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Généralités sur les carcinomes hépatocellulaires

A. Epidémiologie
Le carcinome hépatocellulaire (CHC) est une tumeur d’origine hépatocytaire et
représente la premiére tumeur maligne primitive du foie en terme d’incidence’. Le
cholangiocarcinome est la seconde tumeur hépatique primitive du foie par ordre de
fréquence et se développe a partir de I'épithélium biliaire?. Les autres tumeurs
hépatiques primitives sont extrémement rares: le carcinome fibrolamellaire,
I'angiosarcome, 'hémangioendothéliome épithélioide et le cystadénocarcinome .
Le CHC est le 5 @me cancer au monde en terme d’incidence et le 2°™ en terme de
mortalité et pose donc un probléeme de santé publique au niveau mondial *. La
prévalence du CHC est extrémement liée a I'épidémiologie des étiologies sous-
jacentes. En effet, une forte prévalence des CHC est observée dans les pays ayant
une incidence importante d’infection chronique par le virus de I'hépatite B (VHB)
plus particulierement en Asie et en Afrique (figure 1) *. En revanche, les pays
occidentaux ayant un faible taux d’infection chronique par le VHB ont un nombre
annuel de CHC plus faible °. Cependant, le nombre de nouveaux cas de CHC s’est
accru ces 10 dernieres années en occident du fait de I'épidémie d’infections par le
virus de I'hépatite C (VHC) et de 'augmentation de la prévalence du syndrome

métabolique (figure 2) ' ©. En France, 'incidence chez 'homme est de 9.5 cas pour

100 000 personnes et chez la femme 3.1 cas pour 100 000 personnes .

14



Figure 1 : incidence du carcinome hépatocellulaire (nombres de cas/100 000
habitants) en fonction des pays dans le monde

D’aprés El-serag H. .

En occident, le CHC se développe dans plus de 90 % des cas sur un foie
cirrhotique. Dans moins de 10 % des cas, les CHC se développent soit sur un foie

fibreux non cirrhotique soit sur un foie sain ®.

B. Etiologies
Les principales étiologies de I'hépatopathie sous-jacente sont les hépatites virales
B et C, l'alcool, la non-alcoholic steatohepatitis (NASH) et 'hémochromatose *.
Néanmoins, la cirrhose, quelle soit son étiologie prédispose a la survenue de CHC
(2 4 5% par an) ° '°. L’infection par le VHB est la principale cause de la maladie du
foie sous-jacente en Afrique et en Asie. Dans les pays occidentaux, l'infection
chronique par le virus de I'hépatite C, l'alcool et le syndrome métabolique
constituent les principales causes de survenue de CHC, principalement par la
constitution d’une cirrhose "' '2. Le syndrome métabolique, via la NASH, constitue
une cause émergente de survenue de CHC . Une étude a montrée que le CHC
est le cancer chez 'hnomme le plus fortement associé a I'obésité (odds ratio OR :
4.52 [2.94-6.94]) " et une seconde étude que le diabéte était un facteur de risque
majeur de CHC (OR : 2.16 [1.62-2.88]) °. De maniére intéressante, les CHC dus a
la NASH se développent plus fréquemment sur un foie fibreux non cirrhotique
comparé aux CHC d’autres étiologies en Europe '®. En France, un observatoire

national (observatoire CHANG) a mis en évidence une prédominance de ['étiologie
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alcoolique, largement devant les autres étiologies. L’exposition a 'aflatoxine B1 est
aussi impliquée dans le développement de CHC. L’aflatoxine B1 est un métabolite
d’'un champignon, I'aspergillus flavus, contaminant les céréales et les arachides en
Afrique et en Chine ". Le fait que le CHC se développe le plus souvent sur une
cirrhose et que son incidence annuelle est élevée, a promu l'idée du dépistage afin
d’identifier des tumeurs de petites tailles accessibles a un traitement curatif '®. Les
sociétés savantes européennes et américaines proposent un dépistage semestriel

par échographie hépatique seule *° %°.

C. Diagnostic
Des criteres dits « non invasifs » de diagnostic du CHC ont été développés et
validés dans des séries européennes et représentent a présent la référence (Figure
2) 2. Chez les patients atteints de cirrhose ayant un nodule de plus de 1 c¢m, la
présence d'une imagerie (tomodensitométrie [TDM] ou imagerie par résonnance
magneétique [IRM] hépatique) avec hypervascularisation du nodule au temps artériel
associée a un wash out au temps portal permet d’affirmer le diagnostic de CHC 19
2022 Dans les autres cas, une biopsie est nécessaire pour faire le diagnostic de
CHC 2. Ces criteres ne s’appliquent pas aux CHC développés sur foie non
cirrhotique qui nécessitent dans tous les cas une biopsie hépatique en foie tumoral

et non tumoral.

Figure 2 : algorithme diagnostique non invasif des recommandations de
I’American Association of the Study of the Liver AASLD sur le diagnostic du
CHC

D’aprés Bruix J, et al %,
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D. Caractéristiques anatomopathologiques
* Carcinogénése hépatique multi-étapes sur cirrhose

Sur cirrhose, la carcinogénése hépatique est un processus multi-étapes entrainant
'apparition séquentielle des lésions tumorales suivantes : nodule dysplasique de
bas grade>nodule dysplasique de haut grade>CHC précoce>CHC avancé (Figure
3) #*. Pendant longtemps, une combinaison de caractéristiques histologiques
(densité cellulaire, formation pseudo-glandulaire, stéatose, présence d’espaces
portes, invasion stromale, atypie nucléaire, artére isolée etc...) permettait de
différencier ces lésions méme si la variabilité interindividuelle pour le diagnostic de
nodules dysplasiques de haut grade par rapport aux CHC précoces restait
importante ?*. L’équipe de Massimo Roncalli a démontré que Iutilisation de 3
marqueurs en immunohistochimie (glypican 3, glutamine synthase et heat shock
protein 70) permettait de différencier les nodules dysplasiques de haut grade des
CHC précoces avec une sensibilité de 33 a 72% et une spécificité de 100% quand
2 au moins de ses 3 marqueurs étaient positifs 2> %, L’addition de marqueurs
immunohistochimiques supplémentaires tel ezh2 ou la clathrin heavy chain pourrait
ameliorer la performance du panel diagnostique initial mais des validations externes

restent nécessaires 2’ 2.
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Figure 3 : processus multi-étapes de carcinogénése sur cirrhose

La carcinogénése sur cirrhose suit un processus multi-étapes avec I'apparition
successive de nodule dysplasique de bas grade, nodule dysplasique de haut grade,
de CHC précoce et de CHC avancé.
* Histologie du carcinome hépatocellulaire

Au niveau macroscopique, le CHC peut aller de la lésion centimétrique a des
tumeurs de plus de 20 cm de diamétre de couleur variable, vert en présence bile,
jaune en présence d’'une stéatose ou noir/rouge du a des remaniements nécrotico-
hémorragiqueszg. Au niveau microscopique, le CHC est une tumeur épithéliale avec
des cellules ressemblant a des hépatocytes et vascularisée par voie artérielle.
L’aspect le plus frequemment retrouvé est celui dit « trabéculaire » définit par des
travées hépatocytaires épaissies séparées par des sinusoides 29 La forme acinaire
est composée d’hépatocytes tumoraux en amas autour de canalicules dilatés
contenant de la bile *°. D’autres variants plus rares ont été décrits tel les CHC a
cellules claires riche en glycogénes ou les CHC sarcomatoides avec cellules

% Une classification en fonction du degré de différenciation a été

fusiformes
proposée par l'organisation mondiale de la santé en trois grade: bien,
moyennement et peu différencié. Cela recoupe la classification proposée par
Edmonson en 1954 utilisant le degré de différenciation et le type d’atypie des
cellules tumorales allant du grade 1 (trés bien différencié) au grade 4 (peu

différencié, anaplasique) *' 2.
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E. Arbre décisionnel thérapeutique

En occident, la classification Barcelona Clinic Liver Cancer (BCLC) s’est imposée
comme l'arbre décisionnel principal thérapeutique du CHC (Figure 4) B Ce
systéme a pour avantage d’étre une classification a la fois pronostique et guidant
aussi les choix thérapeutiques. Trois types d’informations sont intégrés dans la
classification BCLC : les caractéristiques tumorales (taille, nombre, envahissement
vasculaire, métastase), la gravité de la maladie du foie sous jacente (Child Pugh) et
I'état général du patient (performance status). D’autres classifications (CLIP, HKLC,
GRETCH...) ont été proposées et parfois validées dans des études prospectives

mais sont nettement moins utilisées en pratique 3 ° *°.

Figure 4 : prise en charge thérapeutique d’apreés la classification BCLC

D’aprés Bruix J, et al %,

F. Traitement curatif

* La résection chirurgicale est un des principaux traitements curatifs des
CHC uniques sur cirrhose Child-Pugh A sans hypertension portale dans les
recommandations européennes et américaines %° '° 3. Toutefois, il existe un
taux important de récidive tumorale (50 a 70 % a 5 ans) et de déces (30 a 50
% a 5 ans) nécessitant l'identification de nouveaux biomarqueurs afin de
prédire la récidive et de pouvoir adapter la sélection des patients et de

38 39

stratifier des essais adjuvants

* Le traitement percutané est principalement composé de la radiofréquence

qui entraine une nécrose cellulaire par coagulation thermique *°. En occident,
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une étude a rapporté une série de 235 patients cirrhotiques traités par
radiofréquence dans les CHC de moins de 5 cm avec une survie globale de
40% a5ans*.

La transplantation hépatique pour CHC dans les critéres dit de Milan (un
CHC < 5 cm ou au maximum 3 nodules de moins de 3 cm) a permis de
sélectionner un groupe de patients permettant de bénéficier de la
transplantation hépatique avec un faible taux de récidive (8 %) et une survie
globale excellente (75 % a 4 ans) *2. D’autres centres ont essayé d’élargir les
critéres de Milan en augmentant la taille et/ou le nombre de tumeurs ou en
utilisant le taux sérique d’alphafoetoprotéine (AFP) ** #4. La découverte de
biomarqueurs moléculaires ou sériques prédictifs de I'agressivité tumorale,
de la présence dune invasion vasculaire et de la récidive post

transplantation serait d’'un intérét certain pour affiner la sélection des patients

45

. Traitement palliatif

La chimioembolisation intra-artérielle peut bénéficier aux patients non
accessibles a un traitement curatif ayant une bonne fonction hépatique et un
tronc porte perméable “°. Ce traitement associe 'embolisation d’'une des
branches de I'artére hépatique nourrissant la tumeur avec l'injection dans le
méme temps d’une chimiothérapie (doxorubicine, cisplatine...) . Une méta-
analyse de 7 études randomisées a montré un bénéfice a la chimio-
embolisation par rapport au placebo avec une amélioration de la survie
globale (RR : 0.53 [0.32-0.89] P=0.01) *’. De nouvelles techniques ont été

développées ces dernieres années telles la radioembolisation ou la
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chimioembolisation par DC beads mais leur intérét dans [Iarsenal
thérapeutique actuel n’est pas encore validé 8 4° %0 51,

Le sorafenib, un inhibiteur de tyrosine kinase anti VEGFR, anti RAS, RAF et
anti PDGFR, est le premier traitement ayant montré une augmentation de la
survie globale versus placebo (médiane de survie : 10.7 mois vs 7.9 mois p <
0.001) dans le CHC avancé avec thrombose porte tumorale, métastase ou
progressant aprés chimioembolisation (Figure 5) °* ** % A noter que le
traitement par sorafenib n’entraine qu’exceptionnellement une réponse
objective et agit en allongeant le temps de progression radiologique (5.5 mois
VS 2.8 mois p < 0.001) *2. Depuis cet essai, tous les essais randomisés de
phase 3 en premiére ligne ou en seconde ligne dans les CHC avancés ont été
des échecs et n'ont pas montré d’avantage de survie par rapport au sorafenib

55-57

ou au placebo™™'. La reéalisation d'un essai thérapeutique adapté aux

altérations génétiques tumorales parait une priorité dans ce contexte *’.

Figure 5 : survie globale dans I’essai randomisé SHARP comparant le
sorafenib versus placebo chez les patients avec CHC avancés.

Courbe de Kaplan Meier de la survie globale et test du log rank d’apres Llovet J, et

al %2,

Classification moléculaire des carcinomes hépatocellulaires

A. Anomalies chromosomiques

L’analyse par allélotypage et Comparative Genomic Hybridization plus Single

Nucleotide Polymorphism (CGH-SNP) a permis d’identifier les pertes et gains

chromosomiques les plus fréquents dans les CHC avec les gains des bras 1q, 5,
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6p, 7, 8qg, 17 et du chromosome 20 et les pertes des bras 1p, 4q, 6q, 8p, 13q, 16,
17p et du chromosome 21 8 *° %% A Tinverse des cancers colorectaux, I'instabilité
des microsatellites ne parait pas impliquée dans la carcinogénese hépatique.
L’analyse des anomalies a I'échelle chromosomique effectuée précédemment au
laboratoire a permis de dégager des grands groupes associés a des
caractéristiques cliniques et mutationnelles (Figure 6) *°. Les CHC avec instabilité
chromosomique sont de mauvais pronostic et plus fréquents chez les patients avec
une hépatite B chronique ayant des CHC peu différenciés et sont souvent associés
a des mutations TP53. Les mutations AXIN1 étaient associées a des pertes
d’hétérozygoties du 1p, 4q, 16p et 16q tandis que les mutations TP53 I'étaient avec
la perte d’hétérozygotie du 13qg. Les pertes d’hétérozygoties du 9p et 6q étaient
associées a un particulierement mauvais pronostic *°. A l'inversion, les CHC avec
stabilité chromosomique étaient plus frequemment mutés CTNNB1 (codant pour la

B-caténine) *°.

Figure 6: Principales altérations chromosomiques des CHC et corrélation
avec les caractéristiques cliniques et mutationnelles

D’apres (Laurent Puig, et al. 2001) 5°

B. Principales altérations génétiques et voies de signalisation
dysrégulées dans le CHC

1. Généralités

Chaque CHC est composé d’'une combinaison unique de mutations somatiques
survenant dans les zones codantes et non codantes du génome tumoral *°.
L’analyse des séquences codantes (par « whole exome sequencing »), de tout le
génome (par « whole génome sequencing ») et le séquencage des transcrits (par
« RNA seq») a permis de décrire avec precision les altérations génétiques
somatiques de ces tumeurs %0 &1 62 6384 65 yne moyenne de 35 & 80 mutations non
synonymes dans les régions codantes du génome a été décrit dans les CHC

touchant des génes dit « drivers » jouant un rdle direct dans la carcinogénese
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hépatique mais aussi des genes « passengers» non fonctionnels dans la
carcinogénese et conséquence d‘'une mutagénése stochastique %6 67 e CHC se
situe dans la moyenne des tumeurs solides de l'adulte qui ont un nombre de
mutations plus élevées en comparaison aux tumeurs hématologiques ou aux
tumeurs solides de I'enfant 8. Les altérations génétiques observées dans les CHC
touchent de maniére récurrente un nombre restreint de voies de signalisation
impliquées dans la carcinogénése hépatique qui sont détaillées ci dessous (Figure
7)%.

Figure 7 : Voies de signalisation altérées dans les carcinomes
hépatocellulaires (Zucman Rossi J, et al. 2015 *°)

Sont représentés en rouge, les mutations activatrices d’'oncogéne et en bleu les
mutations inactivatrices de génes suppresseurs de tumeurs. (*) signifie que ce gene
est ciblé par des intégrations du virus de I'hépatite B

2. Voie de signalisation Wnt/B-caténine

La voie Wnt/B-caténine est une voie de signalisation impliquée dans la zonation
hépatique, I'embryogénése, le métabolisme des acides aminés, la régénération

hépatique et Iinteraction cellulaire @ 7° 7

. A l'état basal inactif, B-caténine est
phosphorylée par un complexe inhibiteur incluant AXIN1, APC et GSK3p puis est
détruit par le protéasome 2. Quand un ligand Wnt se lie a un récepteur frizzled,
GSK3 est recruté sur le récepteur et par conséquent, le complexe inhibiteur est
détruit. B-caténine qui n'est plus dégradée par le protéasome se transloque alors

dans le noyau et agit comme un cofacteur de transcription de TCF/LEF 72,
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Figure 8 : voie de signalisation Wnt/ B-caténine

Lors que Wnt se lie a frizzled ou qu’il existe une mutation activatrice de CTNNB1 ou
inactivatrice d’AXIN1, B-catenine n’est plus phosphorylée par le complexe inhibiteur
APC/AXIN1/GSKS3B et donc n’est plus dégradée. B-caténine se transloque alors au
noyau et agit comme un co-facteur de transcription pour TCF/LEF.

En plus de son réle physiologique, B-caténine est aussi un oncogéne clé de la
carcinogénese humaine % Les mutations activatrices de la B-caténine (codé par
CTNNBT1) entrainent une activation non contrélée de la voie Wnt/-catenine et sont

73 61. Ces

une des altérations géneétiques les plus fréquentes des CHC (20-40%)
CHC ont une surexpression transcriptomique de génes cibles de la voie Wnt/3-
caténine (GLUL et LGR5), une surexpression protéique de la glutamine synthase
ainsi qu’une translocation nucléaire de la B-caténine en immunohistochimie " ™. De
plus, les CHC mutés B-caténine sont plus frequemment bien différenciés avec une
organisation microtrabeculo-acineuse homogéne avec de la cholestase a histologie
476 Ces mutations surviennent au niveau de I'exon 3 sur le site de phosphorylation
par le complexe inhibiteur APC/AXIN1/GSK3B et entrainent I'absence de
phosphorylation de B-caténine, son absence de dégradation par le protéasome et
sa translocation au noyau ®. Les mutations de CTNNB1 sont plus fréquentes dans
les CHC avec stabilité chromosomique et sont significativement associées aux
mutations NFE2L2 (voie du stress oxydatif NRF2/KEAP1) et aux mutations du
promoteur de TERT 6077 Les modéles murins présentant une mutation activatrice
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de la B-caténine au niveau hépatique ne développent ni adénome ni carcinome
hépatocellulaire 2. A Tlinverse une inactivation d’/APC ou la coexpression d’une
mutation activatrice de B-caténine et de 'oncogéne HRAS entraine la formation de
CHC suggérant que les mutations de la B-caténine seule sont insuffisantes pour
induire de la tumorigénése hépatique dans des modéles murins "® ®. En plus des
mutations de CTNNB1, de rares mutations inactivatrices d’APC ont été identifiées
dans 1 &2 % des CHC . Cing & 10% des CHC ont des mutations inactivatrices bi-
alléliques d’AXIN1, un géne suppresseur de tumeur 81 %0 Ces mutations ont une
conséquence fonctionnelle différente des mutations de CTNNB1. Les CHC ayant
des mutations AXIN1 n’ont pas de surexpression des génes cibles classiques de la
voie Wnt/B-caténine, tels GLUL et LGRS5. Ills présentent une instabilité
chromosomique et appartiennent a des groupes transcriptomiques différents de
celui des CHC ayant des mutations de CTNNB7 % ™ *°  En conclusion, des
mutations survenant dans des partenaires différents de la méme voie de

signalisation peuvent donc entrainer des conséquences fonctionnelles différentes.

