éBV ne semblent pas nécessaire au
maintien et au développement de la cellule canséredi la différence de ce qui est observé
dans les cancers induits par ¢eslPV, d’'ou le terme de « hit and run » (frapperspsienfuir)

souvent employé pour qualifier le réle des HPV pétadans la cancérogénéese [35].

9- Manifestations cliniques des infections par HPV

Dans la plupart des cas les infections par HPV smymptomatiques et spontanément
résolutives. Cependant, du fait de leurs strat&djisshappement au systeme immunitaire, les
virus HPV peuvent étre responsables d’infection®migues évoluant sur plusieurs années,
menant a la formation de lésions. L'infection chgme par HPV n’est cependant pas
systématiquement synonyme de lésion et un grandrediindividus présentent un portage

chronique d'HPV, cutané et/ou muqueux, sans atgplkilaire associée. En revanche, les
patients immunodéprimés, en particulier les padiexdropositifs pour le VIH et les greffés

d’'organes sont particulierement a risque de dépelomles Iésions a la fois cutanées et

muqueuses, ce risque étant corrélé a I'intensigdéd@&durée de 'immunodépression.

* Infections muqueuses

Les infections des muqueuses sont quasi-exclusivearelien avec le genke (environ une
cinquantaine di-HPV a tropisme exclusivement muqueux). De réceatades ont mis en
évidence la présence d’autres HPV, des genets dans les sites muqueux, sans pouvoir
établir leur pathogénicité [36]. Les principalesquauses concernées par les infections HPV
sont les muqueuses génitales (vulve, vagin, cainugt gland), la muqueuse anale et les
muqueuses ORL plus particulierement I'oropharynXauides muqueuses peuvent étre

atteintes, notamment la conjonctive.
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Quel que soit le site muqueux les lésions obsensgeg de deux types: les lésions
papillomateuses bénignes, qui sont induites pardg-BR, et les lIésions cancéreuses in situ
ou invasives induites par des HPV-HR ou HPV-RI Tebleau 1). Le diagnostic de ces
différents types lésionnels repose avant tout 'sispéct clinique et selon les situations sur

I'examen anatomopathologique et parfois le typags.v

0 Lésions bénignes

Sphére ano-génitale : les condylomes aussi appedégies ano-génitales peuvent se
développer sur la muqueuse ou bien sur la peageattet parfois un peu plus a distance, au
niveau des plis inguinaux, du pubis, du fourrealadeerge, etc. Les condylomes sont induits
par desat-HPV-BR (HPV 6 et 11 dans 95% des cas) et se présesous la forme de Iésions

exophytiques couleur chair (anciennement désigréa®te de coq »), ou bien de petites
lésions en relief, parfois pigmentées. Ces lésiwnat pas de potentiel évolutif vers une

néoplasie mais peuvent étre associées a des laaouiges par des HPV-HR dans le cadre

des multi-infections HPV.

Sphere ORL : on peut observer des papillomes bucoadaryngés (HPV6 et HPV11), ainsi
que I'exceptionnelle papillomatose laryngée juv@mili fait suite a une transmission verticale
des HPV au nouveau-né par une mere présentanbddgleames. L’hyperplasie focale orale
(maladie de Heck) est une atteinte localisée sulelres et la langue due principalement aux
HPV13 et 32.

o Lésions de malignité intermédiaires

Le condylome géant (de Buschke Lowenstein) : ehtiirpar les HPV6 et HPV11. Bien qu'il

soit histologiquement bénin, son caractere envahide rapproche d’'une tumeur maligne. Il

s'observe le plus souvent chez des sujets immumoaésp.

o Carcinome in situ ou invasif

Au stade in situ (intraepithelial neoplasia) cesiddés sont hommeées d'apres leur site :
cervical intraepithelial neoplasia (CIN) pour lel de I'utérus, anal intraepithelial neoplasia
(AIN) pour le canal anal, vulvar intraepithelial apasia (VIN) pour la vulve, vagina
intraepithelial neoplasia (ValN) pour le vagin, Benntraepithelial Neoplasia (PIN) pour le
pénis, Oral Intraepithelial Neoplasia (OIN) pous latteintes orales. Pour les VIN et PIN
multifocales le terme de papulose bowenoide egil@m@. Sur le plan clinique, elle se

manifeste sous la forme de petites papules ros€bsunatres au niveau génital.
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Les cancers induits par HPV au stade invasif, €edire les néoplasies ayant franchi la
membrane basale, représentent au niveau mondi#é dé 'ensemble des cancers [37].
Ainsi, les HPV sont responsables de 100% des caulcecol de l'utérus, 90% des cancers de
I'anus, 25% des cancers vulvaires et 50% des caupeariens. Pour la sphere ORL, la part
imputable aux HPV varie selon les zones géogragisigt selon le site anatomique concerné.
Il est actuellement estimé en Europe que les cammeloropharynx sont induits par des HPV
oncogenes dans 30 a 50% des cas [38]. Quel qudessite anatomique, 'HPV le plus
frequemment rencontré en cas de cancer HPV-inguitHPV16. Les trois autres types tres

fréquemment détectés dans ces cancers sont les&;IB¥ &t 45 [38].

* Infections cutanées

Au niveau du revétement cutané de nombreux HPV graudtre détectés, présents de fagon
chronique sans qu’aucune lésion n’apparaisse.dlésules pileux représentent un important
réservoir pour les HPV cutanés [39]. Les HPV cusaagpartiennent au geragune dizaine
d’a-HPV cutanés), au genfe (53 types), au genre (98 types), au genne (3 types) et au
genrev (1 seul type). Parmi ces HPV, la plupart sont m#rés comme des commensaux de

la peau chez le sujet immunocompétent [40].
o0 Lésions bénignes : les verrues

Parmi les HPV associés aux verrues on retrouvdréggaemment : les HPV 2, 3, 10, 27 et 57
du type genre, les HPV de type 4, 60 et 65 du genet les HPV de type 1 et 63 du gepre
Cette liste n’est pas exhaustive et les réparstaes différents types d’'HPV chez des patients
présentant des verrues varient en fonction de gk la zone géographique [6]. Les verrues
cutanées peuvent apparaitre a tout age mais pdgsidmment durant I'enfance pour les
verrues plantaires et vulgaires, avec un pic vagelde 10 ans [41] et une prévalence estimée
entre 3 a 5% chez les enfants et les adolescentd.aBsence de traitement les verrues
persistent en moyenne deux ans puis disparaisgEmtanément le plus souvent [42].
Cependant chez certains patients ces verrues peogejamais régresser et ce malgré des
traitements topiques répétés. Les verrues constitwsm des premiers motifs de consultation
dermatologique et sont source d’'une grande détdeseles patients du fait de leur caractere
inesthétique, du handicap social qu’elles peuvetramer lorsqu’elles sont localisées sur des
zones découvertes [43], et également en raisonddakeurs qu’elles peuvent entrainer,

surtout pour les verrues plantaires. Il est diial’estimer le colt de prise en charge des
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verrues mais celui-ci est important du fait du tggand nombre de consultations annuelles
motivées par cette pathologie. Pour donner un odidregrandeur, une étude menée an

Angleterre dans les années 1990 estimait le cdQtraillions de livres par an [44].

Au plan clinique, les différentes formes de verrges distinguent par leur aspect, leur
topographie ainsi que par des répartitions difflaemes types d’'HPV détectés [42, 45], en
ayant a I'esprit qu’un type d’HPV donné peut égsponsable de plusieurs formes de verrues.

Les principales formes de verrues sont les suigdrtd] :

Verrues communes (aussi appelées verrues vulgaikesipns millimétriques, kératosiques,

uniques ou multiples. Elles peuvent siéger suratebreux sites mais plus préférentiellement
au niveau des genoux, des doigts et des maingrirespaux types d’HPV retrouvés sont les

HPV 1, 2, 4, 27, et 57. A noter que la verrue ditdu boucher » (HPV de type 7) se localise
sur les mains de personnes ayant les mains humitdete longues périodes, le plus souvent

du fait de leur activité professionnelle (bouchessonniers...).

Verrues filiformes : lésions souvent palpébralesrigrbitaires ou siégeant au niveau des

zones de rasage du cou. Ces verrues prennentdiadpeetites excroissances allongées, elles

sont induites notamment par 'HPV 2.

Verrues planes : Iésions millimétriques, papuleesegeur chair ou pigmentées. Elles siegent

préférentiellement sur le visage et les dos desisnet sont principalement dues a HPV 3 et
10.

Verrues plantaires : deux types principaux sontiéa’une part la myrmécie (HPV 1) qui

est profonde, douloureuse et trés hyperkératosiquésentant souvent une surface
papillomateuse piquetée de points noirs (microhémggs) ; d’'autre part les verrues en
mosaique (HPV 2) qui sont plus petites, multiplesalescentes en placard kératosique et

indolores.

Au plan histologique, I'étude par coloration HESé(rhalun Eosine Safran) retrouve des
caractéristiques communes aux différents typesveesies, qui sont les suivantes, de la
superficie vers la profondeur : une hyperkératasgespondant a un épaississement de la
couche cornée, une augmentation globale de I'émpaisde I'épiderme que définissent
l'acanthose et la papillomatose avec une exagératio dessin des papilles épidermiques.
L’effet cytopathogene des HPV sur les kératinocgtebserve classiquement dans la couche
granuleuse, on décrit alors degl&oytes qui sont des kératinocytes dystrophiqueis man

dysplasiques avec noyau de taille variée entowrg dalo clair. Le noyau peut étre vacuolise
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ou renfermer des inclusions basophiles témoignadincldsions virales ou du matériel
éosinophile correspondant a des débris nucléa24s Helon les formes de verrues on note

certaines spécificités, qui sont détaillées danabkeau ci-apres.

Verrue vulgaire Verrue plantaire Verrue plane
Lésion exophytique Lésion endophytique Lésion plane
Acanthose +++ Acanthose +++ Acanthose +/-
Papillomatose + Papillomatose++ Papillomatose +/-
Hyperkératose surmontant une ' Hyperkératose avec Hyperkératose ajourée en
agranulose dans certains minime parakératose mailles de filet
territoires Parakératose absente

Parakératose : noyaux plus gros et
plus basophiles

Couche granuleuse : nombreux Couche granuleuse : Couche granuleuse :
grains de kérato-hyaline nettement hyperplasique, épaissie avec nombreux
irréguliers et compacts nombreux kilocytes koilocytes

Koilocytes : dans les couches = Koilocytes : avec des Koilocytes : sans inclusion
superficielles de I'épiderme : inclusions nucléaires avec noyau central,
cellules de grande taille, éosinophiles et volumineux pale
vacuolisée avec des inclusions = cytoplasmiques avec cytoplasme clarifié
nucléaires d’aspect varié : eosinophiles proéminentes

- petit noyau picnotique d’aspect granuleux

- Ou noyau vacuolisé ou avec des
inclusions basophiles caractérisant
des inclusions virales
- Ou noyau éosinophile (pouvant
correspondre a des débris
nucléaires)
Avec un cytoplasme clarifié ou
avec des grains de kérato-hyaline
Tableau 3. Particularités histologiques des différgs types de verrues cutanées.

o Epidermodysplasie verruciforme

L’épidermodysplasie verruciforme (EV) est une génrothtose rare, de transmission
autosomique récessive due a la mutation des geNERE ou EVER2 localisés sur le
chromosome 17. Les EVER sont des protéines tranbnagraires impliquées dans
I'hnoméostasie du zinc dans les lymphocytes et égatikocytes [47]. La physiopathogénie
exacte de la formation des lésions au cours de ESVincompletement élucidée mais il

apparait que les EVER jouent un role majeur danmsiunité dirigée contre les HPV comme
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en témoigne le ciblage de ces protéines par la€iptES desa-HPV-HR afin de de
contourner cette barriere naturelle [48]. A la éliéince des-HPV, lesB-HPV n’expriment
pas E5, ce qui peut expliquer en partie leur fgiaihogénicité. Mais chez les patients atteints
d’EV le point de controle des EVER est dysfonctielnrentrainant une stimulation des
facteurs de transcription AP-1 secondaire a I'éiéwade la concentration en zinc. Ceci a
pour effet une prolifération non contrélée @eldPV [49].

Les patients atteints d’'EV présentent donc unedgausceptibilité aux infections gaHPV

et développent des I'enfance de multiples Iésiarg Haspect est celui des verrues planes ou
bien des Iésions similaires a celles observéesongityriasis versicolor. La grande majorité
des patients développe a partir de I'age de 30sanges zones photo-exposées, des cancers
cutanés principalement des carcinomes épidermaidasifs et in situ (maladie de Bowen).

Dans ces cancers sont détectés dans 90% des gadmRsde type 5 ou 8 [50].

o Epidermodysplasie verruciforme acquise

Bien que I'aspect clinique soit Iégérement différda celui des EV génétiques, les formes
profuses de verrues que l'on observe principalemehez les immunodéprimes,
principalement infectés par le VIH sont qualifi@EV acquises. Il est également retrouve

une prévalence élevée des HPV 5 et 8 dans ce ¢entex
o Cancers cutanés

Les cancers cutanés (co-)induits par les HPV (jpalement de typ@) peuvent étre in situ

(maladies de Bowen) ou invasifs (carcinomes épidétas). lls se présentent sous la forme
d’'une lésion ulcérée, bourgeonnante ou crouteusségent principalement au niveau des
zones photoexposées. Au plan clinique et histolagigien ne permet de les différencier des
formes non liees aux HPV. Une topographie parécal&a mentionner est celle du carcinome

unguéal pour lequel leasHPV, notamment 'HPV16, sont frequemment impliq{&Hs|.

* Infections cutanéo-muqueuses

On observe au niveau cutané un continuum lésioangbériphérie des zones muqueuses

anales et génitales, avec le méme aspect Iésiehted mémes types d’HPV impliqués.
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» Synthése des manifestations cliniques induites paPV

Manifestations muqueuses

Principaux types HPV Type |ésionnel Aspect clinique
Bénin
HPV 6, 11 Condylomes
HPV 2 6, 11 Papillomes buccaux
HPV 6, 11 Papillomatose laryngée
HPV 13, 32 Hyperplasie focale orale
(maladie de Heck)

Malin

HPV 16, 18 Néoplasies intra-épithéliales

Cancers invasifs
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Manifestation cutanées

Principaux types HPV Type Iésionnel Aspect clinique
Bénin
HPV 24,7 Verrue commune
HPV 2 Verrue filiforme
HPV 1 Verrue plantaire dedypyrmécie
HPV 2 Verrue plantaieetgpe mosaique
HPV 3,10 Verrue plane
HPV 1,2, 4 Verrue périunguéale
HPV 5, 8, 20, 21,47 Epidermodysplasie verruciforme
génétique
HPV 5, 8 Epidermodysplasie verruciforme
acquise
Malin
HPV 5, 8,197 Carcinome épidermoide in situ
(maladie de Bowen) ou invasif
HPV 16 Ongle : carcinome épidermoide in sit
(maladie de Bowen) ou carcinome
invasif
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Tableau 4. Manifestations cutanéomuqueuses assoa&rix HPV.
Code couleur :0-HPV-BER | a-HPV-HR, p-HPV, y-HPV, p-HPV.
Crédit photos : collections du service de dermatotyie de I'hdpital Bichat, du Dr Bouscarat et du Pr

Bourgault-Villada.

Manifestations cutanéomuqueuses
Principaux types HPV Type |ésionnel Aspect clinique
Bénin
HPV 6, 11 Condylomes
Intermédiaire
HPV 6, 11 Condylome géant
(Maladie de Buschke Lowenstein)
Malin
HPV 16, 18, 33 Maladie de Bowen et carcinome
invasif
HPV 16, 18, 33 Papulose bowenoide
£
LN
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10-Méthodes de détection des HPV

Le virus HPV ne peut pas étre isolé par culturalgjr sa détection repose donc sur
I'identification de son génome viral. La recheratielPV-HR étant désormais au centre du
dépistage du cancer du col de l'utérus, il existe ttes grand nombre de trousses
commerciales permettant de détecter deblPV [52]. Ces trousses utilisent différentes
méthodes d'analyse : puces a ADN, PCR suivie didgion inverse ou sur billes, PCR
multiplex. Selon les trousses utilisées le nomleréydes d’'HPV détectés varie, et la détection
peut se faire individuellement ou par groupes d’HPV

En ce qui concerne les HPV cutanés il n’existe ilenconnaissance qu’une seule trousse
commerciale « (RHA Kit Skin (beta) HPV » (Bsay Rijswijk, The Netherlands) qui
permet de détecter la présence fleHPV mais ne permet l'identification précise dypdy
d’'HPV que pour 25 des G8HPV référencés dans la base PaVE. Par ailleurs treusse ne
détecte pas les autres HPV cutanés des geney et a [53]. Cette méthode de détection
repose sur une PCR avec amorces spécifiques dgitmrE1l de$-HPV. Aprés dénaturation
puis biotinylation des amplicons obtenus, ces @esnisont hybridés avec des sondes
fluorescentes spécifiqgues de RFHPV, permettant d’obtenir un signal fluorescentcas de

test positif.

11-Traitements des infections HPV

* Traitements curatifs

Le principe du traitement des l|ésions induites pH®V repose principalement sur la
destruction Iésionnelle, par moyens physiques amighes et ce quelle que soit la nature

lésionnelle et le site anatomique atteint.

Les lésions cutanées bénignes sont le plus souvaides de facon topique [42] . Les
traitements les plus souvent employés en Francelaamnyothérapie (destruction physique),
I'imiquimod (destruction Iésionnelle par inductiole cytokines inflammatoires et d’'un effet
apoptotique) et I'acide salicyligue (destructioningigque). Selon la présentation clinique,
d’autres stratégies thérapeutiques peuvent étrpopées telles que I'ablation par laser, la
photothérapie dynamique ou la chirurgie. Certaiti€sapeutiques moins conventionnelles
ont été rapportées dans la littérature, comme deisiagents interférant avec le cycle viral

des HPV tels que le formaldéhyde et le glutaraldéhynais sont peu recommandés du fait
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des fortes réactions locales, allant jusqu’a laros® cutanée [42]. Le cidofovir a également
été proposeé, par voie topique ou intralésionnelgsrie niveau de preuve de son efficacité est
faible du fait des petits effectifs de patientstéa[54].

En 2014 la société britannique de dermatologie@dipules recommandations tres détaillées
pour la prise en charge des verrues cutanées, menent les diverses thérapeutiques
répertoriées dans la littérature, et en leur atéith un niveau de recommandation selon la

qualité des études disponibles (du plus fort Alas faible D) [42].

Swrength of

recommendation Trecatment

A Salicylic acid (SA)
B Cryotherapy
= Blcomycin
Contact immunotherapy

S -Fluorouracil

Laser

D Acupuncture
Cantharidin
Cidofovir
Formaldchyde

Glutaraldechyde
Hyperthermia
Imiquimod

Phenol

Photodynamic therapy
Podophyllin

Pyruvic acid
Retinoids, systemic
Surgery
Trichloroacetic acid
Vitamin D analogues

Insufficient Cirtric acid
evidence Dithranol

Formic acid
H2 receptor antagonists
Herbal treatment
Homeopathy
Hypnotherapy
Intralesional immunotherapy
Occlusotherapy (c.g. duct tape)
Retinoids, topical
Silver nitrate
Zinc oxide

Zinc sulfate

Figure 6. Niveaux de recommandation des traitementdisponibles pour les verrues
cutanées d’aprés Sterling et al. [42].

