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Préambule



Le Carcinome Hépatocellulaire (CHC) est le troisiéme cancer mondial en

terme de mortalité. Cette trés forte mortalité est essentiellement due a un diagnostic
tardif et a l'inefficacité des traitements proposés pour des stades avancés de la
maladie.
Avant de devenir cancéreuse, une cellule fait I'objet de nombreuses altérations de ses
voies de controle. Ces altérations apparaissent de fagon séquentielle jusqu'a
l'acquisition du phénotype malin. Certaines de ces altérations sont des mutations de
genes, souvent causées par des agents mutagénes. La détection des premieres
altérations dans les hépatocytes pourraient alors permettre de détecter beaucoup plus
précocément 1'évolution vers un CHC, et permettre de proposer des traitements évitant
la progression vers le cancer. Nous nous sommes intéressés a la détection de
marqueurs du CHC sous deux aspects.

La premiere partie de mon travail a consisté a étudier une mutation connue et
spécifique au CHC dans les régions de forte incidence, ou l'endémicité¢ du Virus de
I'Hépatite B (VHB) est forte et l'exposition a l'aflatoxine B1 (AFB1) tres élevée.
Diftférentes études ont montré que cette mutation au codon 249 du gene suppresseur
de tumeur 7P53 (Ser249) pouvait étre détectée dans I'ADN circulant chez des patients
sains et qu'elle pourrait étre un marqueur de la mutagenese due a l'exposition a
I'AFB1, ou un marqueur de tumorigenése. Nous avons donc étudié la présence de
cette mutation dans une cohorte de sujets asymptomatiques afin de déterminer les
facteurs influengant la présence de cette mutation dans I'ADN circulant.

La seconde partie de mon travail a consisté a cribler des altérations dans des
CHC afin d'étudier un lien possible avec leur étiologie. Nous avons choisi deux genes
intervenant chacun dans les deux mécanismes potentiels de I'hépatocancérogenése
décrits par Laurent-Puig et Zucman-Rossi (2006) : TP53 et CTNNBI. Nous avons
ainsi étudié la présence de mutations dans ces deux geénes dans des tissus tumoraux
ainsi que sur des tissus sains adjacents, d'étiologies différentes. Le but de ce travail
¢tait de faire un bilan des mutations rencontrées et de les relier a des étiologies du

CHC afin de trouver des marqueurs moléculaires potentiels.
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I. Mutations et cancérogenese moléculaire

A. Qu'est-ce que le cancer ?

Le cancer est une maladie dite complexe, qui regroupe sous ce terme une
multitude de maladies différentes. Le cancer se caractérise par la présence de cellules
dont la prolifération est anarchique, incontr6lée. Le cancer est une maladie évolutive
et peut conduire au développement dun phénotype malin lorsque les cellules
cancéreuses deviennent capables de se propager dans 'organisme. Il peut atteindre de
nombreux sites chez un individu et se présenter sous des formes variées. En 2000,
plus de 10 millions de nouveaux cas ont été diagnostiqués, plus de 6 millions de décés
ont été causés par un cancer, et plus de 22 millions de personnes vivaient avec un
cancer. Le cancer se place au deuxiéme rang mondial en terme de cause de mortalité
derriere les accidents cardio-vasculaires. Une personne sur 3 environ développera un

cancer au cours de sa Vie, et une personne sur 4 en mourra.

Les nombreuses études menées jusqu’a présent sur différents cancers,
montrent que la tumorigenese chez I’Homme est un processus multi-étapes. Ces
étapes correspondent a des altérations génétiques ou épigénétiques conduisant a la
transformation progressive de cellules normales en cellules cancéreuses. Ces
altérations (de la mutation ponctuelle aux changements chromosomiques) impliquent
de nombreux sites et provoquent la dérégulation de voies de régulation des fonctions
cellulaires, notamment la fonction proliférative. La complexité des voies impliquées
est partiellement montrée figure 1, ou I'on peut également constater les nombreuses
interconnections entre ces voies. Ce schéma est bien évidemment simplifié, il faudrait
ajouter de nombreuses molécules n'y figurant pas, et intégrer les voies extra-

cellulaires.
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Les combinaisons d’altérations aboutissant au cancer se comptent par
centaines, en fonction notamment du type de tumeur et de I’organe touché. Hanahan
et Weinberg (2000) ont suggéré une classification de ces différentes altérations et ont
dégagé 6 capacités que les cellules acquiérent et qui permettent d'aboutir a une
prolifération aberrante de cellules dites malignes : (1) I’auto-suffisance en signaux de
croissance, (2) I’insensibilité aux signaux d’inhibition de la croissance, (3) I’inhibition
de I’apoptose, (4) le potentiel prolifératif infini, (5) la promotion de I’angiogen¢se, et
(6) I'invasion des tissus et la capacité métastatique. Une septieéme capacité favorise
l'acquisition des 6 autres : (7) l'instabilité génique et génomique. Etant donné qu'une
tumeur croit non seulement au sein d'un tissu mais a fortiori au sein d'un organisme,
un niveau de complexité s'ajoute. En effet, la tumeur doit acquérir une 8¢me capacité

qui est (8) I'échappement a la réponse immunitaire (Kim ez al. 2006).

Les cellules cancéreuses développent différentes stratégies qui leur permettent
d'acquérir le phénotype malin. Elles peuvent notamment impliquer l'activation ou
surexpression de genes qui vont favoriser la tumorigenese, on parle alors d'oncogenes;
ou l'inhibition ou l'inactivation de génes défavorisant la tumorigenése, on parle alors
de geénes suppresseurs de tumeur (cf. figure 1). Nous détaillons ci-apres les principales

altérations menant a 'acquisition des 8 capacités listées ci-dessus.