3. Geéne du cycle cellulaire (P53/RB)

Les génes des voies P53 et du rétinoblastome (RB) sont altérés dans plus de 50%
des CHC®. TP53 est un gene suppresseur de tumeur impliqué dans le contréle du
cycle cellulaire en particulier dans la régulation de la transition G1/S. Il est aussi
impliqué dans des mécanismes de réparation de 'ADN et de contréle de
I'apoptose®*. Douze & 48% des CHC ont des mutations somatiques de TP53% ¢,
Les CHC survenant chez les patients exposés a I'aflatoxine B1 ont souvent une
mutation en hot spot R249S de TP53 8. Cette mutation constitue un marqueur
spécifique permettant d’identifier I'exposition génotoxique a [I'aflatoxine B1 87,
L’absence d’exposition a l'aflatoxine B1 dans les pays occidentaux explique en
partie la fréquence plus faible de mutations TP53. De plus, les mutations TP53 sont
plus fréquentes dans les CHC secondaires a l'infection chronique par le VHB et
dans des groupes transcriptomiques caractérisés par une dérégulation des génes
du cycle cellulaire et ayant une instabilit¢ chromosomique®. Des délétions
homozygotes d'/RF2 sont retrouvées dans 1-5% des CHC et sont exclusives des
mutations TP53 car responsable d’une inactivation fonctionnelle de P53%. Le géne

RB1 (retinoblastome) est un géne suppresseur de tumeur codant pour une protéine
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contrélant le cycle cellulaire au niveau de la transition G1/S en inhibant le facteur de
transcription E2F. Des mutations inactivatrices bi-alléliques de RB1 ont été décrites
dans 3 & 8% des CHC®. De plus 2 & 12% des CHC ont des mutations inactivatrices
ou des délétions homozygotes de CDKN2A, un activateur de RB®’. Les mutations
de CDKNZ2A et de RB1 entrainant une inactivation de la voie RB/P21 sont
fréquentes dans les CHC de mauvais pronostic suggérant un réle dans I'agressivité
tumorale®'®®. Enfin, des amplifications du locus CCND1/FGF19 ont été identifiées
dans 5 & 15% des CHC®.

4. Géne de remodelage de la chromatine et histone methyltransferase

Le séquencage haut débit a identifié des mutations récurrentes dans des génes
impliqués dans la régulation épigénétique que ce soit des génes du remodelage de
la chromatine ou des génes codant pour des protéines de type histone
methyltranferases®®. Le complexe SWItch/Sucrose Non-Fermentable (SWI/SNF)
est composé de plusieurs complexes protéiques ayant une fonction de remodelage
de la chromatine ATP dépendante avec 2 groupes dénommés BAF et PBAF

composés de 9 a 12 sous-unités (Figure 9) °'

. Les principales fonctions du
complexe SWI/SNF sont la modification des nucléosomes et de la conformation de
'ADN®'. Un des premiers exemples du role des génes de remodelage de la
chromatine dans la carcinogénése humaine a été apporté par l'identification de
mutations inactivatrices bi-alléliques de SMARCB1, codant pour SNF5 une protéine
impliquée a la fois dans le complexe BAF et PBAF, dans les tumeurs rhabdoides®.
Dans les CHC, des mutations inactivatrices dARID1A et ARID?2 ont été identifiées
dans 4-17% et 3-18% des cas respectivement®. Les mutations ARID1A étaient
significativement associées avec les mutations inactivatrices de AXIN7®'.
L’identification des mutations ARID1A et ARID2 dans les CHC s’ajoutent aux
nombreuses autres tumeurs ayant des mutations dans des genes de remodelage
de la chromatine (cancer de I'ovaire a cellules claires, cancer gastrique, cancer du
pancréas, etc...) suggérant un réle important de cette famille de génes dans la

carcinogénése humaine®.

Figgl#re 9 : Complexe SWI/SNF de remodelage de la chromatine (Wilson BG, et
al. )
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Les complexes SWI/SNF BAF et PBAF sont composés de sous-unités conservées
indispensable a chaque complexe en vert, de sous unités parfois associés a ces 2
complexes en jaune clair et de sous-unités retrouvées uniquement dans un des
deux complexes en bleu et rouge (ARID1A et ARID1B pour BAF et
PBRM1/BAF180, ARID2/BAF 200 et BRD7 pour PBAF). Le complexe SWI/SNF se
lie a TADN et module la composition en nucléosome.

Des mutations inactivatrices de génes avec une fonction histone methyltransferase
MLL/KMT2A (3-4%), MLL2/KMT2D (2-3%), MLL3/KMT2C (3-6%) et MLL4/KMT2B
(2-3%) ont été mises en évidence par plusieurs équipes®?®*. De plus, des insertions
du VHB dans MLL4 sont observées dans 10% des CHC liés a ce virus™%. Tous
ces résultats soulignent le lien entre les altérations génétiques et les modifications
épigénétiques dans la carcinogénése hépatique.

5. Voie de signalisation du stress oxydatif NRF2/KEAP1

Une des voies de signalisation impliquée dans la réponse au stress oxydatif est la
voie NRF2/KEAP1. NRF2 (codé par NFE2L2) est un facteur de transcription
sensible au niveau intracellulaire en espéces réactives de I'oxygéne”. Dans sa
forme inactive, NRF2 est associé a un complexe inhibiteur composé de KEAP1 et
CUL3. NRF2 est alors polyubiquitinylé et dégradé par le protéasome (Figure 10).
Quand le niveau d’espéces réactives de l'oxygéne augmente dans la cellule,
KEAP1 se dissocie de NRF2, et NFR2 se transloque au noyau pour agir comme
facteur de transcription et induire I'expression de génes impliqués dans la réponse
antioxydante®. Initialement, la voie de signalisation NRF2/KEAP1 a été reliée a des
propriétés antitumorales dans des modéles murins exposés a du stress oxydatif
chronique. Ainsi des souris inactivées pour NRF2 avaient une incidence plus élevée
de cancer de la vessie et du colon aprés exposition & des agents carcinogénes®.
Toutefois, I'identification de mutations somatiques activatrices de NFE2L2 (codant
pour NRF2, 3-6%) et inactivatrice de KEAP1 (2-8%) entrainant une activation de la
voie NRF2/KEAP1 dans les CHC et dans d’autres types tumoraux comme le
cancer du poumon, I’hépatoblastome ou I'adénocarcinome de la vésicule biliaire a
souligné le potentiel réle protumorogenique de cette voie de signalisation®" %%,

Une étude menée in vitro a démontrée que l'activation constitutive de la voie
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NRF2/KEAP1 promeut la survie des cellules tumorales et évite une mort cellulaire

induite par l'accumulation d'espéces réactives de l'oxygéne en activant une

réponse antioxydante'®,

XY 7
stres
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Proteasome Proteasome

Nucleus

Nucleus
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Figure 10 : Voie de signalisation NRF2/KEAP1

Quand le niveau d’espéces réactives de I'oxygéne augmente dans la cellule
ou en présence d’'une mutation activatrice de NFE2L2 ou inactivatrice de KEAP1, le
facteur de transcription NRF2 se dissocie de KEAP1, n’est plus dégradé par le
protéasome et se transloque au noyaux pour induire la transcription de génes
impliqués dans la réponse anti-oxydante.

6. Voie de signalisation AKT/MTOR et RAS/RAF/MAP kinase

La voie PI3K/AKT/MTOR module le métabolisme cellulaire en activant 'anabolisme
et en inhibant 'autophagie et module la prolifération cellulaire '®. Lors qu’un ligand
se lie a un récepteur tyrosine kinase comme EGFR ou IGFR, la phosphoinositide-3-
kinase (PI3K) et AKT sont activés '®. Ensuite, AKT inhibe le complexe TSC1/2
(figure 11). L’inhibition de TSC1/2 entraine la levée de l'inhibition du complexe
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MTOR et I'activation en aval de S6K et 4EBP. La voie AKT/MTOR est activée dans
20 a 50% des CHC mais les mutations activatrices de PIK3CA (0-2%),
inactivatrices de PTEN, un inhibiteur de la voie AKT/MTOR (1-3%) ou inactivatrices
de TSC1/2 (3-8%) sont rares '°° ®". Des mécanismes indirects d’activation de la voie
PI3K/AKT/MTOR restent encore a étre identifiés.

Une autre voie de signalisation clé de la carcinogénése hépatique est la voie
RAS/RAF/MAP kinase (Figure 11) '°®. Quand RAS et RAF sont activés par un
signal d’amont, ils activent MEK1/2 puis ERK1/2 par phosphorylation ce qui induit
une inhibition de I'apoptose et favorise la prolifération cellulaire '°°. RSK2 (codé par
RSP6KAS3) se situe en aval de ERK1/2 et est activé par phosphorylation induite par
ERK1/2. RSK2 entraine un rétrocontrole négatif en inhibant MEK1/2 via la
phosphorylation de SOS. Dans 2-9% des CHC, on observe des mutations
inactivatrices de RPS6KA3 qui entrainent la levée du rétrocontrdle négatif et donc
I'activation non contrdlée de la voie RAS/RAF/MAP kinase ®°. De rares mutations
KRAS (1%) ont été aussi décrites dans les CHC .

- i |—
@

= 7

Anabolism Cell survival
Inhibition of autophagy and proliferation

Figure 11 : voie de signalisation PI3K/AKT/MTOR et RAS/ARF/MAPK kinase

En présence d'un ligand sur un récepteur de tyrosine kinase, de mutations
inactivatrices de PTEN ou de TSC1/TSCZ2 ou activatrice de PIK3CA, la kinase PI3K
active AKT qui va inactiver TSC1/2 et lever l'inhibition du complexe MTORC1 et
entrainer l'activation 4EBP et S6K1. De méme en présence d’'un ligand sur un
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récepteur de tyrosine kinase, d’'une mutation activatrice de RAS ou inactivatrice de
RPS6KA3 (codant rsk2) entrainent I'activation de RAF par RAS puis des kinases
MEK1/2 et ERK1/2 et favorisent la prolifération cellulaire. RSK2 est activé par
ERK1/2 et entraine un rétrocontréle négatif de la voie.

C. Role du VHB dans la carcinogénéese hépatique

En plus des altérations génétiques observées dans le génome tumoral, le VHB a
un réle direct et indirect dans la carcinogénése hépatique.

1. Généralité sur le virus de I’hépatite B

L’hépatite B est un virus a ADN organisé de fagon circulaire en double brin
seulement sur une partie de son génome '%’. Le virus de I'hépatite B a une taille
d’environ 3.2 kilobases et est composé de quatre cadres de lectures ouverts (open
reading frame, ORF) (Figure 12) '®. L’'ORF Pre-S/S code pour 3 protéines de
surface, 'ORF pre-C/C code pour I'antigéne Hbe et Hbc, 'ORF-P code pour une
polymérase virale. Enfin le géne X code pour une protéine virale de 17KDa
impliquée dans la réplication virale. L’infection chronique par le VHB est associée a
une augmentation de risque d’avoir un CHC 25 a 37 supérieure a la population
générale "%, Le CHC lié a 'hépatite B peut se développer sur foie cirrhotique mais
aussi sur foie fibreux ou foie sain. Le mécanisme de carcinogénése le plus fréquent
est indirect via le développement d’'une cirrhose due a linflammation chronique
secondaire a une réponse cytotoxique des lymphocytes T dirigée contre les
antigénes viraux % Dans ce contexte, le stress oxydatif, I'inflammation chronique
et le raccourcissement des téloméres favorisent l'initiation tumorale '°°. Néanmoins
il existe des mécanismes de carcinogénéses directs par un phénoméne de
mutagénése insertionnelle virale et par I'effet oncogénique des protéines virales '™°.

Figure 12 : Structure du virus de I’hépatite B (Neuveut C, et al. '*)

Le virus de I'hépatite B est composé d’'un ADN double brin seulement sur une partie
de son génome (brin — et brin +). Quatre cadres ouverts de lecture sont
représentés par des fleches sur ce schéma.
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2. Role des protéines virales dans la carcinogénése

Les protéines Hbx et preS/S2 auraient un effet modulateur sur diverses voies de

109

signalisation Le réle oncogénique de la protéine Hbx reste néanmoins

controversé. Hbx est impliquée dans la réplication virale et a une fonction

0 De ce fait, Hbx a la

transactivatrice via une interaction protéine-protéine
possibilité de moduler l'activité de voies de signalisation impliquées dans la
carcinogénese ainsi que de moduler la prolifération cellulaire et I'apoptose en
dérégulant l'activité d’'oncogéne comme c-myc, c-jun, fos et de facteurs de
transcription comme NFkB'''. La protéine HBX pourrait aussi inhiber I'activité
cellulaire de P53 et I'apoptose par des mécanismes comme l'inhibition de caspase
3 et la surexpression de survivin '%. De plus, des modéles in vitro utilisant des
lignées cellulaires immortalisées ou des fibroblastes humains primaires ont montré
que la protéine HBX augmente les propriétés métastatiques et d’invasion cellulaire,
suggérant un rdle oncogénique de cette protéine virale '*%. Des études in vitro ont
aussi proposé un role potentiel d’HBx dans la régulation de la formation du fuseau
mitotique pouvant expliquer l‘instabilité chromosomique observée dans les CHC liés
a VHB "3, Néanmoins d’autres modeles in vitro utilisant des fibroblastes de rats ont
montrés soit I'absence d’effet oncogénique, soit un effet paradoxal suppresseur de
tumeurs d’'HBx ™ '°. Enfin, les modéles murins transgéniques exprimant Hbx ont
montrés soit un effet protumoral, soit I'absence d’effet oncogénique ou suppresseur
de tumeurs. Ces différents résultats varient en fonction du fond génétique des
souris utilisées '"® """ De plus, le séquencage du géne HBx dans les CHC a montré
la présence de mutations tronquantes suggérant un profil de géne suppresseur de
tumeurs (Cf Article 20 ''®).

3. Mutagénése insertionnelle et VHB

Le VHB est a la fois stocké sous forme épisomale (covalently closed circular DNA
cccDNA) et aussi sous forme d’ADN viral intégré dans le génome humain '%. Cette
intégration virale dans ’ADN humain peut entrainer des phénomenes de sélections
clonales par modulation en cis de I'expression de génes impliqués dans la
carcinogénése '°°. Ce phénoméne nommé mutagénése insertionnelle est observé

de maniére récurrente dans environ 70 a 80% CHC liés a I'hépatite B % "', Une
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partie seulement du VHB est retrouvé intégré dans le génome tumoral, de ce fait
I'ADN intégré n’est pas utilisé pour la réplication virale. L’insertion du VHB peut
survenir partout dans le génome humain mais est plus fréquent prés des sites
fragiles, les zones répétées et les zones transcrites du génome % '°. La partie 3’
du géne HBx et 5 du géne pre-Core/core sont les parties du virus les plus

120 127 Des insertions récurrentes

frequemment intégrées dans le génome tumora
clonales somatiques de VHB dans le génome tumoral sont décrites dans TERT,
MLL4/KMT2B, CCNE1, CCNA2 et RARB '? 122 %6 123 | @ yirus s’intégre de maniére
préférentielle dans les régions non codantes comme les promoteurs ou les introns
et plus rarement dans les exons ''°. Une augmentation de I'expression des génes

insérés a été démontré en particulier dans le cas de TERT et CCNE1 .

D. Télomeres et de la télomérase dans la carcinogénese
hépatique

Plusieurs études menées dans des modéles murins et dans des tissus humains ont
démontré lI'importance des téloméres et de la télomérase dans la survenue de la

cirrhose et le développement du CHC.

1. Généralités sur les télomeres et la télomérase

Le systéme de réplication de 'ADN aboutit a 'absence de réplication de I'extrémité
des chromosomes entrainant leur diminution de taille au cours des cycles
cellulaires '#*. Elizabeth Blackburn, Carol Greider et Jack Szostack ont découvert
comment les cellules résolvent le probléme de I'absence de réplication des
extrémités chromosomiques et ont ainsi regu le prix Nobel pour la découverte des
télomeéres '?°. Présent dans toutes les cellules de I'organisme, les télomeéres sont
des courtes séquences d’ADN (TTAGGG) répétées situées a I'extrémité des
chromosomes et entourées d’'un complexe protéique appelé shelterin et composé
de 6 protéines: telomere repeat binding factor 1 (TRF1), TRF2, repressor/activator
protein 1 (RAP1), TRF1-interacting nuclear protein 2 (TIN2), TINZ-interacting

protein 1 (TPP1) et protection of telomeres 1 (POT1) '%°. Le réle des téloméres est

32



d’éviter la perte d’ADN codant lors des cycles cellulaires. Le raccourcissement des
téloméres lors des cycles cellulaires entraine I'arrét des divisions cellulaires et induit
la senescence cellulaire (phénoméne connu sous le nom de limite de Hayflick). "2
A Tlinverse si les geénes suppresseurs de tumeurs sont défaillants, le
raccourcissement télomérique peut entrainer une l'instabilité chromosomique due a
des fusions interchromosomiques par leurs extrémités '?’. La télomérase est le
complexe impliqué dans la synthése des téloméres afin d’éviter la mort cellulaire,
conséquence des cycles de divisions cellulaires en particulier durant
'embryogénése ou lors des phénoménes de régénération d’organe '%. La
télomérase est un complexe ribonucléoprotéique permettant I'allongement des
télomeéres a partir de I'extrémité 3’ libre. Ses principaux composants sont une sous-
unité catalytique, codée par le gene TERT (telomerase reverse transcriptase),
possédant une activité transcriptase inverse, et TERC (telomerase RNA
component), un ARN non codant qui sert de matrice a I'extension de séquences
télomériques et un complexe protéique composé de dyskerine, NHP2, NOP10, et
GAR1(Figure 13) '?° '3° TERT est le facteur limitant du complexe télomérase et est
exprimé pendant 'embryogénése et alors qu’elle ne I'est plus dans de nombreuses
cellules adultes dont les hépatocytes %2,

Figure 13 : Structure du complexe télomérase (Calado R,et al. '*°)

Le complexe télomérase est composé d’'une sous-unité catalytique, codée par le
géne TERT (telomerase reverse transcriptase), possédant une activité transcriptase
inverse, et de TERC (telomerase RNA component), un ARN non codant qui sert de
matrice et d’'un complexe protéique (dyskerine, NHP2, NOP10, et GAR1).