Il ressort de ces recommandations que l'efficad@s traitements reste limitée car il n’existe
pas a ce jour de traitement viral efficace dirigéitee 'HPV et l'infection demeure active
dans les couches profondes de I'épiderme qui ¢aestiles sites réservoirs des HPV.

La prise en charge peut s’aveérer particuliereméfitite dans les formes profuses de verrues,
frégquemment observées chez les sujets immunodépetniés patients atteints d’EV, car ces
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traitements locaux ne permettent pas de traitegrdedes surfaces cutanées. La localisation
peut également poser des difficultés thérapeutigoesme par exemple sur la face dorsale
des mains en regard des articulations. Enfinriv@afréquemment que ces traitements n’aient
pas ou peu d’effet sur la taille des verrues, ehatgré des traitements répétés. On parle alors

de verrues récalcitrantes [55].

Pour les papillomes ORL et les condylomes, le jgpandu traitement est identique, avec une
utilisation frequente de I'imiquimod au niveau géahi56] et des ablations chirurgicales ou

par laser au niveau ORL [57].

Les Iésions cancéreuses (cutanées ou muqueussfl) jpeuvent relever soit de traitements
topiques (imiquimod) ou bien d’'une chirurgie. L&sibns cancéreuses invasives relevent
systématiquement d’'une exérése chirurgicale éviamuent associée a une procédure du

ganglion sentinelle (en I'absence de métastases).

» Traitements préventifs

En 2006 le premier vaccin dirigé contre les infesi HPV était approuvé par la Food and
Drug Administration (FDA), il s’agissait alors dwacin quadrivalent Garda&jlqui ciblait

les HPV 6, 11, 16 et 18, préparé a partir de psgadiicules virales (VLP pour Virus Like
Particles) hautement purifiées de la principaleténe L1 de la capside. Actuellement
plusieurs vaccins sont disponibles, dont le Gafasinavalent qui est celui qui couvre le
plus grand nombre de types : 7 HPV-HR qui couvré s cancers du col et 2 HPV-BR
(HPV 6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52, 58). L'effidacde ces vaccins est trés bien démontrée,
avec une nette diminution des condylomes ano-génid des cancers du col dans les pays
ayant une bonne couverture vaccinale [58, 59].stl & noter qu’en France la couverture
vaccinale est insatisfaisante, avec seulementeus dies jeunes femmes de 16 ans ayant recu
un schéma complet d’injections [60].

Les vaccins actuellement disponibles sont uniquérdeigés contre les HPV de type
Concernant les HPV cutanés, aucun vaccin n’esebetoent disponible mais la question de
la place de ce type de vaccin en prévention desincames épidermoides des sujets

immunodéprimés commence a se poser [61].

24



INTERLEUKINE 17

1- Famille des interleukines 17 et leurs récepteurs

L'interleukine 17 (IL-17) est une cytokine pro-iafhmatoire découverte en 1993
(initialement nommée CTLA-8) [62]. La famille dels-17 comprend 6 membres : I'lL-17A,
IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E et IL-17F [63]. L1L-17A est le premier isoforme a avoir
été décrit, c’est également le plus puissant eplls étudié a ce jour, il est de ce fait
communément dénommé IL-17. L'IL-17F est un isofortrés similaire a I'lL-I7 A mais
d’action moins puissante, qui peut se lier a I'lLAlpour former un dimere IL-17A/IL-17F
[64]. Les autres isoformes sont moins bien connussngsemblent avoir des propriétés

différentes comme par exemple I'lL-17E qui a ungéagicactivatrice sur la voie Th2 [65].

2- Cellules productrices d’IL-17

e Lymphocytes Th17

Dix ans apres les premiéres publications concerhldnl7, un intérét particulier lui était
accordé du fait de la découverte d’'une de ses ssute sécrétion : les lymphocytes Thl7,
bien distincts des lymphocytes Thl impliqués dansmunité cellulaire et des lymphocytes
Th2 qui sont des auxiliaires de la réponse humofél. Il apparaissait alors qu’'une des
fonctions de cette population cellulaire Thl7 éw@dt participer a la clairance d’agents
pathogenes non ou mal pris en charge par 'immu@tg/pe Thl Th2, comme par exemple le
Candida Albicans.

Les mécanismes aboutissant a I'émergence d () .
lymphocytes Th1l7 peuvent se résumer ainsi: ur
différenciation des lymphocytes T naifs promug
par les molécules TGP IL-1B, TNF et IL-6, puis

une amplification induite par I'lL-21 suivie d'une N —
stabilisation du phénotype par I'lL-23 [67]. Au

cours de ces difféerentes étapes le facteur (

transcription RORA{ est activé et va permettre la

sécrétion de I'IL-17. Il est a noter que les Thl] N 2

N
Thl 1 Th2 Th17

sécrétent aussi d’autres interleukines telles q

I'lL-21, I'L-22 et 'IFN- y [64, 68]. Figure 7. Néogenése des lymphocytes
Th1l7. D’apes Zhu et al. [44]
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* Autres cellules sécrétrices d’IL-17

Les lymphocytes T CD8+ ainsi que de nombreuseaileslide l'immunité innée sont
également responsables de la synthése d’IL-17, @ies polynucléaires neutrophiles, les
cellules y6T, NKT et les cellules lymphoides innées du grop€ILC3). Du fait de
leur localisation au niveau des sites barrieremmment la peau et les muqueuses et de leur
délai de réponse trés rapide, les cellules de lumité innée constituent la source la plus

précoce d’lIL-17 lors des infections ou des dommaigeslaires.

3- Signal IL-17

hY

Le signal induit par I'lL-17 résulte de la fixatiole cette cytokine a son récepteur IL-
17RA/RC qui est un récepteur transmembranaire ¢ditérique constitué des sous-unités
IL-17RA et IL-17RC [69]. Les récepteurs a I'lL-10rg richement exprimés au niveau des
épithéliums (sur les kératinocytes notamment),iajone sur divers types cellulaires dont les
cellules endothéliales, les macrophages, les fiastés, les ostéoblastes et les chondrocytes.
La liaison de I'lL-17 & son récepteur entraine larage de la protéine cytoplasmique Actl
sur le domaine intracellulaire du récepteur, apffig-IR. Le complexe SEFIR/Actl va

permettre le recrutement et l'ubiquitination de TRGAQui va ainsi pouvoir activer plusieurs

voies de signalisation dont celle des MAP kinatespie du NF«B et celle des facteurs de

transcription C/EBP. Une fois activées, ces difiées voies vont enclencher la transcription

d’'un grand nombre de génes impliqués dans I'inflatiom.[69]

O N O

R A R R RIS

v

transcription of target genes

Figure 8. Transduction du signal IL-17 et voies dsignal en aval. D’aprés Brembilla et al. [44].
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4- Effets de I'lL-17

L’IL-17 a un effet pro-inflammatoire trés puissafiet effet résulte de son fort pouvoir
chemoattractif des cellules inflammatoires viadiiction d’autres cytokines (telles que IL-1
B, 1I-6, GM-CSF, G-CSF, TNF) et de chemokines (telgile CCL1, CXCL9, CXCL10) [45].
Par ailleurs au niveau des sites barrieres I'lLe$¥ capable d’induire la synthése de peptides
antimicrobiens qui sont a 'origine de fortes réac$ inflammatoires. Enfin I'lL-17 favorise
'accessibilité de la matrice aux cellules immuméa en induisant la synthése de
métalloprotéases matricielles. L'IL-17, du fait sks propriétés pro-inflammatoires et de son
importante expression au niveau des barrieresaailéss est un acteur majeur de l'interaction

entre 'immunité innée et adaptative [64].

T07 Te17 T ILC3 INKT NK
IL-17A and IL-17F- # P i . —
producing cells | Eall f
.
1 — I
IL-17A IL-17A/ IL-17F
IL-17F
Macrophage Endothelial Fibroblast Epithelial Keratinocyte
cell cell
IL-17RA/IL-17RC-
expressing cells @
I 1
Pro-inflammatory Chemakines Antimicrobal Matrix Others
IL-17A and IL-17F cylokines e.9. CXCL2, CXCLS5, peptides metalloproteinases e.g. ICAM-1, COX-2,
larget genes e.g. IL-6, IL-1f}, TNF-«, || IL-8, CXCL10, GRO-«, e.g. [i-defensins, Reg e.9. MMP-1, MMP-2, VEGF, PGEZ2, INOS,
G-CSF, GM-CSF CCL2, CCL20 proteins, lipocalin 2 MMP-3, MMP-13 NO, VCAM-1

Figure 9. Sources de sécrétion de I'lL-17, cellulasbles et expression génique en aval.
D’apres Li J et al.[70].

L’action de I'lL-17 est primordiale pour un grandombre de réactions immunitaires
nécessaires a la défense de I'organisme, et ceéideiukine participe également au maintien
de I'intégrité des tissus épithéliaux en modulaxdression des protéines de jonctions serrées
[71]. Mais I'lL-17 peut également avoir des effadélétéres en entrainant une réponse
inflammatoire excessive comme observée dans cestgmathologies auto-inflammatoires
chroniques. L’IL-17 est donc une cytokine puissaetemultifacette, dont les effets sont

totalement dépendants du microenvironnement guidige [72].
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« IL-17 et immunité dirigée contre les bactéries extcellulaires et les infections

fongiques

L’IL-17 joue un rbéle majeur dans la réponse anfedtieuse et plus particulierement celle
dirigée contre les infections fongiques et les &des extracellulaires, au niveau des
épithéliums. Ceci s’explique, entre autres, parefbet sur le recrutement rapide et massif de
polynucléaires neutrophiles au niveau des siteséparainsi que par la synthése accrue de
peptides antimicrobiens. L’IL-17 est un élément pléur la réponse dirigée contre les
infections a Candida albicans [73] et a Klebsi§lé], comme le démontre la susceptibilité
accrue a ces infections chez des souris invaligéesles genes codant pour I'lL-17 ou I'lL-
17RA. Chez 'lhomme on peut citer le syndrome hyigér qui s’accompagne d’'un défaut de
synthese de I'lL-17 et qui a pour conséquence duli@ila survenue fréquente d’infections a

staphylocoques et de candidoses [75].

* |L-17 et infections virales

Le r6le de I'lL-17 dans les infections virales esttement moins bien documenté que pour les
infections bactériennes et fongiques, mais lesquesl données disponibles sur le sujet font
apparaitre des effets opposés de I'lL-17 selogde t'infection virale.

En effet, dans certaines infections telles queesall Coxsackievirus, a gamma herpes virus
(virus d’Ebstein-Barr et HHV-8), au virus de la [Deme et aux virus des hépatites C et B, I'lL-
17 pourrait favoriser la prolifération virale pam effet inhibiteur sur les lymphocytes Thl et
les lymphocytes cytotoxiques [76], et en empéchapoptose des cellules infectées [77]. Par
ailleurs I'lL-17 participe aux dommages tissulaidesfait de ses effets pro-inflammatoires, en
particulier au cours des hépatites virales. L'sdition des thérapies anti-IL-17 a de ce fait été
suggérée par certains auteurs pour le traitementet@ines infections virales. A titre
d’exemple, I'lL-17 semble jouer un rble assez d@k&tdans la COVID-19 [78] et un essai
clinique est en cours pour tester I'efficacité damti-IL-17 dans cette indication [79]. Pour
d’'autres virus, comme celui du West Nile, I'lL-12nsble avoir une activité antivirale
efficace, démontrée dans des modeles murins déficgour I'lL-17 qui présentent de tres
fortes charges virales, et chez qui I'adjonctioi.-d’7 recombinante, permet une activation

des lymphocytes T cytotoxiques avec une nette ditian de la charge virale [80].
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e [L-17 et infections muqueuses pao-HPV

Plusieurs travaux ayant pour sujet du réle de IWLdans les infections parHPV ont été
publiés mais ces publications concernent quasiusk@ment les infections par HPV
oncogenes et se concentrent le plus souvent stdldede I'lL-17 dans la carcinogénese
induite par HPV [81, 82]. Les conclusions de cewdux vont globalement dans le méme
sens, suggérant une effet procarcinogene de I'llpdrficipant a I'apparition des néoplasies
induites par HPV, avec la mise en évidence de &emés d’IL-17 dans les tissus cancéreux
notamment cervicaux [83] et coliques [84]. Pareaitt plusieurs études ont démontré que
certains polymorphismes de I'lL-17 sont associédea niveaux de risque plus élevés de
développer un cancer du col [85]. En dehors du headénoral, une synthése accrue de I'lL-
17 lors de l'infection cervicale par HPV a été séiggdans la publication de Mareti Bonin et
al. [86]. Il n’existe a notre connaissance qu’'umedé centrée sur l'effet de I'lL-17 sur la
réplication virale d’'HPV, publiée en 2014 par Gosm& et al. [87]. Cette étude démoritre
vitro I'action immunosuppressive de I'lL-17 dans un mnedéurin de tissu d’hyperplasie
épithéliale induite par I'HPV 16. L’hypothese reten par les auteurs est celle d'une
hypersécrétion d’'IL-17 par les cellulg8T et Th1l7 induite par la présentation de I'antigeéne
E7, ayant pour effet une inhibition des lymphocytsdotoxiques, possiblement via le
recrutement de cellules myéloides suppressives @PSur myeloid-derived suppressor

cells) qui sont capables d’altérer les fonctions lgenphocytes T.

* |L-17 et infections par HPV cutanés

En dehors de nos travaux, la seule une publicaigponible sur le sujet du lien entre IL-17
et infections cutanées par HPV est celle publi@e?046 par Chiu et al., mettant en évidence
une diminution du portage des HPV cutanés chepalésnts traités par secukinumab pour un
psoriasis [88]. Cette étude clinique concernaipafients suivis de facon prospective suite a
l'introduction du traitement anti-IL-17. Des pré@wents étaient réalisés au niveau des
sourcils (poils) et par écouvillonnage cutané area du cou, avec recherche d’'HPV des
genres, B, y (par trousse commerciale et PCR avec amorces dégiéCette étude mettait
en évidence une diminution progressive du portag@aneée des HPV, avec une baisse
significative des écouvillons cutanés positifs pblRV aprés 156 semaines de traitement
(20,6% vs 56,3%, p=0,013).

29



P=0.013*
P=0.02*
P=0.267

The percentage of HPV DNA  Positivity (°0)

Baseline Week 12 Week 24 Week 156
mNeck mEyebrow m Neckand eyebrow

Time points during secukinumab treatment

Fig 1. HPV detection during treatment. Detection of HPV-DNA in patients with psoriasis
during the secukinumab treatment. *P < .05 compared with baseline

Figure 10. Evolution du portage des HPV cutanés atours du temps chez des patients

traités par secukinumab, d’apres Chiu et al. [88].

* |IL-17 et pathologies auto-inflammatoires

Parmi les nombreuses maladies inflammatoires deagielles intervient I'IL-17 on peut citer
la polyarthrite rhumatoide, le lupus, la sclérosg@kaques, la spondylarthrite ankylosante, les
maladies inflammatoires intestinales chroniquesgeét le psoriasis [89].

Le r6le de I'lL-17 dans ces pathologies est complek I'lL-17 n’intervient pas seul, mais
'action de I'lL-17 peut se schématiser de la fagoivante : 1) un recrutement excessif de
cellules inflammatoires [90], 2) un déséquilibre ldebalance Th17/T reg (lymphocytes T
régulateurs) [91] et 3) une action spécifique sardellules cibles de la maladie [72]. Dans ces
pathologies, I'hyperinflammation médiée par I'lL-£8t persistante du fait d’'une boucle de
rétroaction positive entretenue par la sécrétidh-iI' g, d'IL-6 et de TNF qui accentuent

l'activité des lymphocytes Th17.

L’'un des modeles qui a le plus étudié afin de peicle role de I'lL-17 dans les pathologies
auto-inflammatoires, est celui du psoriasis. Ce#tlenatose chronique qui concerne 2 a 3% de
la population mondiale présente de nombreuses ®roli@iques de psoriasis mais la
présentation la plus classique est celles des ptaguythématosquameuses qui peuvent se
localiser sur I'ensemble du tégument [92]. L'étualeatomopathologique des lésions de
psoriasis montre dans la couche cornée une hyp¢oké et des amas de polynucléaires
neutrophiles qui constituent des micro-abces (&@3pabces de de Munro-Sabouraud), une
prolifération kératinocytaire avec une papillomat@ niveau de I'épiderme, une altération
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de la différentiation kératinocytaire avec disparitde la couche granuleuse et dans le derme
un discret infiltrat inflammatoire avec une neoagginese dans les papilles.

Il est désormais clairement établi que I'lL-17 est« driver » majeur de la physipathogénie
du psoriasis, cependant les mécanismes exactsgin®de 'activation de cette voie ne sont
pas encore entierement élucidés. L’hypothése detest celle d’'une activation de la voie IL-
23/IL-17 qui serait déclenchée par un peptide dantobien (LL37) et d’autres autoantigénes
(K7 et ADAMTSL5) sur un terrain génétique prédispais[69]. Dans le psoriasis I'lL-17 a
pour effet un recrutement majeur de diverses adlulnmunitaires dont les polynucléaires
neutrophiles, menant a la formation de micro-abcgéts a [I'établissement d'un
microenvironnement inflammatoire en lien avec lerétton d’'un large panel de cytokines par
ces cellules [93]. Par ailleurs, la liaison de {1 a son récepteur kératinocytaire entraine la
synthese d’autres interleukines telles que I'lLe221L-36 qui contribuent au développement
de I'hyperplasie épidermique [94]. On observe égal® au niveau kératinocytaire une
syntheése accrue de peptides antimicrobigndéfensine 2, LL37), qui vont se comporter
comme des autoantigenes en activant de facon éxeessvoie innée et adaptative de
'immunité et ainsi renforcer I'inflammation [95n autre effet direct de I'IL-17 est celui
d’entrainer la production d’IL-17C par les kératigtes, ce qui va contribuer a maintenir une
boucle de rétroaction positive de I'lL-17. Enfindgnal IL-17 déclenche la transcription de
multiples genes qui ont pour effet une différemiataltérée ainsi qu’une hyperprolifération

kératinocytaire majeure [96].

e |L-17 et cancers

Le réle de I'lL-17 dans I'oncogénése est un sujetagfait I'objet de nombreuses études, afin
notamment de préciser I'éventuel intérét du ciblage cette voie dans les cancers. Les
résultats de ces études ont mis en évidence das efiposes, a la fois pro- et anti-tumoraux
de I'IL-17 selon le type tumoral et I'environnemecytokinique. Ainsi, certains auteurs
qualifient I'effet de I'lL-17 dans la tumorogénéd& épée a double tranchant ». En effet I'IL-
17 possede des propriétés pro-tumorales en inhilzgouptose des cellules dysplasiques, et
en facilitant le processus de métastases par inducte I'angiogénese et de certaines
métalloprotéases. Mais I'lL-17 peut également pgi#ir a I'immunité anti-tumorale en
facilitant le recrutement des polynucléaires naaliies, des lymphocytes cytotoxiques et des
cellules NK [97].
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Dans la peau I'IlL-17 semble clairement jouer uneteffpro-tumoral [96], et plus
particulierement dans les carcinomes épidermoigedgavorisant I'angiogenése ainsi que la

prolifération kératinocytaire [98].