B. Capacités acquises par les cellules tumorales

B. 1. Auto-suffisance en signaux de croissance

Une cellule "normale" a besoin de recevoir des signaux de croissance pour
passer d'un état quiescent a un état actif prolifératif. Ces signaux de croissance sont
émis sous différentes formes : facteurs de croissance circulants, composants de la
matrice extracellulaire, et molécules d'adhésion ou d'interaction cellule-cellule. Ils
sont recus par la cellule a l'aide de récepteurs situés a leur surface qui captent les
molécules signal. Ces récepteurs transmettent l'information regue en activant des
voies de signalisation intra-cellulaires qui a terme permettent la mobilisation

d'effecteurs.
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Les cellules tumorales montrent une certaine dépendance vis-a-vis des
stimulations extérieures de leur croissance. Elles sont capables de contourner le
mécanisme de régulation exogéne de leur prolifération par différentes stratégies, qui
consistent en l'altération d'un des composés permettant la transmission du signal : (1)
signaux extracellulaires de croissance, (2) récepteurs trans-membranaires, et (3) voies

intracellulaires de signalisation.

(1) Alors que la plupart des facteurs de croissance circulants sont produits par
un type cellulaire différent du type cellulaire receveur (activation paracrine ou
endocrine), la majorité des cellules cancéreuses acquiert la capacité a synthétiser des
facteurs de croissance auxquels elles sont sensibles. Elles mettent ainsi en place une
boucle d'auto-stimulation appelée aussi stimulation autocrine. Une tumeur n'est
généralement pas constituée que de cellules cancéreuses, mais aussi de cellules de
soutien "normales". Certaines cellules cancéreuses sont capables de coopérer avec les
cellules qui les entourent et de leur faire produire les signaux de croissance dont elles

ont besoin.

(2) Les récepteurs de surface, qui permettent la transduction des signaux de
croissance et la transmission aux voies intracellulaires, sont également altérés lors de
la cancérogenese. Ces récepteurs, qui ont souvent une activité de tyrosine kinase au
niveau cytoplasmique, sont surexprimés dans beaucoup de cancers. Les cellules
deviennent ainsi hypersensibles a des niveaux de facteurs de croissance qui sont
habituellement insuffisants pour induire la prolifération. Certaines altérations
structurales des récepteurs peuvent également aboutir a une indépendance vis-a-vis
des facteurs de croissance. En effet, la suppression ou la modification d'une partie du
domaine cytoplasmique des récepteurs peut entrainer une activation constitutive des
voies en aval. Les cellules cancéreuses peuvent également changer la composition de
leurs intégrines en favorisant celles qui transmettent des signaux prolifératifs. Ces
protéines hétérodimériques ont deux fonctions: dans la liaison physique a des
structures extracellulaires comme la matrice extracellulaire, mais aussi dans
l'activation de voies cellulaires comme la voie SOS-Ras-Raf-MAP kinase. Lors de la
liaison d'une intégrine a certains composants de la matrice extracellulaire, un signal

est transduit dans le cytoplasme et influence le comportement de la cellule :
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quiescence chez une cellule "normale", et motilité, résistance a l'apoptose, et entrée

dans le cycle cellulaire, pour les cellules cancéreuses.

(3) D'autres mécanismes plus complexes d'altération impliquent les voies en
aval des récepteurs et des intégrines, et notamment la voie SOS-Ras-Raf-MAPK.
Dans pres de 25% des cancers, la protéine Ras se trouve sous une forme altérée qui

induit un flux constant de signaux mitogéniques, sans activation préalable en amont.

B.2. Insensibilité aux signaux d’inhibition de la croissance

Dans un tissu normal, de nombreux signaux anti-prolifératifs permettent de
maintenir la plupart des cellules en quiescence, et donc de conserver la structure des
tissus. Comme pour les signaux de croissance, ils peuvent étre sous forme de
molécules circulantes, de composants de la matrice extracellulaire ou de molécules
d'adhésion/d'interaction a la surface des cellules voisines. Ces signaux sont regus par
des récepteurs transmembranaires qui transduisent et transmettent l'information aux
voies de signalisation cytoplasmiques. Ces signaux agissent essentiellement sur le
cycle cellulaire par l'intermédiaire de la voie pRb (protéine du Rétinoblastome) et ont
deux effets principaux : (1) mettre la cellule dans un état de quiescence ou phase Gy,
¢tat dont elles peuvent sortir sous l'impulsion de signaux de croissance; (2) faire
perdre a la cellule son potentiel prolifératif, phénomene généralement accompagné

d'une différenciation cellulaire.

La protéine pRb activée se retrouve dans un état hypophosphorylé et bloque la
prolifération en séquestrant le facteur de transcription E2F. Il s'agit d'un facteur qui
controle I'expression de différents génes essentiels a la progression de la phase G, a la
phase S du cycle cellulaire. La phosphorylation de pRb induit la libération de E2F, ce
qui permet a la cellule de proliférer (Weinberg 1995). Le facteur soluble TGFf
(Transforming Growth Factor B) fait partie des signaux antiprolifératifs les plus
connus. Il permet le maintien de pRb dans un état hypophosphorylé (Pardali et
Moustakas 2006).
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Les cellules cancéreuses doivent empécher les deux effets des signaux anti-
prolifératifs (entrée en quiescence et perte de la fonction proliférative). Elles peuvent
changer la composition des intégrines a leur surface et promouvoir celles qui
transmettent des signaux prolifératifs au détriment des intégrines transmettant des
signaux antiprolifératifs. L'extinction de la voie pRb permet aux cellules de ne pas
entrer en quiescence. La voie de signalisation pRb peut étre éteinte a différents
niveaux : (1) par la réduction du nombre de récepteurs au TGFp ou la disposition de
récepteurs mutés non fonctionnels a la surface de la cellule; (2) par mutation ou
délétion du géne codant pour un des composants de la voie d'activation de pRb; (3)
par perte de fonction de la protéine pRb (mutation du géne correspondant) ou sa
séquestration par certaines oncoprotéines virales.