2. Role des télomeres et la télomérase dans le développement de la cirrhose
et la carcinogénése hépatique

Plusieurs études menées sur des tissus humains ont montré que la cirrhose était
constituée d’hépatocytes sénescents ayant des téloméres courts et n’exprimant
plus la télomérase "' 32 133 Des mutations inactivatrices germinales de TERT sont
responsable d’'un syndrome pédiatrique appelé « dyskeratosis congenita » qui
associe des anomalies cutanées, une aplasie meédullaire et parfois une fibrose
pulmonaire et/ou une cirrhose '*°. De plus, des mutations constitutionnelles de
TERT, prédit comme diminuant l'activité de la télomérase, ont été associé a la
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survenue de cirrhose chez I'adulte ™* ™°. Les souris déficientes pour terc (terc -/-)
et soumis a un modele de fibrose chimique, chirurgicale ou génétique évoluent plus
rapidement vers la cirrhose "*°. En résumé, I'absence d’activité télomérase et le
raccourcissement des téloméres induit par les Iésions chroniques hépatiques, les
divisions cellulaires et le stress oxydatif entrainent la sénescence hépatocytaire et
favorisent la formation de cirrhose. Néanmoins, Farazi, et collaborateurs ont montré
que les souris déficientes pour terc soumis a un modéle de carcinogénése chimique
ou génétique avait une incidence plus faible de CHC suggérant que dans un
second temps la réactivation de la télomérase était nécessaire pour promouvoir la
carcinogénése hépatique "*’. Chez 'homme, plusieurs études ont montré que plus
de 90% des CHC exprimaient TERT et avaient une augmentation de l'activité
télomérase comparé au foie sain et cirrhotique " . Au total, la réactivation de la
télomérase et la reexpression de TERT sont nécessaires a la carcinogénese
hépatique afin de permettre aux cellules tumorales d’effectuer des cycles de
division cellulaire non contrblées et ceci sans entrainer d’apoptose ou de

sénescence par raccourcissement télomérique '4°

. Les principaux mécanismes
responsables de la réactivation de la télomérase dans les CHC sont les mutations
dans le promoteur de TERT, linsertion d’HBV dans TERT et I'amplification de

TERT (Cf articles 6 et 7) "1 61123,

E. Classification transcriptomique non supervisée des CHC

A la fin des années 90, l'analyse du transcriptome a l'aide des techniques de
microarray a permis d’identifier des sous groupes de tumeurs définis par des
dérégulations d’expression génique "2,

Une des premiéres classifications transcriptomiques des CHC a été proposée en
2004 par le groupe de Snorri Thorgeisson en analysant une série de CHC liés au
VHB et traités par résection '**. Deux groupes principaux ont été identifiés, les CHC
du cluster A dit prolifératifs et les CHC du cluster B dit non prolifératifs. De plus, les
CHC du cluster A « prolifératif » étaient de plus mauvais pronostic '**. Une autre

étude du méme groupe a identifi¢ un sous groupe de CHC ayant une signature
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transcriptomique de cellules progénitrices ressemblant a une signature
d’hépatoblaste foetaux de rat "*. Ce sous groupe de tumeurs était associé a un
mauvais pronostic '**. D’autres classifications transcriptomiques, parfois reliées au
pronostic et/ou a des voies de signalisation, ont été publiées: classification
S1/S2/S3, TGFB, MET, AKT/MTOR, etc.., '4° 146105147148

En 2007, une classification transcriptomique des CHC en 6 groupes (G1 a G6) a
été décrite dans le laboratoire °. Les différents sous groupes moléculaires étaient
associés a des caractéristiques cliniques, mutationnelles et chromosomiques
(Figure 14). Les groupes G1-G2-G3 étaient associés a des CHC avec instabilité
chromosomique alors que les groupes G4-G5-G6 aux CHC avec stabilité
chromosomique. Les groupes G1-G2 étaient majoritairement composés de CHC
liés a l'infection par le VHB ayant des mutations AXINT et une activation de la voie
AKT/MTOR. Les CHC classés dans le groupe G1 avaient une signature de cellules
progénitrices et survenaient chez les patients jeunes, d’origine africaine avec un
taux élevé d’AFP. Les CHC classés dans le groupe G3 combinaient une mutation
de TP53 et I'inactivation de CDKNZ2A et étaient de mauvais pronostic. Le groupe G4
était composé de CHC bien difféerenciés, parfois mutés HNF1A. Enfin les CHC
classés dans le groupe G5-G6 avaient une activation de la voie Wnt/B3-caténine

secondaire a des mutations activatrices de CTNNB1 .

Figure 14: Classification moléculaire G1-G6 des carcinomes hépatocellulaires
(Boyault S, et al. 2007 ™)

Une analyse transcriptomique a mis en évidence 6 groupes (G1 a G6) corrélés
avec des caractéristiques cliniques, mutationnelles chromosomiques ainsi qu'avec
I'activation de voies de signalisation.
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Généralités sur les adénomes hépatocellulaires

A. Epidémiologie

Les principales tumeurs hépatiques bénignes sont par ordre de fréquence
'angiome hépatique, I'hyperplasie nodulaire focale et 'adénome hépatocellulaire
(AHC) (Table 1) ™ ° Parfois, ces différentes tumeurs bénignes peuvent étre
observées de maniére concomitante chez un méme patient. Leur caractéristique
commune est leur développement, dans la grande majorité des cas, sur un foie sain

chez des sujets jeunes '*°.

L’angiome hépatique est considéré comme une
malformation vasculaire non clonale et I'hyperplasie nodulaire focale comme une
prolifération réactionnelle polyclonale hépatocytaire secondaire a un apport

f 151

artérielle exclusi . A linverse, les AHC sont des tumeurs hépatiques bénignes

51 Comme les

dérivées de la prolifération monoclonale d’hépatocytes matures
hyperplasies nodulaires focales, il existe une prédominance de femme dans les
séries de patients atteints d’AHC avec un ratio femme/homme de 9/1 ™%

Avant la mise sur le marché de la contraception oestoprogestative, la survenue
d’AHC était exceptionnelle. Depuis [lintroduction de la contraception
oestroprogestative, I'incidence des AHC a augmenté méme si leur faible nombre en
fait toujours une tumeur rare %3 Dans des études épidémiologiques anciennes,
lincidence des AHC était évaluée a 3 pour 100000 patientes exposées a des
contraceptifs oraux '°2. Cette association avec les contraceptifs oraux explique
I'incidence faible des AHC dans les pays asiatiques du fait de la faible utilisation de
ce type de contraception. Néanmoins, lincidence actuelle chez les femmes

exposées a des contraceptifs oraux microdosés est inconnue **.

36



Table 1: Principales caractéristiques des tumeurs hépatiques bénignes (Nault ]JC,
et al. Revue du praticien 2015)

. P Hyperplasie nodulaire Adénome
Angiome hépatique focale hépatocellulaire
. Prolifération Prolifération
. . Malformation . . . .
Physiopathologie . hépatocytaire hépatocytaire
vasculaire
polyclonale monoclonale
Incidence 1/100 0.4/100 3/100 000
Ratio F/H 2/1 8/1 9/1
Contraception orale Non lié Non lié Lié ala CO
A . . Parfois douleurs
Symptomes Asymptomatique Asymptomatique abdominales
Parfois cholestase
Biologie Normale Normale anictérique ou
syndrome inflammatoire
Diagnostic Imagerie Imagerie +/- histologie Histologie
Complications Exceptionnelles Exceptionnelles Rare hemqrragle ou
transformation maligne
. Abstention Abstention Surveillance
Traitement . . . . . .
thérapeutique thérapeutique ou résection

B. Facteurs de risque

¢ Hormones

Le principal facteur de risque de développement des AHC est l'exposition
hormonale que ce soit aux androgénes ou aux oestrogénes '°% 1°°.

Les contraceptifs oraux, mais aussi la grossesse, favorise la croissances des AHC.
De ce fait, I'arrét des contraceptifs oraux est obligatoire dans ce contexte et I'on
peut observer une régression tumorale aprés leurs arréts 196

La consommation d’androgéne est aussi un facteur de risque que ce soit en tant
que traitement par exemple dans I'anémie de Fanconi, en tant que produits dopants
chez les bodybuilders ou secondaire a la production non contrélée d’androgéne

157 158 Comme pour les

endogéne comme dans le syndrome de Klinefelter
oestrogenes, I'arrét des androgénes peut parfois entrainer la disparition totale des
adénomes "°.

* Obésité
Récemment, I'obésité et dans une moindre mesure la consommation chronique

d’alcool ont été associé & la survenue d’AHC de sous type inflammatoire '®° ",
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L’'impact de lincidence croissante de l'obésité dans les pays occidentaux sur
I'incidence des AHC, en particulier inflammatoire, reste a évaluer.

* Maladie vasculaire du foie
Les maladies vasculaires du foie comme I'agénésie de la veine porte, la thrombose
porte chronique ou le syndrome de Budd-Chiari peuvent étre associées a la
survenue de forme atypique d’hyperplasie nodulaire focale (dit HNF-like) mais aussi
d’AHC ou de CHC "

* Maladie génétique constitutionnelle
La survenue d’AHC peut étre associée a différentes maladies génétiques tel la
glycogénose de type 1, le diabéte de type MODY3 ou le syndrome de Mc-Cune
Albright. La glycogénose de type 1 est une maladie génétique secondaire a des
mutations germinales récessives de la glucose 6 phosphatase (G6PC). Cette
maladie entraine des hypoglycémies néonatales et un retard de croissance. A I'age
adulte, 50% des patients développent des adénomes, parfois dans une forme
multiple '®® "% Les patients ayant une mutation germinale HNF1A sont & risque de
développer un diabéte de type MODY3 mais aussi des AHC inactives HNF1A et
des adénomatoses familiales dans un faible nombre de cas '®°.
Enfin, le syndrome de McCuneAlbright est secondaire a une mutation activatrice du
géne GNAS en mosaique entrainant des malformations osseuses, des taches
cutanés cafés au lait et des adénomes hypophysaires et thyroidiens '°°. Il existe

une association entre ce syndrome rare et la survenue d’adénomes mutés GNAS.

Figure 15: facteurs de risque génétique et environnementaux prédisposant a
la survenue d’adénomes hépatocellulaires (Cf article 4, Nault JC, et al. 2013

C. Anatomopathologie

L’adénome est une prolifération hépatocytaire monoclonale bénigne développée
habituellement sur foie sain '°'. Au niveau macroscopique, 'AHC est une masse
arrondie le plus souvent non encapsulée comportant parfois des zones de nécrose
ou d’hémorragie. Les tailles des nodules varient de maniére importante et peuvent
aller de forme microscopique (ou microadénomes) a des adénomes de plus de 10 a
15 cm de diamétre '®”. Chez un méme patient, 'AHC est souvent unique mais des
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formes multiples (>2) peuvent étre observées dans 30 a 40% des cas. Une forme
particuliere dénommé adénomatose hépatique a été décrit dans les années 1980
par JF Fléjou et est définit arbitrairement comme la présence de plus de 10 AHC de
taille variable dont certains sont visibles a I'imagerie et d’autres uniquement a
I'examen macroscopique '°®. Des microadénomes sont souvent visibles & 'examen
histologique '®°. De facon intéressante, 'adénomatose hépatique n’est pas relié a la
prise de contraceptifs oraux "°8.

La vascularisation des AHC est principalement artérielle avec des gros vaisseaux
en périphérie et des petits vaisseaux intratumoraux a paroi souvent fine. Au niveau
histologique, on observe une prolifération d’hépatocytes avec un rapport nucléo-
cytoplasmique normal et un épaississement des travées hépatocytaires sans triade

portale ni ductule interlobulaire *'

. Parfois, on peut observer de la stéatose
hépatique et des dilatations sinusoidales. Dans certains cas, il existe des atypies
nucléaires et/ou des formations pseudo-glandulaires et le diagnostic avec un CHC
trés bien différencié développé sur foie sain peut étre difficile en particulier chez les

hommes.

D. Diagnostic et prise en charge

L’AHC peut étre révélé par des douleurs abdominales, découvert de maniere
fortuite a l'imagerie ou plus rarement par une complication hémorragique
(saignement intratumoral ou intrapéritonéal) ou une transformation maligne en CHC
170171 | a biologie hépatique usuelle et les marqueurs tumoraux sont normaux.
Néanmoins, dans certains cas, on peut observer une cholestase anictérique ou un
syndrome inflammatoire biologique. Une anémie inflammatoire ou une fievre peut
étre associé au syndrome inflammatoire biologique. A I'imagerie, I'aspect de 'AHC
est le plus souvent celui d’'une tumeur hypervasculaire avec des caractéristiques
qui dépendent du sous-groupe d’AHC ', Le diagnostic définitif ’AHC requiert
actuellement une analyse histologique, que ce soit sur biopsie ou sur piece de
résection chirurgicale. La prise en charge thérapeutique des AHC est guidée par le

151

risque de complications (hémorragie et transformation maligne) . Le risque

hémorragique est principalement lié a la taille de la tumeur alors que le risque de
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transformation maligne (estimé a 4-5% dans des séries chirurgicales) est lié a la
taille et au sexe masculin '"°. De ce fait, la prise en charge de ces patients est

principalement guidée par la taille de la tumeur (>5cm) et le sexe (masculin) qui

174

sont des indications a une exérése chirurgicale de la tumeur D’autres

alternatives thérapeutiques sont possibles tel I'embolisation intra-artérielle, la
radiofréquence percutanée ou la transplantation hépatique méme si leur place dans

lalgorithme thérapeutique est moins consensuel '7°.

La description de la
classification génotype/phénotype a permis d’affiner la prise en charge de ces
patients en identifiant de nouveaux facteurs de risque, et en apportant une aide au

diagnostic et a la stratification thérapeutique "®" '7®.
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Classification moléculaire des adénomes
hépatocellulaires

A. Généralités sur la classification génotype/phénotype

Avant 2006, les AHC étaient une entité homogéne dont le principal facteur de
risque était hormonal, la prise en charge thérapeutique était guidée principalement
par la taille de la tumeur et le sexe. L'identification dans le laboratoire des
altérations génétiques des AHC a permis de séparer ces tumeurs en groupes
moléculaires associés fortement a des caractéristiques cliniques, histologiques et
radiologiques (Figure 16) "' "', En 2006, une classification génotype/phénotype a
permis de diviser les AHC en 4 sous-groupes : les AHC avec des mutations
inactivatrices du géne HNF1A, les AHC avec des mutations activatrices de la [3-
caténine (codé par CTNNB1), les AHC inflammatoires et les AHC inclassés '°".
Cette classification moléculaire a été validée par plusieurs équipes a travers le
monde que ce soit en France, en Hollande, en Grande Bretagne, aux Etats unis ou
au Japon chez plus de 900 patients '"7 178 179 180 Dg plus, cette classification a
permis d’affiner la prise en charge des patients que ce soit au niveau diagnostic ou

thérapeutique.

Figure 16: Classification génotype/phénotype des adénomes
hépatocellulaires

Chaque sous-groupe moléculaire d’AHC est relié aux caractéristiques histologiques
et cliniques (corrélation génotype/phénotype) et identifié par imagerie par
résonance magnétique et en immunohistochimie par un panel de 5 anticorps (FABP,
SAA, CRP, B-caténine et Glutamine synthétase). (Cf article 4, modifié d’aprés Nault
JC, etal. 2013 )

B. Adénome muté HNF1A
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En 2002, une analyse par allelotypage pangénomique a permis d’identifier au
laboratoire une perte d’hétérozygotie récurrente du bras chromosomique 12q dans
un sous-groupe d’AHC "®'. La région minimale délétée contenait le géne HNF1A et
a permis d’identifier les premiéres mutations récurrentes somatiques dans ce type

de tumeurs '@,

Le géne HNF1A code pour un facteur de transcription a
homéodomaine impliqué dans le contréle du métabolisme glucidique et lipidique.
Des mutations inactivatrices du géne HNF1A ont été identifiées dans 30 a 40% des
adénomes avec soit une mutation bi-allélique du gene soit I'association d’une
mutation et d’'une perte d’hétérozygotie suivant de ce fait le modéle en deux « hit »

181 161. Les

de Knudson caractéristiques des genes suppresseurs de tumeurs
mutations observées étaient de type non sens entrainant un codon stop dans la
moitié de cas et étaient exclusive des autres mutations identifiées par la suite dans
les AHC (CTNNB1, IL6ST, FRK, STAT3, GNAS, JAK1) '®. Dans certains cas, des
mutations germinales mono-alléliques d’HNF1A ont été identifieces chez des
patients ayant des AHC et atteints de diabéte de type mody3, un diabéte non

183 165 En effet les

insulinodépendant de transmission autosomique dominante
mutations germinales inactivatrices d’HNF1A sont associées a un diabéte de type 2
du sujet jeune de transmission autosomique dominant '®3. Chez ces patients ayant
une mutation germinale d'HNF1A, une seconde mutation cette fois ci somatique
était identifiée dans les AHC, se manifestant parfois sous forme d’adénomatose

familiale "%°.