5- Mesure de I'expression de I'lL-17

La mesure d’expression de I'lL-17 n’est pas réaliskans le cadre des soins car elle ne
constitue pas un élément de décision thérapeutigde suivi des patients. Pour les travaux
scientifiques, la mesure d’expression de I'lL-1hslge sérum est le plus souvent réalisée par
méthode immuno-enzymatique de type ELISA (Enzymmkéd ImmunoSorbent Assay) [99].
Dans les tissus les mesures de cette interleukorg principalement réalisées par
immunohistochimie, par technologie Lumid¥x[100] ou bien par mesure des niveaux
d’ARN messager soit avec une PCR apres transamnipiierse (RT-PCR) [101] ou bien avec
des puces a ADN [100].

6- Biothérapies anti-IL-17

* Modes d’action et indications
Avec la compréhension de sa puissante action lamximatoire, I'lL-17 est devenue une
cible thérapeutique de premier intérét. Deux agpEedhérapeutiques ont été développées :

soit un ciblage direct de I'lL-17A ou bien le ciglade son récepteur [102].

Inhibiteurs de la voie IL-17 | Mode d’action

Secukinumab Anticorps monoclonal IgG1/kappa humain dirigé certi-17

Ixekizumab Anticorps monoclonal IgG4 humanisé drigntre I'lL-17

Anticorps monoclonal IgG2 humain dirigé contre ¥l1I7RA

Brodalumab (blocage du signal de I'lL-17A, C, F et E)

Tableau 5. Thérapies anti-IL-17 actuellement dispaibles en France.

En 2015 la FDA (Food and Drug Administration) dahisan approbation pour la mise sur le
marché du premier anti-IL-17, le secukinumab (Ctsé€h, dans l'indication du psoriasis.
S’en suivirent la mise sur le marché de [lixekiztméTalt®) puis du brodalumab

(Kyntheun?). En France les indications actuelles pour ledgsieles anti-IL-17 ont une
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autorisation de mise sur le marché sont le pseriasiané, le rhumatisme psoriasique et la
spondylarthrite ankylosante [103].

Ces traitements sont systémiques et s’adminispantvoie sous cutanée, avec des schémas
posologiques spécifiques pour chague moléculecgmiprennent tous une premiere phase
d’initiation avec des injections rapprochées dutaatpremieres semaines de traitement puis
une phase d’entretien avec des injections toute2 k4 semaines. La durée de traitement est
variable mais le plus souvent les patients sornésaurant plusieurs mois ou années, avec de
fréquentes rechutes a I'arrét du traitement. Leslarl7 suscitent beaucoup d’espoir et sont
a I'étude dans un grand nombre d’autres pathologigsmmatoires. En dermatologie par
exemple ces thérapies pourraient s’avérer efficde®s la prise en charge de I'hidradénite

suppurée [104] et le lichen plan [105].

* Profil de tolérance

Les différentes molécules anti-IL-17 bénéficienturd’ bon profil de tolérance, avec
notamment peu de complications infectieuses en acsigon d’autres immunomodulateurs,
en particulier les anti-TNF qui sont des biothéeapifréquemment prescrites dans le
traitement du psoriasis. Cependant du fait du mlgeur de I'lL-17 dans la défense
antimicrobienne, il a été observé avec les thésapndi-IL-17 des complications infectieuses,
le plus souvent d’intensité faible ou modérée, @palement au niveau des voies respiratoires
hautes (rhinopharyngites ou rhinites) et des casadelidoses orales ou génitales [106]. On
note également la survenue ou l'aggravation de diedaintestinales inflammatoires
chroniques, sans que les mécanismes sous-jaceeaid skairement élucidés. Néanmoins la
forte participation de I'lL-17 au maintien de I'égrité de I'épithélium intestinal pourrait étre
I'une des explications a cet effet paradoxal deslafl7 [107].
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CONTEXTE DU TRAVAIL DE THESE ET OBJECTIFS

Ce travail de these a été initié suite a plusi@lnservations cliniques de verrues cutanées
chroniques présentant une rapide régression de &olus traitement anti-IL-17 chez des
patients suivis pour un psoriasis dans le serve@etrmatologie de I'hopital Bichat-Claude
Bernard. Ces observations nous ont conduits ateéfieane recherche bibliographique afin de
faire I'état des lieux des connaissances sur fedigre infection HPV et IL-17. Les données
alors disponibles étaient en faveur d'un effet ipcdtif de I'IL-17 dans les infections par
HPV, mais ces données concernaient quasi exclusivemes infections par HPV-HR et
étaient issues d’études vitro menées sur des tissus de divers types tumoratxmneent
cervicaux [83] et coliques [84]. Concernant le leerire IL-17 et infections cutanées par HPV,
la seule publication sur le sujet était celle d&gliipe de Chiu et al. qui démontait une
diminution du portage cutané des HPV sous anti-L[8B].

Devant I'absence de littérature sur le sujet, raMm1s souhaité apporter avec ce travail de
premiers résultats relatifs au réle de I'lL-17 ddesdéveloppement des Iésions cutanées
induites par HPV. L'intérét de ce sujet réside ddesfait qu’il permet d'explorer
d’éventuelles perspectives de traitement des iiofestcutanées par HPV par les thérapies
anti-IL-17 récemment développées, en particulierurpdes infections profuses ou

récalcitrantes pour lesquelles aucun traitemerdagf® n’est disponible.

» Mise en place d’outils pour la détection pour les RV cutanés et la mesure

d’expression cutanée d’IL-17

Lorsque ce travail a été initié nous ne disposiascun moyen de détection pour les HPV
cutanés de typp, v, v et a. Afin de conduire nos travaux sur les infectionsacées par HPV,

la premiére étape a donc été de mettre en placelddaboratoire de virologie de I'hdpital
Bichat-Claude Bernard des outils virologiques poenmettre la détection de ces HPV.

De méme la mesure d’expression d’IL-17 n’étantygagxamen réalisé en pratigue courante,
nous avons mis au point dans le laboratoire d’anapathologie de I'hépital Bichat-Claude

Bernard une méthode d’évaluation par immunohistaahi
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* Travaux réalisés

Les travaux réalisés durant ce travail de thess natipermis d’obtenir de premieres données

concernant :

o L’impact in vivo d'une thérapie anti-IL-17 sur les infections cées et muqueuses par
HPV (Brunet-Possenti et al., British Journal of batology 2018) [108].

0 L’expressionin vitro de [I'lL-17 dans la survenue de lésions induitas PV chez une
patiente sous tofacitinib (Brunet-Possenti et AMA Dermatology 2019) [109].

o L’expressionin vitro de I'lL-17 dans une série de verrues cutanéesatraoumis, en

cours de revue)

Ces premiers résultats ont mené au dépdét d’'un biaitellé « Inhibiteurs de la voie de
I'interleukine 17 pour le traitement des infectiehsoniques dues a HPV », qui couvre

I'utilisation des thérapies anti-IL-17 dans I'indigon des infections induites par HPV[110].
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PREMIER TRAVAIL

Impact des traitements anti-IL-17 sur les verrues €les infections

muqueuses par HPV

I mpact of anti-interleukin-17 treatment on cutaneous and genital human
papillomavirusinfection

Publié dan®ritish Journal of Dermatologgn novembre 2018
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IMPACT DES TRAITEMENTS ANTI-IL-17 SUR LES VERRUES E T LES
INFECTIONS MUQUEUSES PAR HPV

Contexte et objectifs

Suite a I'observation de cas de verrues récald¢égsaayant régresse sous traitement anti-1L-17
administré dans le cadre de psoriasis cutanés ldaservice de dermatologie de I'hopital
Bichat-Claude Bernard, nous nous sommes intérésgégapactin vivo d’'une thérapie anti-

IL-17 (le secukinumab) sur les infections cutangasuqueuses par HPV.

Méthodes

Nous avons mené deux études observationnelles quidsgs afin d’évaluer d’'une part
I’évolution clinique de verrues cutanées sous siecuab dans une premiére série de patients
et d’autre part I'évolution du portage HPV muqueaxis anti-IL-17 dans une deuxieme série
de patients. Le secukinumab était administré sé&doschéma préconisé par 'AMM dans
I'indication du psoriasis : 300 mg en injection sawtanée, administrée aux semaines 0, 1, 2,

3 et 4 en traitement d'initiation, puis tous ledsren traitement d'entretien.

* Premiere partie : suivi clinique des verrues cutangs sous secukinumab

Population : Durant une période s’étendant de ab2a décembre 2017 nous avons porté
une attention particuliére a la présence de vetorege l'initiation du secukinumab chez des
patients atteints de psoriasis. Cette étude a réfgopée a tous les patients présentant des
verrues chroniques récalcitrantes c'est-a-diregui@&s depuis au moins une année et ayant
bénéficié d’au moins deux séances ou deux cyclésadement topiques.

Méthodes d’évaluation : Un examen clinique compglait systématiquement réalisé lors de

I'initiation d’un traitement anti-IL-17. En cas gwésence de verrue le patient était interrogé
sur I'histoire évolutive des verrues : date d’ajipar, traitements déja entrepris, efficacité
partielle ou compléte de ces traitements. Une neeglimique du plus grand axe de la verrue
et une évaluation de I'épaisseur étaient réalisse= prise de photos au moment de
I'initiation du secukinumab. Puis les mesures stghotos étaient répétées lors des visites de

suivi a 3 et 6 mois apres l'initiation du secukirabmLa régression était quantifiée selon la
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variation des mesures prises &i®puis au 8™ mois par rapport & la mesure initialainsi
gue sur la comparaison des photos séquentielles.

» Deuxieme partie : suivi du portage génital dea-HPV sous secukinumab

Population et recueil des échantillons

Nous avons proposé durant la période s’étendanardeer 2017 a juillet 2018 a tous les
patients initiant une thérapie anti-IL-17 de réalian prélevement génital lors de linitiation
du traitement, répété apres 3 mois de traitemertaqe patient a recu une note
d’information sur les modes de recueil avant ldisaaon du prélevement et sur le but de
I'étude. Pour chaque patient, les deux prélévensggsaentiels étaient réalisés par le médecin
investigateur au niveau du sillon balano-préputiaz les hommes ; au niveau vaginal et
cervical chez les femmes. L'écouvillonnage étadtlis€ par frottage doux des muqueuses a
I'aide d’un écouvillon Sigma Virocflt(Merck KGaA, Darmstadt, Allemagne).

Analyses virologigues

o0 Extraction

L’extraction de 'ADN a été réalisée avec l'automatlagNA Pure LC 2.0 (Roche, Meylan,
France)) en utilisant la trousse commerciale MagRuUke LC Total Nucleic Acid Isolation
Kit-Large Volume (Roche). Les prises d’essai eludién étaient respectivement de 1 mL et
50 pl.

o PCR multiplex

La recherche et le typage HPV ont été réaliséaidd’de la trousse commerciale Anyplex™
Il HPV28, Seegerfequi permet la détection semi-quantitative et [gatye par PCR multiplex
en temps réel de 28HPV répartis en 2 panels : le panel A avec 14 HHR/{HPV 16, 18,
31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68 ganel B avec 5 HPV-HR (HPV 26, 53, 69,
73, 82) et 9 HPV-BR (HPV 6, 11, 40, 42, 43, 44, 64, 70). La détection des 28 types
d’'HPV se fait de fagon simultanée et requiert deuits d’analyse par échantillon.

Le test Anyplex™ utilise la technologie TOCE™ (Tagg Oligonucleotide Cleavage and
Extension) qui permet la détection simultanée desipurs cibles dans un méme canal de
lecture. Cette technologie repose sur deux compok&sitcher (lanceur) et le catcher
(attrapeur). Le pitcher est un oligonucléotide ¢bms d’'une partie marqueur (tagging) et

d’'une partie spécifique de séquence (targeting)sguie a la séquence cible. Le catcher est
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une matrice marquée par 2 fluorochromes : le quaneh le reporter. En présence de la
séquence cible, les amorces spécifiques (dual pgimiigonucleotides, DPO™) et le pitcher
vont se lier a cette séquence. Durant la phaserdjétion le pitcher va étre clivé grace a
I'activité nucléase 5’ de la Tag-Polymérase libéinsi sa portion marquée (tagging) qui va
s’hybrider a sa séquence complémentaire sur ldeatt’élongation de cette partie tagging
sur le catcher entraine la séparation du quendheéu eeporter qui va ainsi pouvoir émettre
une fluorescence détectée par le thermocycleuempd réel CFX™96 (Bio-Rad, Hercules,
CA, USA). Les matrices des 28 HPV et du contrbléerime sont marquées par des
fluorochromes différents ce qui permet leur détectsimultanée au cours d'une seule
réaction, via cing canaux différents de lecture NFAHEX, Cal Red 610, Quasar 670 et
Quasar 705).

a) Hybridation
Tagging portion

v, argetir "
DPO™ \ ’ .
o =) y Pitcher Target
== ===
N ] s Catcher
frion © { g porion @
Capturing portion Templating portion
b) Elongation des amorces
s & ~ 129ging portion
sh = ........_1 Pitcher Target
Y@unrnane = ==
. @emmmm s’ Catcher

) )

c) Clivage du "Pitcher" et hybridation de la partie "Tagging
sur le "Catcher"”

JPTTT T  Tagging portion
L

s’ Catcher

0 )

d) Elongation de la partie "Tagging" et génération du signal

e CECETTTTTTTTY )
N s

RS

Duplex Catcher

Figure 11. Principes de la technologie TOCE™,
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Chaque catcher est identifieé grace a l'analyse adedurbe de fusion a trois points de
températures (60°, 65°, 70°). La matrice du catelstrindépendante de la séquence cible ce

qui permet la conception de catchers ayant deslpud température de fusion différents

permettant leur détection simultanée au sein dawh st méme canal.

r virus 1
virus 2
<@ | virus3
YTt L virus 4
- virus 5
r virus 6
virus 7

virus 8
virus 9
- virus 10
v r virus 11
<@ —| virus 12
L virus 13
virus 14

5 Tagging portion

oq )
DPO™ - ..o‘. \' Pitcher
5" I ﬂ... SCTTTITTTTTT & 3 Template

... Qullluuunuuuuu. h I 5

J ¥ ppo”
o

5 .3' CECTTTTTTTTTTTTTITII. 3
70°C 3.= C:(cher

o« W0

Ul [ECTTTTTTTTTTTTTTTT

65C » —ﬂgtchw
or

60C 65C 70T

- virus 15

r virus }? [ [TITTTITTTETT Y

v virus X

virus 18 60C 5 Cochr
virus 19

- virus 20

Melting Analysis

» Multiplexing(detection of 5 targets per a single fluorescence channel) through melting curve analysis after amplification step

» Real-time PCR based method: signal can be measured in real-time and analyzed by Catcher melting temperature (Catcher-Tm) to
detect the presence of the target analyte

» As sensitive as singleplex(one fluorescence channel, one target) real-time PCR method

» Catcher-Tm value can be controlled by adjusting the sequence and length of the Catcher

» Consistent Catcher-Tm value regardless of target nucleotide sequence variations

@ Seegene

Figure 12 : Ajustement du catcher et courbe de fuen.

Par ailleurs, cette analyse est semi-quantitativdess résultats issus de cette analyse donnent
une indication sur la quantité d’ADN viral, selarhoment a partir duquel le signal de vient
positif: faible (signal positif aprés 40 cycles BER), intermédiaire (positif entre le G et

40°™ cycle), élevée (positif avant le S cycle).

PCR: Chaque extrait est testé avec le mélange réaetiolenchaque panel A et B, suivant les
recommandations du fabriquant (5 ul d’ADN, 5 ul BPROM A ou HP28 TOM B, 5 ul
d’eau qualité biologie moléculaire et 5 pul d’AnyplBCR Mix). En paralléle des échantillons,
3 témoins positifs (PC1, PC2 et PC3 fournis dangrdasse commerciale) et un témoin
négatif, sont testés. L'amplification est réaliste CFX96 (Bio-Rad), suivant les cycles
recommandeés par le fabriquant.
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Validation des résultats:Le témoin négatif ne doit pas donner de signgbonir le contrdle
interne (IC), ni pour aucun HPV de chaque panel B.d_e controle positif 1 (PC1) doit étre
positif pour HPV 66, 51, 33, 56 et IC (panel ARét 42, 43, 44 et pour I'IC (panel B). Le
PC2 doit étre positif pour HPV 45, 59, 39, 35, parel A) et 69, 82, 54, 61, 40 (panel B) et
négatif pour I'lC (panels A et B). Le PC3 doit épesitif pour HPV 58, 16, 52, 18, 31 (panel
A) et 73, 53, 70, 6, 11 (panel B) et négatif pol@ (panels A et B).

Anyplex™ Il HPV28 Detection

N* échantillon | Id patient Puit Nom Type FAM HEX CalRed 610 Quasar 670 Quasar 708 Auto Interprétation | commentaire
66 4 58 51 59 16 3 39 52 3% 18 5 68 k]| I
001 Gland
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o (e ® (o [ n|e|e|[n[a]s]| 0|60 n]|c]|
66 4 58 51 89 18 3 ] $§2 ¥ 18 5% 68 i Ic ‘
F01 Cou
SANPLE — . - - - = - . - - - - - -
% |6 | n | @ | e |0 |a|s]|0 6|6 |a]o]n|c]|
FO7 Cou
6 | 4 | 58 | 5 |50 |16 [ | a0 [ [ |w|[w|ee]|n]|r)]
GO1 Sourcils
SANPLE
% | 6 | 73| 42 | & |63 | 43 |6 | 0|6 |6 |4 || 0|
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66 |45 |58 [ 50 [ s | 16| 3| |52 |35 | w | %] ||k
HOt NTC
N —_—_———— L NegativeControl)
2% 69 £ 12 8 83 43 54 70 61 6 44 40 1" I
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[ 4 8 5 89 16 3 ] §2 ¥ 18 % 68 k]| Ic

AR PCI
FC —— —— - I —— Postive Control+)
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PC : _ _ _ _ _ _ . _ : Postuve Conlroi{+)
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Figure 13. Exemple de résultats a l'issue de I'angde par la trousse commerciale
Anyplex. Crédit image : laboratoire de virologie, Hopital Bichat-Claude Bernard.

Résultats

* Premiere partie

Pour la premiere partie de I'étude nous avons pueguatre patients présentant des verrues
vulgaires récalcitrantes lors de l'initiation daitement par secukinumab, ayant accepté de
participer a I'étude. Parmi ces quatre patientss fprésentaient des verrues digitales et un des
verrues plantaires. Pour les quatre patients lesie® étaient présentes depuis au moins une

année (de 1 a 3 années) et tous avaient dejapleisieurs traitements locaux par cryothérapie
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et/ou acide salicylique sans efficacité (de 2 ac$6les ou séances de traitement). Une
régression compléte des verrues a été observé@eagsJour un patient et a 6 mois pour deux
autres patients. Le dernier patient de I'étudeéapérdu de vue entre 3 et mois. Le patient
ayant une régression compléte a 3 mois a préseméduminution trés rapide avec une
régression complete déja visible apres 2 moisaitetnent. Pour les trois autres patients une
régression de taille de 50% des verrues était dbjactivée a 3 mois puis disparition
compléte a 6 mois pour deux d’entre eux, et unerates de données disponibles pour le
dernier patient étant perdu de vue. Il est impdrtde noter qu’aucun traitement
complémentaire n’a été administré pour les verdugant le temps de suivi. En parallele une

évolution favorable du psoriasis a été observée thesemble des patients

Patient Localisation de la verrue| Evolution a 3 ma Evolution a 6 mois

1 Digitale Régression compléte | Régression compléte
2 Plantaire et hallux Régression de 50% Régressioplade
3 Digitale Régression de 50% Régression compléte
4 Plantaire Régression de 50% Perdu de vue

Tableau 6. Caractéristiques des verrues et évolutiosous secukinumab.