Les mécanismes qui contraignent les cellules a se différencier ne sont pas
encore ¢lucidés. Toutefois certaines stratégies adoptées par les cellules cancéreuses
pour contrecarrer la différenciation terminale sont partiellement connues. L'une d'elles
implique 'oncogene c-myc qui code pour un facteur de transcription. La protéine
c-Myc peut s'associer au facteur Max, et le complexe ainsi formé stimule la
croissance cellulaire. Cependant, le facteur Max peut également s'associer au facteur
de transcription Mad, et le complexe Mad-Max induit la différenciation cellulaire. La
surexpression de l'oncoprotéine c-Myc permet de faire pencher la balance
Myc-Max/Mad-Max en faveur des complexes Myc-Max et donc permet d'empécher
la différenciation et de favoriser la croissance (Grinberg et al. 2004). Une autre
stratégie consiste a inactiver la voie de signalisation APC/B-caténine (cf. paragraphe
I11.C.4), notamment dans le cas des cancers du colon, ce qui empéche par exemple les
entérocytes situés au niveau de la crypte d'entrer dans une phase post-mitotique de

différenciation.

B.3. Inhibition de I’apoptose

\

La capacit¢ d'une tumeur a croitre dépend non seulement du taux de
prolifération de ses cellules, mais aussi de leur taux de mortalité. La mortalité¢ des
cellules dépend a la fois de la réponse immunitaire de I'hote (cf. paragraphe 1.B.8)
mais aussi du phénoméne de mort cellulaire programmée ou apoptose. Une fois

'apoptose activée, les membranes cellulaires, le cytosquelette et le nucléosquelette se
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désorganisent, le cytoplasme est expulsé et le noyau se fragmente, le tout en 30 a 60

minutes. Les débris cellulaires ainsi formés sont alors phagocytés.

Il existe deux manic¢res de décrire les voies conduisant a l'apoptose. La
premiére, qui est celle que nous adopterons, consiste en 1'organisation des voies selon
le modele de transmission du signal avec 3 catégories de composés : (1) les capteurs,
(2) les adaptateurs et (3) les effecteurs. La seconde différencie les voies intrinséque et
extrinseéque. Dans la voie intrinséque, la mitochondrie sert de senseur, a la suite d'un
stress oxydatif par exemple, et induit directement la machinerie apoptotique. Dans la
voie extrinseque, des molécules réceptrices captent des signaux pro-apoptotiques et
déclenchent l'apoptose, généralement par l'intermédiaire de la mitochondrie; qui sert

de relai.

(1) Les capteurs ont la capacit¢ de reconnaitre un environnement
intracellulaire ou extracellulaire anormal. Les signaux transmis par les capteurs
permettent de réguler les effecteurs de la mort apoptotique. Parmi les capteurs, des
récepteurs situés a la surface cellulaire peuvent lier des facteurs de survie ou de mort.
Ces récepteurs dits "de mort cellulaire" font partie de la superfamille de génes du
récepteur TNF (Tumor Necrosis Factor). Ils possédent un domaine cytoplasmique
appelé domaine de mort et qui se lie a des adaptateurs, ce qui permet la transmission
du signal de mort cellulaire aux effecteurs. Les récepteurs de mort cellulaire les plus
connus sont Fas (qui a pour ligand FasL) et TNFR1 (qui a pour ligand TNFa) (revue
de Ashkenazi et Dixit 1998). Les capteurs intracellulaires activent l'apoptose en
réponse a certains stress internes comme le dommage a I'ADN ou l'activation
anormale de certaines voies de signalisation par un oncogene, et certains stress
externes comme l'insuffisance en facteur de croissance ou I'hypoxie (Evan et
Littlewood 1998). Il existe également une régulation qui permet de maintenir
l'architecture du tissu par l'intermédiaire des interactions cellule-cellule ou cellule-
matrice. Ces interactions sont couplées a l'envoi de signaux de survie dont la

disparition induit 1'apoptose.

(2) Les adaptateurs font le lien entre les capteurs et les effecteurs. La plupart

des signaux apoptotiques convergent vers la mitochondrie qui répond a ces signaux en
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relarguant du cytochrome C, un catalyseur de l'apoptose (revue de Green et Reed
1998). La présence de cytochrome C dans le cytoplasme induit l'activation de la
procaspase 9 en caspase 9, qui va a son tour activer les effecteurs. La voie du
suppresseur de tumeur p53 (cf. paragraphe III.B) est également activée par des
capteurs intracellulaires et induit 1'apoptose, notamment par l'intermédiaire de la
protéine pro-apoptotique Bax. Cette derniere fait partie de la famille Bcl-2 dont les
membres ont a la fois des propriétés anti-apoptotiques (Bcl-2, Bel-XL, Bcl-W) ou
pro-apoptotiques (Bax, Bak, Bid, Bim). Le mécanisme d'activation des membres de
cette famille n'est pas totalement ¢lucidé, mais leur role dans l'apoptose est certain

(revue de Adams et Cory 1998).