L’inactivation du géne HNF1A dans les AHC est associée a une dérégulation du
meétabolisme lipidique, glucidique et de génes impliqués dans la prolifération
cellulaire (mTor, CCND1 etc...) ainsi qua la présence dune stéatose

184 Ces

macrovésiculaire marquée au niveau histologique (Figure 17 et 18)
dérégulations ont été reproduites dans des lignées cellulaires dérivées de CHC
transfectées par des siRNA HNF1A '8, Les modéles murins avec une inactivation
compléte du gene HNF1A de Franck Gonzales et de Marco Pontoglio étaient
caractérisées par une hépatomégalie stéatosique et par une augmentation de la
prolifération hépatocytaire avec néanmoins I'absence de développement de

185 186 187

tumeurs hépatiques De plus, les adénomes mutés HNF1A présentent

une perte d’expression de LFAPB et de UGT2B7, deux génes dont I'expression est
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contrlée par HNF1A, en PCR quantitative ainsi que de LFABP en

immunohistochimie ',

IO,S mmI
Figure 17: Aspect histologique des adénomes inactivés HNF1A

Présence d’'une stéatose macrovésiculaire tumorale induite par l'inactivation bi-
allélique d’HNF1A.

La stéatose observée dans ces adénomes peut étre identifiée en séquence de
saturation de graisse a I'IRM qui constitue une éventuelle méthode non invasive
pour faire le diagnostic d’ AHC inactivé HNF1A '®. En terme clinique, les AHC
mutés HNF1A ont un faible risque de transformation maligne en CHC '®1 De plus,
les adénomatoses constituées d’AHC stéatosique avec perte de LFABP a
'immunohistochimie doivent faire recherche une mutation germinale HNF1A qui
permettra de proposer un dépistage familiale et de rechercher un diabéte de type
MODY3 ™",

Figure 18: Dérégulation du métabolisme lipidique, glucidique et de voies de la
prolifération dans les adénomes inactivées HNF1A.

Les génes sous-exprimés et les genes sur-exprimés dans des adénomes inactivés
HNF1A sont indiqués en vert et en rouge, respectivement. Les mutations bi-
alléliques activatrices dHNF1A dans les hépatocytes sont a la base de défauts
meétaboliques : activation de la glycolyse (fleches pleines), répression de la
gluconéogenéses (fleches pointillées) et activation de la synthése d’acides gras. De
plus, dans ce sous-type d’AHC on retrouve une activation de la voie mTOR et une
dérégulation des génes de cycle cellulaire. (Cf article 4, Nault JC, et al. 2013 '*")
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C. Adénome inflammatoire

Initialement, les HNF télangiectasiques étaient un sous type d’hyperplasie nodulaire
focale qui a été reclassé dans le groupe des AHC du fait de la démonstration de
leur monoclonalité par test HUMARA '*° ®1. De plus, ces tumeurs correspondaient
a des adénomes dit « inflammatoires » (aussi appelé télangiectasiques, et
représentant 40 a 50% de tous les adénomes) présentant au niveau histologique
des infiltrats inflammatoires polymorphes, de la dilatation sinusoidale et des arteres

191 161

a parois dystrophiques . De plus, il existe une association possible entre

adénome inflammatoire et mutations activatrices de la B-caténine " 18,

Figure 19: Activation de la voie IL6/JAK/STAT dans les adénomes
inflammatoires (Cf Article 4, Nault et al. 2013"").

Dans un contexte physiologique, la liaison de I'lL-6 a son récepteur induit une
homo-dimérisation de gp130. Par la suite, les protéines Jak kinases associées au
co-récepteur se transactivent et catalysent la phosphorylation et I'activation du
facteur de transcription STAT3 qui se transloque au noyau.

L’analyse transcriptomique des AHC inflammatoires a mis en évidence une
activation des voies IL6/JAK/STAT et de I'interféron (Figure 19) '*2. De plus, on note
une augmentation de [I'expression des protéines de la phase aigue de
linflammation tel la CRP ou SAA que ce soit au niveau transcriptomique ou par
immunohistochimie '®. A 'IRM, les AHC inflammatoires présentent un hypersignal
en T2 et une prise de contraste a la phase artérielle persistant a la phase tardive
aprés injection de gadolinium . Les AHC inflammatoires sont plus fréquemment
associés a I'obésité ou a une consommation excessive d’alcool '*°. De plus, des
syndromes « paranéoplasiques » secondaire a I'activation non controlée de la voie
IL6/JAK/STAT peuvent étre mis en évidence chez certains patients allant de
'augmentation de la CRP circulante, a la fievre paranéoplasique jusqu’a I'anémie
inflammatoire ' '3, La résection de ces AHC permet de faire régresser ces
manifestations systémiques '®. Dans le laboratoire, en 2009, il a été identifié dans
65% des AHC inflammatoires des mutations activatrices d'I[L6ST (codant pour

gp130) '¥2. De rare cas de CHC avec une mutation activatrice de gp130 associée &
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une mutation activatrice de la B-caténine ont été décrits suggérant une coopération
entre ces deux voies de signalisation dans la transformation maligne '%. Gp130 est
le co récepteur du récepteur de I'lL6 (IL6R codant pour gp80) et s’hétérodimérise
avec un autre complexe IL6R/gp130 quand I'lL6 vient se lier sur gp80 (Figure 19).
Le complexe hexamérique (IL6/gp80/gp130 diméris€) permet de recruter les
kinases JAK1 et JAK2 qui se transactivent et catalysent la phosphorylation de
STAT3 et/ou STAT1 entrainant leur homo ou heterodimérisation, sa translocation
au noyau comme facteur de transcription '**. L’activation de la voie IL6/JAK/STAT
induit une production de cytokine et favorise la prolifération cellulaire. Environ 35%
des AHC inflammatoires ne présentent pas de mutations d’/L6ST. Dans 5% des
cas, des mutations activatrices de STAT3 ont été identifiees (Cf article 2) ainsi que
des mutations activatrices du géne FRK (Cf article 8), une src-like kinase, dans
10% des AHC inflammatoires. '®° Ces mutations entrainent une activation
permanente de la voie JAK/STAT via la phosphorylation de STAT3 '%°. Des
mutations activatrices du géne GNAS (5% des AHC inflammatoires), codant pour la
sous-unité alpha de la protéine Gs, entrainent une production permanente d’AMP
cyclique et une activation modérée de I'inflammation via une interaction avec la voie
IL6/JAK/STAT (Cf article 1) '*". Enfin, dans 2% des cas, nous avons identifié¢ des
mutations activatrices de JAK7 (Cf article 8) 1% Les mutations de IL6ST, STATS,
FRK, GNAS et JAK1 sont exclusives les unes par rapport aux autres dans ces
AHC. Dans 23% des AHC inflammatoires, aucune mutation somatique expliquant le

phénotype n’a été identifiée pour l'instant.

D. Adénome muté B-caténine

En 2002, Chen et al. ont mis en évidence des mutations activatrices de B-caténine
(codé par CTNNB1) dans 3 AHC sur 10 '®. Dans la premiére série ’AHC de la
classification génotype/phénotype publiée en 2006, des mutations activatrices de la

voie Wnt/ B-caténine ont été retrouvées dans 10-15% des cas ' (Figure 20).
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Figure 20: Mutations activatrices de CTNNB1

Les mutations activatrices de la B-caténine sont situées au niveau de I'exon 3 dans
la zone de liaison avec GS3Kp et sont soit des substitutions sur des résidus
thréonines et sérines, soit des délétions n’entrainant pas de décalage du cadre de
lecture. Ces mutations empéchent la phosphorylation par le complexe inhibiteur
APC/AXIN1/GSK3B et empéchent donc la dégradation de la B-caténine par le
protéasome.

Les hommes sont surreprésentés dans ce groupe d’AHC et dans 50% des cas, les

'®1 De fagon intéressante, les

AHC mutés B-caténine sont aussi inflammatoires
AHC survenant chez les patients exposés aux androgénes sont souvent mutés
pour la B-caténine et peuvent régresser aprés I'arrét du traitement hormonal "*°. Au
niveau histologique, on note une association avec la présence de formation
pseudoglandulaire, de cholestase et d’anomalies cytologiques ''. Ces AHC ont une
surexpression transcriptomique de LGRS et GLUL, deux génes cibles de la voie
Wnt/ B-caténine. En immunohistochimie, on note une surexpression homogéne et
diffuse de la glutamine synthase (75% de sensibilité et 100% de spécificité) et dans
certains cas une translocation nucléaire au noyau de la B-caténine '®®. Ces AHC
n'ont pas de caractéristiques typiques a I'imagerie soulignant I'intérét de I'analyse
histologique, immunohistochimique et moléculaire de la tumeur pour faire le
diagnostic d’AHC muté 3-caténine.

Ceci a d’autant plus d’intérét que les AHC mutés B-caténines sont a haut risque de
transformation maligne en CHC ''. Ceci a été validé indépendamment par

plusieurs équipes a travers le monde "% 2% 207,
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E. Adénome non classé

Dans 10% des cas, aucune mutation ni activation des voies de l'inflammation ne

sont identifiées et ces tumeurs constituent le groupe des AHC dits « inclassés ».
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Contexte du projet de recherche et objectifs

Mon projet de recherche s’est inscrit dans la continuité des travaux effectués au
sein du laboratoire que ce soit sur la classification moléculaire des AHC et des CHC
et aussi sur lidentification des oncogenes et génes suppresseurs de tumeurs

impliqués dans la tumorogénese hépatique.

A mon arrivée au laboratoire en 2009 pour mon Master 2, les mutations activatrices
de gp130 venaient d’étre identifié¢es dans 65% des AHC inflammatoires '%.
Néanmoins, 35% des adénomes inflammatoires n’avaient pas de mutations
retrouvées. De plus, si les mutations activatrices de la B-caténine avaient déja été
décrites comme impliquées dans la transformation maligne d’adénome en CHC, les
mécanismes additionnels permettant cette transformation étaient encore inconnus.
Dans ce contexte, jai poursuivi la recherche d’oncogénes mutés dans les AHC
inflammatoires et dans un deuxiéme temps jai étudié les mécanismes impliqués

dans la transformation maligne des AHC.

En méme temps, a mon retour au laboratoire en thése en 2011, le premier
séquencage de nouvelle génération de tous les exons d'une série de 24 CHC avait
ete effectué et avait permis d’identifier de nouvelles voies de signalisations altérées
dans la carcinogénése hépatique €0 Jai poursuivi ce travail en recherchant de
nouveaux génes mutés de facon récurrente dans les CHC et leur réle dans la

transformation maligne sur foie cirrhotique.
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Enfin, une classification transcriptomique en 6 sous groupes associés a des
caractéristiques cliniques et génétiques avaient été publiée en 2006 par le

laboratoire °.

J'ai effectué un travail consistant a identifier une signature
moléculaire a partir d’'une analyse transcriptomique afin de prédire le pronostic des

patients avec un CHC traité par résection hépatique.

Ces études avaient pour but d’identifier de nouvelles signatures moléculaires
possiblement utilisable en pratique clinique et d’affiner notre compréhension de la
carcinogénese hépatique et en particulier des mécanismes de transformation

maligne que ce soit sur foie sain et sur foie cirrhotique.

50



RESULTATS
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1. Identification de nouveaux oncogenes dans les adénomes
inflammatoires

Les mutations activatrices de gp130 (codé par IL6ST) ayant été retrouvées dans
environ 65% des AHC inflammatoires dans notre laboratoire, nous avons cherché a
identifier de nouvelles altérations génétiques dans les AHC inflammatoires non
mutées gp130. En effet, les AHC inflammatoires sans mutations gp130 ressemblent
fortement aux AHC mutés gp130 que ce soit au niveau transcriptomique et
histologique suggérant des mécanismes communs d’activation des voies de

I'inflammation.

L’identification d’AHC hépatocellulaires chez deux patients atteints du syndrome de
McCune Albright nous a incité a rechercher des mutations GNAS, codant pour la
sous-unité alpha de la protéine Gs, dans une large série d'/AHC (Article 1). Les
mutations activatrices du géne GNAS sont responsables dans une forme mosaique
du syndrome de McCune Albright, un syndrome rare diagnostiqué pendant
'enfance associant une dysplasie fibreuse osseuse, des macules cutanées café au
lait et des tumeurs hypophysaires et thyroidiennes. C’est la premiére fois qu’une
association entre le syndrome de McCune Albright et des tumeurs hépatiques a été
rapportée. Nous avons aussi identifié de facon récurrente des mutations
somatiques du gene GNAS dans des AHC inflammatoires non mutés gp130. Nous
avons observé dans les tumeurs humaines mais aussi in vitro une activation
modérée de la voie JAK/STAT secondaire aux mutations activatrices GNAS

confirmant une interaction entre la voie JAK/STAT et de 'AMP cyclique.

De plus, une approche géne candidat de séquencage des partenaires de la voie
IL6/JAK/STAT nous a permis d’identifier des mutations activatrices STAT3 dans les
AHC non mutés gp130 (Article 2). Ces mutations de STATS3, décrit pour la premiere
fois dans des tumeurs humaines, entrainaient une activation constitutive de la voie

IL6/JAK/STAT en I'absence du ligand. De fagon intéressante, si les mutants gp130
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étaient sensibles a un inhibiteur de JAK1/JAK2 le ruxolitinib, les mutants STAT3 ne
'étaient pas, suggérant des mécanismes de régulation différents entre les
partenaires de la voie JAK/STAT (Article 3). L’'actualisation de la classification
moléculaire a été réalisée a travers 2 articles de revues sur le sujet cherchant a

mettre en perspective I'utilisation en clinique de cette classification (Article 4 et 5).
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Article 1: GNAS-activating mutations define a rare subgroup of inflammatory
liver tumors characterized by STAT3 activation.

Nault JC, Fabre M, Couchy G, Pilati C, Jeannot E, Tran Van Nhieu J, Saint-Paul
MC, De Muret A, Redon MJ, Buffet C, Salenave S, Balabaud C, Prevot S, Labrune

P, Bioulac-Sage P, Scoazec JY, Chanson P, Zucman-Rossi J.

J Hepatol. 2012 Jan;56(1):184-91.
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Article 2: Somatic mutations activating STAT3 in human inflammatory
hepatocellular adenomas.

Pilati C, Amessou M, Bihl MP, Balabaud C, Nhieu JT, Paradis V, Nault JC, |zard T,
Bioulac-Sage P, Couchy G, Poussin K, Zucman-Rossi J.

J Exp Med. 2011 Jul 4;208(7):1359-66.
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Article 3: Biochemical and functional analyses of gp130 mutants unveil JAK1

as a novel therapeutic target in human inflammatory hepatocellular adenoma.
Poussin K, Pilati C, Couchy G, Calderaro J, Bioulac-Sage P, Bacq Y, Paradis V,
Leteurtre E, Sturm N, Ramos J, Guettier C, Bardier-Dupas A, Boulai A, Wendum D,

Selves J, Izard T, Nault JC, Zucman-Rossi J.

Oncoimmunology. 2013 Dec 1
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Article 4: Hepatocellular benign tumors-from molecular classification to
personalized clinical care.

Nault JC, Bioulac-Sage P, Zucman-Rossi J.
Gastroenterology. 2013 May;144(5):888-902.
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Article 5: Molecular classification of hepatocellular adenomas.

Nault JC, Zucman Rossi J.

Int J Hepatol. 2013;2013:315947.
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2. Role des mutations activatrices du promoteur de TERT dans
la transformation maligne sur foie sain et cirrhotique

Le séquengage a haut débit de 'ensemble des exons effectué au laboratoire avait
permis d’identifier les voies de signalisation altérées de fagcon récurrente dans les
CHC (Wnt/ B-caténine, géne du cycle cellulaire, remodelage de la chromatine,

stress oxydatif etc...).

La publication dans Science en 2013 de mutations somatiques du promoteur de
TERT dans des mélanomes m’a fait rechercher ces mutations dans une large série
de tumeurs hépatiques bénignes et malignes 2% %3, Ces mutations n’avaient pas pu
étre identifiés par le séquengage exome du fait de I'absence de couverture des

régions non codantes.

Ainsi, j’ai identifié les mutations somatiques mono-alléliques du promoteur de TERT
comme les altérations génétiques les plus fréquentes des CHC avec une fréquence
de 60% (Article 6). Nous avons aussi montré que ces altérations génétiques
survenaient dans les Iésions prénéoplasiques développées sur cirrhose et que leur
pourcentage augmentait dans les CHC « précoces » (Article 7). A linverse les
mutations observées dans les oncogenes et suppresseurs de tumeurs
classiquement mutées dans les CHC comme TP53, CTNNB1, ARID1A, ARID2,
RPS6KA3 n’étaient identifiés que dans les CHC avancés. Sur foie cirrhotique, cela
suggére un rble précoce des mutations du promoteur de TERT dans linitiation
tumorale et la transformation maligne et un rdle tardif des autres mutations telles
TP53, CTNNB1 ou ARID1A dans la progression tumorale.

De plus, dans une large série d’AHC classiques, nous n’avons pas trouvé de
mutations dans le promoteur de TERT. A linverse, nous avons identifié des
mutations dans le promoteur de TERT dans des AHC transformés en CHC et dans
des formes frontiéres entre adénome et CHC (Article 8). Ces mutations étaient
fréequemment associées a des mutations activatrices de la B-caténine. Ces résultats
ont été confirmés par une étude de séquencage haut débit de la partie adénome et
carcinome de sujet ayant une transformation maligne. Cette étude a démontré que
les mutations activatrices de la B-caténine étaient des altérations génétiques
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précoces identifiant les lésions a risque de transformation maligne mais que
I'acquisition dans un second temps de mutations dans le promoteur de TERT était

nécessaire pour entrainer la transformation en CHC.