Figure 14. Patient 1. (1A) : verrue digitale a l'intiation du secukinumab.
(1B): régression compléte aprés 3 mois de traitemen
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Figure 15. Patient 2. (2A) : présence de deux veres plantaires a l'initiation du secukinumab.
(2B) : régression évaluée a 50% apres 3 mois de itement.

Figure 16. Patient 3. (3A) : présence d’une verrudigitale a I'initiation du traitement.
(3B) : régression compléte a 6 mois de traitement.
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e Deuxieme partie

Cing patients, quatre hommes et une femme, ag@d de57 ans, ont accepté de participer a

cette étude. Aucun des patients n’avait recu deination anti-HPV par le passé.

A Tlinitiation du traitement, 4/5 patients préseertd un portage génital d’'HPV oncogene

et/ou non oncogene, avec une infection par de phedtiHPV pour trois d’entre eux. Les

analyses virologiques réalisées a M3 du traitemeorttraient chez les porteurs d’HPV une

diminution du nombre de types d’HPV pour trois gats et 'absence d’évolution en termes

de portage HPV muqueux pour [&"3patient.

Aucune lésion clinigue HPV-induite n’était préseste les muqueuses ano-génitales de ces

quatre patients. En revanche, le frottis cerviarint réalisé pour la patiente E suite aux

résultats de typage HPV a mis en évidence deskesimalpighiennes intra-épithéliale de haut

grade (HSIL). Par la suite la patiente a été ogergn gynécologie avec un suivi régulier,

permettant d’objectiver la régression complétesatigsies cytologiques 8 mois aprés le début

du traitement par secukinumab.

51

9%

58

47

24

Balano-préputial
Balano-préputial
Balano-préputial
Balano-préputial
Vulvo-vaginal

Cervical

HR-HPV : 18, 52, 68, 73
LR-HPV : 42
HR-HPV : 35, 51, 52, 68
LR-HPV : aucun
HR-HPV : aucun
LR-HPV : 54
HR-HPV : aucun
LR-HPV : aucun
HR-HPV : 58, 68, 73
LR-HPV : 40,42, 70
HR-HPV : 58, 68
LR-HPV : 40, 70

HR-HPV : aucun
LR-HPV : 42

HR-HPV : aucun
LR-HPV : aucun
HR-HPV : aucun
LR-HPV : 54
HR-HPV : aucun
LR-HPV : aucun
HR-HPV : 58, 68
LR-HPV : 42,70
HR-HPV : 58, 68
LR-HPV : 70

0
l

Tableau 7. Evolution du portage génital des HPV ommgénes (HPV-HR) et non oncogénes
(HPV-BR) chez 5 patients aprés 3 mois de traitememar secukinumab.
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Discussion

Ce premier travail a permis de renforcer I'hypoehdan lien fort entre infection cutanée par
HPV et IL-17. Cette hypothese était issue de nésdatentes observations cliniques ainsi que
du travail de Chiu et al qui mettait en évidence diminution du portage des HPV cutanés
chez des patients traités par secukinumab [88].

De plus, nous apportons de premieres données affietlin vivo d'un anti-IL-17 dans
I'infection génitale par HPV-HR et HPV-BR, sans canassocié. La diminution observée du
nombre de type va dans le sens des précédentaesgioils qui mettaient en évidenicevitro

des taux élevés d'IL-17 tissulaire dans les canadus col [83], ainsi qu’en effet
immunosuppresseur local de I'lL-17 lors de l'infeatpar HPV-HR [87].

Dans notre étude, les délais entre lintroductientdhitement anti-IL-17 et d’'une part la
régression clinique des verrues et d’autre paditainution du nombre de types d’HPV
étaient courts : de 3 a 6 mois pour les verruele & mois pour l'infection génitale. Ces délais
courts vont dans le sens d'un effet du traitement’sfection HPV et non d'une clairance
spontanée qui s’'observe généralement en plusiguréea pour les verrues récalcitrantes
[111], et aprés plusieurs mois ou années pour ritections cervicales [17]. Pour mieux
préciser le réle de l'anti-IL 17 dans ces évolusioh aurait été intéressant de mesurer
I'expression de I'lL-17 au niveau tissulaire poes Iverrues et dans le sérum pour tous les
patients. Ceci n'a été réalisé du fait du caradterasif des prélevements cutanés et sanguins
qui ne rentrent pas dans la pratique des soinsantaurPar ailleurs, le suivi n’a pas éte
poursuivi au-dela de 6 mois pour les verrues €8 aaois pour les infections génitales, ce
travail ne permet donc pas de préciser s'il y aemon un maintien de I'effet de I'anti-IL-17

au cours du temps.

Concernant la régression des verrues sous antr-Jlirds observations ne sont pas isolées
puisqu’en 2020 I'équipe d’Ayhan et al. a publié ecas similaire chez un patient de 37 ans
présentant une régression compléete de verruessa®files mains aprés 5 mois de traitement

par secukinumab [112].
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Figure 1 (a) Between the erythematous and scaly areas of the dorsal area of the patient's right hand, multiple verruca plana-compatible
lesions on the 2nd and 3rd metacarpophalangeal joints (a picture from the patient’'s own lens before treatment). (b) Two months after the
start of treatment, the verruca plana lesions became much clearer. (¢) No change in lesions after 3 months of treatment. (d) Five months
after treatment, all lesions disappeared without any sign

Figure 17. Régression de verrues digitales apresrois de traitement par secukinumab.
Observation rapportée par Ayhan et al. [112]

Enfin, bien que l'effectif soit trés réduit, il fagouligner la fréquence importante du portage
d’'HPV chez ces patients atteints de psoriasis. figt, @lans notre étude, une infection par
HPV chez la seule femme de I'étude n’est pas wgzsnante en raison de son jeune age, 24
ans, il est habituel que la clairance HPV n’ais gacore eu lieu [113]. En revanche, la
préesence dHPV chez 3 des 4 hommes prélevés, dwer deux d’entre eux une multi
infection était moins attendue car ces patienteta@gés de plus de 35 ans (moyenne d’age
de 54 ans). Cela pose la question d’'une plus graodeeptibilité aux infections par HPV
chez les patients atteints de psoriasis. Pour tpoa cette question il serait nécessaire de
prélever un trés grand nombre de patients avanitidli un traitement systémique pour éviter
tout biais d'interprétation car certaines thérapgstémiques telles que les anti-TNF et la

ciclosporine mais également la photothérapie pafliv, 115] .
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To the Editor,

Human papillomavimus (HPV) infection has been a subject of interest for decades. notably
because of the high burden of HPV-related diseases’. High-nsk HPVs (HR-HPV) are
responsible for virtually all cases of cervical cancer and are also implicated in other mucosal
cancers especially those located m the anal and oropharyngeal areas. Low-nsk HPV's (LR-

HPV) can induce cutaneous or anogenital warts, usually treated with cryotherapy. CO: laser
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vaponzation, topical application of salicylic acid or imgumed. There 15 no
specific freament of HPV mfection. and the management of both high- and low-nsk HPV-
induced lesions consists in the destruction of the infected tissue which has little or no impact

on viral persistence. Hence, reatment failures and early relapses are very frequent.

The disturbance of several cytokines signaling pathways 15 a key factor in the development of
chronic HPV infection’. Among the cytokines mvolved m HPV persistence, interleukn-17
(IL-17) appears to play a major role. This mierleukin 15 also strongly implicated m the
pathogenesis of psoniasis as a result of its pro-inflammatory effects associated with the
stimulation of keratmocyte pm]ifaratiuuj. Therefore the neutralization of IL-17 15 a new
approach for the treatment of psoriasis, which provides high levels of skin clearance® Several
anti-IL-17 therapies have been developed mcluding secukimmab which 15 a monoclonal
buman [gG1 antibody that selectively binds to [L-17A, the major 1soform of [L-17. We report
10 & series of psoriasis patients freated with secukimumab therapy the observation of rapid
wart regression as well as a marked decrease in HPV genital camage.

Among the psoniasis patients attendng the dermatology depariment, four patients

presenting digital or plantar chronic warts for at least one year were identified at the fime

of secukinumab imhation. Each patient had been repeatedly treated for their warts,

either with cryotherapy or salicylic acid without success. Secukinumab was adnunistered
subcutaneously at the dose of 300 mg at weeks 0, 1, 2, 3, followed by monthly injections
without any additional therapy. Dunng treatment follow-up, wart changes were evaluated

on sequential pictures, showing a complete clearance m two patients. 3 and 6 months

after treatment imtiahion respectively. The last evaluation for the two other patients was

performed after 3 months of treatment, showimg a 30% reduction in wart s1ze.
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Following these first observations of rapid wart regression, non-invasive genatal swabs
were collected at the ime of secukimumab mitiation in five other patients freated for
psonasis (four males and one female), after obtaining informed consent. The swabs were
tested for mucosal HPV with a multiplex real-tme PCE. (Anyplex™ I1 HPV8 Seegene)
that sumultaneously detects in a senu-quantitative manner 19 HE-HPV types and 9 LR-
HPV types. At secukmnmab iuhiation HR-HPV and/or LE-HPV were detected m four of
the five patients. Samplimgs were repeated after three months of treatment. showing a
marked decrease in the number of HP'V types in three of the four infected patients. In the
three patients infected with HE-HPV. the number of detected types dropped from four to
zeto In fwo patients and from three to two in the third one. With regards to LR-HPV
genital mfection, the mumber of types decreased from three to two I one patient and
remained stable m the two others (Table).

Several in vifro studies have mvestigated the link between IL-17 and HR-HPV, showmg
a hizh expression of IL-17 in HPV-associated neoplasia™ . These results raise the
hypothesis of a positive feedback loop m which HPV mduces the release of IL-17, which
i tum stinmlates keratmocyte proliferation, thus favenng viral replication. Furthermore,
an mmmume-suppressive effect of this cytokine m HR-HPV-mduced epithehial hyperplasia
has been demonstrated in vitro using a skin transplantation model”. The promoting effect
of IL-17 on HPV imnfection 1s also strongly suggested by a recent prospective study.
showing a sigmficant reduchon in the prevalence of cutaneous HPV m patients

receiving secukinumab. after several months of treatment”.



Onr findings are consistent with these previons studies, showing a beneficial effect of
anti-IT -17 therapy on cutanecus HPV mfections as well as on gemtal HPV mfections,
observed over a short follow-up peniod. To our knowledge, this is the first report
concerming the mpact of anti-IL-17 therapy on gemtal HPV mmfection and HPV-related
cutaneons lesions.

In the context of the recent findmgs indicating a strong ink between HPV mfection and
IL-17, our observations support the idea that IL-17 mhubitors could provide a novel
therapeutic approach for patients chromcally mfected with HPV. Further studies are
needed to determine the rate of HPV clearance after a longer treatment penod and after

freatment discontmuation
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TABLE

Table. HPV testing (Anyplex™ II HPV2E Detection, Seegene, Seoul, Korea) m five

patients treated with secukinumab. HPV HR. = HPV High Fask, HPV LR = HPV Low Rusk.

Age Swabbing site HPY testing at secukinumab | HPV testing 3 months after
[years) initiation secukinumab initiation
Fatient A 57 Balanopreputial HPY HR: 18, 52,68, 73 HPY HR: none
HPV LR: 42 HPV LR: 42
Patient B 55 Balanopreputial HPY HR: 35,51, 52, 68 HPY HR: none
HFV LR: none HFV LR: none
Patient C 5B Balanopreputial HPY HR: none HPY HR: none
HPFV LR: 54 HPV LR: 54
Patient D 47 Balanopreputial HPV HR: none HPFV HR: none
HPY LR: none HPY LR: none
Fatient E 24 Vaginal HPW HR: 58, 68, 73 HPV HR: 58, 68

HPFW LR: 40, 42, 70

HPW LR: 42, 70
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ETUDE DE L'EXPRESSION D’IL-17 DANS DU TISSU DE VERRUE INDUITE PAR
TRAITEMENT ANTI-JAK

Contexte et objectifs

Le tofacitinib est un inhibiteur oral de la Kinatnus (JAK), dont I'action est spécifiquement
dirigée contre JAK1 et JAK3 qui sont des kinasegliguées dans la transduction du signal
intracellulaire par leur effet d’activation des tiewurs de transcription (facteurs STAT) [116].
Ce traitement immunomodulateur a démontré une grafficacité chez des patients atteints
de polyarthrite rhumatoide [117] ou de maladiemfatoires de l'intestin [118] et présente
un profil de tolérance similaire a celui observéeaves anti-TNF, les principaux effets
secondaires décrits étant principalement des évemsnnfectieux [119].

Dans cette étude, nous décrivons pour la premigie |l survenue de verrues cutanées
profuses apparues suite a I'introduction du tofiaiit Afin de mieux comprendre cet effet
secondaire nous avons réalisé une analyse viralegansi qu'une étude de I'expression de

I'IlL-17 dans du tissu lésionnel.

Observation clinique

Une patiente de 50 ans était adressée dans leesatei dermatologie du fait de multiples
|ésions papillomateuses apparues suite a l'intrbolucd’un traitement par tofacitinib. La
patiente était suivie depuis 8 ans pour une colitéreuse initialement traitée par azathioprine
puis par anti-TNF (infliximab), sans effet secomdacutané rapporté. Aprés 4 ans de
traitement, l'infliximab était interrompu en raisaiun échappement thérapeutique. Un
traitement par un anti-JAK (tofacitinib, 20 mg/j)aé alors initié, permettant une rapide
régression de la symptomatologie digestive. Un napis l'introduction du tofacitinib, la
patiente rapportait I'apparition de multiples lésopapillomateuses localisées au niveau du
cou, du visage et du dos des mains, avec un adpearrues communes sur la face dorsale
des mains et un aspect de verrues filiformes aeanivdu cou et du visage (Figure 18). Une
biopsie d'une lésion du cou était réalisée, mettant évidence des caractéristiques
anatomopathologiques typiques de verrues (Figure ©Oh retenait I'imputabilité du
tofacitinib devant le délai d’apparition rapide epd’introduction médicamenteuse et du fait
des propriétés immunomodulatrices de cette moléé&irieaison de I'excellente efficacité du
tofacitinib sur la symptomatologie digestive, idiétdécidé de maintenir ce traitement tout en

diminuant de moitié la dose. Cette adaptation mgsglue n’'a permis qu’une régression
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modérée des verrues. Un traitement par cryothéma@t® proposé pour les Iésions de plus
grande taille, le traitement de I'ensemble desolEsin’étant pas réalisable devant I'atteinte
étendue. Un suivi dermatologique semestriel apéx@osé a la patiente afin de surveiller

'apparition d’éventuelles Iésions pré-néoplasiqoesnvasives.

Figure 18. Aspect de verrues filiformes sur le coat décolleté, aspect de verrue
commune sur le dos de la main.

Figure 19. Etude histologique. Coloration HES : caactéristiques histologiques
évocatrices de verrues : épiderme papillomateux aatours festonnés surmonté d’'une
couche cornée épaissie orthokératosique.
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Méthodes
« Détection d’HPV
o Prélevement

La biopsie d'une des verrues filiformes du coutétaalisée a I'aide d'un punch de 4 mm.
Pour les analyses virologiques, six copeaux deffpagad’une épaisseur de 5um étaient

obtenus a l'aide du microtome rotatif semi-autooagi HM 340 E.
o Extraction

L’extraction de 'ADN a été réalisée avec la trausemmerciale NucléoSpin® DNA FFPE
XS (Macherey-Nagel, Hoerdt, France), selon lesmenandations du fournisseur.

o PCR en point final

En I'absence de trousse commerciale permettantétecter les HPV cutanés, une PCR
utilisant des amorces dégénérées pour amplifierpamde du génome viral a été mise en
place au laboratoire de virologie de I'hOpital BatiClaude Bernard, permettant ainsi de
détecter un large nombre d’HPV. Cette PCR a été&ldppée sur la base des travaux de
I'équipe de Rosario N. Brancaccioa [120]. Plusieamsorces dégénérées, sens et anti-sens,
ont été dessinées afin d’amplifier une région diemv500 bp située au niveau du géne de la
capside L1. Deux mélanges réactionnels (« mix »NMARt FAPM2), se différenciant par les
amorces utilisées, ont été testés pour chaque #idranDeux PCR consécutives (incluant
une PCR nichée), pour chacun des mélanges réaetspromt été réalisées afin d’augmenter
la sensibilité. L'enzyme utilisée était la HOT FIR&E"® DNA Polymérase (Solis Biodyne,
Tartu, Estonia). Les amorces ont été synthétisaetasociété Eurofins Genomics (Les Ulis,
France).

Séquences des amorces (pHilisées dans le mélange FAPM1

FAP59.1 TAACAGTDGGICAYCCWTWTT
FAPS59.2 TAACAGTDGGICAYCCWTAYT
FAPG64.1 CCDATATCWVHCATATCICCATC
FAPS9 TAACWGTIGGICAYCCWTATT
FAPG4 CCWATATCWVHCATITCICCAT

Séquences des amorces (h48lisées dans le mélange FAPM2

FAPS59.2 TAACAGTDGGICAYCCWTWTT
FAPG64.1 CCDATATCWVHCATATCICCATC

i=inosine; W=AouT;D=AouGorT; K=Tou@®,=CouT;M=AouC;
R=AouG;V=AouCouG:H=AouCouT 55



Préparation des mélanges réactionnels :

Pour la £©PCR 10 pl d'éluat ont été ajoutés a 5 pl de tan{gdf), 5 pl de MgGl 0,25 pl

de HOT FIREPoI® DNA Polymérase (5 U/ul) (Solis Byoé), 0,75 pl de dNTPs (25 mM
chacun), 2 ul de mélange FAPM1 ou FAPM2 (10 pM pchaicune des amorces) et eau
qualité biologie moléculaire gsp 50 pl.

Pour la PCR nichée, 5 pl du produit d’amplificatide la £ PCR ont été ajoutés a un

mélange réactionnel préparé de la méme maniereigiessus.

Amplification

La PCR a été réalisée sur le thermocycleur C1000cA® Thermal Cycler (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA). Les cycles d’amplification dBER, identiques pour les mélanges
FAPML1 et FAPM2, étaient les suivants : dénaturaitdtiiale a 95°C pendant 12 min, puis 35
cycles d’amplification (95°C pendant 30 s, 50°C gmt 30 s, 72°C pendant 1 min) puis

inactivation de la polymérase a 72°C pendant 7 min.

o Analyse sur gel

L’analyse du produit de PCR était ensuite réalisée le bio-analyseur LabChip GX

(PerkinElmer France, Villebon-sur-Yvette, Francedelon les recommandations du
fournisseur. Les préléevements positifs pour HPVt smux qui présentaient des amplicons
dont la taille était de I'ordre de 500 paires deeha

Ladder1

A2
B2
c12
D12
E12
F12
G12

7000- - 7000
4200 - — 4300

2900 - - 2900

1900 - - 1300

1100- - 1100
700- - 700
soo- 0w - 500

300- - 300

100- - 100

0- EEE——— —— 0

Figure 20. Exemple de résultat de I'analyse du pradt de PCR réalisée sur le
LabChip GX. Les échantillons A12, C12 et D12 sontgsitifs pour HPV. 56



0 Seéquencage

Le séquencage a été realisé selon la méthode derSaes produits de PCR positifs ont été
purifiés en utilisant une plague Multiscreen MSN&DB3 (Millipore, Burlington, MA, USA).