(3) Les effecteurs ultimes de I'apoptose sont les caspases (des protéases a
cystéines). Les caspases 8 et 9 sont activées respectivement par les voies en aval des
récepteurs de mort cellulaire et des capteurs intracellulaires. Elles induisent
l'activation d'une douzaine d'autres caspases qui exécutent le programme de mort
cellulaire en lysant spécifiquement leurs protéines cibles. Ce programme conduit a la
rupture des contacts avec les cellules voisines, la réorganisation du cytosquelette,
l'inhibition des mécanismes de réplication et de réparation de ' ADN, la destruction de
I'ADN, la rupture de la membrane nucléaire, la destruction de toute structure
subcellulaire, et le marquage de la cellule comme cible des cellules phagocytaires
(revue de Thornberry et Lazebnik 1998).

La stratégie la plus commune d'inhibition de l'apoptose dans les cellules
cancéreuses implique le géne suppresseur de tumeur 7P53 (cf. paragraphe I11.B). Ce
gene est muté dans plus de 50% des cancers humains. La protéine p53 codée par le
gene TP53 joue un rdle de garde-fou. Elle est normalement activée suite a différents
stress comme le dommage a I'ADN, la surexpression d'oncogénes ou l'hypoxie, et
peut induire l'apoptose. Les protéines p53 mutées perdent généralement leur capacité
d'induction de 1'apoptose (Levin 1997).

Un autre mécanisme d'inhibition de I'apoptose repose sur la dérégulation du
signal de mort cellulaire FAS (cf. paragraphe 1.B.8). Certaines cellules cancéreuses
acquicrent la capacité de synthétiser en grande quantité un récepteur FAS qui ne

transmet pas de signal. Ce récepteur sert de leurre et capte les ligands FASL qui ne
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vont pas se fixer sur les récepteurs normaux, ce qui empéche la transmission du signal
ciblant I'apoptose (Pitti et al. 1998).

Certains récepteurs de la famille du TNF transmettent non pas des signaux de
mort mais des signaux de survie. Certaines cellules cancéreuses activent ces voies

anti-apoptotiques, ce qui réduit le phénomene d'apoptose.

B.4. Potentiel prolifératif infini

A part les cellules embryonnaires ou germinales, toutes les cellules d'un
individu ont un potentiel réplicatif limité. En culture, les cellules cessent de se
répliquer au bout d'un nombre fini de passages, elles entrent en sénescence. L'ajout
d'oncogenes ou l'inhibition de suppresseurs de tumeur permettent aux cellules de
reprendre leur prolifération jusqu'a un nouveau stade appelé crise, qui se caractérise
par une mort massive des cellules et par l'apparition de fusions chromosomiques
(revue de Shay et Wright 2005).

Cette limitation du potentiel de croissance cellulaire vient de la perte
progressive des télomeres. En effet, les extrémités des chromosomes sont protégées
par la présence de séquences répétées de 6 paires de base (TTAGGG) d'une longueur
totale d'environ 15 kilobases a la naissance, et formant une structure particuliere en
boucle. Au cours des divisions cellulaires se pose le probléme de la réplication de
I'extrémité 3' des chromosomes. Une ribonucléoprotéine, la t€lomérase, est capable de
rajouter séquentiellement les fragments de 6 paires de base. Cependant, au cours de
leurs divisions, les cellules expriment de moins en moins la sous-unité catalytique de
la télomérase (hTERT) qui n'a plus une activité suffisante pour maintenir la totalité
des télomeéres qui raccourcissent donc a chaque mitose. Lorsque qu'un télomére
devient trop court, il ne peut plus former de boucle, ce qui est reconnu par la cellule
comme un dommage a 'ADN. Les voies p53 et pRb sont alors activées et arrétent le
cycle cellulaire, la cellule entre en sénescence.

Une cellule pré-cancéreuse qui a activé un ou plusieurs oncogenes peut ne pas
entrer en sénescence et continuer sa croissance. Lorsque certains té¢lomeres
deviennent trop courts, les extrémités non protégées des chromosomes peuvent
fusionner, ce qui conduit a une forte instabilité génomique (cf. paragraphe 1.B.7.a).

Cette instabilité peut étre profitable aux cellules cancéreuses puisqu'elle peut entrainer
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des modifications favorables a la tumorigenese. Cependant, la plupart des cellules
meurent suite a cette crise. Un événement rare (environ 1 cellule sur 10 millions) peut
intervenir et permettre a la cellule de survivre a la crise : la réactivation de la sous-
unité catalytique de la télomérase hTERT. Cette réactivation est observée dans la
majorité des cellules cancéreuses. Un second mécanisme consiste a recombiner
spécifiquement certaines chromatides soeurs, ce qui permet a la cellule de ne plus

avoir besoin de la télomérase.

B.5. Promotion de I’angiogenése

La survie d'une cellule dépend de son alimentation en oxygeéne et en
nutriments, ainsi que de sa capacit¢ a éliminer ses déchets. Ces fonctions sont
assurées par l'intermédiaire de la circulation sanguine. Les cellules cancéreuses
n'échappent pas a cette dépendance. L'oxygene ne diffusant des capillaires qu'a une
distance de 150-200 um, une tumeur a besoin de nouveaux vaisseaux pour grossir et
s'alimenter. La formation de nouveaux vaisseaux ou capillaires est possible par le
phénomeéne d'angiogenese (revue de de Castro Junior et al. 2006).

L'hypoxie, les stress oxydatifs ou mécaniques stimulent les cellules tumorales
qui vont induire I'angiogenése. Les voies impliquées ne sont pas bien connues mais la
plupart aboutit a la sécrétion de glycoprotéines de la famille du VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor). Le VEGF-A notamment stimule la prolifération et la
migration des cellules endothéliales ainsi que la perméabilité des petits vaisseaux.

L'induction de l'angiogenese par les cellules tumorales implique également
lI'inhibition de molécules anti-angiogéniques comme la thrombospondine-1, et le
changement de composition des intégrines a la surface cellulaire. En effet,
l'interaction entre certaines intégrines et des molécules d'adhésion peuvent induire ou

inhiber 'angiogenése.