Nous avons aussi identifié TERT comme le premier oncogéne muté de fagon
récurrente dans les mésothéliomes humains (Article 9). Enfin, nous avons montré
que les mutations dans le promoteur de TERT étaient impliquées dans I'évolution
des meéningiomes de bas grade en forme agressive de haut grade suggérant
encore 'implication de ces mutations dans la transformation maligne (Article 9).
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Article 6: High frequency of telomerase reverse-transcriptase promoter

somatic mutations in hepatocellular carcinoma and preneoplastic lesions.
Nault JC, Mallet M, Pilati C, Calderaro J, Bioulac-Sage P, Laurent C, Laurent A,

Cherqui D, Balabaud C, Zucman-Rossi J.
Nat Commun. 2013;4:2218.
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Article 7: Telomerase reverse transcriptase promoter mutation is an early
somatic genetic alteration in the transformation of premalignant nodules in

hepatocellular carcinoma on cirrhosis.
Nault JC*, Calderaro J*, Di Tommaso L, Balabaud C, Zafrani ES, Bioulac-Sage P,

Roncalli M, Zucman-Rossi J. *Co-auteurs
Hepatology. 2014 Dec;60(6):1983-92
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Article 8: Genomic profiling of hepatocellular adenomas reveals recurrent

FRK-activating mutations and the mechanisms of malignant transformation.

Pilati C, Letouzé E, Nault JC, Imbeaud S, Boulai A, Calderaro J, Poussin K,
Franconi A, Couchy G, Morcrette G, Mallet M, Taouji S, Balabaud C, Terris B,
Canal F, Paradis V, Scoazec JY, de Muret A, Guettier C, Bioulac-Sage P, Chevet
E, Calvo F, Zucman-Rossi J.

Cancer Cell. 2014 Apr 14;25(4):428-41.
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Article 9: Overexpression and promoter mutation of the TERT gene in

malignant pleural mesothelioma.

Tallet A*, Nault JC*, Renier A, Hysi |, Galateau-Sallé F, Cazes A, Copin MC,
Hofman P, Andujar P, Le Pimpec-Barthes F, Zucman-Rossi J, Jaurand MC, Jean D.
*co-auteurs

Oncogene. 2014 Jul 10;33(28):3748-52.
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Article 10: High incidence of activating TERT promoter mutations in

meningiomas undergoing malignant progression.

Goutagny S*, Nault JC*, Mallet M, Henin D, Zucman-Rossi J, Kalamarides M.
Brain Pathol. 2014 Mar;24(2):184-9. * co-auteurs
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3. Diversité et pronostic moléculaire des carcinomes
hépatocellulaires

A mon arrivée au laboratoire, une classification transcriptomique en 6 groupes G1-
G6 avait été publiée et avait mis en évidence la grande diversité génétique du
CHC™. Le sous-groupe G3 était associé & un mauvais pronostic dans les CHC
traités par résection hépatique. Néanmoins, les performances pronostiques de cette
classification nous paraissant pouvoir étre améliorées, nous avons effectué une
étude dédiée a lidentification d’'une signature pronostique moléculaire utilisable
chez les patients avec CHC traités par résection hépatique. Premierement, nous
avons identifié des génes dérégulés entre des CHC de bon et mauvais pronostic en
utilisant une analyse transcriptomique. Puis, jai évalué I'expression de ces génes
par RT-PCR quantitative, créé un score a 5 génes dans une cohorte francaise de
test, et validé ce score a 5 génes dans une cohorte frangaise de validation (Article
11). Ces résultats ont été ensuite validés dans des cohortes externes a I'étranger
(Etats-unis, Europe, Chine) sur des plateformes différentes (microarray, tissu en
paraffine...) et ont démontré que le score a 5 génes avait une valeur pronostique
robuste et indépendante des caractéristiques cliniques et histologiques habituelles
et pouvait étre utilisé quelque soit I'étiologie du CHC et I'état du foie sous jacent.

Cette étude a permis d’affiner la classification moléculaire du CHC en ajoutant un
outil pronostique robuste. De plus, nous avons effectué une analyse par
séquencage haut débit d’'une série de 243 CHC et Iésions prénéoplasiques (Article
12) qui nous a permis d’affiner notre compréhension des voies de signalisation
impliquées dans la carcinogénése hépatique, d’identifier des signatures
nucléotidiques reflets de [I'exposition a des génotoxiques et de nouveaux
mécanismes mutationnelles, et d’identifier des altérations génétiques
potentiellement ciblables par des biothérapies. Nous avons effectué un travail sur la
caractérisation du géne ALDH3A1 comme géne cible de la voie Wnt/B-caténine
(Article 13). Nous avons aussi participé a des travaux collaboratifs permettant de
proposer des outils pronostics moléculaires (niveau d’expression de la
phosphatidylinositol 4-kinase de type Illla) (Article 14) et d’améliorer Ia

compréhension dans la physiologie hépatocytaire du réle de small nuclear
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Pregnane X Receptor (sPXR) une protéine impliquée dans le métabolisme des
xénobiotiques (Article 15). Les principales altérations génétiques du CHC et leur
réle dans la transformation maligne sur foie sain et cirrhotique, ainsi que les
potentiels utilisations de ces connaissances en pratique clinique dans le futur, ont

été décrites dans trois revues (Article 16, 17 et 18).
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Article 11: A hepatocellular carcinoma 5-gene score associated with survival

of patients after liver resection.

Nault JC*, De Reynies A*, Villanueva A, Calderaro J, Rebouissou S, Couchy G,
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Article 12: Exome sequencing of hepatocellular carcinomas identifies new
mutational signatures and potential therapeutic targets.

Schulze K, Imbeaud S, Letouzé E, Alexandrov LB, Calderaro J, Rebouissou S,
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4. Role oncogénique de I’'adéno-associated virus de type 2 et du
virus de I’hépatite B dans la carcinogénese hépatique

Lors du séquencage du promoteur de TERT dans une série de tumeurs
hépatocellulaires, jai identifié un fragment viral de I'adeno-associated virus de type
2 (AAV2) inséré dans le promoteur de TERT dans un CHC alors que l'insertion
virale était absente du foie non tumoral correspondant. Afin de comprendre si AAV2
était impliqué dans la carcinogénése hépatique, nous avons ensuite étudié une
série de 150 CHC et de foies non tumoraux correspondants par PCR afin de
détecter la présence du génome d’AAV2. Nous avons ensuite effectué une capture
virale et un séquengage haut deébit sur 43 CHC et foies non tumoraux
correspondants et analysé in silico des datas d’exome de 43 CHC supplémentaires
afin d’identifier d’éventuelles insertions dans le génome humain. Parmi ces 193
tumeurs, nous avons identifie 11 CHC avec des insertions clonales d’AAV2 dans la
tumeur non retrouvées dans le foie non tumoral correspondant. Ces insertions
virales comportaient une région minimale incluant la partie terminale du virus dit
JITR (inverse tandem repeat) et ciblaient des genes impliqués dans la
carcinogénéese hépatique tel TERT, CCNA2, CNNE1, KMT2B/IMLL4 et TNFSF10.
Nous avons observé une surexpression de ces génes dans ces CHC et mis en
évidence une augmentation de I'activité luciférase sous le contrdle du promoteur de
TERT et du 3'UTR de TNFSF10 quand la séquence virale était insérée suggérant
un effet fonctionnel. De plus, ces insertions virales étaient observées dans des
CHC développés sur foie sain sans étiologie suggérant un réle d’AAV2 dans la

carcinogeénese sur foie sain.

Cette étude nous a permis d’identifier le potentiel oncogénique de AAV2 dans la
carcinogénese hépatique qui constitue avec le VHB, le deuxiéme virus responsable
de mutagénese insertionnelle dans les CHC. Nous avons aussi effectué une
analyse intégrée des caractéristiques virales, mutationnelles, transcriptomiques,

cliniques, histologiques des CHC liés au VHB comparés aux CHC liés au VHB.
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Ceci a permis d’identifier les caractéristiques moléculaires spécifiques au CHC due
a I'hépatite B et de souligner leur grande diversité moléculaire.
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A. Inflammation induite par des oncogénes dans les adénomes
hépatocellulaires : des genes aux thérapies ciblées

Dans nos travaux, nous avons identifié des mutations récurrentes somatiques
activatrices du gene GNAS dans des AHC et CHC ayant un phénotype

inflammatoire.

1. Le locus GNAS

Le locus GNAS est un locus complexe situé dans la région chromosomique 20913
permettant a partir de différents promoteurs et de I'épissage d’'un premier exon
variable sur une série d’exon commun (exon 2 a 13) de donner 5 transcrits et 3
protéines 2. Ce locus est aussi sous le controle de modifications épigénétiques de
type méthylation dépendante de l'alléle parental mais aussi parfois tissu-dépendant.
Dans ce locus, le géne GNAS code pour la sous-unité alpha de la protéine Gs (s
pour stimulatory), une protéine ubiquitaire. Il existe 2 formes, de fonction identique,
de la sous-unité alpha de la protéine Gs : une forme longue et une forme courte du
fait de la présence d’'un épissage alternatif de 'exon 3 ?**. Dans certains tissus
(ovaires, thyroide, hypophyse et tubules rénaux proximaux) le géne GNAS, codant
la sous-unité o de la protéine Gs, est exprimé uniquement a partir de l'alléle
maternel du fait de modifications épigénétiques de type méthylation d’histones au
niveau de l'allele paternel 2°°. Néanmoins, il a été démontré que dans le foie il
n’existait pas de méthylation alléle dépendant et que donc les 2 alléles du gene
GNAS étaient exprimés 2*.

Dans ce locus des promoteurs différents générent des transcrits codant pour 2
autres protéines la protéine NESP55 (neuroendocrine-specific protein of 55 kDa) et
la protéine XLas, une isoforme longue de la protéine Gs avec un exon 1 différent.
Ces 2 protéines subissent des modifications épigénétiques modulant I'expression
d'un des alléles parentaux. De plus il a été décrit 2 transcrits non codants, le
transcrit 1A et NESPAS dont le role pourrait étre de contrbler les modifications

épigénétiques du locus 2. Néanmoins seul le géne GNAS codant pour la sous-
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unité a de la protéine Gs ait été identifi€ comme oncogéne et les autres protéines

codées par le locus ne sont pas exprimées dans le foie 2%,

2. Lavoie de signalisation de ’AMP cyclique via les protéines G

Les protéines G hétérotrimériques sont composées dans leurs forme inactive des
sous-unités a, B et y avec un GDP lié a la protéine a et sont situées sous la
membrane basale a proximité des récepteurs a 7 domaines transmembranaires
couplés aux protéines G 2% Lorsqu’un ligand (le glucagon ou I'hormone de
croissance par exemple) se lie aux récepteurs couplés aux protéines G cela
entraine I'échange d’'un GDP par un GTP au niveau de la sous-unité a et la
séparation de celle-ci des sous-unités B et y (figure 21). La sous-unité a de la
protéine Gs (codée par le géne GNAS) sous sa forme active entraine la production
d’AMPc par l'adénylate cyclase. L’AMPc intracellulaire en tant que second
messager intracellulaire a de multiples effets dont I'un des principaux, est d’activer
la protéine kinase A, une sérine-thréonine kinase. Les effets de 'augmentation de
'AMPc via I'adenylate cyclase sont variables selon le type cellulaire étudié avec
des conséquences par exemple sur la prolifération, la neurotransmission ou la
sécrétion hormonale 2°® 2°°_ Finalement, une GTP phosphatase située dans la sous-
unité a de la protéine G entraine I'hydrolyse du GTP en GDP, l'inactivation de la
sous-unité a et la reformation de I'hétérotrimeére a, B et y. Ainsi, la sous-unité alpha
de la protéine Gas posséde de facon intrinséque dans sa structure son propre

inhibiteur via la GTP phosphatase (GTPase) .

3. Les mutations activatrices de GNAS dans la tumorigénése humaine

Les mutations activatrices somatiques mono-alléliques GNAS ont été décrites dans

210 211 Des études

les adénomes pituitaires sécrétant de I'hormone de croissance
portant sur des lignées cellulaires ont confirmé que ces mutations étaient
oncogéniques et celles-ci ont été décrites par la suite dans d’autres tumeurs, le plus
souvent beénignes, telles que les adénomes thyroidiens hypersécrétants, les
adénomes surrénaliens et les myxomes musculaires, plus rarement dans des
cancers thyroidiens, coliques ou rénaux a cellules claires 24 %,
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Les mutations activatrices GNAS sont aussi responsables dans une forme
somatique mosaique d’une maladie rare le syndrome de McCune Albright'®® %12,
Les mutations activatrices GNAS sont létales dans leurs formes germinales. La
quantité de cellules mutées GNAS de maniére somatique détermine la gravité du
phénotype observé dans le MCA %2, Les patients atteints de MCA sont plus enclins
a développer des tumeurs bénignes, en particulier endocriniennes, mais jusqu’a
présent, a notre connaissance, aucune association entre le MCA et la survenue de

tumeurs hépatiques n’avait été mise en évidence.

Les mutations activatrices GNAS sont des substitutions situées dans I'exon 8 au
niveau du codon 201 et plus rarement dans I'exon 9 au niveau du codon 227. Les
mutations activatrices les plus fréquemment retrouvées ont comme conséquence la
substitution de I'arginine 201 en cystéine ou histidine (R201C et R201H), d’autres

sont plus rarement identifiés telles que les mutations R201L, G227R et G227L 2%,

Ces mutations activatrices GNAS touchent le domaine de la GTPase intrinséque de
la sous-unité alpha de la protéine Gs entrainant l'inactivation de la GTPase et la
persistance de la liaison GTP avec la sous-unité alpha de la protéine Gs 2'°. Cela
entraine une activation permanente de I'adénylate cyclase et par conséquent de la
production d’AMPc au niveau intracellulaire permettant alors I'activation de la
protéine kinase A. L’effet de I'activation permanente de la voie de 'AMPc varie en
fonction du type cellulaire pouvant favoriser la prolifération dans des lignées

d’adénomes pituitaires et thyroidiens 2'°.
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Figure 21: Transduction du signal via les protéines G et activation de la voie
de I,AMPC et effet des mutations activatrices de GNAS (Weinstein LS, et al.
2006 “™)

Lorsqu’un ligand se lie aux récepteurs couplés aux protéines G cela entraine
I'échange d’'un GDP par un GTP au niveau de la sous-unité a et la séparation de
celle-ci des sous-unités et y. La sous-unité a de la protéine Gs (codée par le gene
GNAS) sous sa forme active entraine la production d’AMPc par 'adénylate cyclase.
Une activité GTPase intrinséque a la protéine G entraine la transformation du GTP
en GDP et linactivation de la protéine G. Les mutations activatrices de GNAS
induisent une inactivation de la GTPase et une activation permanente de
I'adenylate cyclase.

De fagon intéressante dans notre étude, les deux CHC avec une mutation GNAS
étaient développés sur foie sain (a l'inverse de la majorit¢ des CHC qui se
développent sur hépatopathie chronique ou sur cirrhose) dont un était dérivé d’'une
dégénérescence d’'un AHC, soulignant la possibilité d’'une dégénérescence maligne
dans les AHC mutées GNAS. Cependant, le fait d’avoir trouvé une mutation de la 3-
caténine dans I'un des CHC peut faire discuter la nécessité d’altérations génétiques
supplémentaires pour entrainer la transformation maligne. En effet, les mutations
activatrices GNAS ont été préecédemment impliquées dans la tumorigenése bénigne
au niveau thyroidien et pituitaire mais beaucoup plus rarement dans des cas de
tumorigenése maligne, de rare cas de cancers coliques, cancers thyroidiens ou

surrénaliens ayant été décrits 207 2'°,

De plus, les patients atteints de MCA
développent rarement des tumeurs malignes 21 Une récente association a été
mise en évidence entre le syndrome de McCune Albright avec des tumeurs
pancréatiques de type tumeurs intracanalaires papillaires et mucineuses du
pancréas, des tumeurs pancréatiques bénignes a risque de dégeénérescence
augmentant le spectre de tumeurs bénignes induites par les mutations somatiques

mosaiques activatrices du géne GNAS ?"".

4. Inflammation induite par des oncogénes

L’inflammation est considérée depuis de nombreuses années comme un promoteur

de carcinogénese en particulier via des mécanismes d’inflammation chronique due
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a des infections virales (hépatite B, C), bactériennes (hélicobacter pylori), des
agents environnementaux (tabac) ou des maladies chroniques inflammatoires
(cholangite sclérosante primitive, maladie de Crohn ou rectocolite hémorragique...)
218 )

En plus d’étre un promoteur de carcinogenése, l'inflammation peut aussi survenir
en tant que conséquence du développement tumoral. La voie « intrinséque » de
l'inflammation est activée par les cellules tumorales elles-mémes : la présence
d’altérations génétiques touchant des oncogénes ou des génes suppresseurs de
tumeur induisent l'activation permanente des voies de l'inflammation et peuvent

promouvoir la carcinogénese

Ces derniéres années, nous avons identifié au laboratoire les principales altérations
geéneétiques oncogeéniques responsables du phénotype inflammatoire par activation
de la voie IL6/JAK/STAT dans les AHC : les mutations activatrices de IL6ST (65%),
les mutations activatrices de GNAS (5%), les mutations activatrices de STAT3 (5%)
les mutations activatrices de JAK1 (2%), les mutations activatrices de FRK (10%)
192196 195 197 Toys ces génes sont mutés de maniére exclusive les uns des autres
suggérant une redondance fonctionnelle. Néanmoins, 23% des AHC inflammatoires

restent pour I'instant dépourvus de mutations dans ces principaux géenes.

L’identification des mutations activatrices GNAS dans un sous groupe d’AHC
inflammatoire est la premiere description phénotypique dans la tumorigenése
humaine de l'interaction entre la voie de 'AMPc et de la voie JAK/STAT, interaction
mise en évidence depuis plusieurs années dans des modéles in vitro 2" 220,
Plusieurs auteurs ont étudié in vitro comment la voie de 'AMPc interagit avec la
voie JAK/STAT et ont mis en évidence le role de SRC, PKA, JNK (jun N-terminal

protein kinase) et PI3Kb (Phosphoinositide 3-kinase).

