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L’impact du statut p53 sur I’expression d’APOBEC3B durant une infection
adénovirale

Résumé

Les protéines APOBEC3 (Apolipoprotein B Editing Catalytic subunits 3) sont des enzymes qui
jouent un réle dans la réponse immune innée contre les virus et les rétro éléments endogénes.
Chez I’homme, la famille A3 comprend sept membres (A3A, B, C, DE, F, G et H). Les A3s
sont des désaminases de cytosines, elles catalysent la désamination des cytosines, ce qui les
convertit en uraciles. Les A3s sont capables de se lier aux génomes de certains virus et d’y
introduire des mutations qui limitent leur réplication. Cette capacité mutagénique nécessaire a
leur action antivirale a un effet pervers, en effet certains membres de la famille A3 comme A3B
peuvent muter I’ADN cellulaire. Aussi, il a été observé récemment que le génome de
nombreuses tumeurs était massivement altéré par I’introduction de mutations par les A3s. La
charge mutationnelle attribuée aux A3s est tres abondante dans certains cancers comme par
exemple les cancers du col de I"utérus. 1l a été établi que 1’infection par les papillomavirus avait
pour effet d’induire I’expression d’A3B dont I’action mutagénique sur le génome cellulaire
participe a la transformation. Il reste cependant un grand nombre de cancers ou la présence des
mutations induites par les A3s ne trouve pas encore d’explications. C’est le cas pour le cancer
du poumon non a petites cellules ou la charge mutationnelle associée aux A3s peut étre méme
plus importante que celle induite par les carcinogénes du tabac. La comprehension de ce
mécanisme est au cceur des objectifs de notre laboratoire.

Nous avons déemontré récemment que I’infection de cellules bronchiques par 1’adénovirus C2
induisait une forte expression d’A3B. Sachant que p53 est un régulateur négatif de la
transcription d’A3B, nous avons décidé d’investiguer I’impact de I’infection adénovirale sur
des cellules déficientes pour p53. La question a laquelle ce mémoire se propose de répondre
est : est-ce que la perturbation du statut p53 influence I’induction d’A3B par I’infection
adénovirale ? En d’autres termes, est-ce qu’une cellule dont le fonctionnement de p53 est altéré
(comme c’est souvent le cas lors de processus de transformation) est moins capable de contrdler
son expression d’A3B lors d’une infection adénovirale ? Pour ce faire, p53 a été modifié en
diminuant son expression (ShRNA p53), en utilisant des mutants (TP53 R175H et R273H) et
en induisant sa stabilisation par I’emploi d’agents chimiothérapeutiques (cisplatine et
doxorubicine) utilisés dans le traitement du cancer du poumon non a petites cellules.

L expression d’A3B semble peu influencée par le statut p53 dans les conditions non infectées.
L’infection par 1’adénovirus induit une diminution rapide de p53 comme cela a déja eté
démontré par d’autres études. De maniére intéressante, nous observons que cette diminution se
fait aussi dans les cellules soumises a un stress génotoxique (agents chimiothérapeutiques). La
production d’A3B n’est donc pas freinée par la présence de ces drogues, c’est méme 1’inverse
qui est observé. La doxorubicine et la cisplatine promeuvent la production d’A3B lors de
I’infection virale. L’infection semble aussi induire une expression plus forte d’A3B en présence
de p53 R273H.

Notre mod¢le d’étude récapitule le cycle lytique de 1’adénovirus ce qui exclut de faire I’étude
de possibles mutations introduites par A3B dans le génome de la cellule hote. Ainsi, il serait
pertinent d’étudier I’effet d’une infection adénovirale persistante sur I’expression d’A3B et le
réle du statut p53 dans ce contexte.

Alexandra Decloux

Promoteur : Dr Nicolas Gillet
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Introduction

1. Lafamille des APOBECs

Les APOBECs (apolipoprotein B mRNA editing enzyme catalytic polypeptide-like)
représentent une large famille d’enzymes intervenant dans le systéme immunitaire inné. Les
membres de cette famille sont des cytidines désaminases ¢’est-a-dire qu’ils sont capables de
muter les cytidines en uraciles. Chez I’lhomme, les APOBECs sont divisés en 5 sous-familles :
AID (activation induced deaminase), APOBECL1 (Al), APOBEC2 (A2), les sept APOBEC3s
(A3A-A3H) et APOBEC4 (A4) (Smith et al., 2012). La famille APOBEC a évolué au cours du
temps. AID et A2 sont des genes ancestraux présents chez les poissons. Chez la lamproie, une
cytosine désaminase associée a AID est déja présente. Un ancétre commun entre la lamproie et
les vertébrés aurait eu le géne codant pour cette protéine. Au cours de I’évolution des vertébreés,
ce géne se serait dupliqué et aurait divergé afin d’obtenir Al. Ensuite, le locus ancestral AID/Al
se serait dupliqué afin de produire les prémisses de la famille A3 présente uniqguement chez les
mammiferes. Afin d’obtenir les sept membres de cette famille chez I’homme, huit autres
évenements de duplication ont été nécessaires et ont eu lieu sur 100 millions d’années (Refsland
et Harris, 2013). Tous les APOBECs désaminent I’ADN sous forme simple brin sauf Al qui
désamine de I’ARN et A3A qui cible a la fois de I’ADN et de I’ARN. La capacité de muter les
cytosines en uraciles est due a la présence de domaines cytidine dépendante du zinc (ZDD). Les
APOBECs ne possédent pas tous le méme nombre de ZDD. Par exemple, A3B, A3DE, A3F et
A3G ont deux ZDD alors que Al, AID, A3C et A3H n’en possédent qu’un seul (Smith et al.,
2012).

AID est situe sur le chromosome 12 et est exprimé dans les lymphocytes B. 1l est responsable
de mutations C vers U qui sont ensuite converties. Cette conversion fait intervenir une
réparation par excision qui induit des mutations ponctuelles ou des cassures dans I’ADN. La
mutagenése provoquée par AID induit une hypermutation somatique et des évenements de
recombinaison du géne de I’immunoglobuline. Ces évenements ont pour but de diversifier les
immunoglobulines des lymphocytes B afin d’exprimer un anticorps de forte affinité de liaison
a un antigéne. Les personnes ne possédant pas cette protéine souffrent d’une rare
immunodéficience appelée le syndrome hyper IgM. Ce dernier est caractérisé par des hauts
niveaux d’IgM et par I’absence des autres immunoglobulines (IgG, IgA et IgE). Par contre une
augmentation de I’expression d’AID a été observée chez des patients atteints de leucémie
lymphoide chronique. Cette observation suggere que cette hyperactivité induit a une instabilité
du génome (Smith et al., 2012).

APOBEC1, également situé sur le chromosome 12, est la premiére protéine APOBEC
découverte et est impliqué dans le métabolisme des lipides. Il est capable d’éditer I’ARN
messager (ARNm) de I’apolipoprotéine B (apoB), d’ou le nom de la protéine, au nucléotide
6666. La mutation introduite par Al induit la désamination du codon glutamine CAA en codon
stop préematuré UAA (Smith et al., 2012).

APOBEC?2 est situé sur le chromosome 6 et est exprimé dans les cellules composant le tissu
cardiaque et dans les cellules musculaires squelettiques. L’activité de A2 sur I’ADN génomique
suppose un role essentiel au développement musculaire (Smith et al., 2012). Un papier récent
suggere que I’activité mutagéne de A2 pourrait cibler certains génes suppresseurs de tumeur
comme le facteur d’initiation de la traduction 4 gamma 2 (elF4g2). De plus, chez les souris, la



surexpression de A2 serait impliquée dans le développement de cancer du foie et du poumon
(Okuyama et al., 2012).

APOBEC4 est le dernier membre de la famille APOBEC a avoir été découvert suite & une
recherche d’homologie. Il se situe sur le chromosome 1 et serait exprimé spécifiquement dans
les testicules. Pour I’instant, aucune fonction n’a été attribuée a cette protéine mais son activité
mutagéne serait liee a un cofacteur. Elle pourrait aussi posseder une fonction indépendante de
son activité de désamination (Smith et al., 2012).

APOBECS3 représente une famille d’enzymes spécifique aux mammiferes impliquée dans le
systéeme immunitaire inné. Ces protéines sont capables de muter les rétro eléments endogénes
et les virus exogeénes afin de les inactiver. Le nombre d’A3s differe selon les especes : les
rongeurs, les chats, les moutons et les cochons possedent un A3, les bovins en ont deux, les
chevaux et les chiens en ont trois et les primates en possédent sept. L’augmentation du nombre
d’A3s est lié a la diminution des rétro éléments actifs chez les primates. Les rétro éléments ont
la capacité de se copier et de s’intégrer dans le génome ce qui induit une instabilité. Suite a la
présence des sept A3s chez les primates, seuls les rétro éléments dits non-longue répétition
terminale (LTR) sont actifs (LINEs et SINESs). Cette capacité permet de limiter la néo insertion
de rétro éléments dans le génome. Par exemple, chez la souris qui ne posséde qu’un A3, les
maladies causées par les rétro eléments LINE-1 sont 35% plus élevés par rapport aux humains.
Chez I’homme les sept A3s sont situés sur le chromosome 22 et sont organisés en tandem. Le
premier A3 & avoir été découvert est A3G grace a son activité antivirale qui permet d’induire
des mutations dans le génome du virus d’immunodéficience humaine (VIH) durant la formation
d’ADN complémentaire. Ces mutations peuvent diminuer voire annuler la capacité infectieuse
du virus. A3F, A3DE et A3H sont aussi capables de muter le génome du VIH en ciblant d’autres
sites. En effet, les A3s ont une préférence pour certains motifs. Par exemple, A3G cible la
cytosine dans les motifs dCC alors que les autres A3s préferent les motifs dTC. Les A3s ont
une localisation cytoplasmique, a I’exception du membre A3B qui est exclusivement nucléaire
et A3A et A3C qui sont relocalisés dans le noyau sous certaines conditions. Cette position
permet a ces derniers d’inhiber de fagon direct la rétrotranscription des retro éléments mais
aussi de certains rétrovirus (Smith et al., 2012). Cette inhibition peut se faire de maniére
indépendante a I’activité désaminase. Par exemple, les A3s peuvent se lier directement sur
I’ARN génomique viral et bloquer la progression de la reverse transcriptase. Lors de
I’encapsidation des virions, les A3s peuvent étre incorporés dans la capside. De cette maniere,
ils sont relachés dans la cellule en méme temps que le génome du virus et peuvent ainsi
directement agir au plus tot dans I’infection virale. En réponse a I’activité désaminase de ces
enzymes, les virus ciblés par les A3s ont développés des moyens de défenses contre celles-ci.
Par exemple, le VIH possede la protéine Vif qui se lie aux A3s et recrute le complexe E3 ligase
afin de les dégrader. Une autre stratégie utilisée par les virus est la séquestration d’A3s. Par
exemple, la protéine Bet des foamy virus se lie aux A3s ce qui induit une séquestration et une
inactivation de ceux-ci. En plus du VIH, les A3s ont pour cible les rétrovirus, les herpes virus,
le virus de I’hépatite B, les alpha papillomavirus, etc. (Harris et Dudley, 2015). Bien que les
A3s soient d’abord décrits comme possédant une activité antivirale, ils peuvent également
représenter un avantage évolutif pour les virus. Les APOBEC3s permettent une évolution des
virus puisque ceux-ci acquiérent des mutations qui sont susceptibles de leur procurer un
avantage. Par exemple, A3G peut faciliter le développement du VIH résistant a certains
traitements antiviraux (Mulder, Harari, et Simon, 2008).
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Figure 1 : Activité désaminase d’A3B (Swanton et al., 2015).
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Figure 2 : Conséquences d’une mutation induite par A3B (Harris, 2015). Le processus principal de réparation est montré par la
ligne centrale. Durant les étapes intermédiaires du processus de réparation, d’autres mécanismes peuvent intervenir et induire
des mutations différentes. Pour commencer, A3B désamine les cytosines en uraciles. Ensuite, soit I’uracile-ADN glycosylase
(UDG) excise les uraciles et crée des sites abasiques soit I’ADN polymérase insert une désoxyadénosine en face d’un uracile
et induit une mutation C vers T. Les sites abasiques peuvent étre pris en charge par REV1 qui induit des mutations C vers G,
par ’ADN polymérase ou par APEX qui induit des cassures simples brins. Ces derniéres sont prises en charge par des
recombinases ou par des ADN polymeérases (POL) et des ligases (LIG). Elles peuvent aussi se transformer en cassures doubles
brins (DSB) via une cassure dans la fourche de réplication. Les cassures ménent a des insertions, des délétions, des inversions,