La réaction de séquence a été realisée avec lastrou BigDye™ Terminator v1.1 Cycle
Sequencing Kit » (Applied Biosystems, Waltham, MASA), selon les recommandations du
fournisseur. Les produits de réactions de séquemcegte purifiés sur plaque Multiscreen
MAHVN 4550 (Millipore) contenant du Sephadex™ G-Buperfine (GE Healthcare,
Chicago, IL, USA). Les produits de séquences msgifint été analysés sur ABI PRISM®
3100 Genetic Analyzer (ThermoFisher Scientific, iNam, MA, USA). Les
électrophorégrammes obtenus ont été alignés al@idlogiciel Geneious® et les séquences
ainsi obtenues ont été analysées par BLAST®, dibonsur le site du NIH

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) afin déntifier le type d’'HPV.

RID NB9C37C9013 Search expires on 10-01 19:54 pm Download All v axcltids
i J 20 will

Program BLASTN @ Citation v Organks Ml oiiop 20N Ses

Database nt  See details v Type common name, binomial, taxid or group name ‘
<+ Add organism

Query ID lcl|Query_23477

Description None Percent Identity E value Query Coverage

Molecule type dna { to to to ]

Query Length 454 o
Other reports  Distance tree of results MSA viewer @ m
Descriptions Graphic Summary Taxonomy

Alignment view l Pairwise v \i CDS feature @ Download v
80 sequences selected 0
& Download v GenBank Graphics ¥ Next <Descriptions

Human papillomavirus type 5 L2 (L2) and L1 (L1) genes, complete cds
Sequence ID: DQ080001.1 Length: 3551 Number of Matches: 1

Range 1: 1918 to 2371 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
778 bits(421) 0.0 445/456(98%) 4/456(0%) Plus/Plus

Query 1 ATGGCAGTGTGGCACTCGGCTAATGGTAAAGTATATCTTCCACCATCGACACCGGTGGCC 60

) CCLLCCLLELEEEEE L L L L EL L
Sbjct 1918 ATGGCAGTGTGGCACTCGGCTAATGGTAAAGTATATCTTCCACCATCGACACCGGTGGCC 1977

Query 61  AGAGTCCAAAGCACCGATGAATACAGAACAAATATCTACTATC-AAT-TCAATGCATTTA 118
N e N A  aaaal|
Sbjct 1978 AGAGTCCAAAGCACCGATGAATACA-TTCAAAGAACAAATATCTACTATC-ATGCATTTA 2035
Query 119  GTGACAGATTGTTAACTGTAGGTCATCCTTATTTCAATGTATACAATATTAATGGTGATA 178
COLECELEEEE R e e e e eyl
Sbjct 2036 GTGACAGATTGTTAACTGTAGGTCATCCTTATTTCAATGTATACAATATTAATGGTGATA 2095
Query 179  AGCTTGAGGTTCCTAAGGTTT ACAGAGTATTTCGCCTAAMATTACCAG 238
) ||||||||||[IIIII[IIII\||||]|III|||||||||||||]|IIIH|II|H|I|
Sbjct 2096 AGCTTGAGGTTCCTAAGGTT AACACAGAGTATTTCGCCT. TACCAG 2155

Query 239  ATCCTAACAGATTTGCATTAGCTGATATGTCTGTTTACAACCCTGACAAAGAACGTTTGG 298

CLCLLEEEE L EEE LT
u Sbjct 2156 ATCCTAACAGATTTGCATTAGCTGATATGTCTGTTTACAACCCTGACAAAGAACGTTTGG 2215 [= Feedback

Figure 21. Exemple de résultat de I'analyse par a@jnement de séquences obtenue par
Blast (HPV 5).

* Etude immunohistochimique
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Nous avons développé dans le département de Pgithale I'hdpital Bichat-Claude Bernard
une méthode d’évaluation de I'expression cutanddldé7A par immunohistochimie (IHC).
L’anticorps qui a été retenu pour cette analyseuasanticorps polyclonal de lapin, de type
IgG (Référence : ab79056, Abcam, Cambridge, UK).'Bbsence de données relatives a
I'IHC IL-17A dans les lésions cutanées induites &V, nous avons choisi cet anticorps car
il avait déja été utilisé pour des études immurtoblEmiques dans d’autres dermatoses, chez

la souris [121] et chez 'lhomme [122, 123], et sktl@&tre associé a un marquage assez net.

Pour cette analyse, la premiere étape a été latiwmiosn de lames blanches de 3um
d’épaisseur, issues de blocs de tissus cutanés &réformol et inclus en paraffine. La
technique d'immunohistochimie est réalisée surtbenate Leica BOND Il selon le protocole
suivant : les lames blanches sont déparaffinées ypuidémasquage du site antigénique est
réalisé dans une solution tampon pH=6 durant 3Qtesma une température de 100°C. Pour
éviter un important bruit de fond avec de faux rmages, un blocage des peroxydases
endogénes est effectué dans un bain #f& ld 3% pendant 5 minutes. Un ringage est ensuite
réalisé dans un tampon de lavage. Puis I'anticantsIL-17 est appliqué a la concentration
de 150 pl/lame pendant 20 minutes. Aprés rincagéiousse de détection est alors utilisée
selon les recommandations du fabricant, avec inmrbde I'anticorps secondaire pendant 10
minutes. Pour amplifier ce marquage, c'est le pégenHRP qui est utilisé pendant 10
minutes. Un autre rincage est réalisé suivi durevélation marron a la DAB
(Diaminobenzidine) pendant 8 minutes. Les noyauxt ®msuite colorés a I'hématoxyline
pendant 5 minutes. Un ringcage final est réalisé poe déshydratation et enfin le montage de

la lame.

La mise au point de l'utilisation de I'anticorpsnécessité plusieurs étapes pour arriver aux
parametres de dilution de 1/150 et du pH=6. Latidiiuau 1/500 proposée par le fabricant ne
révélait qu’un marquage trop faible et nous avaitsié méme constat au 1/200. A l'inverse,
la dilution au 1/100 s’accompagnait d’un bruit ded trop important sur les kératinocytes, le
tissu conjonctif dermique et les annexes. Nous swalidé la dilution au 1/150 avec un
témoin interne positif sur les lymphocytes et ledlutes endothéliales. Nous avons pris
comme tissus témoins des carcinomes épidermoidasiis cutanés. Le choix de ce témoin
était motivé par deux publications mettant en éweeune forte expression d’lIL-17 dans ce
type de cancers [124, 125].

L’évaluation de I'expression de I'lL-17 a été éiatdelon un score incluant (a) le pourcentage

de kératinocytes marqués/positifs (de 0 a 1009@)dtintensité du marquage (0 = absent ; 1

58



= faible ; 2 = modéré ; 3 = fort). Le score finahpelé H-score, étant le produit de (a)
multiplié par (b), donc compris entre 0 et 300. Wwible lecture a été réalisée avec le
microscope optique Leica par Dr Deschamps quipestialisée en dermatopathologie, et moi-

méme. En cas de discordance le score retenua&taibyenne de nos deux évaluations.

Résultats :

* Analyses virologiques

Les analyses virologiques ont permis de confirmerigine viro-induite en mettant en
evidence deux HPV cutanés de typel’HPV 8 et 'HPV 37 avec pour ces deux HPV avec
un score d’alignement de Blast de 90%.

* Etude immunohistochimique

L’étude par immunohistochimie a mis en évidence ubdge expression nucléaire

kératinocytaire de I'lL-17 avec un score évaluér, 2t un discret marquage cytoplasmique.
On notait également un marquage positif des lymytesc(peu nombreux dans le derme
superficiel) et des cellules endothéliales, qui stilment les témoins internes pour ce

marquage.

. 9 A 54 Oh
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MY @ souttong ¥t
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Figure 22. Marquage kératinocytaire positif de I'arti-IL-17 (fleches bleues). Témoins internes :
lymphocytes (fleches vertes) et cellules endothdéa (fleches rouges). Grossissement : (A) x10, (0.

Discussion

Des infections cutanées séveres par HPV ont éfgorges dans les suites de greffes de
cellules souches chez des patients présentanefiegsdimmunitaires combinés séveres dues
a des mutations inactivatrices de JAK3 [126]. Rmag patients le lien entre I'inactivation de
JAK3 et la survenue d’'infection par HPV semble msgsur les perturbations de synthése des
cytokines en aval du signal JAK et parmi elles-HlIZ pourrait étre fortement impliquée. En
effet il a été démontré que selon I'environnemémftammatoires des différentes pathologies
auto-immunes, le tofacitinib pouvait soit inhibar $ynthese d’IL-17 [127] ou au contraire
'augmenter. Dans le cas des maladies inflammatoateroniques de l'intestin, le profil
cytokinique des patients est de type IL-6+ et B&Ee qui a un effet activateur du tofacitinib
sur la sécrétion d’IL-17 [128]. Ces résultats sommcordants avec une autre étuwlevitro
montrant qu’une inhibition de JAK3 dans les celutie I'immunité innée était responsable
d’'une augmentation de sécrétion d’'IL-17 [129]. |1/ semble avoir ici un role favorisant
dans la réplication virale. Ceci pourrait s’expkgupar I'effet inhibiteur de I'lL-17 sur les
populations lymphocytaires Thl et les lymphocytgwtoxiques, qui a été rapporté dans
certaines publications traitant du sujet de I'lL-dahs les infections virales [130, 131] et plus
particulierement dans I'infection par HPV [87].

Dans notre travail, la mise en évidence d’une fexjgression d’lIL-17 dans une verrue induite

par le tofacitinib suggere la présence d’'une imgrad sécrétion d’IL-17 dans du tissu cutané
verrugueux, et donne des pistes de réflexion peplicrier les mécanismes impliqués dans la
survenue de cet effet secondaire. En suivant ce em@isonnement, il serait intéressant

d’analyser le profil d’expression de I'lL-17 dareslverrues induites par les anti-TNF, ces
traitements étant a l'instar des anti-JAK parf@sponsables d’'une activation paradoxale de
la voie IL-17 [132].

Concernant les méthodes utilisées pour ce traeaill'absence de trousse commerciale
adaptée a la recherche élargie des differents HR&neés, la mise en place de cette PCR
utilisant des amorces dégénérées nous a permidapuemiéere fois d’identifier la présence
d’'HPV de typeB dans du tissu cutané. Cette PCR est particuliatem&ressante car elle

permet de détecter un large nombre de types d’Hippartenant aux différents genres
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cutanés, avec une grande spécificité de détecesnHPV 5 et 8. Cette technique présente
néanmoins des limites car les tests que nous aftertués ont montré qu’en cas de multi-

infection HPV, cette PCR ne permet pas de mettr&vatence plus de 2 types d’HPV.

Pour [l'analyse anatomopathologique, nous avons schdiemployer une méthode
d'immunohistochimie afin de mesurer le niveau diegsion tissulaire de I'lL-17. Cette
technique a le mérite d’étre rapide (quelques I®weeautomatisée, limitant ainsi les erreurs
techniques liées aux manipulations. La lecture agrascope optique est aisée car
I'architecture du tissu est préservée et l'intengit la localisation du marquage peuvent étre
précisément analysées. L’'emploi d’anticorps polyalcécessite une mise au point fine afin
d’éviter les marquages faussement positifs ou bieimportant bruit de fond relatif a une
trop grande avidité de l'anticorps. Avec l'anticerpnti-IL-17 retenu pour ce travail, le

marquage était assez net, permettant une bonredregpibilité inter et intra-observateur.

Nos résultats suggerent un role favorisant de 1M.dans le développement des lésions
induites par HPV. Cependant il s’agit d'une obstovaisolée, et le contexte iatrogénique
particulier ne permet pas d’extrapoler ces résulak autres verrues cutanées habituellement
rencontrées. Une étude plus large est donc népmgsailr confirmer le lien entre cette
signature cytokinique et 'infection cutanée panHP
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OBSERVATION

Oocurrence of Extensive Cutaneous Human
Papillomavims Infection After Initiation

of Tofadtinib Therapy

Tofacitintb i an oral mhibitor of Janues kinase (TAK) that se-
lectively targets JAK] and IAKT and induces a modulation of
the immune responsa.! Tofactinib has shown good resaltsm
patients with theumatoid arthmtis and inflammatory bowel dis-
ease and has a safety profile ssmilar to that of tumor necrosis
fector biockers; the most Fequent adverse evanis are infec-
tions. Hersin we report the frst case to our knowladge of
extensive cutaneous homan papillomavims {(HPY) infection
ocourming shortly after initation of tofactmib therapy.

Report of & Case | A 50-year-oid woman presented for evalua-
tion of muinple skin lesions. The patient had an B-year his-
tory of sevare uloarative colitis indtially treated with azathio-
prine that was then switched to anfi-tumor necrosis factor
therapy {infliximak) without any adverse events. Infliximab
treatment was stopped after 4 years of treatment owing to dis-
aase relapse. Tofactinib therapy alone was then introduced,
as & third-line treatment, and showed rapid efficacy.

The patient reported the onset of skin kesions on her neck
I month after mitiation of tofactindb treatrment (20 mgtd). Two
mionihs later, dindcal examinaton revealed numerous papu-
larlasions on the neck and keratofic and papiflomatons lesions

evocatve of warts on the face and hands (Figure 1. A bsopsy of
a papular lesion was parformed and showed histological fes-
tures of papillomatous warts, with parakeratotic oofumns as-
sociated with an acanthobc eptdermis and shight keratinocyte
vamcdization {Figume 2). To explore the cytoline expression pro-
file of the lesions, an immunchistochemical analys:s was per-
formed with anti-interieukin {ILi-17 antibodies, and it re-
vealed a very strong staining within the kematinecytes (Abcam;
Tato, 1:500) (Figure 2). Molecular detection of HPV was per-
formed on the skin sample by a polymerase chain reacton wsimg
depenarate pramears, folkowed by a Sanper sequencing. Twocu-
tameos B-HPVE were detected: HPY-B and HPY-37.

CGiven the shori peniod bebwesn reatment mtroduction and
the onset of lesions, these cutaneous manifestations of HPY
infection were atinbuted to tiofactingb. The treatment dose was
reduced to 10 mad, followsd by a slight redaction in the nom-
ber of lesions. Because of the excellent efficacy of tofacitinib
and the absence of ife-threatening adverse events, it was de-
crded to maintain the tofacshmib treatment. emmatolomcal fiod-
love-up contimed to detect any possibie onset of HPV-raiated
squamous cell carcnoma.

Discussion | Severs cutanecas HPFY infections have been re-
ported in patients affected by JAKS-deficient ssvare com-
bined immunodeficency, especially following stem cell
transplantation.® The link between JAKS inactivation and HFY
infecton ramzins unclear, though itis highly probable that the

Figure 1. CEnkcal Presentation of Skin Lesions Ocouming Shorthy After infiztion of Tofacltmnlb Trestment
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Figure 2. Histoingscal Featores and Immunahistochemecal Anaiysks of a Skin Biopsy Specimen Dbtained From 2 Neck Lasion
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L, intersa mberkecin 17 Saining within tha keratnooytes.

disturbance of several downsiream cytokine-dependent sig-
naling pathways plays amole, Among those cytolkmes, [L-17 may
bestrongly implacated. Indesd, & has been establishad that de-
pending on the cytokine emironment, tofacbmb could ether
inhibit or enhance the production of [L-17. In the presenca of
proinflimmatory cytokines, namsly 11-6 and TGFR, which ars
highly expressed in inflammatory bowel disease, tofacbmb
strongly induces [L-I7 synthesis.? These results are consis-
tent with another in vitro study, showing that the inhibitbon
of JAKT in innate immune cells cowld enhance the prodoc-
tion of [L-17_* Conceming the link betwesn [L-17 and HPY in-
fecton, several studies suggest & promoting effect of this cyto-
kine in both muco=sal {o-HPV types) and cutaneons (mostly
B-genus) HPV infection, notably with the observation of an im-
mune-suppressive effect of [L-17 in HPV-indwceed apithelial
hyperplasia ® Moreover, recent prospective studies have re-
ported a decrease in cutanesus HPY shedding among pa-
tiemts treated with anti-1L-17 therapy.®

To our knowledge, this 15 the first caze of cutaneous
HPV-related lesions induced by a JAK inhibitor. Tt s likealy that

JAMA Dermmatology  Publshed online March 13, 2009

similar cases will be reported in the future, since the ndica-
tions of this treatment might soon be expanded, notably tothe
dermatofogical field for the treatment of alopecia asrata and
psoriasis.
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TROISIEME TRAVAIL

Lien entre infection cutanée par papillomavirus hunain, interleukine 17 et

psoriasis

Exploring the association between cutaneous HPV, interleukin 17 and
psoriasis
Soumis dandournal of the European Academy of Dermatology and

Venereologyen octobre 2021
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LIEN ENTRE INFECTION CUTANEE PAR HPV, IL-17 ET PSOR IASIS

Contexte et objectifs

Le psoriasis et les infections cutanées par HPY des dermatoses tres fréquentes, il est donc
difficile d’établir un lien de causalité entre adsux entités. Néanmoins une association entre
psoriasis et HPV a souvent été évoquée danséaalitire du fait d'une prévalence élevée du
portage HPV chez les patients présentant un pssjdid8—135].

Nous décrivons dans ce travail le cas d’'une paipnésentant une tres rapide régression de
verrues récalcitrantes suite a l'introduction d'uraitement par anti-IL-17. Cette nouvelle

observation clinique nous a conduits a étudierpfegsion de I'lL-17 dans une série de

verrues afin de mieux comprendre I'effet observezatette patiente.

Observation :Une femme de 26 ans était suivie pour un psoriasidéré évoluant depuis
I'adolescence, traité de facon intermittente pamubeorticoides. Elle consultait suite a
I'apparition de verrues profuses plantaires, |l@gs sur des plaques de psoriasis. Malgré
plusieurs traitements par cryothérapie (6 séangéstal) et un cycle d'imiquimod topique (5
jours/semaine pendant 1 mois), la patiente rappam& extension des lésions verruqueuses.
L’examen clinique retrouvait la présence d'une uieade verrues sur chaque pied,
confluentes par endroits, et au niveau du talonclgawne volumineuse et douloureuse
myrmécie. Au plan du psoriasis on notait des plagée/thematosquameuses au niveau
plantaire ainsi qu’'une atteinte des mains et degle® Un traitement par anti-IL-17 était
initié avec l'ixekizumab. Aprés 2 mois de traitern@m observait une nette régression des
verrues sans traitement local associé, et leuadin quasi compléte a 5 mois de l'initiation

du traitement. En paralléle la patiente présentaétrémission complete de son psoriasis.