En étudiant les génes cibles des voies de I'inflammation en RT-PCR quantitative et
en immunohistochimie, nous avons noté que les tumeurs mutées GNAS avaient un
phénotype inflammatoire « atténué » par rapport aux AHC mutés IL6ST ainsi
qu'une activation certes significative mais modérée des génes cibles de
'inflammation et de STAT3 dans les lignées cellulaires. Le fait que GNAS active la
voie JAK/STAT de maniére indirecte tandis que gp130 (codée par IL6ST) est
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directement impliquée dans l'activation de cette voie est peut étre l'une des
explications a ce phénoméne. De plus, des mécanismes de modulation de
l'activation de la voie de 'AMPc ont été mis en évidence dans d’autres lignées
cellulaires transfectées avec le plasmide GNAS mutant. Ces mécanismes multiples
sont la diminution de la transcription du géne GNAS, la synthése de Gai, forme
inhibitrice  de l'adénylate cyclase, 'augmentation de la transcription des
phosphodiestérases inhibant 'AMPc ou 'augmentation de la transcription des RGS,
protéines régulatrices des protéines G %"

5. Thérapies ciblées dirigées contre les oncogénes de la voie IL6/JAK/STAT

L’identification d’oncogénes mutés et responsables de 'activation permanente de la
voie IL6/JAK/STAT nous a permis de tester différents types de thérapie ciblée ayant
pour but d’inhiber cette voie de signalisation. De maniére intéressante, la réponse
aux thérapies ciblées dépend non pas de la présence d’une activation de la voie
JAK/STAT mais dépend du type d’altérations génétiques (Figure 22). En effet, les
mutations gp130 sont sensibles a linhibition de la kinase JAKT par linhibiteur
JAK1/JAK2, le ruxolitinib, alors qu’'elles sont peu sensibles aux inhibiteurs
spécifiques de JAK2 comme I'AG490. Les mutations activatrices de JAK7 sont
sensibles de la méme facon a linhibiteur JAK1/JAK2, le ruxolitinib #*'. A linverse,
les mutations STATS3, étant en aval de la voie, ne sont pas sensibles aux inhibiteurs
JAK1/JAK2, de méme que les mutations FRK. Les mutations activatrices de FRK,
une src-like kinase entrainant la phosphorylation de STAT3, sont sensibles au
inhibiteur Src comme le dasatinib #%2.

En attendant d’avoir des inhibiteurs STAT3 efficaces avec un profil de tolérance
correcte qui pourrait étre éventuellement utilisés contre tous les types de mutations
de la voie JAK/STAT, 'adaptation de la thérapie ciblée aux mutations parait I'option
la plus réaliste pour traiter des adénomatoses inflammatoires ou des volumineux
adénomes inflammatoires centrohépatiques dont la résection est soit dangereuse
soit impossible. De plus de rares CHC ont des mutations gp130 et pourrait étre
traitée par un inhibiteur JAK1/2.
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Figure 22 : Thérapies ciblées dirigées contre les principaux oncogénes
activant1lsa} voie JAK/STAT dans les AHC inflammatoires (adapté de Nault JC, et
al. 2013 ™)

Le ruxolitinib, un inhibiteur JAK1/2, abolit I'activité des mutants gp130 et jak1 alors
que le dasatinib, un inhibiteur src, abolit I'activité des mutants frk.

B. Impact clinique de la signature pronostique moléculaire a 5-
genes

1. Généralités sur le pronostic des patients avec carcinome hépatocellulaire

Le pronostic des patients avec CHC traités par résection est lié aux caractéristiques

tumorales et non tumorales du foie adjacent 2.

Les études cliniques et
moléculaires ont permis de décrire deux types de récidive tumorale 1) la récidive
tumorale précoce survenant dans les 2 a 3 ans aprés la chirurgie et 2) la récidive
tumorale tardive survenant aprés 2 & 3 ans suivant la chirurgie *. De plus, la
possibilité de décéder des complications non liées au cancer de la cirrhose
(insuffisance hépatocellulaire, hypertension portale) est un risque compétitif
supplémentaire. La récidive tumorale précoce est principalement liee aux
caractéristiques  tumorales (invasion  microvasculaire, nodule satellite,
différentiation, groupe moléculaire) et a la survenue de métastases intrahépatiques.
A Tlinverse, la récidive tumorale tardive est principalement associée aux
caractéristiques du foie non tumoral (présence d’une cirrhose, sévérité de la
cirrhose, caractéristique moléculaire du foie cirrhotique) et a la survenue de

nouveaux CHC par un mécanisme de carcinogénése de novo sur cirrhose %2,

Cette dichotomie est bien admise pour les CHC traités par résection ou ablation
percutanée. A l'inverse, du fait de I'exérése compléte du foie cirrhotique, le risque
de récidive tumorale des patients avec CHC traités par transplantation hépatique
est lié uniquement aux caractéristiques tumorales. Dans les CHC avanceés, le
pronostic est principalement lié a la progression tumorale 8 Ces considérations ont
un impact sur I'organisation du futur essai thérapeutique. La mise en place d’essai
adjuvant de prévention de survenue de CHC de novo parait intéressant dans les

CHC traités par ablation percutanée ou résection mais n’a pas d’intérét dans les
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CHC avancés ou les CHC traités par transplantation hépatique. A l'inverse une
thérapie adaptée a la biologie tumorale pourrait avoir un intérét a chaque étape de

la maladie.

L’identification et la translation en pratique clinique des signatures pronostiques

moléculaires doivent étre effectuées selon des critéres stricts afin de s’assurer de la

robustesse et la reproductibilité de ces biomarqueurs. Différentes guidelines ont

décrites concernant les étapes nécessaires pour l'identification et la validation de

biomarqueurs pronostiques 224 2%

* le biomarqueur doit étre identifié dans une cohorte de test et son intérét
pronostique doit étre validé dans une cohorte de validation

* Sa valeur pronostique doit étre indépendante des caractéristiques cliniques
et histologiques habituellement considérés comme pronostiques.
L’hétérogénéité de la sévérité de I'hépatopathie sous jacente ainsi que des
étiologies associées aux CHC doivent étre prise en compte.

* Ce biomarqueur doit étre validé de maniére indépendante par une équipe

externe

2. Signature pronostique moléculaire tumorale

Plus de 20 signatures pronostiques moléculaires ont été publiées mais la plus
grande partie d’'entres elles ne répondent pas aux criteres d’identification et de
validation nécessaires aux nouveaux biomarqueurs pronostiques (critéres
REMARK, Table 2) %%, Une étude reprenant une vingtaine de signatures
moléculaires a démontré que la signature G3 était la meilleure signature pour
prédire le risque de récidive tumorale aprés résection hépatique ?%°. Des signatures
moléculaires pronostiques basées sur I'analyse de I'expression des microARN ou
des caractéristiques de méthylation tumorale ont été aussi publiées (Table 2). Par
exemple, un niveau bas d’expression de mir26a dans des CHC liés a I'’hépatite B et
traités par résection était associé a un mauvais pronostique et a la réponse a un

traitement adjuvant par interferon 2’
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Table 2: Signature moléculaire pronostique dans le CHC (d’aprés Zucman
Rossi, J. et al. 2015 *°)

Etiologie(s) Objectif Recommendations Références
9 primaire REMARK
Développement avancé
5-gene signature Alcool, VHC, VHB Survie OK Nault et al. Gastzrzcgenterology 2013
mRNA EpCAM-signature VHB Survie oK Yamashita et al.zz(%ancer Res 2008
186-gene signature VHC Survival, HCC oK Hoshida et al. NEJM 2008 2*°
(adjacent tissue) development
miRNA-based Down-regulation miR-26a VHB Survie OK Ji et al. NEJM 2009 2
En attente de validation
5-gene risk signature VHC Survie OK Villa et al. Gut 2015 **'
65-gene signature VHB Survie OK Kim et al. Hepatology 2012 232
233-gene signature (non Survie sans récidive,
9 9 VHB récidive tumorale oK Kim et al. PLoS Med 2014 2
tumrorale) -
tardive
Groupe G3 VHC, alcool Survie OK Boyault et al. Hepatolgoy 2006 S
mRNA Cluster A / Hepatoblast-like VHB Survie OK Lee et al. Nat Med 2006 "
17-gene metastasis predictor VHB Survie oK Budhu et al. Cancer Cell 2006
(non tumorale)
Metastagis-related gene VHB Survie oK Roessler et al. %gncer Res 2010
signature
Cholangiocarcinoma-like VHB Survie OK Woo et al. Cancer Res 2010 2
617-gene SP-ZEB signature VHB Survie - Marquardt et alé3H7epatoIogy 2011
20-miRNA signature VHB Tth“’mbose porte oK Budhu et al. Hepatology 2008 2**
umorale, survie
miR-122 VHB, VHC, alcohol Survie oK Coulouam et al; Oncogene 2009
20-miRNA signature VHB Survie oK Weietal. Clin Gancer Res 2013
. B 241
miRNA c19MC VHC Survie - Augello et al. Liver Int 2012
Let-7 members VHC Remdlvg tumorale R Viswanathan et g!é Nat Genet 2009
précoce
miR-125a VHB Survie - Li etal. Int J Cancer 2008 **°
19-miRNA signature VHC, alcool Survie - Jiang et al. Cllnzgancer Res 2008
miR-221 VHB Récidive tumorale - Gramantieri et al. Clin Cancer Res
36 CpG DNA methylation Hev Survie oK Villanueva et al.zj-éepatology 2015
signature
. . . Hernandez-Vargas et al. PLoS
Methylation signature HBV, HCV Survie - One 2010 27
Hypomethylation globale HBV Survie - Calvisi et ago%gsggenterology
Methylation
Hypermethilation de E- . 249
cadherin ou GSTP1 HBV Survie - Lee et al. Am J Pathol 2003
Hypermethllatllon de E- HBV Récidive tumorale R Kwon et al. J Koggoan Med Sci 2005
cadherin
Hypermethilation de RIZ134 HBV Survie sans - Lou et al Cancer Sci 2009 2*'

progression
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Dans notre étude, nous avons identifié un score a 5 genes par RT-PCR quantitative
associé a la récidive tumorale précoce et a la survie chez des patients dans une
cohorte de test puis de validation en France #*®. Ce score a 5 génes avait une
meilleur valeur pronostique que notre signature moléculaire G3 et était associé de
maniére indépendante a la survie comparé aux caractéristiques cliniques et
histologiques. De plus, ce score a 5 génes a été validé de maniere indépendante
sur une cohorte de patient avec CHC de petites tailles développés sur cirrhose
virale C en Europe et aux Etats-unis et analysés a partir de tissu en paraffine. Une
deuxiéme cohorte externe de validation chez des patients asiatiques ayant des
CHC liés au VHB et traités par résection hépatique a permis de confirmer la
robustesse de la signature moléculaire.

De ce fait, le score a 5 génes satisfait les prérequis des sociétés savantes sur les
biomarqueurs pronostiques pour pouvoir proposer son implentation en pratique
clinique dans le futur. Ce score pourrait étre utilisé pour stratifier les patients dans
des essais thérapeutiques adjuvants ou stratifier la prise en charge thérapeutique

dans les indications limites de résection, ablation percutanée ou transplantation 2.

Actuellement, nous avons effectué une collaboration avec une équipe de Corée du
sud (Pr Sung-Min Ahn) dans lequel nous avons testé notre signature a 5 génes
dans 205 CHC principalement lies au VHB et traités par résection hépatique.
Quatre vingt un CHC étaient classés dans le groupe bon pronostic et 125 dans le
groupe mauvais pronostic en utilisant le score 5 genes. Le score a 5 génes
permettait de prédire la survie et la récidive précoce chez ces patients (P=0.038 et
P=0.02 respectivement, Figure 23). Enfin, nous sommes actuellement en train de
valider la signature 5 génes chez les patients avec CHC traités par radiofréquence

percutanée et par transplantation hépatique dans des séries francaises.
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Figure 23: Survie liée au CHC et récidive précoce dans une cohorte de 205
CHC liés a I’hépatite B et traités par résection hépatique en Corée du Sud

La survie spécifique a la maladie (disease specific survival) et la survie sans
récidive précoce (early recurrence free survival) sont représentées par une courbe
de kaplan meier avec un test du log rank. (Collaboration Pr Sung-Min Ahn,
Department of Oncology, Asan Medical Center)

C. Role des mutations du promoteur de TERT dans la
transformation maligne sur foie sain et sur foie cirrhotique

1. Différents mécanismes de réactivation de la télomérase dans la
carcinogéneése hépatique

La réactivation de la télomérase est un événement clé de la carcinogénése
humaine dont le but est d’éviter le raccourcissement télomérique et la senescence
ou apoptose cellulaire. Environ 90% des CHC ont une réexpression de TERT et
plusieurs mécanismes sont impliqués dans cette réactivation dont deux décrits
dans des études effectuées au laboratoire (Cf article 6 et 12). De fagon
intéressante, ces mécanismes sont exclusifs entre eux suggérant clairement une

redondance fonctionnelle

* Mutations du promoteur de TERT dans les cancers solides

En 2013, deux articles publiés dans Science ont décrit des mutations
somatiques du promoteur de TERT dans 42% des mélanomes 2% 22 Une de ces

deux études a aussi rapporté la survenue de mélanomes sur plusieurs générations
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dans une famille ayant une mutation germinale du promoteur de TERT ?**. Ces
articles ont montré l'importance majeure des mutations du promoteur de TERT
dans la réactivation de la télomérase. De plus, les auteurs ont démontré in cellulo
que les mutations du promoteur de TERT augmentaient I'activité d’'un rapporteur
luciférase confirmant leur fonctionnalité. Les mutations dans le promoteur de TERT
sont situées a deux hot-spots 124 paires de bases et 146 paires de bases avant
ATG %°2. Ces mutations créent un site de consensus de liaison (TTCCGA) a un
facteur de transcription ETS/TCF entrainant une augmentation de I'expression de
TERT (Figure 24). Une étude a proposé que le facteur de transcription se liant au
promoteur muté était le facteur de transcription A-binding protein (GABP) %
Comme TERT est le facteur limitant du complexe télomerase, la surexpression de
TERT entraine une augmentation de l'activité télomérase et une synthése des
téloméres. La surexpression de TERT dans les échantillons mutés a été confirmée
dans certains types tumoraux comme les cancers urothéliaux méme si I'existence
d’autres mécanismes de réexpression de la télomérase dans certains cancers peut

fausser ce type de comparaison 24 %>°,

Telomerase - Telomere synthesis
complexe -

Catalyli&

TE RT enzymei

Telomere

Increase

3 RNA : telomerase POOTIRBEER
template : activity
. TER ; . , .
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T Escape of replicative
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GABP \,

Creation of a Ets/

— [ Increase promoter activity
@5 TERT promoter TERT gene X

146 -124
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Figure 24: Mécanismes de réactivation de la télomérase par mutations dans le
promoteur de TERT

La présence d'une mutation activatrice du promoteur de TERT crée un site
consensus de fixation ETS/TCF qui va favoriser la fixation d’'un facteur de
transcription et active la transcription de TERT et de ce fait augmenter I'activité
télomerase et la synthése de téloméres.
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Des mutations somatiques du promoteur de TERT ont été identifiees dans
plusieurs types tumoraux: glioblastome (69%), oligodendrogliome (68%),
oligoastrocytome anaplasique (44%), liposarcome myxoide (76%), sarcome
pléomorphe (76%), fibroxanthome atypique (93%), cancer de la vessie (66%),
cancer thyroidien anaplasique (42%), carcinome épidermoide cutanée (59%),

carcinome basocellulaire (41%), mésotheliome (15% )20 2°° 257 258 259 260

* Mutations somatiques du promoteur de TERT dans les CHC

Dans nos travaux récents, nous avons identifié les mutations somatiques
mono-alléliques du promoteur de TERT dans 60% des CHC et de ce fait, comme
les altérations génétiques les plus fréquentes dans ce type de tumeurs ’”. Nous
avons montré que ces mutations survenaient dans 95% des cas au niveau de la
position -124 et dans 5% des cas dans la position -146. Une augmentation
d’expression de TERT par rapport aux foies normaux et cirrhotiques était observée
dans les CHC mutés mais sans difféerence significative par rapport aux CHC non
mutés du fait de I'existence d’autres mécanismes de réactivation de la télomérase.
Les mutations dans le promoteur de TERT étaient moins fréquentes dans les CHC
liées au VHB probablement du fait de linsertion du VHB dans TERT comme
mécanisme alternatif de réactivation de la télomérase. A I'inverse, les mutations du
promoteur de TERT étaient associées aux mutations B-caténine suggeérant une
coopération entre ces deux voies oncogéniques. Ces résultats ont été confirmeés
par d’autres équipes qui ont rapportés des taux de mutations entre 29 et 31% pour
les CHC liés au VHB et 44 a 59% pour les CHC non liés au VHB62 27 262

* Insertion du virus de I’hépatite B dans TERT

Le VHB est un virus a ADN pouvant rester dans le noyau sous forme d’ADNccc
mais aussi s'intégrer dans le génome humain '®°. Le groupe de Christian Brechot a
montré que le VHB pouvait entrainer un phénomene de mutagénése insertionnelle
dans les CHC '?2 %3 Des insertions clonales somatiques d’VHB ont été décrites
dans des génes comme TERT, MLL4 et CCNE1 %°. Dans TERT, le VHB s'insére le

plus souvent dans le promoteur et entraine une surexpression de '’ARNm . Les
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insertions du VHB sont décrites dans 10 a 20% des CHC liés au VHB et sont
exclusives des mutations dans le promoteur de TERT 2%,

* Amplification de TERT

Nous avons identifié dans 5% des CHC une amplification de TERT associée a
une surexpression du transcrit et ceci a été confirmé par une équipe japonaise dans
des pourcentages identiques ©' ?**. Les amplifications de TERT sont exclusives des
mutations dans le promoteur et de linsertion d’VHB. Les mutations dans le
promoteur de TERT, les amplifications de TERT et l'insertion du VHB expliquent
plus de 2/3 des CHC ayant une surexpression de TERT. Néanmoins, des
mécanismes de réexpression de la télomérase restent a identifier dans les cas
restants. De plus dans 5 a 10% des CHC, aucune expression de TERT n’est mise
en évidence suggeérant que des mécanismes alternatifs d’élongation des téloméres

pourraient exister méme si cela reste a démontrer 2°.