des translocations et des ‘kataegis’ .



2. APOBEC3B

APOBEC3B a une localisation nucléaire et son substrat est I’ADN sous forme simple brin. Ces
caractéristiques font de cette protéine une source de mutations somatiques dans 1’ADN
génomique. A3B change les cytosines en uraciles dans les motifs TCA et TCG (Figure 1). Cette
conversion est considérée comme une lésion pré mutagéne puisqu’elle est lue comme une
thymine par les ADN polymérases qui ajoute par conséquent une adénine en face de 1’uracile
pendant la réplication de I’ADN. Au cycle suivant, 1’uracile se trouvant en face de 1’adénine
sera remplacé par une thymine. Ce processus conduit & une mutation de C vers T. Des
mécanismes de réparation peuvent aussi intervenir pour exciser cet uracile (Figure 2). L’uracile
peut directement étre excisé par une uracile-ADN glycosylase (UDG) en créant un site
abasique. Plusieurs enzymes peuvent agir sur ces sites et créer des mutations différentes. Pour
commencer, I’ADN polymérase peut intervenir en ajoutant une adénine en face du site abasique
ce qui conduit a une mutation C vers T. Une ADN polymérase translésionnelle comme REV1
est capable d’ajouter une déoxycytidine en face du site abasique induisant une mutation C vers
G. Enfin, I’excision de 1’uracile peut aussi étre suivie par I’intervention d’une endonucléase
appelée APEX. Cette derniere génere une rupture simple brin qui évolue dans certains cas vers
une cassure double brin via divers mécanismes comme la génération d’une cassure sur le brin
opposé. Les cassures peuvent étre réparées par recombinaison et mener a des translocations,
des délétions, des insertions et des amplifications mais aussi a la formation de ‘kataegis’. Le
‘kataegis’ représente des zones du génome intensément mutées par les A3s au niveau des
cytosines des motifs 5°-TC. Ces sites semblent étre situés a proximité des sites de réarrangement
de I’ADN (Harris, 2015).

Au vu de la capacité d’A3B a induire des mutations dans I’ADN, la cellule a développé des
moyens de préservation du génome. Le premier mécanisme de préservation du génome est son
accessibilité. A3B ne cible que I’ADN sous forme simple brin. L’ADN génomique se retrouve
notamment sous cette forme pendant la réplication, la transcription et la réparation de celui-ci
(Salter, Bennett, et Smith, 2016). Lorsque le génome cellulaire est exposé sous forme simple
brin, des protéines comme la protéine de réplication A (RPA) protegent le brin d’ADN exposé
en liant les enzymes capables de muter I’ADN comme les APOBECs (Roberts et Gordenin,
2014). Un autre mécanisme vient de la capacité de certains APOBECs a lier I’ARN. En effet,
les APOBECs dont A3B, possédant deux domaines ZDD ont la capacité de lier I’ARN cellulaire
ou viral sur leur domaine non catalytique. Cette capacité permet a la cellule de réguler I’activité
des A3s puisque la liaison de I’ARN aux A3s induit I’inhibition du ZDD liant I’ADN simple
brin (Salter, Bennett, et Smith, 2016). De plus, en condition physiologique et en I’absence
d’infection, A3B n’est transcrit qu’a un niveau basal.

La capacité d’A3B a induire des mutations C vers T et C vers G dans le génome humain suggére
qu’A3B pourrait étre impliqué dans le développement de mutations somatiques. D’autres
membres de la famille APOBEC ont déja démontré leur implication dans le développement de
certains cancers. Par exemple, une surexpression d’AID ou une dérégulation de celui-ci peut
mener a un lymphome des lymphocytes B suite a la génération de mutations dans le gene Myc.
AID peut aussi induire des tumeurs non lymphocytaires comme des carcinomes
hépatocellulaires et des cancers gastriques (Gao, Choudhry, et Cao, 2018). Une étude récente
sur le genome de plus de 7000 cancers a révélé la presence de 21 signatures mutationnelles. Les
signatures regroupent un ensemble de mutations induites par le méme processus. Une de ses 21
signatures est caractérisée par des substitutions C vers T et C vers G et a par conséquent éte
nommeée signature APOBEC3. Aprés celle liée a I’age, la signature mutationnelle la plus
fréquemment retrouvée dans les tumeurs est celle liee a I’activité des APOBEC3s. Cette



signature est retrouvée dans 16 types de cancers sur les 30 analyses (Alexandrov et al., 2013).
Afin d’investiguer quel membre des A3s pourrait étre responsable de cette signature, une
analyse de la quantité d’ARNm a été effectuée. Les cancers du poumon, de la vessie, de I’utérus,
du sein, du cou et de la gorge présentent des niveaux élevés d’ARNm d’A3B. Ce niveau
d’expression correle avec le nombre de mutations induites par les APOBECSs dans ces tumeurs.
Cette constatation suggere une implication d’A3B dans le développement de cancers. De plus,
A3B est le seul membre des A3s a étre localisé de maniére constitutive dans le noyau de la
cellule (Burns, Temiz, et Harris, 2013).

Le niveau d’expression d’A3B peut étre utilisé dans certains cancers pour prédire la survie ou
encore pour définir la résistance du cancer a certains traitements. Dans le cas du cancer de
I’utérus, une expression importante d’A3B correle avec un meilleur pronostique. Dans le cas
du cancer du sein positif aux récepteurs cestrogénes, une expression élevée d’A3B induit une
résistance aux traitements a base de tamoxiféne (Gao et al., 2018). L’expression d’A3B dans
les cancers du poumons non a petites cellules est lié a un taux de survie moins éleve (Yan et
al., 2016).

3. Le cancer du poumon non a petites cellules

Le cancer du poumon est le cancer le plus mortel a travers le monde. Actuellement, ce cancer
est diagnostiqué dans les stades avancés car les symptdmes n’apparaissent que tardivement et
aucun moyen de dépistage précoce n’existe pour I’instant. Le taux de survie dans les 5 ans n’est
par consequent que de 15,6%. Lorsque le cancer du poumon est diagnostiqué et que le patient
est pris en charge a un stade localisé au poumon, le patient a 52% de chances de survie dans les
5 ans. Le cancer du poumon est divisé en deux catégories : le cancer du poumon non a petites
cellules (CPNPC) représentant 85% des cancers du poumon et le cancer du poumon a petites
cellules représentant 15% des cancers du poumon. Le CPNPC est divisé en trois catégories : les
adénocarcinomes (38,5%), les carcinomes épidermoides (20%) et le cancer du poumon a
grandes cellules (2,9%) (Dela Cruz, Tanoue, et Matthay, 2011). La signature mutationnelle
d’A3B est présente dans 35% des carcinomes épidermoides et 25% des adénocarcinomes
(Alexandrov et al., 2013).

Les cancers sont des maladies multifactorielles avec des mutations d’origine génétique et
environnementale. Dans le cas du cancer du poumon, la premiére cause est le tabagisme. Tous
les types de cancer du poumon sont associés au tabagisme mais certains le sont plus que d’autres
comme le cancer du poumon a petites cellules et le carcinome épidermoide. Par contre,
I’adénocarcinome est plus fréquent chez les non-fumeurs. Les fumeurs ont quand méme 9 a 10
fois plus de risques de développer un cancer du poumon. Le tabac posséde des substances
carcinogenes comme du 4-(méthylnitrosamino)-1(3-pyridyl)-1-butanone (NKK) qui est
capable de se lier a I’ADN et de créer des adduits a I’ADN c’est-a-dire des fragments d’ADN
liés de maniére covalente a un produit chimique. Des processus de réparation sont activés pour
éliminer ces adduits. Si les mécanismes de réparations sont incapables de restaurer I’ADN alors
la cellule peut rentrer en apoptose ou acquérir des mutations permanentes. Ces mutations
peuvent affecter des voies de signalisation activatrices avec la modulation d’oncogenes et de
genes suppresseurs de tumeurs menant a une prolifération cellulaire et a une tumorogenese
incontr6lées (Dela Cruz, Tanoue, et Matthay, 2011). En plus des fumeurs, les personnes
soumises au tabagisme passif voient leur risque de développer un cancer du poumon augmenté
de 25% (Kim et al., 2018). Cependant, 25% des cancers du poumon concernent des non-
fumeurs. Ce nombre est en augmentation ce qui suggére que d’autres facteurs sont impliqués



dans le développement de ce cancer. La seconde cause est le radon. Le radon est un produit de
désintégration du radium et est libéré sous forme de gaz radioactif inerte. Ce composé se trouve
dans les sous-sols des habitations. Finalement la troisieme cause de cancer du poumon est la
pollution de I’air. Les microparticules présentes dans I’air sont capables d’atteindre les voies
respiratoires basses. Elles peuvent induire une inflammation et la production de ROS (reactive
oxygen species) qui peuvent provoquer des dommages a I’ ADN et des Iésions cellulaires (Dela
Cruz, Tanoue, et Matthay, 2011).