Méthodes

Suite a cette observation nous avons souhaitéegtiadiprofil d’expression de I'lL-17 dans

une série de verrues cutanées, afin de mieux cowf@eette évolution clinique. Nous avons
identifié les 20 échantillons de verrues cutanées plus récemment archivés en
anatomopathologie sous la forme de blocs de paeaffPour ce faire nous avons lancé une

recherche dans la base de données informatiquees/eodes ADICAP (Association pour le
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Développement de I'Informatique en Cytologie et tdn@-Pathologie) EOHO, EOH2, EOMO,
EOM2 et EOM4, correspondant respectivement auxndisiics histologiques de papillome
malpighien, papillome kératosique, verrue virakrrue plane et verrue vulgaire.

Une fois ces 20 prélévements identifiés les lanoésrées par I'HES (hématoxyline - éosine —
safran) ont été relues de facon centralisée par am&omopathologiste spécialisée en
dermatopathologie (Dr Deschamps) afin de confirieediagnostic de verrue. Les criteres
histologiques retenus étaient: I'hyperkératosepdpillomatose et I'acanthose. La présence
d’inclusion virale était systématiguement recheechéais non nécessaire pour affirmer le
diagnostic. L’'ensemble des 20 prélevements a égaileraté testé pour HPV. Seuls les
prélevements présentant des caractéristiques gpida verrues et une positivite HPV ont

été retenus pour I'analyse IHC.

* Analyses virologiques

Afin de pouvoir détecter de fagon plus exhausta®e HPV cutanés, nous avons établi une
collaboration avec le Centre National de Référd@te¢R) des HPV dirigé par le Pr Jean-Luc

Prétet au CHU de Besancon. La méthode développde @R pour ce travail repose sur la

technologie Luminex™ (Luminex, Austin, Texas, U§A36—138], qui permet de détecter de

facon individuelle 54 types d’HPV cutanés :#6i1PV, 6a-HPV, 1y-HPV et 1u-HPV.

Panelp-HPV
HPV5 HPV8 HPV9 HPV12 HPV14 HPV15 HPV17 HPV19 HPV20
HPV21 HPV22 HPV23 HPV24 HPV25 HPV36 HPV37 HPV38 HRV
HPV49 HPV75 HPV76 HPV8B0 HPV92 HPV93 HPV96 HPV98 HPV99
HPV100 HPV104 HPV105 HPV107 HPV110 HPV111l HPV113 HPV115 HPV118
HPV120 HPV122 HPV124 HPV143 HPV145 HPV150 HPV151 HPV152 HPV159
HPV174

Panel mixte
p-HPV1 o-HPV2 o-HPV3 vy-HPV4 o-HPV7 o-HPV10 o-HPV27 a-HPV57
Tableau 8. 54 types d’HPV détectés par technologig&iminex ™.

Cette technologie repose sur l'utilisation de midltes de polystyrene. Chaque microbille est

colorée par deux fluorochromes avec un ratio sjgg@fet qui constitue son code couleur.
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Figure 23. Chagque microbille a son code couleur. 66
D’aprés Reslova et al. [74].




Deux PCR HPV multiplex sont réalisées avec 54 agmuessinées a partir de régions peu
conservées du gene viral E7. Les amplicons obtsant biotinylés puis hybridés avec les
microspheres fluorescentes. Ces billes couplées B4dypes de sondes oligonucléotidiques
spécifiqgues de chaque espece d’HPV. Pour chaquentiitdn, le produit de PCR est déposé
dans un puits en présence de I'ensemble des sdmées sur les billes. Puis le mélange
réactionnel est aspiré dans une veine liquide atjwd microbille hybridée est analysée par
cytométrie en flux. En pratique, les microbillesysmdividuellement excitée par deux lasers
pour son identification (longueur d’onde d’idertdtion : 635 nm) et pour la détection de la
fluorescence a sa surface (longueur d’onde : 53p aumespondant au produit de PCR. La
biotine des produits de PCR est réevélée par la gdrythrine par l'intermédiaire de la
strepatvidine. Les billes sont détectées et corsppae cytométrie de flux, jusqu’a 100 fois

pour chaque bille.

PCR HPV

avec amorces fluorescentes

Dénaturation

Hybridation avec
des microspheéres de polystyréne colorées
couplées & des sondes spécifiques
de chaque génotype

Laser de détection du fluorophore
témoin de la présence
d’un amplicon HPV

o o
E’o OO‘§
JEP LR

o

100 types de microsphéres différentes ufilisables
Ex : microsphére bleue avec sonde HPV 16

Laser de détection de la
couleur de la microsphére
= détection du génotype

Figure 24. Principe du génotypage par technique Luimex™, d’aprés. Hantz et al. [139].
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* Analyse immunohistochimique

L’analyse immunohistochimique (IHC) a été réalissmdon la procédure précédemment
décrite. Pour cette étude 'immunomarquage a eégaitedté réalisé sur 3 prélevements issus
de peau saine périkystique de fagon a pouvoir coenes résultats observeés sur les verrues a
des témoins sains (contrdle négatifs).

Résultats

Parmi les 20 prélévements initialement identifi@g)’'ont pas été sélectionnés pour I'étude
immunohistochimique, pour les raisons suivantedecture anatomopathologique redressant
le diagnostic de verrue vers celui de porome (l&bsence de matériel suffisant pour
permettre la constitution de lames blanches (1fs¢levement réalisé post azote avec
remaniements inflammatoires rendant ininterprétdblemarquage (1/5) et prélévements
négatifs pour HPV (2/18).

Parmi les 15 préléevements retenus pour I'analysprésentaient une mono-infection par
HPV. Pour les 10 autres le nombre de types d’'HPNaitade 2 a 10. Malgré le petit effectif
on retrouvait une tendance a plus de multi-infextiblPV chez les patients immunodéprimés
(moyenne de 5,5 types présents) que chez les maiemunocompétents (moyenne de 3.2).
Cette plus grande permissivité des HPV cutanésuestfait connu chez les patients
immunodéprimés. Les 3 types d’HPV les plus frequemndétectés étaientatFHPV 57
(7/15), B-HPV 38 (5/15) ef3-HPV 17 (4/15). Le-HPV 5 et/ou 8 n’étaient retrouveés que

chez 2 patients immunodéprimés.

L’étude par IHC au niveau de la peau saine monfedisence de marquage kératinocytaire
dans les 3 prélevements. En revanche l'anticorfisllad?7 était détecté de facon constante
au niveau des lymphocytes et des cellules endatéglices deux types cellulaires ont donc
été retenus comme témoins internes positifs. Dmeérie de verrues, I'HC a mis en évidence
une forte expression de I'lL-17 dans I'ensemble teprélevements. Les scores variaient de
60 a 300 avec un score moyen de 225 et un scoreamé@ 300. On observait une

expression kératinocytaire de I'lL-17, principalerhau niveau des noyaux et de fagon moins

marquée au niveau du cytoplasme.
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Types d'HPV

Patient Age Localisation = Immunodépression détectés Score IHC

1 80 Doigt Non 36/38/57/17 60

2 61 Plantaire Non 57 100

3 64 Tronc Non 38 100

4 80 Membre inferieur Non 17 150
5/8/19/36/98/110/11

5 82 Visage Greffe d'organe 1/120/159/57 160

6 69 Doigt Non 145/2 200
38/75/105/118/152/:

7 17 Visage Non 127 250

8 32 Plantaire Non 36/57 250

9 77 Membre inferieur Non 80/2/57 300

10 53 = Membre inferieur Séropositivité VIH 22/25/1217 300

11 66 Visage Greffe d'organe 17/21/38/49/98 300

12 84 Membre inferieur Non 10 300

13 30 Visage Non 57 300

14 52 Membre inferieur Greffe d'organe 57/5 300

15 59 Visage Non 15/17/38 300

Tableau 9. Caractéristiques cliniques des patientst des verrues, résultats virologiques
et scores de I'analyse IHC.
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Figure 25. Immunomarquage IL-17 sur échantillon depeau saine : absence de
marquage keératinocytaire. Témoins internes : cellids endothéliale (fleche rouge)
et lymphocyte (fleche verte). Grossissement (A) x% (B) x100.

Figure 26. Verrue (Patient 1). Coloration HES: (A) Hyperkératose avec hyperplasie
épidermique et papillomatose, grossissement x12 €B) Hyperkératose avec koilocytes
(fleches bleues) dans les couches superficiellggetit noyau picnotique et cytoplasme clarifié,
grossisement x50. Immunomarquage IL-17 positif : (EH score=60, grossissement x12 et
(D) Marquage nucléaire des kératinocytes (téte ddéeiche jaune) et des Kibocytes (téte de
fleche bleue), grossissement x100.
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Figure 27. Verrue (Patient 14). Coloration HES : (A Hyperkératose avec hyperplasie
épidermique acanthosique, grossissement x15 et (Biclusions virales dans les couches
superficielles avec des noyaux basophiles et un cytoplasme clarifié, grossissement x100.
Immunomarquage IL-17 positif : (C) H score=300, gossissement x15 et (D) Marquage
nucléaire des kératinocytes avec gradient des coushbasales aux couches superficielles,
grossissement x50.

Discussion

L'observation rapportée dans ce travail va dansséms de celles que nous avions
préecédemment décrites, mais s’en différencie palotalisation des verrues, siégeant
exclusivement en regard des plaques de psoriasgdte Qopographie suggere que
I'environnement, notamment cytokinique, associ@sariasis a eu chez cette patiente un effet
favorisant I'infection par HPV. Comme pour les géentes observations du premier travail,
le délai d’action du traitement anti-IL-17 a ét@ide, avec une régression dans les 6 mois

suivant I'introduction du traitement.

Concernant I'étude menée sur la série de verruemeées, I'utilisation de la technologie
Luminex™ a permis de détecter de facon tres spg@fila présence d’'HPV sans étre
confronté a la limitation du nombre de types dé®an cas de multi-infection, a laquelle
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nous avions précédemment été confrontés avec lhoaetde PCR dégénérée. Les HPV
détectés par Luminex™ correspondent a ceux quilsgolus souvent mis en évidence dans
les verrues, néanmoins cette technique ne perrsatedétecter 'ensemble des HPV cutanés,

puisqu’il existe plus de 150 types cutaneés.

L’analyse immunohistochimique réalisée dans ceaitaretrouvé dans tous les prélévements
de verrues un marquage kératinocytaire de I'lL-IatAniveau du noyau et du cytoplasme,
contrastant avec I'absence de marquage obsendesupréléevements issus de peau saine. Ce
marquage intrakératinocytaire n’était pas atteratules données actuellement disponibles ne
vont pas dans le sens d’'une synthése kératinoeydairl'lL-17A et cette interleukine n’est
pas internalisée apres fixation sur son récep@u@atinocytaire.

Ainsi, pour tenter de mieux comprendre la signtfmade ce marquage nous avons confronté
nos résultats aux données existantes dans latittérportant sur I'lHC IL-17A réalisée au
niveau cutané. Dans les articles mentionnant lésed@mn de ce type d’analyse, la localisation
précise du marquage IL-17A est rarement rappoetée, description se limite le plus souvent
a l'indication d’'une forte ou faible expression.ddéoins, en étudiant les quelques images
disponibles issues de ces publications, il sembke deux autres équipes ayant réalisé des
études par IHC avec le méme anticorps que celunqus avons employé (ab79056, Abcam
Cambridge, UK), ont pu mettre en évidence un mayguaucléaire intrakératinocytaire
similaire a celui que nous avons observé. Nouslkbéts ci-dessous les résultats de ces deux

études.

- Dans la publication de Mounsey et al. [140], leears avaient pour objectif d’étudier
I'implication de la voie de I'lL-17 dans les infémhs par sarcopte chez les cochons.
Bien que ce modele ne soit pas humain, le modéleirpest considéré comme un
modéle bien adapté pour I'étude de 'immunologitange humaine [141]. Dans le
cadre de ce travail les auteurs ont réalisé urdeéale I'expression cutanée de I'lL-17.
lIs décrivent ainsi un marquage fort dans les kévaytes : «There was also a strong
signal in keratinocytes (Fig )4 et I'étude de leurs images montre une grande
similarité avec nos résultats, a savoir un marqui@eatinocytaire nucléaire et
cytoplasmique. La figure 4B en particulier montrermarquage trés similaire a celui

observé dans notre série de verrues.
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Fig 4. Representative IL-17 staining of skin lesibnveek 12 post infestation with Sarcoptes
scabiei. (A) Crusted scabies, (B) Ordinary scab{€3,Non-infested, (D) anti-interleukin-17
isotype control antibody. Scale bars = 100

- Dans une autre publication par Todberg et al [148k auteurs étudient I'effet du
secukinumab sur les réponses aux patchs test kel micez des patients présentant
une dermatite de contact. Peu de détails sont miisies sur leurs résultats d’analyses
immunohistochimiques car les auteurs indiquent eseaht qu’ils observent un
marquage nucléaire faible: «Quantification of IL-17-positive cells in
immunohistochemically stained sections from bigpsws not possible because of

weak nuclear staining (Fig. 1}. Le type cellulaire marqué par I'anticorps n’pas
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précisé. Cependant sur la vignette (g) dans ladigitdessous, nous pouvons observer
un marquage nucléaire lymphocytaire et kératina@ytadans les couches

superficielles de I'épiderme.

-5 1N —p e & - >

Figure 1 Photographs and histology micrographs frimo participants. Skin biopsies were
taken from nickel patch test lesions before andrafecukinumab treatment: on day 3 (left)
and on day 17 (right).Participant no. 4. hematoryAnd eosin staining, 920; (a) day 3,
moderate inflammation with eosinophils and mild sposis; (b) day 17, moderate
inflammation with spongiosis and eosinophils; imntustochemical staining of I1L-17, 920;

(c) day 3; (d) day 17. Participant no. 8: hemataxyand eosin staining, 920; (e) day 3,
moderate inflammation with eosinophils; (f) day laQerate inflammation with spongiosis

and eosinophils; immunohistochemical staining e i, 920, (g) day 3; (h) day 17

Dans nos travaux, les résultats d’immunohistochimeecorrespondent pas a ce qui était
attendu, a savoir un marquage plutdt membranair€lldd7A, mais nos observations ne
semblent pas isolées. Une possible explicationsarésultats pourrait étre une réactivité
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croisée de I'anticorps employé avec d’'autres isoéw de I'lL-17. En effet il a été démontré
gue les kératinocytes pouvaient produire au mosmscdypes d’IL-17 : I'lL-17C et I'lL-17E
[143]. Le pourcentage d’homologie avec I'lL-17A et 23% pour I'isoforme C et de 17%
pour lisoforme E [69]. Une réactivité croisée avéili-17C semble étre une piste
particulierement intéressante car cette interleukiartage avec I'lL-17A de nombreux effets
communs, notamment au cours du psoriasis. En effets cette dermatose I'lL-17C qui est
l'isoforme d’IL-17 le plus représenté a pour eftete prolifération kéartinocytaire [144] et
plus globalement un effet sur le transcriptome s@mblable a celui de I'lL-17A [145]. Par
ailleurs il existe entre ces deux interleukines baecle de rétroaction positive dans laquelle
I'IL-17A induit la synthese d’IL-17C [146] qui eretour augmente la synthése de I'lL-17A,
ce qui a été observé dans le psoriasis [143] mas dans I'hidradénite suppurée [147]

Ces premiers résultats d'immunohistochimie IL-17#nsl du tissu de verrues cutanées sont
donc préliminaires et ne permettent pas daffirnienplication de l'IL-17A dans la
physiopathologie des Iésions cutanées induite$ipaf. Il sera donc nécessaire de compléter
cette premiére analyse par une nouvelle étude irohistochimique sur la méme série mais
en utilisant un autre anticorps anti-IL-17A, dedgyponoclonal afin d’augmenter la spécificité
de fixation. Une nouvelle série de marquage empioglas anticorps anti-IL-17C et anti-IL-
17E pourrait également permettre de mieux prédesedle éventuel de ces autres isoformes
dans la physiopathologie des Iésions cutanéesteaslpar HPV. Selon les résultats de ces
études par IHC, d’autres techniques plus pointoeesrpient s’envisager comme I'hybridation
in situ ciblant 'ARN des différents isoformes d*lL7 [145] afin de déterminer précisément
guels isoformes sont synthétisés et a quel en@oi& présence d’un ou plusieurs types d’IL-
17 est confirmée, il sera nécessaire de compares feveaux d’expression dans la peau saine
a ceux des tissus verruqueux par une étude quavditdes differents ARNm en utilisant
la PCR en temps réel [148].

En ce qui concerne 'association entre HPV et psigj deux hypothéses ont été discutées

dans la littérature par le passeé :

- Premiere hypothese : le virus HPV serait un détleac de psoriasis via une réponse
immunitaire antivirale responsable d’'un microenmitement pro-inflammatoire propice a
I'hyperprolifération kératinocytaire [134].

- Deuxieme hypothese : celle d’'une prolifération kiraecondaire a I'hyperprolifération

kératinocytaire du psoriasis [149].
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Dans notre observation, la séquence de survenueetages sur des lésions anciennes de
psoriasis va plutét dans le sens de la deuxiemethgpe. Mais en pratique clinique, comme
dans la littérature [150], on observe assez fréguenh la séquence inverse . verrues puis
psoriasis. Quel que soit [@imum movensil est tres probable que ces deux mécanismes
coexistent et puissent s’amplifier mutuellementlaigécrétion d’IL-17 qui va de pair avec le

psoriasis [99] et possiblement aussi avec la gnatfon HPV .

76



JEADV

Exploring the association between cutaneous HPV,
interleukin-17 and psoriasis

Journal: | Journal of the European Academy of Dermatology and Venereology
Manuscript ID | Draft
Manuscript Type: | Letter to Editor

ARONE™

Manuscripts

Exploring the association between cutaneous HPV, interleukin-17 and psoriasis

Florence Brunet-Possenti, MD! ; Lydia Deschamps, MD? ; Jean-Luc Pretet, PhD*3 ; Alice
Baraquin, AS*; Vincent Descamps, MD PhD! : Gilles Collin® AS. Charlotte Charpentier,
PhD?$ ; Valentine Marie Ferré, PharmD?>¢

! Department of Dermatology, Bichat Claude Bemard Hospital, AP-HP, Paris, France;
2JAME, UMR 1137, INSERM, Université de Paris, France ;

3 Department of Pathology; Bichat Claude Bemard Hospital, AP-HP, Paris, France;

# Papillomavirus National Reference Center, Besangon Hospital, Besangon, France;

5 EA3181, University Bourgogne Franche-Comté, LabEx LipSTIC ANR-11-LABX-0021,
Besancon, France;

§ Department of Virology: Bichat Claude Bernard Hospital, AP-HP, Paris, France;

Corresponding author:
Florence Brunet-Possenti, (Email: florence brunet-possenti@aphp.fr)

Department of Dermatology. Bichat Hospital, 46 rue Henri Huchard, 75018 Paris, France
Phone number +33 1 40256463
Fax number <33 1 40257303

Text word count: 599

Key words: human papillomavirus, interleukin-17, anti-interleukine-17, warts, psoriasis

Funding sources: none

Number of figures: 2

Conflict of interest: The authors have no conflict of interest to declare

Ethics: Data collection was declared and approved by the French Committee of Data
Protection and Civil Liberties (CNIL), registration number n°2223333v0

77



Journal of European Academy of Dermatology Venereology

Diear Editor,

Psorasis and buman papillomavius (HPV) infection are common skin conditions; it is thms
difficult to establish a causal ink between them However. several studies have highlighted a
high prevalence of cutaneouws HPW infection among pseriasis patients, indicating a possible
association!. Herein. we report the observation of a 26-vear-old female patient with chronic
peoriasis wWho presented a two-year lastory of warts located to psoriatic patches of both soles.
unresponsive to inpgumod and cryotherapy. Anti-I1-17 therapy was initiated with
ixelinmab, leading to a rapid decrease in warts size within 2 months and near complete

resolution after 5 months of treatment, without any addittonal therapy (Fig. 1).