2. Mécanismes de transformation maligne sur foie sain et cirrhotique

Jusqu'a récemment aucune altération geénétique somatique récurrente
n‘avait été décrite dans les Iésions prénéoplasiques développées sur cirrhose?.
Nous avons identifié des mutations du promoteur de TERT dans 6% des nodules
dysplasiques de bas grade, 19% des nodules dysplasiques de haut grade, 61% des
CHC précoces et 41% des CHC avancés <2cm 2. Cela suggére clairement que
les mutations du promoteur de TERT sont impliquées dans l'initiation tumorale et la
transformation maligne.

De plus, par séquencage classique de type Sanger de 10 génes mutés de
facon récurrente dans les CHC avancés et par une approche de séquengage haut
deébit de type exome, nous n’avons pas identifi¢ de mutations récurrentes dans les
géenes tels TP53, CTNNB1, ARID1A, ARID2, RP6SKA3 dans les lésions
prénéoplasiques et les CHC précoces 2°° ®'. Le nombre de mutations et le nombre
de pertes et de gains de chromosomes augmentaient progressivement lors du

phénoméne de transformation maligne et de progression tumorale °'. Dans les CHC
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avances de taille inférieur a 2 cm, des mutations dans ces génes « drivers » étaient
retrouvées soulignant leurs réles dans la progression tumorale. De plus, les
amplifications FGF19 et les mutations RB1 étaient associées a des CHC avancés

de plus mauvais pronostic ®' °.

Sur foie sain, une partie des CHC dérivent de la transformation maligne
d’AHC "°. Une précédente étude menée dans notre laboratoire avait montré que
les AHC ayant une mutation activatrice de la B-caténine avaient un risque plus
élevé de transformation en CHC '®'. Nous n’avons trouvé aucune mutation du
promoteur de TERT dans 250 AHC «classiques » et ces résultats ont été
confirmés par une équipe indépendante °'. En revanche, nous avons trouvé une
mutation du promoteur de TERT dans 17% des AHC de diagnostic difficile avec un
CHC (« forme frontiére ») et 56% des AHC transformés en CHC '%° ™' [’analyse
de la partie adénome et carcinome dans 5 cas a montré que les mutations CTNNB1
étaient présentes dans la partie adénome et carcinome suggérant une apparition
précoce de cette mutation '%°.

A l'inverse, les mutations dans le promoteur de TERT n’étaient identifiees
que dans la partie carcinomateuse suggérant que ces mutations étaient tardives et
nécessaires pour entrainer une transformation maligne compléte. De plus, le
nombre d’altérations génétiques était plus important dans la partie carcinome
comparée a la partie adénome suggérant un processus d’accumulation de
mutations « passengers » lors de la transformation maligne. Nous avons aussi
montré que les mutations dans le promoteur de TERT étaient impliquées dans la
progression tumorale des méningiomes en forme histologique de plus haut grade

suggérant encore le role de ces mutations dans la transformation maligne %7,

Au total, si les mutations dans le promoteur de TERT paraissent impliquées
dans la transformation maligne sur foie sain et cirrhotique, I'ordre d’acquisition de
ces altérations est différent avec une acquisition précoce sur cirrhose et tardive sur
foie sain (Figure 25). Dans la cirrhose, la nécessité de réactiver trés précocement la
télomérase pour promouvoir la prolifération et la transformation des hépatocytes
cirrhotiques qui sont sénescents et avec des télomeres courts pourrait étre une des
explications de ces observations. A l'inverse sur foie sain, le potentiel prolifératif ou

de survie des hépatocytes est plus important, I'activation de la voie Wnt/B3-caténine
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seule peut promouvoir la prolifération bénigne tandis que la réactivation télomérase

est nécessaire au stade tardif de transformation en CHC 2%,

Figure 25: mécanismes de transformation maligne sur foie sain et cirrhotique
(Zucman Rossi J, et al. 2015 *°)

3. Thérapie ciblée anti télomérase

La présence d’une réactivation de la télomérase dans environ 90% des CHC et son
implication dans la transformation maligne en font une cible idéale pour des
thérapies ciblées. Plusieurs thérapies dirigées contre la télomérase, incluant des
inhibiteurs de la télomérase, des oligonucléotides anti-sense, des vaccins anti
télomérases, ont été utilisées dans des phases pré-cliniques et dans des essais
cliniques mais jusqu’a présent aucun des ces traitements n’a montré d’efficacité
anti tumorale ?*. De plus, une immunothérapie basée sur un vaccin anti télomérase
associé a du cyclophosphamide avait été testée dans les CHC avancés mais n’a
pas montrée d’efficacité 27°.

Néanmoins, de nouveaux inhibiteurs de télomérase sont actuellement en
développement et leurs efficacités et profils de toxicité doivent étre testés dans les
CHC et stratifies en fonction de la présence de mutations dans le promoteur de
TERT.

D. Mécanismes d’action d’AAV2 comme virus oncogénique dans
la carcinogéneése hépatique
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1. Généralités et structure d’AAV2

AAV2 a été identifie en 1965 comme un contaminant de cultures cellulaires
infectées par un adénovirus 2’". Les virus AAV ont été classés comme appartenant
a la branche des parvoviridae de sous type Dependovirus et sont constitués de 10
sérotypes différents (AAV1 a AAV10) infectant I'étre humain, des sérotypes 11, 12
et 13 ayant été décrit seulement dans des publications uniques 2’2 . AAV2 est un
virus de petite taille (environ 22nm) ayant une capsule non enveloppée ?>. C’est un
virus a ADN considéré comme défectif nécessitant une infection par un virus de la
famille adenovirus ou un herpes simplex virus pour se répliquer. AAV2 est transmis
par voie respiratoire et considéré comme non pathogénique chez 'lhomme et de ce
fait 40 & 70% de la population générale posséde une sérologie AAV2 positive 2’4 27°.
AAV2 est un virus a ADN monobrin de 4779 paires de bases avec deux génes REP

et CAP (Figure 26).

Figure 26: Structure du génome d’AAV2 (Kotterman M, et al. 2014) #°

En bleu, le géne REP a deux promoteurs P5 et P19 associés a un phénoméne de
d’épissage alternatif qui codent 4 protéines de tailles différentes Rep78, Rep68,
Rep52 et Rep40. En orange, le géne CAP utilise un seul promoteur « P40 » pour
coder 3 protéines structurales VP1, VP2 et VP3. Deux inverse tandem repeats
(ITR) se situent aux extrémités 5’ et 3.

Le géne REP utilise deux promoteurs P5 et P19 associés a un splice alternatif
pour coder 4 protéines de tailles différentes Rep78, Rep68, Rep52 et Rep40 %2,
Ces protéines ont une activité ATPase, hélicase et endonucléase mais n’ont pas
d’activité polymérase car c’est I'activité polymérase de la cellule humaine qui sera
utilisée lors de la réplication. De plus, les protéines rep78 et rep68 sont impliquées
dans la réplication virale en se liant aux extrémités du virus ?>. Les protéines
Rep52 et Rep40 sont impliquées lors de la réplication dans le passage de la forme

ADN double brin intermédiaire a la forme simple brin finale ?”".
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Le géne CAP utilise un seul promoteur « P40 » et code pour des protéines
structurales. Un épissage alternatif permet de produire trois protéines de taille
différentes VP1, VP2 et VP3 de 87, 72 et 62 kilo daltons respectivement qui
s’assemblent ensemble pour former la capside du virus. De plus, VP1 aurait une

activité lipoproteine lipase utilisée par le virus pour infecter les cellules 2.

Enfin les extrémités 5’ et 3’ du virus dit en inverse tandem repeat (ITR) sont
constituées de 145 nucléotides avec des séquences palindromiques qui forment
une boucle (hairpin) en forme de T (Figure 27). L'ITR est constitué de deux
palindromes (B et B’ et C et C’) qui forme la boucle en T puis d’'un palindrome A et
A’ ou se situe le rep binding element (RBE) ou se lie les protéines rep68 et 78 pour
initier la réplication et ou se situe le terminal resolution site (trs) coupé par l'activité
endonucléase des protéine rep68 et 78. Enfin en 5’ se situe une séquence non
palindromique monobrin appelé « D ». L'ITR peut avoir deux configurations en flip
et flop en fonction de la localisation des palindrome B et B’ et C et C’ par rapport a
Iextrémité 3’ 2’2, Lors de la réplication du virus, 'ordre des palindromes s’inverse et

passe de flip a flop ou vice versa.

T T
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Figure 27: Conformation en flip et en flop des ITR d’AAV2 (modifié d’apres
Nault JC, Datta S, Imbeaud S, et al. 2015)

L’ITR peut exister en deux configurations (flip et flop) en fonction de la localisation
des palindrome B et B’ et C et C’ par rapport a I'extrémité 3’

2. Réplication et cycle cellulaire d’AAV2
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Les particules d’AAV2 se lient a des récepteurs de surface de type protéoglycanes
héparanes sulfates et utilisent des corécepteurs de type intégrine, FGFR1 et cMET
pour pénétrer dans la cellule 2. Le virus serait transporté vers le noyau via un
mécanisme d’internalisation dépendant des clathrines. Par la suite, AAV2
s’intégrerait dans le génome humain préférentiellement au niveau d’un locus appelé
AAVST1 situé sur le bras long du chromosome 19 (19q13.3) et resterait quiescent en
I'absence d’infection par un virus auxiliaire (dit « helper ») 2’8 279 280 | ’intégration
virale dans ce locus serait dépendante des régions ITR du virus associées a 'action
des protéines rep78 et rep68 guidées par la présence au niveau du locus du
chromosome 19 d’'un site de liaison a la protein rep (Rep Binding site) associé a
une séquence de trs qui serait la cible de 'activité endonucléase des protéines rep

217213 Un mécanisme de

permettant ensuite lintégration du génome viral
recombinaison non homologue a été suggéré du fait de la présence de
microhomologies au niveau des jonctions virus-ADN humain et de délétion ou
d’insertion de quelques paires de bases du génome humain au niveau de la zone

d’'insertion virale %'

. Certaines études ont montré la persistance du virus sous une
forme épisomale méme si celui ci parait étre plus fréquent dans les formes

recombinantes d’AAV utilisées comme vecteur pour thérapie génique 2.

Quand un virus auxiliaire de type adenovirus ou herpes simplex virus surinfecte la
cellule, ce virus entraine la transcription des genes d’AAV2 et par conséquence le
programme de réplication et d’assemblage de AAV2 s’enclenche ?®. La liaison
d’'une protéine REP au niveau du rep binding element (REB) de I'IlTR entraine la
coupure de I'ADN au niveau du site trs puis une polymérase va répliquer le mono
brin d’ADN en double brin d’ADN jusqu’a I'lTR de I'autre extrémité ou la coupure de
I’ADN au niveau du site trs va pouvoir faire séparer les deux monobrins de virus 2.
Par la suite la capside virale composée des protéines virales VP1, 2 et 3 va
séquestrer le virus néoformé qui sera libéré lors de la lyse cellulaire induite par le

virus helper. Le virus AAV2 ainsi libéré pourra infecter de nouvelles cellules.

3. AAV2 comme vecteur de thérapie génique
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L’efficacité certaine en terme de transfection, son caractére défectif et
'absence de maladies associées ont fait de la famille AAV des vecteurs idéaux
utilisés pour la thérapie génique 2. Des AAV recombinants ont été utilisés pour
transduire des genes modifiés dans le génome de cellules humaines, dans des
modéles murins et enfin chez '’homme ?%*. Dans 'AAV recombinant, les protéines
cap et rep sont remplacées par le géne d’intérét. Les protéines cap et rep sont
introduites ensuite séparément associées a des éléments du virus auxiliaire pour
entrainer la production d’AAV recombinant (Figure 28) 2® #° Ces AAV
recombinants peuvent transduire des cellules n’étant pas en division cellulaire et la
présence de I'I'TR viral est suffisante pour permettre une transduction et une

insertion dans le génome humain "® 2%

De plus, il a été montré qu’aprés
transduction, 'AAV recombinant persistait a la fois sous une forme épisomale mais
aussi intégré dans I'ADN humain par un mécanisme de recombinaison non
homologue indépendant de la protéine rep 2*°.

De facon intéressante, l'intégration virale dans des lignées cellulaires
cancéreuses dans le hot spot AAVS1? sur le chromosome 19 traditionnellement
décrit dans linfection par le virus sauvage n’a pas été identifiée dans une étude
chez ’'homme portant sur les zones d’insertion de ’AAV recombinant probablement
du fait de I'absence de co-transfection avec la protéine rep ?®’. Ces constations
suggerent la possibilité d’insertion au hasard dans le génome humain augmentant
la possibilité d'un effet oncogénique par mutagénese insertionnelle. L'AAV
recombinant aurait tendance a s’intégrer dans des chromosomes subissant des
réarrangements qui serait facilité par la présence de Iésions de I'’ADN 2. De plus,
les zones transcrites du génome ayant une chromatine ouverte faciliteraient aussi
lintégration virale comme démontrée dans des modéles murins ou in cellulo 2% 2%
291 Différents essais cliniques chez 'humain publiés ou en cours de publication, ont
montré la possibilité d'utiliser des vecteurs AAV pour la thérapie génique que ce
soit dans I'hémophilie B, la maladie de parkinson, 'amaurose congénitale de
Lebert, la dystrophie musculaire de Duchenne, le déficit en alpha 1 antitrypsine, le
déficit en lipoproteine lipase 2% 2% 24 Ces différents essais thérapeutiques ont
montré une efficacité clinique dans certains cas, associée a une innocuité au moins
a moyen terme, en particulier vis a vis du risque d'induire des cancers par

mutagéneése insertionnelle.
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Egisgure 28: AAV recombinant utilisé en thérapie génique (Vasileva A, et al. 2005
)

Les protéines cap et rep sont remplacées par le géne d’intérét et introduites
séparément, associées a des éléments du virus auxiliaire pour produire de 'AAV
recombinant.

4. Virus et cancer : généralités

« Another difficulty to understanding viruses in human cancer has been the slow
realization that virus infection alone is never sufficient for tumorigenesis, an
unsurprising fact that is also true for non- neoplastic viral diseases »

Patrick S. Moore and Yuan Chang Nature Review Cancer 2010 %*°

A ce jour, 7 virus ont été identifies comme associés a la survenue de cancers
solides ou d’hémopathies chez 'homme : I'hépatite B et C et le CHC, HTLV1 et la
leucémie aigue T, EBV et le lymphome de Burkitt ou le carcinome nasopharyngé ou
les syndromes lymphoprolifératifs, le human papilloma virus (HPV) et les cancers
du col de l'utérus ou ORL, human herpes virus de type 8 (HHV8) et le sarcome de
kaposi ou la maladie de castelman multicentrique ou le lymphome primitif des
séreuses et le polyomavirus de merkel et le carcinome a cellules de merkel (Table
3) . Différents mécanismes directs et indirects ont été impliqués dans la
carcinogénese d’origine virale 2% | ’inflammation chronique induite par la réponse
immunitaire dirigée contre les protéines virales favorise le développement du
cancer du col de l'utérus chez les patientes infectées par le HPV ou le CHC chez
les patients infectés par le VHB et VHC %°° 28, De plus, l'inflammation chronique

induite par le VHB et VHC peut induire une cirrhose, un terrain pro carcinogénése.

En plus de ces mécanismes indirects, des mécanismes directs par I'action
oncogénique virale ont été décrits. Dans le cas du HPV, la protéine HPV E7 a la
capacité d’inactiver RB1, un géne suppresseur de tumeur et la protéine HPV E6
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d’inactiver P53 27 2®_ Dans le cas du virus EBV, les protéines Espstein—Barr virus
nuclear antigens (EBNAs) et latent membrane proteins (LMPs) modulent le cycle
cellulaire, activent la voie NFKB et ont une activité anti apoptotique 2*°. Le virus
HHV8 causant le sarcome de Kaposi code pour de multiples oncogenes vGPCR,
viL-6, vBcl2, vMIPs, vCyclin LANA ayant une activit¢ proprolifératifs et

proangiogéniques 2%°.

De plus, la mutagéneése insertionnelle est un des
mécanismes clés de carcinogénése directe des virus a ADN. Ce phénoméne a été
mis en évidence dans le VHB, le polyomavirus de Merkel et le HPV 3% 301 % Ces
événements de mutagénese insertionnelle touchent des génes impliqués dans la

carcinogénése comme TERT ou CCNE1 dans le cas d’VHB .
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Table 3: Caractéristiques des virus oncogéniques chez I’lhomme

Famille Génome Cancer Mécanismes Oncogenes viraux Références
Epstain Barr Virus - ADN double Lymphome de Burkitt, carcinome N . Epstein MA, et al.
. (0] LMP-1
(EBV) Herpesviridae brin nasopharyngée, syndrome lymphoprolifératif ncogenes viraux Lancet 1965 **
Human Papilloma . - ADN double Cancer du col de l'utérus, cancer de Inflammation chronique, oncogénes Durst M, et al. PNAS
) Papiloma viridae X X R PN . E6, E7 303
Virus (HPV) brin I'oropharynx viraux, mutagéneése insertionnelle 1983
HumanT .
- L ARN mono P N . Poiisz BJ, et al PNAS
lymphotropic virus Retroviridae brin Leucémie aigue T Oncogeénes viraux Tax 1080
type 1 (HTLV1)
Kaposi's sarcoma- VGPCR, vIL-6, vBcl2,
assF;ciated herpes | Herpes viridae ADN double Sarcome de Kaposi, maladie de castelman Oncogénes viraux VMIPs. VEli ;/C cIir; [Chang Y, et al Science|
P P brin multicentrique, lymphome primitif des séreuses 8 » Vi, veylin, 1994°%

virus (KSHV=HHV8) LANA
o] e i , mutagéne . . . Sci
Merkel cgll Polyomavirus ADN dguble Carcinome cutané de Merkel ncogengs wraux mutagenese large T antigen muté Feng H et al. Science
polyomavirus brin insertionnelle 2008 30
Hepatitis B virus - IADN mono et Inflammation chronique, oncogénes Blumberg BS, et al.
Hb: .
(HBV) Hepadnaviridae double brin cHe viraux, mutagéneése insertionnelle x JAMA 1965 **
Hepatitis C virus I ARN . . Choo QL, et al.
(HCY) Flaviviridae monobrin CHC, lymphome Inflammation chronique NA science 1989 %
Adeno-associated - ADN L . Atchison, R.W, et al.
Virus type 2 (AAV2) parvoviridae monobrin CHC Mutagéneése insertionnelle NA Science 1965 2

5. Role oncogénique et mécanismes d’action potentiel d’AAV2 dans la
carcinogénéese humaine

L’identification du réle oncogénique d’AAV2 dans la carcinogénese sur foie sain en
fait donc le 8°™ virus associé a la survenue de cancer chez 'homme. Le premier
paradoxe est la différence observée entre la rareté des CHC induits par AAV2 et la
fréquence de l'infection d’AAV2 dans la population générale. En effet, 40 a 60% de
la population a une sérologie AAV2 positive suggérant qu’une infime fraction des
personnes infectées développeront un CHC 2”°. Ceci ressemble a ce qui est
observé avec 'EBV qui est une infection fréquente dans la population générale
mais qui donne trés rarement des lymphomes de Burkitt ou des carcinomes
nasopharyngées suggérant que des facteurs génétiques, immuns ou

295

environnementaux sont nécessaires en plus de linfection virale Le méme

paradoxe est observé entre l'infection fréquente par polyomavirus de merkel et la

| 37 Nous avons identifiés des variations

rareté du carcinome cutané de merke
nucléotidiques au niveau des AAV2 intégrés clonalement dans les tumeurs. |l reste
pour I'instant a déterminer si ces variations définissent un sous type d’AAV2 plus a
risque de mutagénése insertionnelle ou si cela constitue des variations
fréequemment observées dans l'infection par AAV2 en population générale.