Au niveau genétique, ce sont les oncogéne comme K-ras et les genes suppresseurs de tumeurs
comme TP53 qui sont géneralement derégulés. 24% des adénocarcinomes du poumon
présentent une activation de 1’oncogéne K-ras (Dela Cruz, Tanoue, et Matthay, 2011). Certaines
infections pourraient étre impliquées dans la cancérogenese du cancer du poumon mais jusqu’a
présent aucun lien n’a été clairement établi. Des chercheurs ont suggéré qu’une infection a
Chlamydia pneumonia pourrait étre liée au développement d’un cancer du poumon. Chlamydia
pneumonia induit une inflammation et la production de ROS provoquant des dommages a
I’ADN et des Iésions cellulaires (Littman, Jackson, et Vaughan, 2005).

Le cancer est une maladie qui évolue dans I’espace et dans le temps au niveau des mutations
présentes. Cette évolution conduit a une hétérogénéité de la tumeur. Les mutations temporelles
sont divisées en deux catégories : les mutations précoces qui sont présentes dans toutes les
cellules tumorales et les mutations tardives qui sont retrouvées dans quelques cellules
tumorales. Dans les mutations précoces, la substitution la plus importante est de C vers A qui
peut étre due au tabagisme. Ensuite, cette substitution majoritaire laisse place a des substitutions
de C vers T et C vers G dans les motifs TpC qui peuvent provenir de I’activité des APOBEC3s.
Dans les CPNPC, les A3s causent 11% des mutations non-silencieuses précoces contre 31%
pour les mutations non-silencieuses tardives (de Bruin, McGranahan, et Swanton, 2015). Ces
mutations permettent a la tumeur d’évoluer suite a une pression de sélection. Elles contribuent
aussi a son hétérogénéité spatiale avec une diversité clonale et temporelle. De plus, elles sont
capables d’induire des avantages sélectifs comme la résistance a certains traitements et la
capacité de métastaser. Au vu de sa capacité a déstabiliser le génome et sa localisation nucléaire,
A3B pourrait étre une nouvelle cible thérapeutique afin d’augmenter I’efficacité des traitements
et de diminuer I’hétérogéenéité des tumeurs. L’augmentation de I’ARNm d’A3B dans certaines
tumeurs pourrait servir de nouveau marqueur de pronostic et permettre de classer les tumeurs
et predire leur évolution (Swanton, McGranahan, Starrett, et Harris, 2015).

Les mécanismes par lesquels A3B est surexprimé et induit des mutations dans les cancers du
poumon non & petites cellules sont encore méconnus. Pour le cancer du cou et de la gorge un
lien entre une augmentation d’A3B et la présence de virus dans une tumeur a été établi. Dans
les cancers du cou et de la gorge positifs aux papillomavirus humains (HPV), A3B est
surexprimé au niveau de I’ARN messager. Par contre, ces cancerS ne présentent pas
d’augmentation d’A3B quand ils sont négatifs a HPV (Vieira et al., 2014). De plus, 98% des
cancers du cou et de la gorge positifs a HPV présentent des signatures mutationnelles
APOBEC3 alors que seulement 76% de ces cancers négatifs a HPV ont cette signature
(Cannataro et al., 2019). La surexpression d’A3B est aussi retrouvée dans les cancers du col de
I’uterus positifs a HPV (Vieira et al., 2014). D’autres infections virales persistantes peuvent
également étre liées a la présence de la signature APOBEC3. Par exemple, le BK polyomavirus
humain (BKPyV) est capable d’induire I’expression d’A3B. De plus, il a été établi que ces virus
sont impliqués dans la genese des tumeurs réno-urinaires (Verhalen, Starrett, Harris, et Jiang,
2016). Dans le cancer du poumon non a petites cellules, aucun lien n’a encore été¢ établi entre
une infection et le développement de ce cancer. Néanmoins, il a déja été démontré que les
personnes exposées aux fumées de cigarette sont plus susceptibles de développer une infection
aux adénovirus (Adv) puisque ces fumées jouent un rdle immunosuppresseur. De plus, ces
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Figure 3 : Structure des adénovirus (Waye et Sing, 2010).



personnes ont plus de risques de développer des infections adénovirales chroniques et des
maladies pulmonaires obstructrices chroniques (Sharma et al., 2012). Au sein du laboratoire, il
a eté démontré que les adénovirus sont capables d’induire 1’expression d’A3B au niveau de
I’ARNmM et au niveau protéique des cellules humaines bronchiques (Lejeune et al., In
preparation). Ainsi, nous souhaitons investiguer le possible réle des adénovirus dans la genése
de la signature APOBEC3 observée dans le cancer du poumon.

4. 1’adénovirus C2

Les adénovirus appartiennent au genre des Mastadenovirus et a la famille des Adenoviridae
(Lynch, Fishbein, et Echavarria, 2011). Ils sont répartis en 57 sérotypes classés en 7 especes
(A-G). Cette classification est baseée sur les propriétés hémagglutiniques, le potentiel
oncogénique, le genotype et les analyses phylogénétiques. Ces virus causent des infections
respiratoires pour la plupart des espéces des groupes A, B et C, des conjonctives pour les
groupes B et D et des infections gastro-intestinales pour les groupes F et G. Les manifestations
plus rares sont des cystites et des coliques hémorragiques, des hépatites, des pancréatites, des
néphrites ou encore des encéphalites (Chen et Lee, 2014).

Les symptomes liés aux Advs sont des infections respiratoires fébriles, des fiévres ou des
diarrhées. Ils passent souvent inapercus car ils ne sont pas spécifiques a ces virus. Les individus
les plus touchés sont les enfants de moins de 4 ans et les personnes immunodéprimeées. Les
Advs sont résistants dans 1’environnement du fait que le virus ne posséde aucune enveloppe.
Grace a cette caractéristique, les Advs sont résistants a de nombreux désinfectants. Leur
transmission se fait par inhalation, une inoculation conjonctivale directe, la propagation orale
ou fécale, I’exposition a des tissus ou du sang infecté et des surfaces contaminées. La période
d’incubation est de 2 a 14 jours et dépend du sérotype viral. Aux Etats-Unis, entre 2004 et 2006,
24,3% des infections adénovirales affectant le tractus respiratoire étaient dues a I’Adv C2.
L’Adv C2 est une cause importante d’infections respiratoires fébriles a travers le monde mais
ce n’est pas le sérotype le plus virulent (Lynch et al., 2011).

Les adénovirus sont des virus a ADN double brin linéaire non-segmenté avec une taille
comprise entre 26 et 45 kb. Ces virus sont non-enveloppés icosaédriques et ont une taille de 90
a 100 nm. La capside possede trois composants principaux : les hexons (240) situés sur les faces
et les bords de la capside, une base de pentons localisée sur les 12 sommets et des fines fibres
attachées a la base des pentons (Figure 3). A c6té de ces composants majeurs, il y a les
composants mineurs qui sont ITa, VI, VIII et IX. A I’intérieur de la capside, I’ADN double brin
est associé a 5 polypeptides (les protéine terminales (TP), V, VII, Mu et IVa2). Ces polypeptides
jouent un role dans la stabilisation de la capside et dans la liaison a la cellule (Waye et Sing,
2010). Le génome des adénovirus encode des unités transcriptionnelles précoces (E1A, E1B,
E2, E3 et E4) et tardives (L1-5) qui donnent de multiples ARNm et protéines (Chen et Lee,
2014). Les unités précoces sont nécessaires a la réplication du génome viral et a la modulation
de la réponse immunitaire de I’h6te. Les unités tardives sont impliguées dans la production de
virions matures. Les génomes adénoviraux possédent des régions de répétition terminale
inversée aux extremités 3’ et 5’ qui contiennent des motifs de séquence conserves et sont utilisés
comme origine de réplication virale. Selon le type d’Adv, les génomes peuvent avoir un ou
deux genes d’ARN associés au virus (VA RNA) non codants impliqués dans la régulation de la
traduction. Certains d’entre eux (VA ARNI) peuvent agir comme des microARN (Lion, 2014).
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Figure 4 : Cycle de réplication de 1’adénovirus C2 (« Virus Replication », 2011). Le virus s’attache sur une cellule humaine
permissive par une interaction entre la fibre du virus et le récepteur coxsackie-adénovirus de la cellule. Le virus rentre par
endocytose (1 et 2) via I’interaction entre un penton et une intégrine. Le virion se retrouve morcelé ce qui permet son entrée
dans le cytoplasme (3). Le génome viral associé a la protéine de base VII migre vers le noyau (4). L’ARN polymérase II de la
cellule hote transcrit le géne de la protéine E1A (5). Aprés épissage, I’ARN de E1A est exporté vers le cytoplasme (6) afin d’y
étre traduit (7). Les protéines sont ensuite importées vers le noyau (8) ou elles vont réguler la transcription des ARN cellulaires
et viraux. E1A stimule la transcription des génes viraux précoces via I’ARN polymérase II (9a). La transcription des génes VA
par ’ARN polymérase III de la cellule hote commence durant la phase précoce de 1’infection (9b). Les ARNs pré-messagers
sont exportés vers le cytoplasme (10) ou ils sont traduits (11). Les protéines précoces sont constituées des protéines virales
nécessaires a la réplication qui sont importés vers le noyau (12) et qui interagissent avec les protéines cellulaires impliquées
dans la réplication du génome (13). Les molécules d’ADN virales répliquées servent de base pour la réplication (14) ou pour
la transcription des geénes tardifs (15). Les promoteurs des génes tardifs sont généralement activés par la réplication de I’ADN.
Pour permettre la transcription totale des genes tardifs, les protéines tardives lva2 et L4 sont requises. Les ARN messagers
tardifs sont exportés dans le cytoplasme par I’action de E4 Orf6 et EIB-55K (16) ou ils sont traduits (17) en présence de ’ARN
VA et ’ARN-1 VA qui bloquent les défenses cellulaires et de L4 100-kDa. Les protéines tardives servent de chaperonnes afin
d’assembler les hexons et les protéines de structure. Elles sont exportées dans le noyau (18). La capside est assemblée dans le
noyau et contient I’ADN viral (19). Cette construction est un virion immature non infectieux. L’assemblage a besoin d’un
signal d’encapsidement présent sur la fin du génome et des protéines L4 22/33 kDa et IVa2. Le virion mature est formé quand
les protéines précurseurs ont été clivées par la protéase L3 (20). Les virions sont ensuite relachés dans I’environnement via la
destruction de la cellule héte (21).



Le cycle infectieux des Advs commence avec I’entrée du virus dans la cellule épithéliale (Figure
4). L’Adv rentre dans la cellule hote grace a I’interaction entre les fibres du virus et le récepteur
coxsackievirus B et adénovirus (CAR). Cette interaction est une liaison a haute affinité qui
permet de mettre en contact les bases de penton et les intégrines cellulaires qui sont des
protéines de la matrice extracellulaire. Cette interaction avec les intégrines induit I’activation
du processus d’endocytose médiée par des clathrines. Dans la cellule, le virus se retrouve dans
un endosome possédant un pH faible. Ce dernier influence la structure de la capside du virion
en entrainant la perte de plusieurs protéines du virion et aussi le clivage d’autres protéines par
la protéase virale. L’exposition de la protéine VI a I’extérieur de la capside induit la destruction
de la membrane des endosomes. Les virions avec une capside partiellement dissociée sont
libérés dans le cytoplasme. Ensuite, ils s’associent aux microtubules afin d’étre transportés vers
le noyau. Quand ils arrivent & la membrane nucléaire, les virions s’associent au complexe des
pores nucléaires qui induit la séparation des protéines virales liées a I’ADN viral. L’ADN viral
est libéré dans le noyau (« Virus Replication », 2011).