B.6. Invasion des tissus et métastases

Au cours du développement d'un cancer, des cellules peuvent se détacher de la
tumeur dite "primaire" et aller coloniser un autre site via la circulation sanguine. Les
nouvelles tumeurs ainsi formées sont appelées métastases et seraient responsables de

90% des morts par cancer (revues de Weigelt et al 2005, et Mehlen et Puisieux 2006).
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La formation de métastases dépend de la capacité d'une cellule a envahir le tissu
adjacent, a entrer dans la circulation sanguine, a s'arréter au niveau d'un capillaire sur
un site distant et a envahir ce dernier.

Une cellule métastatique doit d'abord pouvoir se détacher de son support et
donc perdre son adhésion aux autres cellules et surtout a la matrice extracellulaire.
Cette capacité fait intervenir notamment les molécules d'adhésion cellule-cellule, les
intégrines et les protéases extracellulaires. Les altérations les plus courantes dans les
tumeurs métastasiques concernent 1'E-cadhérine (Christofori et Semb 1999), une
molécule d'adhésion intervenant dans les jonctions intermédiaires (cf. figure 43). La
perte de la jonction intermédiaire peut €tre obtenue par l'inactivation des genes codant
I'E-cadhérine ou la B-caténine (qui fait le lien entre I'E-cadhérine et le cytosquelette),
par la répression transcriptionnelle de I'E-cadhérine ou par la protéolyse de son
domaine extracellulaire.

Les intégrines sont a la fois des molécules de signalisation et de liaison a la
matrice extracellulaire. Les cellules métastatiques modifient la composition de leurs
intégrines, ce qui leur permet d'inhiber les liaisons au niveau du site primaire et
d'adapter leurs liaisons a la spécificité du site secondaire.

Les protéases extracellulaires dégradent la matrice extracellulaire et
permettent a une cellule de se détacher de son support. Les génes codant les protéases
peuvent étre activés alors que les génes codant leurs inhibiteurs sont inactivés. Au
niveau protéique, les protéases inactives stockées dans les grains de zymogene
peuvent étre activées et sécrétées a la surface des cellules cancéreuses.

Une cellule métastatique, une fois détachée de son support doit pouvoir entrer
dans un vaisseau et y survivre. Les cellules les plus petites et trés €lastiques sont les
plus aptes a survivre. De plus, dans la circulation sanguine, la cellule est soumise a de
nombreux stress mécaniques et immunitaires (cf paragraphe 1.B.8). La survie a ces
stress implique souvent l'expression de protéines anti-apoptotiques comme les HSPs
(Heat-Shock Proteins), ainsi que de I'inactivation de l'apoptose pS3-dépendante.

La sortie du vaisseau ainsi que la survie au site secondaire dépendent
essentiellement des autres capacités acquises, notamment au niveau des molécules de
surfaces qui vont permettent a la cellule d'adhérer au nouveau support et de proliférer.

La tumeur primaire n'étant pas toujours a proximité de vaisseaux sanguins, la

formation de métastases est dépendante de l'angiogenese, mais également de la
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formation de vaisseaux lymphatiques ou lymphangiogenese. Cette dernicre est induite
par des membres de la famille VEGF comme pour l'angiogenese, mais plus
particulierement par les VEGF-C et -D. Les cellules métastasiques qui entrent dans le
systéme lymphatique vont plus particuliérement former des métastases au niveau des

ganglions.

B.7. Instabilité chromosomique et génique

B.7.a. Instabilité chromosomique

L'instabilit¢ chromosomique ou génomique est le gain ou la perte de
chromosomes entiers ou de fragments de chromosomes, a des taux plus importants
que dans une cellule normale. Les altérations chromosomiques peuvent Etre
numériques (aneuploidie) ou structurales (translocations, amplifications, insertions,
délétions). Les cellules tumorales sont caractérisées par une grande instabilité
génomique, qui leur permet d'acquérir leurs différentes capacités tumorales. Le
caryotype d'une cellule tumorale est donc souvent différent du caryotype des cellules
normales adjacentes. Une fois le génotype tumoral optimisé, le caryotype tend a se
stabiliser (Albertson et al. 2003).

Le mécanisme principal conduisant & des remaniements génomiques est le
défaut de ségrégation des chromosomes lors de la mitose. Différents génes sont
impliqués dans ce défaut, et notamment les kinases Aurora A, B et C, qui sont souvent
surexprimées dans les cancers, et BUBI1 (Budding Uninhibited by Benzimidazoles 1
homolog) (revue de Gollin 2005).

Les cassures chromosomiques peuvent avoir différentes origines, notamment
tout ce qui cause des dommages a I'ADN comme les radiations UV (Ultra-Violet), les
radiations ionisantes, certains mutagenes, des erreurs de mésappariements, le blocage
de la fourche de réplication, ou des défauts dus a des composés oxydatifs réactifs.
Parmi ces dommages a I'ADN, les cassures double brin induisent une réponse
cellulaire qui consiste en une réparation de 'ADN ou l'apoptose. Lorsque le systéme
de réparation des cassures double brin ne fonctionne pas correctement, l'instabilité
génomique augmente. Lorsque qu'une cassure double brin a lieu, le complexe MRN
(MRE11, RADS50/NSBI, aussi appelé complexe MRE11) se lie a la cassure et active
ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated) et ATR (Ataxia Telangiectasia and Rad3-
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related). Ces kinases activent de nombreuses protéines dont p53, BRCA1 ou BRCA2.
Ces protéines interviennent notamment dans l'arrét du cycle cellulaire et 1'apoptose.
L'altération ou la perte de fonction d'un des genes impliqués dans la réponse aux
cassures double brin induit des mutations, des amplifications géniques et des
aberrations chromosomiques (revue de Mills et al. 2003).