Le principal mécanisme reliant I'infection par AAV2 et la survenue de CHC est la
mutagénése insertionnelle. Nous avons identifié des insertions clonales dans des

génes impliqués dans la carcinogénése comme TERT, KMT2B (aussi appelé
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MLL4), CCNE1, CCNAZ2 et TNFSF10. Ces insertions n’'étaient pas observées dans
le tissu non tumoral adjacent suggérant un processus de sélection clonale. De
maniére intéressante, ces insertions virales survenaient dans des régions non
codantes (intron, promoteur, 3’UTR) comme ce qui est observé dans la majorité
des cas dans les autres virus induisant de la mutagénése insertionnelle comme

HPV, VHB et le polyomavirus de Merkel 3 308 300,

Les insertions clonales d’AAV2 surviennent dans des génes importants dans la
carcinogénese hépatique : TERT codant pour la télomerase reverse transcriptase
et qui peut étre modifié par des mutations dans son promoteur ou par amplification,
CCNE1 et CCNAZ2 qui codent pour la cyclin E et A, deux protéines importantes
dans la progression du cycle cellulaire de G1 a G2 pour cyclin E et G2 a S pour
cyclin A *®. Un autre géne modifié par insertion virale est KMT2B (MLL4) qui est
une histone methyltransferase appartenant a la famille de génes MLL qui sont
fréquemment mutés dans les CHC ®*. Enfin, TNFSF10 code pour le ligand TRAIL
dont l'activation de la voie de signalisation peut avoir des propriétés pro
apoptotiques mais peut aussi activer des voies impliquées dans la prolifération
cellulaire comme la voie AKT/Mtor ou la voie des MAP kinase >'°.

De fagon intéressante, TERT, CCNE1, CCNA2 et KMT2B ont été décrits comme
des cibles d’insertion récurrente par VHB % 3. De méme, les zones d’insertion
d’AAV2 dans ces génes sont de fagon marquante trés proches des zones cibles
d’insertions par le VHB: le promoteur pour TERT, I'exon et I'intron 3 dans KMT2B et
le début du géne pour CCNE1 (Figure 29) % 38,

Figure 29: Comparaison des sites d’insertion virales d’HBV et AAV2 (Nault Jc,
Datta S, Imbeaud S, et al. 2015, Cf Article 19)
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En jaune et orange sont représentés les sites d’intégration du virus de I'hépatite B
dans les CHC et en bleu, les sites d’intégration du virus AAV2

De fagon intéressante, tous les génes avec une insertion clonale d’AAV2 étaient
surexprimées comparés aux foies non tumoraux adjacents ou a des foies sains
suggérant que [linsertion d’AAV2 pourraient étre responsable de cette
surexpression. Nous avons montré dans des modeéles in cellulo que linsertion
d’AAV2 dans le promoteur de TERT ou dans le 3’'UTR de TNFSF10 entrainait une
activation du rapporteur luciferase sous le contréle du promoteur et du SUTR
respectivement alors que la séquence virale modifiée n’avait aucun effet suggérant
un effet fonctionnel du virus. Les mécanismes expliquant cette surexpression

restent néanmoins a explorer.

L’analyse des transcripts par séquencage de nouvelle génération (« RNAseq ») de
plusieurs cas nous a permis de mettre en évidence une interaction entre le virus et
’ARNmM des génes insérés. Dans les deux cas avec une insertion dans le 3’'UTR de
TNFSF10, les transcrits utilisaient non plus le polyA humain mais le polyA viral pour
terminer sa transcription. Une augmentation de la stabilité de TARNm par utilisation
du polyA viral pourrait étre une des explications de la surexpression de TNFSF10
dans ces 2 cas. Dans les 3 CHC avec une insertion virale d’AAV2 dans CCNAZ, le
séquencage haut débit a montré une surexpression de transcrit mature, associé
dans 2 cas sur 3 a une augmentation de transcrits immatures dont la terminaison
précoce de la transcription est due a l'utilisation du polyA virale. Dans 1 des cas,
une modification nucléotidique au niveau viral entraine la création d’'un nouveau
polyA entrainant la fin précoce de la transcription de certains transcrits. Cela
démontre que le virus AAV2 a un effet direct sur la transcription au niveau de I'alléle
inséré. Des mécanismes activateurs (dit « enhancers ») entrainant la surexpression
de transcrits matures et immatures pourraient étre évoqué méme si des travaux
supplémentaires seront requis pour démontrer cela. Enfin I'analyse des CHC avec
de 'AAV2 inséré dans CCNE1 a monté une augmentation de I'expression des

transcrits matures sans la présence de transcrits immatures.

Dans 10 des 11 CHC, la zone insérée d’AAV2 contenait le 3'ITR et la zone

minimale insérée contient 181 pb a cheval au niveau du début du 3'ITR. Cette zone
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minimale contient la jonction A/D du 3’ITR. Baudard et al ont montré que I'I'TR avait
une activité promotrice potentielle dans des modéles in cellulo *'". Haberman et al
ont identifié une région de 37 nucléotides ayant une activité de contréle de la
transcription au niveau du 3'ITR au niveau la jonction A/D *'?. Cette région est
inclue dans la zone minimale insérée de AAV2 dans les CHC et pourrait étre
impliqué dans la régulation de I'expression des génes auprées desquels le virus est

intégre.

Des modéles murins avaient précédemment apporté des arguments en faveur du
potentiel oncogénique d’AAV en particulier lors de son utilisation comme vecteur
pour les thérapies geéniques. Un premier article publié par Donsante et al a
démontré une incidence élevée de CHC chez des souris male C57BI/6 traités par
de AAV recombinant comparé a des vecteurs contrdles *'°. Néanmoins, Li et al ont
publié une étude montrant I'absence d’augmentation de l'incidence de CHC chez
des souris C57BL/6 traité par AAV recombinant dans le cadre d'une thérapie
geénique pour I'hémophilie B, cette difféerence pouvant peut étre expliquée par le
timing différent de l'injection de 'AAV recombinant dans les deux études (foie
néonatal versus foie adulte) *'*. Une étude publiée dans Science en 2007 par
Donsante A et al a démontré que le développement de CHC dans ces modéles
murins était induit par un mécanisme de mutagénése insertionnelle du 5'ITR de

2 315 Ce locus

'AAV recombinant dans le locus Dlk1-Dio3 du chromosome 1
contient entre autres, des microARN et small nucleolar RNA dont certains sont
surexprimés comme Rian et Mirg. Ces observations ont été confirmées par deux
autres équipes indépendantes utilisant des modéles murins différents 3'® *'7. Des
différences notables existent entre les mécanismes de mutagénése insertionnelle
chez 'homme et la souris avec une prédominance d’insertion du 5’ITR chez la
souris et du 3'ITR chez 'homme et I'absence d’insertion clonale d’AAV2 chez

’lhomme dans le locus du chromosome 14, I'équivalent du chromosome 12 murin
316 315

Une vigilance accrue envers le risque de carcinogéneése hépatique parait
nécessaire dans les essais de thérapie génique utilisant des vecteurs AAV chez
'homme. Néanmoins, en dehors de la thérapie génique, le risque de développer

des CHC parait faible en comparaison de la fréquence de linfection dans la
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population générale. Au final, la survenue de CHC par un mécanisme de
mutageénese insertionnelle chez les souris traitées par de 'AAV recombinant et de
CHC sur foie sain chez 'homme du a la présence d’insertions clonales dans des
genes clés de la carcinogénese comme TERT, CNNA2, CCNE1, KMT2B/MLL4 et
TNFSF10 souligne le réle oncogénique potentiel d’AAV2.

CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

L’ensemble de ces travaux nous a permis d’identifier de nouveaux mécanismes
impliqués dans la tumorigénése hépatocellulaire bénigne et maligne. Nous avons
trouvé des mutations activatrices somatiques du gene GNAS dans les AHC
inflammatoires, se rajoutant aux mutations IL6ST, JAK1, FRK et STAT3 dans la
liste des oncogénes responsables du phénotype inflammatoire de ces tumeurs.
L’identification de ces génes a permis de proposer l'utilisation de thérapies ciblées
adaptées aux altérations génétiques qui pourrait étre testées dans le futur dans
certaines situations cliniques. Nous sommes actuellement en train d’étendre
I'analyse génotype/phénotype a une série de 550 AHC afin d’identifier de nouveaux
facteurs de risque de survenue d’AHC, d’hémorragie tumorale et de transformation
maligne et de caractériser I'hétérogénéité intertumorale dans les formes multiples
d’AHC.

Nous avons aussi mis en évidence une signature pronostique moléculaire a 5
génes permettant de prédire la récidive tumorale et la survie globale aprés
résection hépatique pour CHC. Cette signature pronostique moléculaire a été
validée dans plus de 900 CHC a travers le monde traités par résection dont

récemment dans une cohorte de patients coréens traités par résection pour CHC
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liés au VHB. Une validation du score 5-génes est en cours dans une série de
patients traités par radiofréquence percutanée et par transplantation hépatique afin
de confirmer la capacité du score 5-génes a prédire le pronostic dans tous les types

de traitements curatifs.

Nous avons identifié les mutations somatiques du promoteur de TERT comme la
principale cause de réactivation de la télomérase et la plus fréquente altération
genetique des CHC. De plus, les mutations du promoteur de TERT sont aussi
présentes dans des Iésions prénéoplasiques sur cirrhose suggérant leur réle dans
l'initiation tumorale et la transformation maligne. Les mutations du promoteur de
TERT étaient impliquées en association avec les mutations activatrices de la B-
caténine dans la transformation maligne des AHC en CHC. Clairement, le role clé
dans les mutations du promoteur de TERT dans la carcinogénése hépatique en font
un biomarqueurs du risque de transformation maligne qui pourrait étre utilisé en
pratique clinique et qui pourrait étre une cible pour de futur essais de thérapies anti

télomérase.

Enfin, nous avons mise en évidence le potentiel oncogénique du virus AAV2 et son
implication dans la carcinogénése sur foie sain par un mécanisme de mutagénése
insertionnelle. Cette découverte pose de nombreuses questions sur les
mécanismes de carcinogénese induits par l'insertion virale d’un fragment d’AAV2
dans le génome humain. De plus, les causes pouvant expliquer la différence
observée entre la fréquence importante de l'infection par AAV2 dans la population
générale et le nombre faible de cas de CHC liés a AAV2 restent a explorer.
L’'impact potentiel des AAV recombinants utilisés en thérapie génique doit étre
aussi évaluer a long terme et contrebalancer par rapport aux maladies graves
auxquels ses thérapies géniques s’adressent. Une extension de cette étude est en
cours au laboratoire pour augmenter le nombre de CHC analysés afin d’identifier de
nouveaux cas et évaluer le réle éventuel d’AAV2 dans d’autres tumeurs hépatiques.
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Titre: Identification of new mechanisms of carcinogenesis and new prognostic
biomarkers in hepatocellular tumors

Hepatocellular adenomas (HCA) are rare benign liver tumors occuring in young women taking
oral contraception and complications as haemorrhage or malignant transformation in
hepatocellular carcinomes (HCC) could occur. A genotype/phenotype classification has defined
different subgroups of tumors : HCA with inactivating mutations of HNF1A, HCA with activating
mutations of 3-catenin and inflammatory HCA with activation of the JAK/STAT pathway. We
have identified activation mutations of GNAS, that codes for the alpha subunit of the Gs protein
in a subgroup of inflammatory HCA and in patients with HCA and McCune Albright syndrom, a
rare disease that combined endocrine tumor, bone fibrous dysplasia and « cafe au lait » skin
macula. These findings highlight the crosstalk between the cyclic AMP pathway induced by
GNAS mutation with the JAK/STAT pathway.

HCC are the most frequent primary liver tumors worldwide and mainly occur on cirrhosis due
to various risk factor as hepatitis B and C virus, alcohol consumption and metabolic syndrome.
HCC is due to the accumulation of genetic and epigenetic alterations in the malignant
hepatocytes. We have identified TERT (telomerase reverse transcriptase) promoter mutations
as the most frequent somatic genetic alterations in HCC. These mutations were also found in
cirrhotic premalignant nodules underlying their role in tumor initiation and malignant
transformation. In contrast, the study of the different steps of malignant transformation of HCA
into HCC using next generation sequencing and TERT promoter screening have shown that
activatiing mutation of B-catenin is an early genetic alteration whereas TERT promoter
mutation is required in a second step to promote a full malignant transformation.

We have also identified a prognostic molecular signature, the 5-gene score, in patients with
HCC treated by liver resection. The 5-gene score predicts tumor recurrence and disease
specific survival and has been validated in different cohorts of patients worldwide.

Finally, we have shown that adeno-associated virus type 2 is involved in liver carcinogenesis
on normal liver through insertional mutagenesis in key cancer genes as TERT, CCNA2, MLL4
and TNFSF10.

These results have underlined a new oncogenic virus involved in HCC development, identified
new genetic alterations involved in malignant transformation on cirrhosis and normal liver
and a new prognostic molecular signature that will help to guide treatment of patients with
HCC in the future.

Keywords

Hepatocellular adenoma, JAK/STAT, GNAS, TERT, malignant transformation, hepatocellular
carcinoma, 5-gene score, molecular signature, AAV2, insertional mutagenesis
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Titre: Identification de nouveaux mécanismes de carcinogenése et facteurs
pronostiques des tumeurs hépatocellulaires

Résumé : Les adénomes hépatocellulaires (AHC) sont des tumeurs hépatiques bénignes rares
se développant chez la femme jeune suite a la prise de contraceptifs oraux et pouvant se
compliquer d’hémorragie et de transformation maligne en carcinome hépatocellulaire (CHC).
Une classification génotype/phénotype a mise en évidence trois groupes d’AHC: les AHC
inactivés pour le facteur de transcription HNF1A, les AHC mutés pour la 3-caténine et les AHC
dit « inflammatoires » ayant une activation de la voie JAK/STAT.

Nous avons identifiés des mutations activatrices du génes GNAS, codant pour la sous unité
alpha de la protéine Gs, dans un sous-groupe d’AHC inflammatoires ainsi que chez des patients
avec des AHC et atteints d'un syndrome de McCune Albright, une maladie rare combinant des
tumeurs endocriniennes, une dysplasie fibreuse osseuse et des taches cutanés café au lait.
Cette découverte confirme les interactions entre la voie de 'AMP cyclique induite par les
mutations GNAS et la voie JAK/STAT.

Les CHC sont les tumeurs primitives du foie les plus fréquentes, survenant souvent sur un foie
cirrhotique exposé a différents facteurs de risque comme I'’hépatite B chronique, I'hépatite C
chronique, 'alcool ou le syndrome métabolique. Le CHC est le résultat de 'accumulation
d’altérations génétiques et épigénétiques.

Premierement, nous avons identifiés les mutations du promoteur de TERT (Telomerase
reverse transcriptase) comme les altérations génétiques somatiques les plus fréquentes des
CHC. Ces mutations ont été aussi retrouvées dans des lésions prénéoplasiques développées sur
cirrhose suggérant leurs roles précoces dans l'initiation tumorale et la transformation maligne.
A l'inverse I'étude des mutations du promoteur de TERT et la réalisation de séquencage haut-
débit dans les AHC et les transformation d’adénome en CHC nous a permis de disséquer les
mécanismes de transformation maligne sur foie sain avec la présence de maniere précoce
d’'une mutation de la B-caténine et dans un second temps l'apparition d’'une mutation dans le
promoteur de TERT.

Par la suite, nous avons mis en évidence une signature moléculaire pronostique
transcriptomique chez les patients avec CHC traités par résection hépatique. Cette signature
moléculaire prédisant a la fois la récidive tumorale et le décés a été validée dans des cohortes
de patients a I'étranger.

Enfin, nous avons mise en évidence le role oncogénique de 'adeno-associated virus de type 2
dans la survenue de CHC sur foie sain via un mécanisme de mutagénese insertionnelle dans des
génes clés de la carcinogénese comme TERT, CCNA2, MLL4 ou TNFSF10.

Ces résultats ont permit de mettre en évidence de nouveaux facteurs de risque viraux de
survenue du CHC, d’identifier de nouvelles altérations génétiques impliquées dans la
transformation maligne sur cirrhose et sur foie sain et permit de développer une signature
moléculaire pronostique qui pourrait étre utiliser dans le futur comme une aide a la
stratification thérapeutique chez les patients atteint de CHC.

Mots clés

Adénome hépatocellulaire, JAK/STAT, GNAS, TERT, transformation maligne, carcinome
hépatocellulaire, score 5-géne, pronostic moléculaire, AAV2, mutagénese insertionnelle
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