L’expression des génes viraux se divisent en deux phases : une phase précoce et une phase
tardive. Pour transcrire son ADN, le virus utilise la machinerie de transcription de la cellule
hote. Les genes précoces possedent trois fonctions : la production des protéines nécessaires a la
réplication, la mise en place des systémes d’inhibition des défenses cellulaires et la stimulation
du cycle cellulaire afin d’améliorer la réplication virale. La premiére protéine exprimée est ELA
qui induit la transcription d’autres protéines adénovirales. Quand la synthése de I’ADN
commence, la plupart des genes tardifs sont exprimés dont beaucoup proviennent d’ARNm
épisses. Les genes tardifs codent pour les protéines structurelles des virions. Ces protéines sont
synthétisées dans le cytoplasme et transportées vers le noyau afin d’y étre assemblées. A cause
de la structure complexe des adénovirus, certaines protéines virales ont été identifiées comme
des chaperonnes afin de déplacer les protéines structurelles vers des sites de maturation.
D’autres protéines ont un role d’échafaudage pour assembler les sous-unités virales. Le virus
encode une protéase qui utilise de I’ADN comme cofacteur pour dégrader les protéines précoces
et les protéines échafaudages. De plus, cette protéase clive des protéines précurseurs. Les
cellules infectées par des adénovirus sont reconnaissables grace aux grands réseaux cristallins
de particules virales qui se présentent sous forme de corps d’inclusion intranucléaires (« Virus
Replication », 2011).

Au vu de la complexité de son cycle de réplication, I’adénovirus met entre 10 heures et 24
heures pour le réaliser. Vu la longue période de réplication, il doit étre capable d’inhiber
efficacement les réponses antivirales de la cellule héte. Pour y arriver, le virus utilise les
protéines précoces comme EL1A qui est capable d’amener les cellules a entrer dans la phase S
afin de répliquer le génome viral. Cet événement conduit la cellule a réagir afin de contrer
I’infection. La cellule induit un phénomeéne d’apoptose pour arréter la réplication du virus. Pour
éviter I’apoptose, le virus produit la protéine E1B-19K qui cible les protéines impliquées dans
I’apoptose. 1l est aussi capable d’inhiber la production d’interféron (IFN) et les voies de
réponses associées a ceux-ci. La voie de la protéine kinase (PKR) fait partie des réponses IFN.
Cette voie est inhibée par le virus, via des VA RNA. Ces derniers peuvent aussi interagir avec
les ARNs interférents (RNAI) qui jouent un réle d’inhibiteur dans la traduction des ARNm
viraux. Afin de promouvoir la synthese des protéines virales, les Advs empéchent la synthese
des protéines cellulaires en empéchant I’exportation d’ARNm cellulaires du noyau et en
bloguant leur traduction via la modification des facteurs d’initiation de la traduction (« Virus
Replication », 2011).
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Figure 5 : L’activation de p53 induit I’arrét du cycle cellulaire (Golden et al., 2012). Une cassure double brin dans I’ADN
provoqué par des radiations ionisantes induit le recrutement d’ATM qui s’autophosphoryle. ATM phosphorylé phosphoryle
Chk2 pour I’activer.Chk2 phosphoryle p53 sur la sérine 15 et la sérine 20. L ajout de groupement phosphate sur p53 empéche
MDM2 d’ubiquitiner p53 et donc sa dégradation. L’activation de p53 induit la transcription de p21 qui empéche la formation
du complexe cycline/CDK.
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Figure 6 : Voie intrinséque de I’apoptose (Golden et al., 2012). Une cassure double brin dans I’ADN provoqué par des
radiations ionisantes induit le recrutement d’ATM qui s’autophosphoryle. ATM phosphorylé phosphoryle Chk2 pour I’activer.
Chk2 phosphoryle p53 sur la sérine 15 et la sérine 20. L’ajout de groupement phosphate sur p53 empéche MDM2 d’ubiquitiner
p53 et donc sa dégradation. L’activation de p53 induit la transcription de protéines pro-apoptotiques (Bax, Nox et PUMA). p53
transloque dans le cytoplasme ou il se lie & Bcl X1 une protéine anti-apoptotique. PUMA transloque aussi vers le cytoplasme
ou il dissocie le complexe p53/Bcl Xi. p53 dissocie le complexe Bcl-2/Bax et se lie a Bcl-2. Bax va perméabiliser la membrane
mitochondriale externe ce qui libére le cytochrome c. Ce dernier forme 1’apoptosome avec la caspase 9 et de I’ATP.
L’apoptosome va activer la voie des caspases et induire la mort cellulaire.



5. La protéine p53

La protéine p53, encodée par le géne TP53, a été découverte grace a son interaction avec une
protéine virale oncogéne. p53 est un senseur de stress. Il permet de répondre a une infection
virale, une privation de nutriments et un stress oxydatif en réduisant la prolifération cellulaire,
en altérant le métabolisme et en inhibant la survie cellulaire. Il est surexprimé lorsque I’ADN
est endommagé afin d’arréter le cycle cellulaire et d’induire I’apoptose si les mécanismes de
réparation échouent dans la restauration de I’ADN. Suite a ce role majeur de préservation du
génome, p53 a été surnommeée « gardien du génome ». Au-dela de ce role, p53 est capable de
lier directement des protéines impliquées dans [’angiogencse, [’autophagie,
I’'immunomodulation et d’autres processus qui entravent le développement de cancer. En tant
que facteur de transcription, il est capable de réguler I’expression de plus de 500 génes via les
4000 sites de liaisons présents dans le génome humain (Simabuco et al., 2018). Sa régulation
dépend des interactions homo- et hétérodimeres. La protéine p53 possede un domaine
d’oligomérisation C-terminal. Ce dernier permet la formation d’homotétrameres qui induisent
la liaison spécifique a I’ADN de la séquence ciblée par le facteur de transcription et la
transcription du gene ciblé (Stindt et al., 2015). Les séquences génomiques des sites de liaison
a p53 sont appelées éléments de réponse a p53 (p53 RE). L affinité de p53 pour ses sites est
variable selon les genes ciblés. p53 cible les génes impliqués dans I’arrét du cycle cellulaire
avec une haute affinité. Par contre, il a une faible affinité pour les génes impliqués dans
I’apoptose (Joerger et Fersht, 2007). En plus de son affinité pour certains genes, I’activité de
p53 est régulée par certains de ses partenaires capables d’interagir avec lui. Par exemple, p53
peut se lier avec la protéine du récepteur coactivateur 1-a activé par les proliférateurs des
peroxysomes (PGC-1a). L’interaction entre ces deux protéines dirige I’expression de genes
impliqués dans I’arrét du cycle cellulaire et du métabolisme (Simabuco et al., 2018).

Lorsqu’une cellule subit des dommages a I’ADN comme des cassures doubles brins, la protéine
ATM est recrutée afin de réparer I’ADN. Elle s’associe avec un complexe qui induit une
autophosphorylation. Ensuite, elle phosphoryle la protéine kinase de point de contrdle 2 (Chk2)
qui phosphoryle p53 sur la sérine 15 afin d’arréter le cycle cellulaire (Figure 5). MDM2, une
ubiquitine ligase, est le répresseur de p53. Il induit sa dégradation en I’ubiquitinant. Quand p53
est activé, MDM2 n’est plus capable d’ubiquitinyler p53. Apres son activation, p53 induit la
transcription de p21 qui inhibe la formation des complexes cycline/CDK et donc le cycle
cellulaire. Si les mécanismes de réparation échouent a restaurer I’ADN, la cellule met en place
le phénoméne d’apoptose (Figure 6). Chk2 est capable de phosphoryler le domaine de
transactivation de p53 situé sur la sérine 20 pour stimuler son activité lorsque p53 est déja
phosphorylé sur la sérine 15. Ces phosphorylations menent a une accumulation nucléaire de
p53 actif qui induit la transcription des génes pro-apoptotiques PUMA, Bax et Noxa. La protéine
p53 peut transloquer dans le cytoplasme ou elle est associée a Bcl Xi, une protéine anti-
apoptotique. Lorsque PUMA est transporté vers le cytoplasme, il dissocie le complexe p53/Bcl
X1 et libére p53. Le p53 cytoplasmique libre dissocie le complexe Bcl-2/Bax et se lie a Bcl-2,
une protéine anti-apoptotique. La protéine pro-apoptotique Bax se retrouve libre et induit la
perméabilisation de la membrane mitochondriale externe qui libére le cytochrome c. Ce dernier
forme I’apoptosome en association avec Apaf 1 et de I’ATP. L apoptosome active la caspase 9
initiant la cascade de caspases en activant les caspases 3 et 7. Cette cascade conduit a la mort
programmée de la cellule (Golden, Pellicciotta, Demaria, Barcellos-Hoff, et Formenti, 2012).

Récemment, une étude a montré que p53 est capable de se lier a proximité des sites d’initiation
de la transcription des A3s. p53 peut influencer I’expression des A3s en présence des réponses
a IFN. Ces derniers sont des cytokines majeures produites par le systeme immunitaire inné en



réponse a une infection virale. p53 régule positivement I’expression des A3s excepté pour A3B
dont I’expression est inhibée par p53. Au vu de son réle de gardien du génome, il préserve sa
stabilité grace a la répression des rétrotransposons a longue répétition. Pour ce faire, p53
augmente I’expression d’A3C qui inactive les LINEs. Les dommages a I’ADN induisent
I’activation de p53. Ce dernier bloque le cycle cellulaire et active les protéines impliquées dans
les mécanismes de réparation a I’ADN. Dans ce contexte, la répression d’A3B par p53 permet
d’éviter qu’il soit en contact avec de I’ADN génomique sous forme simple brin (Menendez et
al., 2017).

Au vu de son réle antiprolifératif et de préservation du génome, TP53 est considéré comme un
gene suppresseur de tumeur. Dans 50% des cancers, TP53 contient des mutations somatiques.
Ces mutations deviennent plus fréquentes dans les stades avancés et les cancers qualifiés
d’agressifs. Dans les cancers avec des taux de mutations faibles, p53 se retrouve généralement
inactive par d’autres mécanismes que la mutation. La perte de fonction de p53 conduit & un gain
de fonction de la cellule c’est-a-dire qu’elle va par exemple pouvoir métastaser (Olivier,
Hollstein, et Hainaut, 2010). Une autre conséquence a cette perte est I’évolution de la cellule
vers un cycle cellulaire incontr6lé et une accumulation des mutations somatiques dans le
génome. De plus, les versions mutées de p53 ne jouent plus leur réle de répresseur d’A3B. Une
augmentation du niveau transcriptionnel d’A3B est notamment retrouvée dans les cancers du
sein possédant un p53 muté. La présence d’A3B induit I’apparition de mutation spécifique a
celui-ci qui promeut le développement de cancer (Periyasamy et al., 2017).