In order to befter understand the mechanisms underlying this therapeutic effect, we sought fo
evaliate the expression of IL-17 in a series of cutaneous warts. The local histopathological
database was queried m June 2021 for the 20 latest formalin fixed paraffin embedded (FFPE)
wart samples. Central pathological review was done to confirm the presence of wait features
including hyperkeratosis, acanthosis and papillomatosis. All the samples were tested for HPV
using a multiplexed I nminex-based assay! that detects 46 f-HPV, 6§ o-HPV. 1 p-HPV and 1
v-HPV. Data collection was approved by the French Conmuttee of Data Protection (CNIL,
registrattion nmumber n"2223333v0)). Fifieen samples were selecied for the
immunchistochemical (THC) smdy according to two criteria: HPV positivity and the presence
of characteristic wart features. The samples were taken from 15 different individuals without
psoriasis. Among them 4 were unnmnocompromised (transplanted or HIV-positive patients).
The location were the hands or feet in 4/15 cases, face (5/15), tunk or limbs (6/15). Multiple
HPV infections were detected in 9 samples, the 2 most frequently encountered types were
HPV 57 {0 geneta) and HPV 38 (P genera). The staining was performed oo 4 pm FFFE slice
with rabbit anti-homan I1-17 antibody (1:150, ab79056. Abcam, Cambridge, UK). Shdes
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were read over brown color stamed keratinocytes. scored according to (a) the proportion of
stained cells (0 to 100%%) and (b) the staining intensity (0 = absent; 1 = weak: 2 = moderate; 3
= strong); the final score being the product of (a) nmltiplying (b). All wart samples displayed
posttive IL-17 staiming. with a mean score of 225, ranging from 60 to 300. The staiming was
located m the nucleus of keratmocyte and to a lesser degree in the cytoplasm (Fig. 2a.b.c). Of
note, the staiming was more mtense in the basal and parabasal keratinocytes which constitute

reservours for HPV. Three samples of healthy skin were used as negative extemal controls

(Fig. 2d).

Previouns studies have shown a proliferative effect of IL-17 in cervical epithelinm infected
with high nsk «-HPV types®. Our findings highlight that this interlenkin may also be mvolved
in the development of HPV-related cutaneous lesions. possibly through a positive feedback
loop. We hypothesize that HPV antigens mduce a Thl7 mmmne response with the production
of IL-17 that promotes the proliferation of keratinocytes® (HPV host cells) and creates a local
immunosuppressive environment as previously demonstrated®, thereby increasing the viral
load. Concerming the association between HPV and psonasis. two mechamisms have been
discussed 1n the hterature: etther HPV as a tngger for psoriasis via the mmmmne antiviral
response’, or the other way round with an enhanced viral replication secondary to
keratinocyte hyperproliferation’. In our opinion, both mechanisms coexist through an IL-17-
dnven bidirectional relationship. Therefore. it seems that anti-IL17 agents can constiute a
first choice treatment in psoriasis patients displaying warts. Moreover, in the presence of
HPV-related lesions, the use of anti-IL17 therapy could limit the nsk of eshanced viral
replication that frequently occurs with other psoriasis therapies especially TNF inhibitors and

cyclosporine.
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Figure 1. Clinical evoludon of recalcitrant plantar warts nunder izeldzumab treannent

(a) Plantar warts at mekiznmab imtiation. (b) Marked decrease in warts size after 2 months of

treatment. (c) Complete regression of warts afier 5 months of treatment.

Figure 1. IL-17 expression assessed by immunohistochemistry in a series of cutaneouns
WATTS

(a) IL-17 staining of a wart sample; strong nuclear expression of [I-17 (score=270), original
magnification x 50. (b) Focus showing the predominant expression of IL-17 in the basal and
suprabasal layers. original magpification x 100, (c) IL-17 staining of a wart sample: intense
IL-17 staining (score=300) associated with the presence of intramiclear inclusion bodies (red
arrows), original magnification x 200. (d) IL-17 staining of a healthy skin sample showing the
abzence of keratinocyte staining with positive endothelial staininge (miternal control). original
magnification x 100
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Figure 1. Clinical evolution of recalcitrant plantar warts under ixekizumab treatment
(a) Plantar warts at ixekizumab initiation. (b) Marked decrease in warts size after 2 months of treatment. (c)
Complete regression of warts after 5 months of treatment.

Figure 2. IL-17 expression assessed by immunohistochemistry in a series of cutaneous warts
(a) IL-17 staining of a wart sample: strong nuclear expression of II-17 (score=270), original magnification x
50. (b) Focus showing the predominant expression of IL-17 in the basal and suprabasal layers, original
magnification x 100. (c) IL-17 staining of a wart sample: intense IL-17 staining (score=300) associated with
the presence of intranuclear inclusion bodies (red arrows), original magnification x 200. (d) IL-17 staining of
a healthy skin sample showing the absence of keratinocyte staining with positive endothelial staining
(intemal control), original magnification x 100
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BREVET D’'INVENTION

Inhibiteurs de la voie de l'interleukine 17 pour letraitement des infections
chroniques dues a HPV

Numeéro de publication internationale W0 2017/202978 Al
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BREVET D'INVENTION

Suite aux premieres observations cliniques de esroutanées régressant sous thérapie anti-
IL-17 et avec la mise en évidence d’'une diminutionportage génital d’'HPV muqueux chez
des patients traités par anti-IL-17, nous avonstlaborer en 2017 un brevet portant sur
I'utilisation des thérapies ciblant la voie de FiI7 pour le traitement des infections
cutanéomuqueuses par HPV. Suite a l'obtention devdir en France, les demandes
d’extension a l'international ont été rédigées @mttsactuellement en cours d’expertise. Ce
brevet dont je suis co-inventrice avec le Profesd&acent Descamps, chef du service de
dermatologie de I'hopital Bichat-Claude Bernardté@ déposé conjointement par I'Université
Paris-Diderot et 'AP-HP. Les revendications de lrevet concernent le traitement des
infections par HPV quelles que soient leur locdilisg cutanée ou muqueuse, et quel que soit

le type |ésionnel, bénin ou malin.

Type| Numéro de Numeéro de

Pays Numéro de dépot | Prioritaire : Statut| Etat
publication délivrance
BN FRANCE FR1654637 Oui FR3051673 A1 FR3051673 Délivré En
0 B1 vigueur
PCT CANADA CA3 025066 Non CA3025066 A1 Publié En
0 cours
PCT ETATS UNIS US16/303,824 Non US2020/0308269 Publié En
0 DAMERIQUE Al cours
ECT PROCEDURE EP17724595.8 Non EP3464353 A1 Publi& En
0 OEB cours
PCT| PROCEDURE PCT/EP2017/062651 Non WO02017/202978 Publié En
0 PCT Al cours

Tableau 10. Récapitulatif du portefeuille brevet.

Le dépdbt de ce brevet a été motivé par I'absendbétapeutiques efficaces dirigées contre le
virus HPV, avec l'idée d’administrer ce traitemgatr voie systémique mais également de
facon intra-lésionnelle, pour les atteintes lo&dss afin d’'une part de limiter I'exposition
systémique aux traitements anti-IL-17 qui ne s@¥ fotalement dénués d’effets secondaires,
et d’autre part de réduire le colt du traitement.

Pour permettre la valorisation de ce brevet unengne étape d’étude préclinique visant a
évaluer l'efficacité des thérapies anti-IL17 sus lésions cutanées induites par HPV sera
nécessaire. Dans cette optique, les souris infectgar MmuPV1 (Mus musculus
papillomavirus 1) pourraient constituer un modéégudle intéressant car ce virus a été isolé a
partir de papillomes cutanés [151] et semble ptéseates similarités de structure avecfles
HPV [152].
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REVENDICATIONS

Inhibiteur de la voie de lIL-17 pour son utilisation dans le tratement des infections
chroniques dues a un ou plusieurs HPY.

Inhibiteur selon la revendication 1, pour son uflisation selon la revendication 1, dans
laquelle lesdites infections chronigues sont choisies parmi les verrues, les condylomes, la
papillomatose larnyngeée et [épidermoplasie  vemuciforme.

Inhibiteur selon iz revendication 1, pour son ublisaton selon la revendication 1, dans
laguelle lesdites infecfions chroniques sont choisies pammi les |@si0ns MUQUEUSES

prénéoplasiques induites par HPY.

. Inhibiteur selon = revendication 1, pour son utifizsation selon la revendication 1, dans

laguelle lesdites infections chronigues sont choisies parmi les carcinomes épidemmoldes

muquelux induits par HPV.

. Inhibiteur selon la revendication 3, pour son utiisation selon fa revendication 3 dans

laquelle |adite |ésion prénéoplasique comrespond & une |ésion du col de Fufénus.

Inhibiteur selon la revendication 3, pour son utiisation selon la revendication 3 dans
laguelle lesdites lésions mugueuses préngopiasiques sont choisies parmi les siles ORL,
anal et pénien.

Inhibiteur selon la revendication 4, pour son utiisation selon la revendication 4 dans
laquelle lesdits cancers épidermoides muqueux sont choisis parmi les sites cervicaux,
ORL. anal et pénien.

Inhibiteur selon l'une des revendications précédentes, pour son ullisation selon ['une
des revendications précédentes, dans laguelle ledit inhibiteur est un anticorps.

Inhibiteur selon |z revendication B8, pour son utilisation selon |a revendication B, dans
laquelle ledit anticorps se lie spécifiquement & IL-17A

Inhibiteur selon fune des revendicafions 8 ou 9, pour son ufilisation selon l'une des
revendications B ou 8, dans laguelle ledit anticorps est administré par voie locale ou
systemique.

Inhibiteur selon la revendication 9. pour son ufilisation systémique selon la revendication
8, dans laquelle ledit anticorps esi le secukinumab administré par voie sous-cutanée 4 la

dose de 300 mg une fois par semaine pendant 5 semaines, puis toutes les 4 semaines.
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QUATRIEME TRAVAIL

Expression de l'interleukine-17 dans les carcinomefpidermoides cutanés

Travail en cours
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EXPRESSION DE L'INTERLEUKINE-17 DANS LES CARCINOMES
EPIDERMOIDES CUTANES

Contexte et objectifs

Pour approfondir nos connaissances sur le rélelldd 1 dans les manifestations cutanées
liées aux HPV nous avons conduit une étude surséme de carcinomes épidermoides
cutanés avec d’'une part une analyse virologique doaumenter la présence ou l'absence
d’'HPV, et d’autre part une analyse immunohistochumi pour mesurer I'expression de I'lL-
17. L'objectif de ce travail était de comparer ihdgeaux d’expression d'lL-17 observés dans
les carcinomes induits par HPV versus ceux sarectiéh d’HPV. En effet les mécanismes
de la carcinogénese cutanée induite par HPV reatertjour incomplétement élucidés et au
vu de nos précédents résultats nous souhaitionsrerpéventuelle implication de I'lL-17
dans ce processus. Par ailleurs plusieurs pulditativaient déja mis en évidence une forte
expression d’IL-17 dans des tissus de cancersaliésx-HPV oncogenes au niveau du col
utérin [83], du colon [84] et du poumon [153]. Notthoix s’est porté sur les carcinomes
épidermoides car il ressort de la littérature gest@rincipalement ce type tumoral qui peut
étre induit par les HPV au niveau cutané [154].

Méthodes

Nous avons identifié dans la base de données damns de concertation pluridisciplinaire
du service de dermatologie de I'hopital Bichat-@euBernard les patients qui avaient eu
entre janvier 2014 et janvier 2019 une biopsie & exérese d’'un carcinome épidermoide au
stade in situ (maladie de Bowen) ou invasif. Lescblde paraffine correspondant a ces
tumeurs ont été désarchivés du service d’anatorologie pour procéder a l'analyse
virologique et immunohistochimique. Pour chaqueaétiion identifié nous avons renseigné
les données cliniques suivantes : localisationadiiineur, sexe et age du patient au moment
du prélevement, statut immunitaire (immunocompetsétopositivité VIH, greffe d’organe,

hémopathie).

* Analyse virologique

L’analyse virologique a été menée avec la méme ntdobgie Luminex™ que celle

précédemment décrite, mais avec un panel plus taorlargi auxy-HPV. Une recherche
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desa-HPV a été réalisée en paralléle par une techrdudridation sur bandelettes (INNO-
LIPA® HPV Genotyping Extra Il, Fujirebio, MalveriRA, USA). Au total ces différents
panels permettent de détecter 138 types d’'HPV.

HPVS5
HPV21
HPV49
HPV100
HPV120
HPV174

HPV4

HPV108
HPV128
HPV156
HPV168
HPV180

w-HPV1

HPV6

HPV40
HPV56
HPV73

Panelg-HPV
HPVS8 HPV9 HPV12 HPV14 HPV15 HPV17 HPV19 HPV20
HPV22 HPV23 HPV24 HPV25 HPV36 HPV37 HPV38 HRV
HPV75 HPV76 HPV80 HPV92 HPV93 HPV9% HPV98 HPV99
HPV104 HPV105 HPV107 HPV110 HPV111 HPV113 WE5 HPV118
HPV122 HPV124 HPV143 HPV145 HPV150 HPV151 HPV152 HPV159

Panely-HPV
HPV48 HPV50 HPV60 HPV65 HPV88 HPV95 HPV101 HPV103
HPV109 HPV112 HPV116 HPV119 HPV121 HPV123 WP6 HPV127
HPV129 HPV130 HPV131 HPV132 HPV133 HPV134 HPV148 HPV149
HPVSD2 HPV161 HPV162 HPV163 HPV164 HPV165 WB6 HPV167
HPV169 HPV170 HPV171 HPV172 HPV173 HPV175 HPV178 HPV179
HPV184 HPV197 HPV199 HPV200 HPV201 HPV202

Panel mixte
a-HPV2  a-HPV3 y-HPV4 «-HPV7 «-HPV10  a-HPV27 a-HPV57

Panela-HPV
HPV11 HPV16 HPV18 HPV26 HPV31 HPV33 HPV35 HPV39
HPVA42 HPV43 HPV44 HPV45 HPV51 HPV52 HPV53 H2V
HPV58 HPV59 HPV61 HPV62 HPV66 HPV67 HPV68 HPV70
HPV81 HPV82 HPV83 HPV89

Tableau 11. 138 types d’'HPV détectés par les tecHngies Luminex™ et INNO-LIPA®
HPV Genotyping Extra Il.

* Analyse immunohistochimique

La mesure d’expression de I'lL-17 a été réaliséenp@thode d’immunohistochimie, avec le

méme anticorps et selon la méme procédure précédphaécrits.

Résultats

Nous avons retenu pour l'analyse 75 prélévementdenant suffisamment de matériel

disponible pour les analyses. Ces préléevemententt@sus de 75 patients différents qui

n'avaient pas manifesté d’opposition a l'utilisatide leur prélevement a visée de recherche et

pour lesquels nous disposions de I'ensemble deséden cliniques d'intérét. Chaque

préléevement a bénéficié d’'une relecture anatomopagique afin de confirmer le diagnostic

de carcinome épidermoide et préciser son caractaitu (maladie de Bowen, 17 au total), ou

88



invasif (58 au total). La moyenne d’age des pasigitait de 72 ans, avec 22 femmes et 53
hommes. Sur les 75 patients, 40 présentaient unauiradépression, soit 53% de I'effectif.
La plupart des carcinomes étaient localisés suiskge ou le vertex (55/75).

Les données cliniques, histologiques ainsi queréssiltats des analyses virologiques et
immunohistochimiques sont synthétisées dans leaabti-dessous selon 'ordre croissant du
score d’expression de I'lL-17 (score H).

1 F 57 CE Visage | Greffé 0 Oui 8/115 128/134
2 M 71 CE Vertex | Greffé 0 Oui 5

3 M 60 Bowen | Vertex | Greffé 0 Oui 38

4 M 52 CE MI Greffé 0 Oui 38/110

5 M 89 Bowen | Vertex | Greffé 0 Oui |56 9/145

6 M 70 CE Vertex | Greffé 0 Non

7 F 73 CE Visage | Greffé 0 Non

8 M 81 CE Vertex | Hémopathie | 0 Oui |X 9/38/76/98/120/145

9 M 81 CE Main | Hémopathie |0 Oui |66

10 M 79 CE Visage | Hémopathie | 0 Non

11 M 81 CE Vertex | Hémopathie | 0 Non

12 M 90 CE Vertex | Hémopathie | 0 Non

13 M 52 Bowen | Main |IC 0 Oui |16 5/17/23/36/38/76/111/120/122/159 | HPVSD2
14 M 66 CE Vertex | IC 0 Oui 36 SD2
15 F 94 CE Vertex | IC 0 Oui 122/151

16 M 72 CE Visage | IC 0 Non

17 M 80 CE Visage | IC 0 Non

18 F 82 CE Visage | IC 0 Non

20 M 87 CE Vertex | IC 0 Non

21 F 98 CE Visage | IC 0 Non

22 M 78 CE Ml VIH 0 Oui 38

23 M 57 Bowen | Visage | Greffé 5 Oui 38

24 M 75 CE Visage | Greffé 10 Non

24 M 72 CE Visage | IC 10 Oui [X 36/38/124 SD2
25 M 91 CE Visage | IC 10 Oui 111/115

26 F 77 Bowen | Visage | IC 10 Oui 5/8/24/49/110/111

27 M 50 CE Fesse |IC 10 Oui |16

28 F 53 Bowen | Fesse |VIH 10 Oui |16 175
29 M 66 Bowen | Visage | Greffé 20 Oui 168
30 F 55 Bowen | Vertex | Greffé 20 Oui |X 24/38

31 M 82 CE Visage | IC 20 Oui 49

32 M 18 CE Visage | IC 20 Oui 111

33 M 84 CE Visage | IC 20 Oui 14/124

34 F 78 CE Visage | IC 20 Non

35 F 67 Bowen | MS Greffé 30 Oui 156
36 F 82 CE MS Greffé 30 Oui 5/9/14/38/122/159 130/SD2
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37 M 74 CE Visage | Greffé 30 Non

38 F 94 CE Visage | IC 30 Non

39 M 45 CE Pubis | VIH 30 Oui |26 05 ET 38

40 M 62 CE Visage | IC 40 Oui 5/8/23/75/151

41 M 90 CE Thorax | IC 40 Non

42 F 47 Bowen | Ml VIH 40 Oui 22

43 M 75 CE Visage | IC 45 Non

44 M 66 CE Visage | Greffé 50 Oui 38/110 SD2
45 M 66 Bowen | Ml Greffé 50 Oui 76

46 M 57 Bowen | Visage | Greffé 50 Non

47 M 73 CE Visage | IC 50 Oui 21/38/96/100/111/115

48 M 61 CE Vertex | Greffé 60 Oui 5/47/76 156
49 M 70 CE MS Greffé 60 Oui 124

50 F 52 Bowen | MI Greffé 60 Oui |66 24/124

51 M 81 CE Visage | Hémopathie | 60 Non

52 M 85 CE Visage | IC 60 Oui 48
53 M 60 Bowen | MS IC 60 Oui 22/38/75/93/111/120

54 M 68 CE Visage | Greffé 80 Oui SD2
55 M 89 CE Visage | IC 80 Oui 174

56 M 86 CE Visage | IC 80 Non

57 F 40 CE MI IC 80 Non

58 F 92 CE Vertex | Hémopathie | 90 Oui 9/100/122

59 M 81 CE Visage | IC 90 Non

60 M 56 Bowen | Visage | Greffé 100 Oui 124/174 168
61 M 82 CE Visage | Hémopathie | 100 Oui 37

62 M 85 CE Visage | Hémopathie | 100 Oui 38/122

63 F 87 CE Visage | IC 100 Non

64 M 81 CE Visage | IC 110 Non

65 F 90 CE Ml IC 120 Oui 36 SD2
66 F 85 CE Visage | IC 120 Oui [X 38/122

67 M 61 CE Vertex | VIH 125 Non

68 M 61 Bowen | Penis | Greffé 140 Oui |16 111 SD2
69 M 85 CE Vertex | IC 170 Oui 124

70 F 88 CE MI IC 180 Oui |16 15

71 M 50 Bowen | Penis | VIH 180 Oui |45 36/38/124

72 M 87 CE Visage | IC 200 Non

73 M 80 CE Vertex | Hémopathie | 210 Non

74 F 70 CE Vertex | Greffé 220 Oui 22/38/124

75 F 44 CE Vertex | IC 220 Non

Tableau 12. Données cliniques, histologiques et wdaits de I'analyse virologique et
immunohistochimique. Histo=histologie, Loc=localiston, Statut= statut immunitaire,
CE=carcinome épidermoide invasif, Ml=membre inférieir, IC=immunocompétent.
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Analyses virologigues. On retrouvait la présence d'un ou plusieurs HiPAhs 64% des
échantillons (48/75). Parmi les 17 maladies de Bos&ul un prélévement ne présentait pas
d’'HPV. Parmi les échantillons positifs, 63% prés@mt une multi-infection (30/48) et 85%
des prélévements positifs présentaient un ou plsidPV du genr@ (41/48). Les HPV du
genrea étaient présents dans 14 préléevements, dont § @suumeurs localisées en région
périgénitale. Parmi ces prélevements positifs pettiPV, 9 étaient issus de patients
immunodéprimés. On retrouvait 15 prélevements f@giour un ou deux-HPV, toujours en

association a d’autres genres d’HPV sauf dans dasixi’infection isolée parHPV.