Le raccourcissement des télomeres au cours des divisions implique également
une instabilit¢ chromosomique lorsque les télomeéres ne sont plus protégés et qu'ils

peuvent fusionner (cf paragraphe 1.B.4).

B.7.b. Instabilitée génique

L'instabilit¢ génique ou génétique se caractérise par une accumulation de
mutations dues a un défaut des systemes de réparation de ' ADN. Ces systémes sont
au nombre de 5: le BER (Base Excision Repair), le NER (Nucleotide Excision
Repair), le MMR (MisMatch Repair), le NHEJ (Non-Homologue End-Joining), et la
recombinaison homologue. Le mauvais fonctionnement d'un de ces systémes peut
entrainer la non-réparation de 1ésions causées par différents mutageénes ou dues a des
erreurs des polymérases lors de la réplication de I'ADN, ce qui induit une instabilité
génique. Les mutations conférant a la cellule un avantage prolifératif sont
sélectionnées lors de la transformation cellulaire. Les défauts des systémes de
réparation peuvent €tre dus a un défaut de reconnaissance de la 1ésion ou un défaut de
la réparation propre.

Le NER implique une trentaine de protéines dont 7 (XP-A a G) ont été
associées a des pathologies humaines. Il peut étre subdivisé en deux sous-systémes :
le GG-NER (Global-Genome NER) qui répare des dommages partout sur le génome,
et le TCR (Transcription-Coupled NER) qui est impliqué lors des blocages de la
transcription par I'ARN polymérase II (revue d'Andressoo et al. 2006).

Des mutations de genes impliqués dans le MMR, ainsi que leur répression par
méthylation de leur promoteur, ont été associés a des cancers du colon héréditaires et
sporadiques (revue de Jacob et Praz 2002). La spécificité du site du cancer associé a
ce défaut n'est pas ¢élucidée, mais cela n'exclut pas d'autres associations entre défaut

de réparation de I'ADN et cancer.
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B.8. Echappement a la réponse immunitaire

Les cellules cancéreuses ont une croissance anormale et expriment a leur
surface un ensemble de molécules dont la composition est anormale. Elles peuvent
donc étre reconnues par le systtme immunitaire et détruites. Pour survivre, elles
doivent développer un systéme d'échappement a la réponse immunitaire. Elles
peuvent acquérir la capacité (1) de recruter et de contrdler certaines cellules
immunitaires, (2) de sécréter des facteurs immunosuppressifs, (3) de former un
"réseau immunosuppressif’, et (4) de détruire directement des cellules immunitaires

effectrices (revue de Kim et al. 2006).

(1) Une cellule tumorale en sécrétant du VEGF peut non seulement induire
I'angiogenese mais aussi le recrutement de macrophages et de cellules dendritiques
immatures. Une fois recrutées, ces cellules immunitaires sont sélectionnées par un
mécanisme encore inconnu : elles se mettent alors au service des cellules tumorales

ou sont ciblées vers l'apoptose.

(2) Les cellules tumorales, ainsi que les macrophages associés peuvent
sécréter de la phosphatidylsérine qui inhibe la maturation des cellules dendritiques et
donc le mécanisme de présentation de l'antigéne. Les macrophages associés a la
tumeur peuvent ¢également sécréter différents facteurs, notamment le TGFp,
inhibiteurs de la maturation des cellules dendritiques ou du phénomene de

présentation de 'antigene.

(3) Les cellules immunitaires recrutées et les facteurs inhibiteurs sécrétés
peuvent passer dans la circulation lymphatique et agir au niveau des organes
lymphoides secondaires. Au niveau de la rate notamment, le TGFf et les cellules
dendritiques immatures modifiées peuvent activer des cellules naturellement
immunosuppressives, les Tregs. Ces dernicres inhibent les Ilymphocytes T,
indispensables a la réponse immunitaire spécifique et a la destruction des cellules
tumorales. L'extension de l'effet immunosuppresseur des cellules tumorales permet de

former un réseau protecteur étendu qui favorise l'apparition de métastases.
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(4) Certaines cellules tumorales sont capables de détourner les systémes de
signalisation de mort cellulaire. Une cellule normale possede des récepteurs de mort
cellulaire Fas a sa surface, et les cellules immunitaires NK (Natural Killer) peuvent
présenter a leur surface le ligand FasL. L'interaction Fas/FasL induit I'envoi d'un
signal de mort a la cellule possédant les récepteurs. Certaines cellules tumorales sont
capables d'inhiber la production de récepteurs Fas a leur surface, ou de produire du
Fas soluble servant de leurre. Elles peuvent également produire du ligand FasL
modifié qui va cibler les cellules NK et induire la mort de ces cellules immunitaires. I1

existe d'autres mécanismes semblables induisant la mort des lymphocytes T.

Les cellules cancéreuses subissent donc tout un panel de modifications.
Certaines de ces modifications consistent en un changement de profil d'expression des
protéines cellulaires, et d'autres modifications induisent la production de protéines
anormales. Ces derni¢res sont le résultat de mutations des genes correspondant, et
permettent d'acquérir de nouvelles capacités ou d'inhiber certaines fonctions

cellulaires.