Les mutations dans le gene TP53 sont nombreuses. Les cancers présentant des p53 mutants sont
généralement associés a un mauvais pronostique (Muller et al., 2009). 86% des mutations p53
se situent dans le domaine de liaison a I’ADN. Parmi les mutations recensees, 87% de celles-ci
sont des mutations faux sens, c¢’est-a-dire qu’elles induisent un changement d’acide aminé. Les
résidus les plus mutés sont situés dans I’établissement de contacts avec I’ADN et dans le soutien
de la structure de la surface de liaison a I’ADN. Les protéines mutantes ont donc été classées
en deux catégories : les mutations de contact comme R273H et structurelles comme R175H. La
mutation R175H est le mutant le plus frequent puisque I’introduction de résidus d’histidine est
moins déstabilisante du fait de leur petite taille. Cette mutation crée une distorsion suite a une
interférence directe dans la liaison au zinc qui stabilise deux grandes boucles impliquées dans
le domaine de liaison & I’ADN. De plus, elle induit une rétention partielle de la fonction de la
protéine. Le mutant R273H n’affecte pas I’architecture du domaine de liaison a I’ADN mais il
induit une perte de contact critique avec I’ADN (Olivier et al., 2010). Les mutations R175H et
R273H montrent une augmentation des métastases et une distribution différente du cancer par
rapport a I’absence de p53. L’absence de p53 conduit a une perte de fonction alors que les
mutations R175H et R273H conduisent a un gain de fonction. Dans les cellules cancéreuses,
les formes mutantes et sauvages de p53 peuvent étre présentes en méme temps. Ce cas de figure
induit une augmentation des métastases et une croissance tumorale plus rapide que dans le cas
ou p53 est présent sous forme mutée et est absent sur I’autre allele (Pfister et Prives, 2017).

Certains virus comme les papillomavirus 16 et 18 ont éte associé au développement de certains
cancers comme le cancer du cou et de la gorge, du col de I’utérus, du rectum et du sein. HPV
possede des oncoprotéines capables d’immortaliser les cellules infectées suite a son intégration
dans le génome cellulaire. Les oncoprotéines des HPV sont E6 et E7 qui induisent
respectivement la dégradation de p53 et de pRB. Ces deux protéines sont impliquées dans I’arrét
du cycle cellulaire. En ciblant ces protéines, HPV enleve le frein du cycle cellulaire afin de
permettre la réplication du génome viral. La répression de p53 par E6 induit la dérépression
d’A3B. De plus, le promoteur d’A3B possede des éléments sensibles a E6 comme une protéine
a doigt de zinc impliquée dans la transactivation d’A3B. HPV E6 est aussi capable d’induire
I’expression d’A3B par le renforcement de I’expression du domaine du facteur de transcription

9



initiateur (TEAD) qui cible le promoteur A3B. Toutes ces observations suggerent une activation
de la transcription d’A3B par E6. La transcription d’A3B et la dégradation de p53 par E6 ménent
a une augmentation d’ARNmM A3B. Dans les cancers du cou et de la gorge positifs a HPV, A3B
est surexprimé au niveau transcriptionnel et des mutations C vers T et C vers G sont présentes.
La présence de mutations APOBEC et I’induction d’A3B par HPV suggerent un lien entre
I’infection et le développement de tumeur. D’autres virus sont également capables d’induire
I’expression d’A3B via des oncogenes comme les BK polyomavirus qui augmentent
I’expression d’A3B avec leur large antigéne T (Warren, Westrich, Van Doorslaer, et Pyeon,
2017). Les adénovirus possedent eux aussi des oncogenes : E1B-55K et E1A qui dégradent
respectivement p53 et pRB (Wong, Lemoine, et Wang, 2010).

Suite a son implication dans I’apoptose, p53 est une cible de traitement dans les cancers.
Certaines molécules comme la doxorubicine (Doxo) et la cisplatine (CP) sont utilisés dans des
traitements de chimiothérapie. La Doxo est un agent qui endommage I’ADN en s’intercalant
dans celui-ci ce qui entraine une inhibition de la réplication et de la transcription. De plus, elle
induit des cassures dans I’ADN suite a son interaction avec la topoisomérase I1. Elle cible aussi
la chaine de respiration mitochondriale induisant la biogenése mitochondriale, I’augmentation
des ROS et I’apoptose. A faible dose, la Doxo augmente I’expression de p53. Ce dernier se lie
alors aux promoteurs des génes pro-apoptotiques comme PUMA. La cisplatine induit aussi des
dommages a I’ADN en formant des adduits et en inhibant la réplication et la transcription. Suite
aux dommages a I’ADN, p53 est activé et est capable d’induire I’apoptose cellulaire. Les
cellules cancéreuses expriment des ABC transporteurs capables d’exporter ces molécules de
chimiothérapies. Pour éviter cette exportation, ces agents chimiothérapeutiques sont conjugués
avec du glutathion qui est capable d’inhiber les ABC transporteurs (Simabuco et al., 2018).

Des résultats préliminaires ont montré que les adénovirus induisent 1’expression d’A3B au
niveau ARNmM et protéique dans des cellules bronchiques possédant un p53 sauvage.
Connaissant I’implication de p53 dans la régulation d’A3B, la question de ce mémoire est
d’étudier I’impact du statut de p53 cellulaire sur I’expression d’A3B durant une infection
adénovirale. Différentes possibilités ont été étudiées :

- Ladiminution de I’expression de p53 a I’aide d’interférence ARN ;

- L’expression simultanée d’un p53 cellulaire sauvage et de formes mutées de p53 telles
que R175H et R273H ;

- L’augmentation de D’expression de p53 suite a D’exposition a des agents
chimiothérapeutiques tels que la doxorubicine et la cisplatine.
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Matériels et méthodes

1. Lignées cellulaires

Pour la réalisation de ce mémoire, les cellules utilisées étaient des cellules épithéliales
bronchiques humaines (HBEC) 3-KT. Elles ont été immortalisées avec une télomérase humaine
(h-TERT) et une CDK4 murine. Ces cellules étaient définies comme les cellules sauvages
(WT). Les HBEC3-KT TP53 knock-down ont été transfectées avec le plasmide pPSUPER.retro-
zeocin (pSRZ) qui contient un gene de résistance a la zéocine et un short hairpin ARN (shRNA)
ciblant p53 et un plasmide vecteur pBabe-hyg via un vecteur rétroviral (Sato et al., 2006). Les
HBEC3-KT scrambled (Scr) ont été transduites avec des lentivirus contenant un plasmide
pSicoR-MS2 qui a un shRNA non ciblé (Wissing, Montano, Garcia-Perez, Moran, et Greene,
2011).

Les HBEC3-KT ont été transduites a une MOI de 0,01 avec des lentivirus contenant un vecteur
pLV exprimant un géne de sélection a la blasticidine et possédant soit le gene TP53 sauvage
(TP53 WT) soit la forme mutée R175H (TP53 R175H) ou R273H (TP53 R273H) de p53. Les
HBEC3-KT Luc ont été utilisées comme contrdle des HBEC3-KT TP53 WT, R175H et R273H.
Les HBEC3-KT Luc ont été transduites a une MOI de 10 avec des lentivirus contenant un
vecteur pLV exprimant un gene de sélection a la blasticidine et le géne de la luciférase.

Les cellules pulmonaires cancéreuses, A549 ont également été cultivées afin de produire I’Adv
C2.

2. Culture cellulaire

Les HBEC3-KT ont été cultivées sur des flasques T75 gélatinées contenant 10 mL de milieu
kératinocyte sans serum avec de la L-glutamine (Gibco) complémenté avec 25 mg d’extrait de
glande pituitaire bovine et 2,5 pg d’hormone de croissance recombinante humaine. Les cellules
ont été incubées a 37°C avec 5% de CO- dans un incubateur humidifie.

Les A549 ont été cultivées dans du milieu DMEM (Gibco) complémenté avec 10% de FCS.
Elles ont également été incubées a 37°C avec 5% de CO. dans un incubateur humidifié.

3. Production de 1’adénovirus humain C2

Les cellules A549 ont été cultivés dans le milieu OPTI-MEM®I avec du sérum réduit
(ThermoFischer Scientific) sans rouge phénol. Lorsque les cellules ont atteint 80% de
confluence, elles ont été infectées avec 1’adénovirus C2 a une MOI de 20. Lorsque 80% des
cellules ont présenté des effets cytopathiques et formé des amas caractéristiques d’une infection
adénovirale, les cellules ont été décrochées a I’aide d’un scrappeur et ont subi 3 cycles de
congélation/décongélation. Le surnageant contenant les virions a été filtré avec un filtre de 0,22
um. Le filtre a ensuite été disposé sur un tube de concentration appelé Amicon® Ultra-100K
(Merck) et centrifugé a 3000g pendant 15 minutes. Les molécules ayant une taille inférieure a
100 kDa ont été enlevées avec le surnageant alors que les virions et les molécules comprises
entre 100 kDa et 0,22 um ont été retenus dans la partie supérieure du tube. Les virions ont été
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lavés a deux reprises avec du PBS qui a été éliminé par une centrifugation de 3000g pendant
15 minutes. La derniére étape de centrifugation finissait quand les virions étaient concentrés
dans 1 mL de PBS. Apreés la concentration, les virions ont directement été stockés a -80°C. Les
virions ont ensuite éte titres par plage de lyse.

4. Infection des cellules

Quand les cellules étaient a 60% de confluence, elles ont été infectées avec 1’adénovirus humain
C2 avec une MOI de 1. L’infection a été maintenue durant 2 ou 4 jours.

5. Carcinogenes

5 mg de cisplatine (Cayman chemical) ont été dissouts dans une solution saline de 0,9% afin
d’obtenir une solution stock de 0,5 mg/mL. Plusieurs doses (0,5, 1, 5 et 10uM) et plusieurs
temps d’incubation (24, 48 et 72 heures) ont été testées (Figure S2A) afin de déterminer la dose
nécessaire a I’induction de p53 avec le moins d’effets cytotoxiques. La dose 5uM a été choisie.
Cette dose a été mise sur les cellules 24 heures avant I’infection. Toutes les 48 heures, une dose
de 5uM de CP a été ajoutée sur les cellules.