Analyse immunohistochimique: Le profil d’expression de I'lL-17 était tres valole au sein
de cette série allant de I'absence de marquage’asgcore maximal de 220, avec un score
moyen de 53 et une médiane a 30. Comme pour kdénerrues, le marquage était localisé

au niveau des noyaux des kératinocytes et de fagpdms forte au niveau cytoplasmique.

1114,4"'- SN
N ':70 ’Q.

Flgure 29. Echantlllon 16 (A) ColoratloanES mettat en évidence une maladie de
Bowen. (B) Absence de marquage IL-17 au sein du @anome. Fléche noire : témoin
interne positif (lymphocyte). Grossissement x100.
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Figure 30. Echantillon 72. (A) Coloration HES mettat en évidence un carcinome
épidermoide invasif moyennement différencié. (B) Fb marquage immunohistochimique de
lIL-17 (H score=200), principalement nucléaire (féeche noire) et plus discretement
cytoplasmique (fleche jaune).

Discussion

Dans cette étude, prés de la moitié de I'effectif @nstitué de patients immunodéprimés.
Ceci s’explique par la plus grande fréquence deesure des carcinomes épidermoides dans
cette population [29] mais également par le reanetd particulier de I'hdpital Bichat-Claude
Bernard qui est un centre de référence pour lesriat vivant avec le VIH et qui a également
une importante activité de greffes d’'organes. Rbeuas la majorité des cancers étaient
localisés au niveau du visage et du vertex, d’'waregar ce sont des zones photoexposées qui
sont des localisations préférentielles des carcasmmutanés et d'autre part du fait d'un
important nombre de patients adressés par le ser@RL, partenaire du service de

dermatologie.

Concernant les résultats virologiques, on retrouwe plus grand nombre de tumeurs
présentant une infection par HPV chez les immundcés (70%) que chez les sujets
immunocompétents (54%), ce qui est une donnée doenmentée dans la littérature, ces
patients présentant une plus grande permissivité pgs HPV [155]. Tous les-HPV
identifiés sont de type HPV a haut risque ou auestptermédiaire pour 'HPV 66 selon la
classification de I'lARC [4].
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Concernant les résultats d'IHC notre étude n‘ampasen évidence de corrélation entre les
niveaux d’expression d’IL-17 et linfection HPV, glle soit mono ou multi-HPV. En
particulier des niveaux élevés d’'IL-17 étaient radiies dans les carcinomes épidermoides
positifs poura-HPV du fait d’'une expression forte d’IL-17 précédaent mise en évidence
dans divers types de tumeurs induitesop&PV, notamment cervicales [83] et coliques [84].
Au vu de ces résultats on peut donc supposer quéT ne joue pas de rble particulier dans
le développement des carcinomes cutanés induitblP®r Néanmoins a ce stade on ne peut
pas tirer de conclusions définitives car certaimsametres rendent l'interprétation tres
difficile. En effet la détection d’HPV dans un cam@me épidermoide ne signe pas son
implication dans le processus de carcinogénéseyeliles HPV sont aussi des commensaux
de la peau [31]. Pour pouvoir précisément étudielien il faudrait donc étre en mesure de
pouvoir affirmer le caractere HPV induit d'un car@ime cutané, ce qui en pratique est tres
difficile car dans les carcinomes cutanés I'intégradu génome viral dans le génome humain
n'a jamais été démontrée pour 4PV [32]. De méme l'absence de transcription éral
n'est pas inhabituelle dans ces carcinomes [33linEfiabsence d’HPV n’élimine pas sa
participation a la cancérogénése puisque dans dithgse du «hit and run, » 'HPV
n'intervient qu’au début du processus de cancémggpt n'est pas nécessaire au maintien du
phénotype tumoral, pouvant ainsi disparaitre unis fe processus engagé. Une autre
difficulté pour I'interprétation des résultats ésfait que la progression tumorale de plusieurs
types de cancers cutanés, dont le carcinome épadie@emsemble étre associée a des niveaux
élevés d’expression d’IL-17 qui dans ce contextavofise la prolifération ainsi que la
migration cellulaire [156, 157]. La mise en évidend'un lien spécifique entre IL-17 et

carcinome épidermoide induit par HPV se révele diglicate.
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Travaux en cours

Afin de mieux préciser le role des HPV dans la icagenése cutanée et ainsi affiner

l'interprétation des résultats précédemment obtemasis avons pour projet d’analyser

I'ensemble des prélévements de carcinomes épiddesmgiositifs pour HPV par méthode de

capture HPV couplée au séquencage next-generdli@8). En effet, cette nouvelle méthode

est particulierement performante pour la détectianelle permet d’identifier 'ensemble des

types existants, sans étre limitée par le nombHPWY présents et apporte également des
informations sur la répartition des différents ty@a sein d’'un prélévement. Par ailleurs la
technologie de la capture donne des informationgesstatut du génome viral HPV vis-a-vis

de 'ADN de I'hdte en précisant si I'ADN viral esttégré et si oui dans quelle partie du

génome humain se fait I'intégration du génome HPV.

Nous détaillons ci-dessous les éléments de mispoau de la technique de capture, son

déroulé ainsi que les premiers résultats obtenes estte technique.

* Mise au point et déroulé de la technique de captiie couplée au NGS

La mise en place de cette technique a nécessjpécalable la création de sondes de capture
spécifiquement congues en collaboration avec Rbéhpartir d’'un panel de séquences de
référence comprenant la totalité des génomes srtex HPV référencés dans la base PaVE.
Ce panel est la propriété du laboratoire de viiielolg I'h6pital Bichat-Claude Bernard.

La procédure de capture et de séquencage se désbaitetrois grandes étapes :

1) Préparation des librairies compatibles ave@trisnceur lllumina

La quantification de 'ADN présent dans les prélaeats cutanés est réalisée a l'aide du
Qubit SDNA HS Assay®. En effet, il est nécessaire mbrmaliser la quantité d’ADN
génomique de chaque échantillon d’abord car unmim de 100 ng d’ADN total est
nécessaire a la technique et ensuite car la tashrgq réalise en pool d’échantillons, il faut
donc une relative homogénéité dans la quantité dlAl2 chaque échantillon. Une limite a
cette normalisation est qu'elle est réalisée sumuantitt d’ADN génomique et donc
principalement sur ’ADN humain. Il serait bien pladapté de réaliser une homogénéisation
des échantillons sur les charges virales HPV mai&kiste pas a ce jour de technigue de
charge virale pan-HPV permettant d’accéder a ceauivd’'information. La premiéere étape de
la technique consiste a fragmenter 'ADN pour obitdies fragments d’environ 300 paires de
basegqFigure 31, étape 1)Cette technique de capture ayant initialementlétéloppée par
I'Institut Curie pour I'analyse de biopsies congsd158], il a été nécessaire de la mettre au
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point sur des prélevements inclus en paraffine.sNeons donc adapté la fragmentation de
I'ADN a ces échantillons de paraffine puis vériiévalidité de la technique de capture. Pour
cela, différents niveaux de mise au point ont éalises. Tout d'abord, des biopsies
paraffinées de cancer anal induit par HPV ont é&télyaées avec un protocole de
fragmentation mécanique déja mis au point par titus Curie pour d’autres applications.
Nous avons ainsi validé gu’avec une technique algnfientation déja implémentée, la capture
est réalisable et permet d’obtenir des résultdidesa Nous avons ensuite mis au point cette
fragmentation sur 'automate disponible au labaratoBioruptor® Pico (Diagenode, USA).
Cependant, ce protocole de fragmentation mécarstuerant lourd, nous avons testé en
parallele une fragmentation enzymatique par un Ipatienzyme de fragmentation
commercialisé par Roche. Les résultats ont étécwasluants et nous avons retenu pour la
suite du projet, la fragmentation enzymatique. Aslie de cette fragmentation, il est
nécessaire de réparer ces fragments afin d’obdesimolécules d’ADN complétes et a bouts
francs(Figure 31, étape 2)Puis s’ensuit une étape de ligation d’adaptatparmettant des
étapes d’amplification par PCR non spécifique s8 amorcegFigure 31, étape 3) Les
index sont ajoutés dans un deuxieme temps par RCSreiront de code barre unique,
nécessaire a l'identification de I'échantillon, gei permet de mélanger les librairies en un
seul pool lors de la capture. Ces index contienfeEnséquences commerciales lllumina® P5
et P7 qui permettent également l'accrochage degmieats sur une surface solide plane
appelée cellule de flux ("flowcell") pour le séqgage NGS. Les librairies d’ADN issues de
ces premieres étapes sont purifiées grace a des biihgnétiques de purification qui captent
les fragments d’ADN. Aprés ces différentes étap@d)N est dénaturé et des séquences
blogquantes sont ajoutées au niveau des adaptatiurd’ éviter I'hybridation de ces derniers

aux sondegFigure 31, étape 4)

2) Capture des cibles génomiques

La capture des fragments génomiques d’intérétseadisée grace a l'utilisation des sondes
biotinylées qui s’hybrident sur les régions d'idtisr par homologie de séquen¢emure 31,
étape 5).Pour permettre I'hybridation, le mélange libraifsesdes est incubé pendant 18
heures sur un thermocycleur chauffé a 55°C. Ddegsbinagnétiques associees a de la
streptavidine sont ensuite ajoutéegyure 31, étape 6)La forte affinité streptavidine/biotine
permet ainsi de lier les molécules capturées pasdades et de les « capturer »sous l'action
d’'un champ magnétiqugigure 31, étape 7)Une nouvelle étape d’amplification par PCR et

de purification est réalisée sur les fragments dRAEapturés.
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3) Séquencage des fragments génomiques capturés
Les pools d’ADN capturés sont ensuite quantifiéaralysés sur analyseur capillaire pour

déterminer la taille moyenne des fragments d’ADNstituant le pool. Au besoin une
normalisation des pools peut-étre réalisée pourndéanger et optimiser les colts de

séquencage (96 codes-barres disponibles, les drensont identifiables un a un par la
suite). Les pools sont ensuite séquencés sur aefgime lllumina® (MySeq, NextSeq ou

NovaSeq selon la plateforme) puis les données obteanalysées grace a un pipeline bio-

informatique conjointement développé par I'équipebib-informatique de I'Institut Curie et
de I'équipe IAME INSERM (https://github.com/bioinfid-curie/nf-VIF/tree/devel).
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Figure 31. Préparation des librairies et capture de fragments d'intérét. D’aprés A.
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* Premiers résultats d’analyse par capture HPV daéme de carcinomes cutanés

Pour tester cette méthode nous avons pour le morapatysé 10 biopsies de carcinomes
épidermoides (invasifs ou maladie de Bowen). Naumns fait le choix de tester la capture
sur des carcinomes unguéaux ou localisés sur lasroar dans cette localisation e$iPV

sont frequemment impliqués, en particulier 'HPVX&Ging prélévements pour lesquels il
restait du matériel a l'issue de la capture, otiggent été analysés avec la trousse Seegene
pour rechercher la présencexdlPV. Pour ces 5 préléevements la capture retrosaitles
mémes HPV ou bien d’autresHPV non couverts par la trousse commerciale. Emjuie

concerne lintégration, la premiére lecture desiltass montre I'intégration d’'un HPV16 dans

un échantillon de maladie de Bowen (échantillon 10)

1 Bowen Doigt HPV 33 HPV 33 413429
2 CE Ongle Négatif Négatif 37937
3 CE Ongle Non réalisé Négatif 7142
4 CE Ongle Négatif HPV 29 38422
5 CE Main Non réalisé HPV 17 33589
6 CE Ongle Non réalisé HPV 29 34514
7 CE Ongle Négatif HPV 29 45526
8 CE Doigt Non réalisé HPV 9 28293
9 CE Ongle Non réalisé HPV 16 186039
10 Bowen Main HPV 16 HPV 16 40000

Tableau 13. Résultats de I'analyse par Seegene afrgapture-NGS. CE= carcinome invasif

Pour les prélevements pour lesquels un HPV a ééctdéen capture, la couverture du
génome HPV était satisfaisante avec 100% du gérmoueert et la profondeur, bien que
dépendante de la charge virale, était tres bonee aminima plusieurs milliers de reads tout

le long du génome.
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[AF534061] - Coverage

[AF534061] - Coverage from HPV local aligment. The coverage is calculated as the number of reads per bin, where bins are short consecutive counting windows
of 50bp.

[AF534061] Alignment Coverage
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0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000

AF534061 genomic sequence

Figure 32 : Echantillon N° 9. Couverture du génome d’un HPV16 (accession nurab
AF534061.1 dans Genbank). La séquence du génomeien{8000pb) est en abscisse et le
nombre de reads alignées sur ce génome en ordonng8ar cet exemple, 'HPV ne semble
pas intégré mais sous forme totalement épisomique.

Afin de s’assurer du bon déroulement de la tecledgicapture, des sondes ciblant des génes
de ménage cellulaires (GADPH, RAB7A, KLK3) sontluscdans le panel de sonde. Ainsi,

un prélevement n’est considéré négatif que si unmmim de genes de ménage est capturé,

estimation faite sur le nombre de reads analysgmespondant a ces génes.

Capture Controls
Capture Controls on known genomic regions.

Counts | Percentages

Controls

5440 (19.3%)
2914 (10.3%)
2412 (8.6%)
17418 (61.8%)

GAPDH @ RAB7A KLK3 unmapped

Figure 33 : Echantillon N° 8. Nombre de reads correspondant aux génes de méea
GAPDH, RAB7A, KLK3, pour lesquelles des sondes deaptures ont été inclues dans le
panel. Contréle positif validant la technique de cpture.
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Ces premiers résultats sont encourageants capiifirment la faisabilité de I'analyse par
capture —NGS sur des prélevements de tumeurs e@stan@servées en paraffine.

Les prochaines analyses par capture auront doocpliechainement sur les carcinomes
épidermoides positifs pour HPV issus de la sérgetecarcinomes précédemment analysées
par technique LumineX”.
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES

Les résultats obtenus dans notre premier travdilpermis de renforcer I'hypothése d'une
implication de I'lL-17 dans la formation des léssocutanées bénignes induites par HPV. La
régression des verrues observée chez les patigeista de psoriasis traités par IL-17 peut
s'expliquer par deux effets distincts de I'lL-1®une part un effet prolifératif sur les
kératinocytes et d'autre part un effet localemeimnmunosuppresseur de I'lL-17. Les
thérapies anti-1L-17 permettraient ainsi de dimmlaeprolifération des HPV en diminuant le
nombre de leurs cellules hbtes et en restaurantimneunité locale par levée de l'effet
inhibiteur de I'lL-17 sur les lymphocytes cytotoxies. Ces effets des anti-IL-17 pourraient
eégalement expliquer la diminution du portage cutdiftéPV déja observé au cours du
traitement du psoriasis. Concernant les infectimngueuses, les observations issues de ce
travail montrent une diminution du nombre de tygBdPV sous traitement anti-IL-17.
Malgré un faible effectif et une courte durée dévisqui ne permettent pas de tirer de
conclusions sur l'effet des anti-IL.-17 dans leseatfons muqueuses par HPV, ces
observations vont dans le sens des précédentegséiméttant en évidence une forte
implication de I'lL-17 dans les cancers muqueuxuitsl par lesu-HPV oncogénes. Il serait
donc intéressant d’évaluer ce potentiel effet gerfigorospective sur une plus large cohorte de

patients traités par anti-IL-17, toutes indicatiocnafondues.

Dans notre deuxieme et troisieme travail, le rééel'tL-17 dans la survenue de lésions
cutanées induites par HPV ne peut pas étre formel¢ affrmé du fait du caractere
préliminaire des résultats d'immunohistochimie. I'iypothese de l'implication d’'un ou
plusieurs isoformes de I'TIL-17 dans la survenue krrues se confirmait, il serait alors
nécessaire de préciser leurs sources de synthesieqae le mécanisme exact par lequel la
voie de I'lL-17 entraine la survenue de lésionfetesur la persistance virale et/ou effet direct
sur la prolifération kératinocytaire. Nous avonsndopour projet de poursuivre nos
explorations sur ce possible lien qui constitueationnel fort pour la mise en place d’études
précliniques visant a évaluer dans des modeélessiiefficacité des thérapies anti-IL-17, en

particulier celle du brodalumab qui permet un bicdu signal des IL-17A, C, E et F.

Dans la derniere étude nous nous sommes intéragséde de I'lL-17 dans les carcinomes

épidermoides cutanés, sans pouvoir mettre en éadem quelconque lien entre la présence
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d’'HPV et l'expression intratumorale d’IL-17. Ce ‘e a néanmoins rendu possible

I'identification d'un grand nombre d’échantillon® a¢arcinomes positifs pour HPV, ce qui

nous permet de poursuivre nos travaux sur le sigi¢ioncogenese cutanée induite par HPV.
En effet la mise au point de la technique de captlPV suivie du NGS ouvre de nombreuses
perspectives de travaux, notamment avec I'étudgtatut des génomes du genteHPV vis-

a-vis de leur intégration dans le génome humais teanontexte des carcinomes cutanés.
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