C. Mutations et cancer

C.1. Définition

Une mutation se définit comme une modification d'une ou plusieurs bases
d'une séquence d'ADN, et qui apparait au cours de la vie d'un individu et de fagon rare
(moins d'1% des individus). L'apparition d'une mutation est le résultat d'un processus
multi-étape :

(1) une modification apparait a la suite d'une erreur lors de la réplication de ' ADN, ou
suite a l'exposition & un agent mutagéne qui va par exemple former un adduit,
modifier une base ou induire des liaisons anormales entre différents nucléotides;

(2) les systemes de réparation de I'ADN ne fonctionnent pas correctement et ne
réparent pas les erreurs ou les Iésions présentes sur ' ADN;

(3) au cours de la division cellulaire, 'ADN est répliqué et les lésions sont

incorrectement remplacées, la modification devient irréversible.
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Les mutations peuvent étre classées selon leur type et/ou leur effet. Il existe
deux grands types de mutation (substitution et insertion/d¢létion) et dans chacun de
ces types différents effets peuvent étre distingués.

(1) Parmi les substitutions de bases (changement d'une base en une autre), on
distingue :

- les mutations faux-sens : le changement de base a lieu dans une séquence
codante et entraine un changement d'acide aminé dans la protéine correspondante. Ce
changement peut avoir un effet plus ou moins important sur la fonction de la protéine.

- les mutations non-sens : la substitution a lieu dans une séquence codante et
entraine l'apparition d'un codon stop anormal. La protéine correspondante est alors
tronquée et généralement dégradée.

- les mutations silencieuses : la substitution n'entraine aucun changement au
niveau protéique, di a la redondance du code génétique.

- des substitutions peuvent également avoir lieu hors d'un séquence codante. Si
elles interviennent au niveau d'un promoteur, elles peuvent changer 1'expression de
protéines. Si elles interviennent au niveau d'un site d'épissage, les protéines
synthétisées peuvent étre modifiées (plus longues ou tronquées en fonction de la
séquence des introns impliqués). Ces mutations peuvent également n'avoir aucun
effet.

(2) 1l existe des modifications par insertions ou délétions. Ces modifications peuvent
avoir des conséquences identiques aux substitutions en fonction du site ou elles
interviennent. Dans une séquence codante, si les nucléotides délétés ou insérés ne sont
pas un multiple de 3, le cadre de lecture est décalé, ce qui induit généralement la

production de protéines tronquées ou aberrantes.

Dans les cancers, les propriétés acquises par les cellules sont souvent des
mutations, mais il existe également des remaniements chromosomiques ou des
modifications épigénétiques (qui ne changent pas directement la séquence de 'ADN
mais l'expression des protéines) comme les méthylations de I'ADN et les acétylations

de la chromatine.
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C.2. Mutations et ""génes du cancer"”

C.2.a. Qu'est-ce qu'un "gene du cancer"” ?

Un "gene du cancer" est défini comme un géne dont la dérégulation structurale
(au niveau génétique) ou fonctionnelle (au niveau épigénétique) induit l'initiation
et/ou la progression de 1'oncogenese. Dans chaque cellule cancéreuse, un panel de ces
"oy " ‘o . ' e s '
genes du cancer” est altéré, et est le résultat d'une sélection des propriétés qu'elles

conférent a la cellule (cf. partie 1.B).

Trois catégories de "génes du cancer" peuvent étre distinguées.

(1) Les oncogenes promeuvent la croissance cellulaire. Dans les cancers, la mutation
de ces génes induit la production des protéines correspondantes constitutivement ou
anormalement actives. L'effet des mutations sur les oncogénes est généralement
dominant, la modification d'un alléle du géne est suffisante.

(2) Les genes suppresseurs de tumeur agissent comme des contréleurs négatifs du
cycle cellulaire. Les mutations dans ces génes dans le cas de cancers induisent une
répression ou une suppression de leur role de controleur. L'effet des mutations est
généralement récessif, et tous les alleles du génes doivent étre modifiés.

(3) Les génes de maintien de I'homéostasie cellulaire contribuent a la régulation des
oncogénes ou des geénes suppresseurs de tumeur. Les génes codant les protéines
intervenant dans les différents mécanismes de réparation de 'ADN font partie de cette
catégorie. Dans les cancers, la mutation de ces genes induit une dérégulation des
controles de la croissance cellulaire et parfois une instabilité génomique qui favorise

la cancérogenese.

C.2.b. A la decouverte des "genes du cancer"”

L'identification de marqueurs moléculaires d'un cancer permet de comprendre
les mécanismes qui sont a l'origine du cancer, c'est-a-dire comment les cellules
cancéreuses ont acquis leurs capacités tumorales. Elle peut également permettre de
déterminer des cibles thérapeutiques potentielles. Différentes méthodes ont permis
l'identification de geénes actuellement reconnus comme pouvant étre a l'origine de
cancers. De nouvelles techniques ouvrent aujourd'hui d'autres perspectives quant a

l'identification massive de genes liés au cancer (revue de Benvenuti et al. 2005).
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(1) L'étude des rétrovirus a permis l'identification de génes clés comme s-src.
En effet, certains rétrovirus sont capables de transformer des cellules en culture
rapidement apres infection (Rous 1979). Lors du cycle de réplication virale, le
génome du virus est incorporé au génome de 1'hote, et lorsqu'il se "détache" il emporte
avec lui des versions de genes de I'hdte qui vont étre modifiées. Lorsque que le
génome viral contient un oncogene modifi¢, il devient capable d'induire la
transformation cellulaire. Certains rétrovirus sont capables de transformer des cellules
de fagon plus lente. Dans ce cas, c'est l'insertion du génome viral qui va induire des

modifications lorsqu'il se situe preés d'un "gene du cancer" (Neel et al. 1981).

(2) Au début des années 1980, un autre type d'essai a été mis au point. De
I'ADN tumoral est fractionné et introduit dans des fibroblastes de souris. Lorsque les
fibroblastes se transforment, 'ADN introduit est analysé, ce qui permet d'identifier le
ou les geénes responsables de cette transformation (Shih ef al. 1979). C'est ainsi que la
mutation au codon 12 du gene Ras qui induit le remplacement de la glycine par une

valine a été identifiée.