La doxorubicine (Cayman chemical) a été dissoute dans du PBS avec 0,1% de diméthyle
sulfoxide (DMSO) pour arriver a une concentration de 0,5 mg/mL. Plusieurs doses (0,5, 1, 2 et
4uM) et plusieurs temps d’incubation (8, 24 et 48 heures) ont été testées (Figure S2B) afin de
déterminer la dose nécessaire a I’induction de p53 avec le moins d’effets cytotoxiques. La dose
1uM a été choisie. Cette dose a été mise sur les cellules 8 heures avant I’infection. Toutes les
48 heures, une dose de 1uM de Doxo a été ajoutée sur les cellules.

6. Extraction d’ARN et RT-gPCR

Apres la récolte des cellules, I’ARN a été extrait a 1’aide du kit ReliaPrep™ Miniprep tissu et
cellules miRNA (Promega) selon les instructions du fabricant. L’ARN a ensuite été conservé a
-80°C. Une rétro transcription a été pratiquée sur I’ARN en utilisant le kit de synthése d’ADN
complémentaire iScript (Bio-Rad) selon les instructions du fabricant. La quantification des
ARNs messagers des APOBECs, de TP53 et des génes de ménages (TBP, HPRT et GAPDH) a
été réalisée en utilisant le Fast Start Universal SYBR® Green Master (ROX) (Roche) et avec
des amorces spécifiques (voir table 1). Pour chaque échantillon, trois dilutions (10, 30 et 90)
ont été analysées par le systéme illumina® ECO™ Real-Time PCR. Le programme de gPCR
utilisé était 1 cycle de 95°C pour la dénaturation initiale et 45 cycles de 30 secondes a 95°C
(dénaturation), 30 secondes a 55°C (hybridation) et 30 secondes a 72°C (élongation). Pour
quantifier I’expression des A3s et de TP53, le ratio entre les A3s, TP53 et les genes de ménages
a été calculé. Ensuite, les résultats ont été exprimés en 2-44CT,

12



7. Extraction protéique et Western Blot

Apreés la récolte des cellules, les cellules ont été resuspendues dans 100 ou 50 pL de RIPA (50
mM de Tris HCI a un pH de 8, 150 mM de NaCl, 1% de NP-40, 0,5% de sodium déoxycholate
et 0,1% de SDS) complémenté avec un cocktail d’inhibiteurs de protéases (Complete), du
Triton X-100 et du PMSF 1mM. Les cellules resuspendues ont été incubées pendant 30 minutes
sur glace et ensuite, elles ont subi 3 cycles de 30 secondes ON/30 secondes OFF de sonication
avec un dispositif Bioruptor® & 4°C (Diagenode). Les échantillons ont été centrifugés a 14 000
rpm a 4°C et le surnageant a été récupéré et conservé a -80°C.

Les protéines ont été quantifiees a 1’aide du kit de dosage protéique Pierce™ BCA
(ThermoFischer Scientific) selon les instructions du fabricant. Les mesures ont été effectuées
avec un Multiskan EX (Thermo Electro Corporation) a 550 nm.

Pour chaque échantillon, 25 g de protéines ont été chargés dans un gel SDS-PAGE 10% et ont
migrés pendant 3 heures a 120V. Les protéines ont ensuite été transférées sur une membrane de
PolyVinylDene Fluoride (PVDF) activée a I’aide de méthanol. Le transfert actif a été fait & 4°C
pendant 1h10 a 200 mA. La membrane a été bloquée avec du TBST-BSA 5% (Tris-Buffered
Saline avec 0,1% de Tween-20) pendant 3 heures pour A3B et 1 heure pour p53. Les anticorps
primaires ciblant A3B (National Institutes of Health, 1/1000, lapin), hsp90 (Sigma-Aldrich,
1/1000, lapin) et p53 (MiliporSigma, 1/1000, souris) ont été dilués dans du TBST-BSA 5%.
Les anticorps primaires ont été appliqués sur la membrane toute la nuit a 4°C. Apres, la
membrane a été lavée a 3 reprises pendant 10 minutes avec du TBS-T. Les anticorps secondaires
anti-lapin (Polyclonal Swine Anti-Rabbit Immunoglobulins/HRP, Dakon) et anti-souris
(Polyclonal Goat Anti-Mouse Immunoglobulins/HRP, Dakon) dilués 1/2000 dans du TBST-
BSA 5% ont été appliqués sur la membrane pendant 1 heure. La membrane a été lavée a 3
reprises pendant 15 minutes avec du TBS-T. La membrane a été incubée avec un substrat de
révélation au Pierce™ (Thermo Scientific) pour hsp90 et p53 et un substrat de révélation plus
sensible & base de Femto (SuperSignal™ Thermo Scientific) pour A3B. Les protéines ont
ensuite été détectées par un mini ImageQuant LAS4000 (Ge Healthcare Life Sciences) avec
une caméra CCD refroidie.
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Résultats

1. L’infection de cellules bronchigues (HBEC3-KT) par I’adénovirus C2 induit
I’expression de la protéine APOBEC3B de facon similaire dans les cellules p53
sauvage (WT) que p53 atténué (KD)

Pour étudier I’influence de p53 sur I’expression d’A3B pendant une infection adénovirale, des
cellules bronchiques primaires (HBEC3-KT) exprimant un shRNA ciblant TP53 (TP53 KD)
ont été utilisées. Puisque I’expression de génes stimulés par les IFN peut étre induite par une
infection lentivirale ou par I’expression de sShRNA (Pebernard et Iggo, 2004), des HBEC3-KT
exprimant un shRNA scrambled ont été utilisees comme controle en plus des HBEC3-KT
sauvage (WT, cellules non transduites).

Quand les cellules étaient a 50% de confluence, ces trois lignées cellulaires ont été infectées
avec I’adénovirus C2 a une MOI de 1. Apres 2 et 4 jours d’infection, ’ARNmM et les protéines
ont été extraits. La protéine hsp90 est utilisée comme contrdle de charge. L’expression des sept
A3s, de TP53 et de trois genes de ménage (HPRT, TBP et GAPDH) au niveau de I’ARNm a été
quantifiée par RT-gPCR (Figure S1). Parmi les sept génes A3s, seul A3B montre une
augmentation de son expression au niveau de I’ARNm suite a I’infection (Figure 7A). Cette
augmentation est plus forte aprés 4 jours d’infection. Aprés 2 et 4 jours d’infection
contrairement a A3B, A3C montre une diminution de son expression. L expression d’A3F n’est
quant a elle pas influencée par I’infection (Figure S1). L’expression des autres A3s (A3A, A3DE
et A3H) n’a pas été détectée. Ces observations sont similaires dans les HBEC-3KT WT, Scr et
TP53 KD. Aucune différence n’a été observée entre les trois lignées (Figure 7A). L’expression
de TP53 diminue de I’ordre de 10 fois dans les HBEC3-KT TP53 KD par rapport aux HBEC3-
KT WT et Scr comme attendu mais elle n’est pas influencée par I’infection virale (Figure 7B).

L’ expression de A3B, A3G et p53 au niveau protéique a été étudiée dans ces trois lignées par
western blot (Figure 7C). Les résultats montrent que A3B est plus exprimé apres 2 et 4 jours
d’infection. Cet effet semble plus important dans les HBEC3-KT Scr. L’expression d’A3G est
induite dans les HBEC3-KT TP53 KD comparée aux deux autres lignées. Aprés 4 jours
d’infection, A3G est plus exprimé dans les conditions infectées. Comme attendu, I’expression
de p53 est plus faible dans les HBEC3-KT TP53 KD que dans les deux autres lignées.
Néanmoins, I’adénovirus C2 réduit drastiquement le niveau de p53 dans les trois lignées des 2
jours d’infection et la réduction est d’autant plus importante apres 4 jours d’infection.

Pour conclure, I’infection adénovirale induit une rapide dégradation de p53 et une augmentation
de I’expression d’A3B aux niveaux transcriptionnel et protéique de maniére semblable dans les
HBEC3-KT WT et TP53 KD. La diminution de I’expression de p53 a I’aide de shRNA ne
semble donc pas avoir un impact sur I’expression d’A3B durant une infection adénovirale.
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2. L’infection de cellules bronchiques (HBEC3-KT) par I’adénovirus C2 semble
induire une plus forte expression de la protéine APOBEC3B dans les cellules p53
muté (R273H) que p53 sauvage (WT)

Une autre approche pour étudier I’influence du statut p53 sur I’expression d’A3B est de
s’intéresser aux mutants les plus rencontrés dans les cancers. Nous avons choisi un mutant de
contact (TP53 R273H) et un mutant de structure (TP53 R175H). Pour ce faire, des HBEC3-KT
exprimant en plus de la forme WT soit la forme mutée R175H ou R273H de p53 (HBEC3-KT
TP53 R175H ou R273H) ont été utilisées. Comme I’expression d’A3B peut étre induite par une
infection lentivirale des HBEC3-KT exprimant le gene de la luciférase (HBEC3-KT Luc) ou le
géne TP53 (HBEC3-KT TP53 WT) ont €té utilisees comme contrdle en plus des HBEC3-KT
sauvage (WT).

Lorsque les cellules ont atteint 50% de confluence, elles ont été infectées avec I’adénovirus C2
a une MOI de 1. Apres 2 et 4 jours d’infection, ’ARNmM et les protéines ont été extraits. La
protéine hsp90 est utilisée comme contrdle de charge. L’expression d’A3B, et de deux génes de
ménages (TBP et GAPDH) au niveau de I’ARNm a été quantifiée par RT-qPCR aprés 4 jours
d’infection (Figure 8A). A3B est plus exprimé dans les HBEC3-KT TP53 R273H par rapport
aux autres lignées apres 4 jours d’infection.

Au niveau protéigque, p53 est exprimé de maniere homogene dans toutes les lignées en absence
d’infection. L’infection par I’adénovirus va mener a une diminution de la quantité de protéine
p53 dans toutes les lignées dés 2 jours post infection et se poursuivre a 4 jours post infection
(Figure 8B). Une double bande apparait dans les lignees exprimant un p53 muté. Les deux
bandes pourraient correspondre a la forme mutée et WT de p53. Aprés 4 jours d’infection, p53
diminue dans toutes les conditions infectées. Pour A3B, il est absent dans les conditions non
infectées. Apres 2 jours d’infection, il est plus exprimé dans les HBEC3-KT WT et Luc. Apres
4 jours d’infection, A3B est plus exprimé dans les cellules TP53 R273H par rapport aux autres
lignées. Aprés 4 jours, la protéine A3G est quant a elle systématiquement détectée dans toutes
les lignées infectées.

Ces résultats suggerent que I’expression de la forme mutée R273H de p53 favorise I’expression
d’A3B lors d’une infection adénovirale.
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d’A3B, A3G et de p53 aprés 2 et 4 jours d’infection a 1’adénovirus C2 avec une MOI de 1 par Western Blot. Le contrdle de
charge est assuré par le dosage de hsp90.
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3. L’induction de I’expression de la protéine A3B par I’adénovirus C2 est renforcée
par la présence d’agents chimiothérapeutiques cisplatine et doxorubicine

La derniére approche utilisée pour étudier le statut p53 dans les HBEC3-KT WT est de stabiliser
celui-ci via la présence d’agents chimiothérapeutiques induisant des dommages a I’ADN avant
une infection adénovirale. Cette approche permet une activation indirecte de p53. Ce modele in
vitro a pour but d’étudier I’ impact des traitements chimiothérapeutiques sur I’expression d’A3B
lors d’une infection adenovirale. Pour ce faire, les HBEC3-KT WT ont été traitées avec un
agent avant infection.

Le premier agent utilisé est la cisplatine. Afin de déterminer la dose de CP qui permet d’induire
I’expression de p53 et qui minimise la mortalité cellulaire, différentes doses de CP allant de
0,5uM a 10uM ont été testées. Les protéines ont été extraites et I’expression de p53 a été
mesurée par western blot aprés 24, 48 et 72 heures de traitement (figure S2A). Les résultats
montrent que 1I’expression de p53 au niveau protéique augmente aprés 24h de traitement et
I’augmentation est proportionnelle a la dose utilisée. L’expression de p53 décroit a 72h de
traitement. Suite a ces résultats, nous avons décidé d’utiliser une dose de 5uM et de la
renouveler toutes les 48 heures.

Quand les cellules étaient a 50% de confluence, elles ont été exposées a 5uM de CP. Apres 24
heures, les cellules ont été infectées avec I’adénovirus C2 a une MOI de 1. Une dose de 5uM
de CP a été ajoutée toutes les 48 heures. Aprés 2 et 4 jours d’infection, les protéines ont été
extraites et I’expression d’A3B et p53 a été détectée par western blot (Figure 9). La protéine
hsp90 est utilisee comme contréle de charge. Aprés 2 jours d’infection, dans les conditions non
infectées, les cellules exposées a la CP montrent une expression plus élevée de p53. Dans les
conditions infectées, p53 est fortement diminué en comparaison des cellules non infectées. La
présence de p53 est toujours plus importante dans les cellules ayant recues de la CP. Apres 4
jours d’infection, p53 semble moins présent dans les cellules exposées a la CP dans les
conditions non infectées. Pour les conditions infectées, p53 est absent. Au niveau de la protéine
A3B, elle n’est pas détectée dans les cellules non infectées. On la détecte par contre apres 2
jours dans les cellules infectées et traitées a la CP. Apres 4 jours d’infection, A3B est exprimé
dans les conditions infectées. De maniére intéressante, A3B est plus exprimeé dans la condition
exposée a la CP.

Le second agent utilisé est la doxorubicine. Afin de déterminer la dose de Doxo qui permet
d’induire I’expression de p53 et qui minimise la mortalité cellulaire, différentes doses de Doxo
allant de 0,5uM a 4uM ont éte testées. Les protéines ont été extraites et I’expression de p53 a
été mesurée par western blot aprés 6, 24 et 48 heures de traitement (figure S2B). Les résultats
montrent que 1’expression de p53 au niveau protéique augmente aprés 6h de traitement et
I’augmentation est proportionnelle & la dose utilisée. Suite a ces résultats, nous avons décidé
d’utiliser une dose de 1M et de la renouveler toutes les 48 heures.

Quand les cellules étaient a 50% de confluence, elles ont été exposées a 1uM de Doxo. Apres
8 heures, les cellules ont été infectées avec I’adénovirus C2 a une MOI de 1. Une dose de 1uM
de Doxo est ajoutee toutes les 48 heures. Apres 2 et 4 jours d’infection, les protéines ont été
extraites et I’expression d’A3B et p53 a été détectée par western blot (Figure 10). La protéine
hsp90 est utilisée comme contréle de charge. Dans les conditions non infectées, p53 est toujours
plus exprimé dans les cellules exposées a la Doxo. Comme observé précédemment, I’infection
induit une réduction importante du niveau de p53. Apres 4 jours d’infection, p53 est tres peu
exprimé que ce soit avec ou sans traitement a la Doxo. Ici encore, I’infection promeut
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I’expression d’A3B de maniére claire apres 4 jours. De facon intéressante, le niveau d’A3B
semble étre plus important quand la cellule a été traitée a la Doxo.

Pour résumer les résultats de ces 2 expériences, les observations semblent montrer que malgré
I’activation de p53 par les deux agents chimiothérapeutiques, I’infection adénovirale continue
d’induire une dégradation de p53 quasi-totale. De plus, 1’expression d’A3B est plus forte dans
les cellules traitées a la Doxo et a la CP que dans les cellules non traitées apres 4 jours
d’infection.
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Discussion

Les différents modeles utilisés au cours de ce mémoire ont eu pour but d’étudier I’impact du
statut p53 sur I’expression d’A3B. La littérature a montré un lien évident entre ces deux
protéines. Le géne A3B possede des séquences reconnues par p53 ce qui induit la liaison de p53
et I’inhibition de I’expression d’A3B (Menendez et al., 2017). Dans 50% des cancers, TP53
contient des mutations somatiques. Ces mutations deviennent plus fréquentes dans les stades
avancés et les cancers qualifiés d’agressifs. Dans le cas de cancers du poumon, il y a un
enrichissement de mutations induites par les A3s. Il a été démontré que les signatures
mutationnelles APOBEC3 sont plus importantes dans les stades avancés de la maladie. Dans
les stades précoces, 11% des mutations non-silencieuses viennent des APOBECs contre 33%
dans les stades avancés (de Bruin, McGranahan, et Swanton, 2015). Ces mutations corrélent
avec une augmentation de I’expression d’A3B au niveau de I’ARNm dans les tumeurs.
Connaissant le lien entre p53 et A3B, une question qui vient a I’esprit est de se demander s’il y
a un lien entre la perte de fonction dep53 et I’augmentation du niveau d’expression d’A3B dans
les cellules cancéreuses et par conséquent avec I’enrichissement de mutations induites par les
A3s.

Un des projets de recherche de notre laboratoire est d’étudier si des virus pulmonaires peuvent
induire 1’expression des A3s dans des cellules bronchiques. Des résultats préliminaires ont
montré que les adénovirus induisent 1’expression d’A3B dans des cellules bronchiques.
Connaissant la capacité de p53 a réprimer I’expression de A3B, une nouvelle question est
d’étudier si une perte de fonction de p53 peut affecter I’induction d’A3B en réponse a une
infection adénovirale. Cette question pourrait étre formulée d’une autre maniére : I’induction
d’A3B est-elle différente dans une cellule précancéreuse ayant des mutations dans le géne TP53
par rapport a une cellule non cancéreuse ?

Le premier objectif de ce mémoire a donc été d’étudier si la diminution de 1’expression de p53
favorise 1’induction d’A3B en réponse a une infection adénovirale. Pour Vérifier cette théorie,
nous avons commencé par utiliser des cellules bronchiques possédant un shRNA contre TP53.
Ce cas de figure est retrouvé dans certains cancers ou des mutations faux sens sont retrouveées
dans le géne TP53 ce qui conduit a une perte de fonction. Aprés avoir infecté les cellules,
I’expression d’A3B et de TP53 a été analysée. L’expression d’A3B est augmentée avec
I’infection mais il n’est pas plus exprimé dans les HBEC3-KT TP53 KD que dans les cellules
exprimant un p53 sauvage. Cette observation suggére que la diminution de p53 n’influence pas
I’expression d’A3B. Cependant, I’utilisation de shRNA ciblant TP53 ne permet pas de
totalement inhiber 1’expression de p53. 1l serait donc envisageable de recommencer le méme
type d’expériences sur des cellules knock out pour TP53 afin de déterminer si une perte totale
de p53 affecte I’induction de I’expression d’A3s par les adénovirus.

Les mutations dans le géne TP53 sont nombreuses. La majorité des mutations p53 se situent
dans le domaine de liaison a I’ADN et 87% d’entre elles sont des mutations faux sens, ¢’est-a-
dire qu’elles induisent un changement d’acide aminé. Les résidus les plus fréqguemment mutés
sont situés dans I’établissement de contacts avec I’ADN et dans le soutien de la structure de la
surface de liaison a I’ADN. Les cancers présentant des p53 mutants sont généralement associés
a un mauvais pronostique (Muller et al., 2009). Dans les cellules, les formes mutantes et
sauvages de p53 peuvent étre présentes en méme temps, ce qui represente une cellule déja
guidée vers le début de la cancérogenese. Par conséquent, nous avons utilisé un second modele
pour étudier si le gain de fonction de p53 peut affecter I’induction d’A3B en réponse a une
infection adénovirale. Pour ce faire, avons utilisé les formes mutées de p53 les plus fréquentes
dans les cancers. Ces mutants sont les p53 R175H (mutant de structure) et p53 R273H (mutant
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de contact). lls ont été exprimés dans des cellules contenant un gene TP53 normal. Les formes
mutées utilisées ont déja démontré leur capacité a induire I’expression d’A3B au niveau de
I’ARNmM dans des lignées cancéreuses. Les cellules avec un p53 muté sans infection ne montre
pas d’augmentation de I’expression d’A3B. Par contre, avec I’infection, A3B est plus exprimé
dans les HBEC3-KT TP53 R273H par rapport aux autres lignées. Cette mutation est liée a un
défaut de liaison avec I’ADN.

Nos résultats montrent des observations différentes de celles des articles de la littérature. Dans
la littérature, les cellules exprimant les formes R175H et R273H de p53 montrent une
augmentation de I’expression d’A3B au niveau de I’ARNmM au niveau basal et sans infection
alors que dans nos cellules, A3B n’est pas plus exprimé en présence de ces mutants et en absence
d’infection (Menendez et al., 2017). Cette différence pourrait s’expliquer par le modele
cellulaire utilisé. Nos cellules sont issues d’une lignée primaire alors que les cellules utilisées
dans I’article sont des cellules issues de lignées cancéreuses de colon et d’ostéosarcome. Les
cellules sont a des stades de transformation différents. Pour arriver a ces stades, la cellule doit
acquérir plusieurs mutations somatiques dans différents genes qui sont notamment impliquées
dans les voies de prolifération cellulaire. La différence retrouvée entre les types cellulaire
suggere que d’autres freins a I’expression d’A3B sont présents dans la cellule. D’autres voies
de signalisation devraient étre étudiées afin de mieux cerner la mécanique d’induction d’A3B.
Par exemple, I’expression des A3s est influencée par les voies de réponse aux IFN et d’autres
voies impliquées dans la réponse immunitaire innée. Durant I’infection adénovirale, le mutant
R273H montre une induction forte d’A3B par rapport aux autres lignées. Ce constat peut
signifier qu’un premier frein a I’expression d’A3B est levé et que le virus pourrait étre capable
d’enlever d’autres freins ou d’induire I’expression ou I’activation de facteurs impliqués dans la
régulation de I’expression d’A3B. Cette observation soutient I’hypothése d’une régulation fine
et complexe de cette protéine.

Les agents couramment utilisés en chimiothérapies tels que la cisplatine et la doxorubicine
provoquent des dommages a I’ADN via des cassures ou des adduits. Ces dommages a I’ADN
ont pour conséquence une augmentation de I’expression de TP53 et la stabilisation de la
protéine. Le troisiéme objectif de ce mémoire a donc ét¢ d’étudier si une augmentation du
niveau d’expression de p53 dans les cellules peut diminuer I’induction de I’expression d’A3B
par les adénovirus. Pour ce faire, les HBEC3-KT ont été traitées avec de la cisplatine ou de la
doxorubicine avant infection. Dans le cas de la CP, A3B n’est pas détecté au niveau protéique
dans les conditions non infectées. Cette observation est en accord avec notre hypothese selon
laquelle p53 inhibe I’expression d’A3B. Par contre, lorsque les cellules sont infectées, A3B
semble plus fortement exprimé dans les cellules exposées a la CP. De plus, p53 est fortement
diminué dans les conditions infectées. Le méme constat est fait pour les cellules exposées a la
Doxo bien que A3B soit présent dans les conditions non infectées et traitées.

La forte diminution de p53 peut s’expliquer par la présence du virus et sa forte capacité a le
dégrader méme quand il est surexprimé. Comme le virus dégrade p53, selon notre hypothese il
semble probable qu’A3B soit exprimé puisque son répresseur est dégradé. Une autre
observation que nous avons faite et qui n’est pas montrée est la diminution du niveau basal
d’A3B avec la confluence des cellules. Lorsque les cellules sont confluentes, elles arrétent leur
prolifération suite a une inhibition de contact. Ce constat peut expliquer I’augmentation d’A3B
dans les cellules traitées. Suite au traitement, les cellules subissent des effets cytopathiques qui
entraine une prolifération moindre comparée au groupe non traité. Les voies de prolifération
pourraient donc avoir un impact sur I’expression d’A3B. Les cellules cancéreuses sont connues
pour posséder une capacité de prolifération forte et incontrélée. Ces cellules pourraient avoir
une expression d’A3B basale plus importante que les cellules non prolifératives.
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Dans toutes les expériences qui ont été réalisées au cours de ce mémoire, un seul constat reste
identique : en présence du virus, p53 est fortement diminué voire absent au niveau protéique.
En effet, les adénovirus possédent 1’oncoprotéine virale E1B-55K qui cible p53 et induit sa
dégradation par le protéasome lorsqu’il forme un complexe avec E4AORF6. La dégradation de
p53 par le virus induirait I’augmentation d’A3B selon notre hypothése de départ. Pour étudier
si I’inhibition de p53 par les adénovirus induit I’expression d’A3B, nous avons induit
I’expression de I’oncogéne E1B-55K des adénovirus dans les cellules bronchiques et étudié son
impact sur A3B. Les premiers résultats obtenus confirment cette hypothese, I’expression
d’E1B-55K induit I’expression d’A3B (Lejeune et al., In preparation).

Les adénovirus étant ciblés par les A3s, ils ont développé des stratégies afin d’inhiber I’activité
mutagene des A3s. Cette stratégie est différente de celle du VIH qui consiste en la dégradation
des A3s. Elle serait plus proche de celle du virus Epstein-Barr (EBV) qui utilisent la protéine
BORF2 qui interagit avec A3B et I’inactive (Cheng et al., 2019). L’inhibition de I’activité
mutagéne des A3s dans le cadre d’une infection adénovirale a recemment été découverte par le
laboratoire (Lejeune et al., In preparation). Cette nouvelle information nous indique que notre
modele d’infection lytique est peut-étre non pertinent. Ce modele pourrait nous servir a trouver
les partenaires viraux capable de cibler A3B et d’inhiber son activite. 1l est peu pertinent dans
le cas d’étude de développement de cancer au stade précoce puisque A3B induit dans le cadre
d’une infection lytique semble non fonctionnel.

Ainsi, il serait intéressant de tester si I’infection persistante de cellules par les adénovirus induit
aussi I’expression d’A3B et si celui-ci est actif. Les HPV16 et 18 sont capable d’induire une
infection persistante qui conduit au développement de cancer dans les cas des cancers du cou
et de la gorge et du col du I’utérus. Le développement de cancer est médié par la présence
d’oncoprotéines capables de cibler et de déréguler le cycle cellulaire. Les oncoprotéines E6 et
E7 ciblent et dégradent respectivement p53 et pRB impliqués dans I’arrét du cycle cellulaire.
De plus, ces cancers présentent des taux élevé d’A3B. Une étude récente montre que E7 chez
HPV16 est capable de cibler A3A dans un contexte de latence. Cette interaction induit la
stabilisation d’A3A et un maintien de son activité (Westrich et al., 2018). Cette observation
laisse penser que A3A pourrait induire des mutations dans le génome cellulaire. Les adénovirus
sont aussi capables de latence dans les cellules épithéliales (Zheng, Stamminger, et Hearing,
2016) mais aussi dans les lymphocytes T (Radke et Cook, 2018). Il est donc possible qu’un
systeme similaire aux HPV soit présent chez les adénovirus. En effet, les adénovirus possédent
des oncogénes E1A et E1B-55K qui inhibent respectivement pRB et p53. Durant la latence,
seuls les genes précoces, dont E1A et E1B-55K, sont exprimés ce qui suggere que les
adénovirus seraient capables d’induire une dérégulation du cycle cellulaire.
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Conclusion et perspectives

Dans ce mémoire, le but était de comprendre comment le statut de p53 peut influencer
I’expression des A3s et surtout d’A3B dans un contexte d’infection adénovirale. Pour ce faire,
plusieurs méthodes ont été utilisés : d’abord la diminution d’expression de TP53 avec un
SshRNA, ensuite la présence de p53 mutant dans les cellules et enfin I’activation et la
surexpression de p53. La diminution de p53 n’influence pas I’induction d’A3B. Ces
observations sont divergentes de I’hypothése de départ qui était que p53 régule négativement
I’expression d’A3B. L’expression d’A3B est donc régulée par un processus plus complexe que
simplement I’axe p53-A3B. Il a déja été montré que des voies de réponse aux IFN sont
impliqués dans cette régulation. Au vu de I’activité mutagene de cette protéine, il est nécessaire
a la cellule de posséder plusieurs freins et mécanismes d’induction de I’expression d’A3B. Il
serait intéressant d’investiguer d’autres voies impliquées dans la régulation d’A3B. Cependant,
le modele pourrait présenter un défaut car I’inhibition de p53 n’est pas totale. Il serait donc
envisageable de refaire les mémes expériences avec des cellules knock out pour le géne TP53.
Nous avons également montré que certaines formes mutées de p53 ainsi que I’induction de p53
par des agents chimiothérapeutiques augmentent I’induction d’A3B lors d’une infection
adénovirale. 1l serait donc intéressant d’étudier ces mécanismes qui affectent I’induction
d’A3B.

Lors de ce mémoire, nous avons également découvert que I’adénovirus C2 est capable de
dégrader p53 malgre la présence de mutations dans la protéine ou sa surexpression et son
activation. Cette observation montre I’importance pour le virus d’éviter la voie de I’apoptose et
d’activer le cycle cellulaire.

Notre modeéle est peut-étre a remettre en question. Nos cellules sont des cellules bronchiques
primaires donc il est possible qu’elles soient a un stade trop précoce du développement du
cancer pour étudier I’impact d’A3B sur I’évolution d’une cellule cancéreuse. Cet impact
pourrait étre étudié dans des cellules présentant déja des mutations somatiques dans différentes
voies de signalisation. De plus, I’infection a I’adénovirus C2 a été étudié dans un contexte de
cycle lytique. Cette méthode ne nous permet pas d’étudier I’apparition de mutations qui seraient
causeées par les APOBEC3s ni d’étudier 1’évolution de la cellule. Un modéle de latence pourrait
étre utilisé afin de mieux cerner le contexte d’apparition des mutations. L’influence des signaux
de transmissions cellulaires pourrait étre étudié afin de comprendre si une cellule qui se prépare
a une infection induit I’expression d’A3B de maniére préventive. Ce modéle pourrait étre utile
dans le but de mieux comprendre comment I’irritation/lI’inflammation chronique des poumons
chez les fumeurs pourraient induire le développement de cancer.
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Annexes

1. Résultats RT-gPCR des 7 A3s et de TP53 dans les HBEC3-KT WT, Scr et
TP53 KD apreés 2 et 4 jours d’infection adénovirale
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Figure S1: Niveaux d’expression des transcrits A3s pendant une infection adénovirale dans les HBEC3-KT WT et TP53 KD.
A : Expressions relatives des ARN messagers des sept A3s et de TP53 normalisées par rapport a TBP, HPRT et GAPDH apres
2 jours d’infection par I’adénovirus C2 (MOI = 1) par RT-qPCR. B : Expressions relatives des ARN messagers des sept A3s
normalisées par rapport 8 TBP, HPRT et GAPDH aprés 4 jours d’infection par RT-gPCR.
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2. Deétermination des doses et du temps d’exposition des cellules a la cisplatine et
a la doxorubicine
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Figure S2: Niveaux d’expression de la protéine p53 en fonction de différentes doses des agents chimio thérapeutiques
doxorubicine et cisplatine. A : Niveaux protéiques de p53 avec différentes doses (0,5, 1, 5 et 10 uM) de cisplatine apreés 24, 48
et 72 heures d’application par Western Blot avec hsp90 comme contrdle de charge. B : Niveaux protéiques de p53 avec

différentes doses (0,5, 1, 2 et 4 uM) de doxorubicine apreés 8, 24 et 48 heures d’application par Western Blot avec hsp90 comme
contréle de charge.
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3. Amorces qPCR

Tableau 1 : séquences d’A3A, A3B, A3C, A3DE, A3F, A3G, A3H, GAPDH, TBP, HPRT et TP53 utilisés pour la gPCR.

Geéne Forward sequence Reverse sequence
A3A GAGAAGGGACAAGCACATGG TGGATCCATCAAGTGTCTGG
A3B GACCCTTTGGTCCTTCGAC GCACAGCCCCAGGAGAAG
A3C AGCGCTTCAGAAAAGAGTGG AAGTTTCGTTCCGATCGTTG
A3DE ACCCAAACGTCAGTCGAATC CACATTTCTGCGTGGTTCTC
A3F CCGTTTGGACGCAAAGAT CCAGGTGATCTGGAAACACTT
A3G CCGAGGACCCGAAGGTTAC TCCAACAGTGCTGAAATTCG
A3H AGCTGTGGCCAGAAGCAC CGGAATGTTTCGGCTGTT
GAPDH AATCCCATCACCATCTTCCAG CAGAGATGATGACCCTTTTGG
HPRT GGTCAGGCAGTATAATCCAAAG AAGGGCATATCCTACAACAAAC
TP53 AAGAAACCACTGGATGGAGAA CAGCTCTCGGAACATCTCGAA
TBP ACCTAAAGACCATTGCACTTCG CATATTTTCTTGCTGCCAGTCTG
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