(3) L'analyse des caryotypes dans les tumeurs permet de trouver des génes
impliqués dans le développement du caractére tumoral, au niveau des cassures dues
aux translocations et aux inversions, et dans les régions amplifiées ou délétées (Falini

et Mason 2002).

(4) Des expériences de fusions de cellules tumorales avec des cellules non-
tumorales ont permis d'identifier des geénes supresseurs de tumeur (Harris 1988). En
effet, dans certains cas, la fusion permet la suppression de la croissance anormale des
cellules transformées qui ont perdu des fragments de chromosome contenant un geéne
suppresseur de tumeur. Cette technique a permis notamment la découverte du géne du

rétinoblastome : Rb.
(5) Les techniques actuelles utilisent le séquengage direct a grande échelle

pour déterminer des profils de mutations, ou des puces d'expression pour déterminer

des profils d'expression de geénes. De nombreuses études systématiques ont été
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publiées. La comparaison de I'expression des génes entre différents tissus tumoraux
ou entre un tissu tumoral et le tissu sain adjacent permet de déterminer des génes
dérégulés dans le cancer (anormalement activés ou réprimés). Par exemple, 'analyse
de profils d'expression de carcinomes hépatocellulaires (CHC) a permis de

différencier deux profils qui sont corrélés avec la survie des patients (cf. figure 2).

L'analyse plus précise des genes différemment exprimés dans ces deux profils
pourrait permettre d'identifier des génes du cancer. Cependant, certaines dérégulations
ne sont pas la cause de la transformation cellulaire mais la conséquence de nombreux
changements dans la cellule. L'interprétation des résultats est donc délicate et les
¢études doivent s'effectuer sur de nombreux patients pour éviter ce genre de biais. Le
séquencage a grande échelle permet de séquencer de trés nombreux geénes et de
déterminer les mutations a 1'origine du cancer, c'est-a-dire celles qui conferent un
avantage sé¢lectif a la cellule et qui se produisent donc dans un "gene du cancer". De
méme que pour les profils d'expression, les patrons de mutations peuvent présenter
des biais dus a des mutations opportunistes qui ne sont pas sélectionnées mais qui sont
présentes par hasard dans une cellule sélectionnée (Futreal et al. 2004). Le
séquencage a grande échelle est un des défis du "Cancer Genome Project"”

(http://www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/).
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Figure 2 : Exemple de profils d'expression dans des cas de CHC. L'analyse de ces profils
a permis de différencier deux types de profil fortement associés avec la survie des
patients correspondants. Tiré de Lee et Thorgeirsson 2006.
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C.2.c. Interéts des "genes du cancer”

L'étude des "geénes du cancer" et de leurs altérations est trés prometteuse. Elle
pourrait permettre d'élucider des mécanismes de cancérogenese, de définir des
marqueurs moléculaires spécifiques de certains cancers, de prédire ou suivre leur
progression, d'établir un pronostic, de prédire la réponse a certaines thérapies ou le
risque de rechute, et de définir de nouvelles cibles thérapeutiques. Les résultats
récents montrent qu'il est possible de mieux cibler les thérapies et surtout de les
personnaliser, de choisir pour chaque patient une thérapie "sur-mesure". Cette
nouvelle vision de la thérapie pourrait permettre une meilleure prise en charge des

patients et d'en réduire le cot.

C.3. Types de mutations dans le cancer et signature des_

agents cancérigenes

L'apparition d'une mutation est un processus multi-étape (cf. paragraphe

I.C.1). La premiére étape est une modification due a un agent cancérigéne. Certains
cancérigenes peuvent induire des mutations spécifiques. L'intérét de I'étude des
mutations est alors de détecter des profils de mutations spécifiques de certains agents
cancérigenes afin de remonter a la cause du cancer, et donc aux mécanismes

impliqués dans la cancérogenése, et d'adapter le traitement.

Parmi les "signatures" connues, il y a les double mutations CC vers TT dans
les cancers de la peau dus aux radiations UV (Ultra-Violet), la transversion G vers T
au codon 249 du geéne TP53 dans les cancers du foie dus a I'AFB1 (aflatoxine B1), et
les transversions G vers T aux codons 157, 158, 248 et 273 du géne TP53 dans les

cancers du poumon dus a la cigarette (cf. figure 3).
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Figure 3 : Exemples de signatures dans le géne 7P53 dus a 3 mutagenes : radiations UV
(Ultra-Violet), aflatoxine B1 (AFB1) et cigarette. Sur la droite, prévalence des mutations
liées a ces cancérigénes dans le cancer associé, comparé aux autres cancers. Tiré de Shi

et al. 2005.

Le cancer est donc une maladie a différentes facettes. Il peut étre causé par

divers facteurs de risques, qui vont induire la dérégulation de différentes voies

cellulaires de fagon plus ou moins spécifique. Par la suite, nous nous focaliserons sur

le carcinome hépatocellulaire, la forme majeure de cancer du foie, et nous essayerons

de définir des éléments plus caractéristiques de ce cancer, et les implications au

niveau de l'amélioration de la santé publique.
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II. Le carcinome hépatocellulaire

A.Un probléme de santé majeur : données
épidémiologiques descriptives

Le carcinome hépatocellulaire (ou CHC) représente 95% des tumeurs
malignes primitives du foie. Avec plus de 600 000 nouveaux cas diagnostiqués chaque
année (d'apres les données de 2002, Parkin et al. 2005), c'est le Séme cancer dans le
monde en terme d'incidence, représentant plus de 5% de tous les cas de cancers
diagnostiqués (7,5% chez les hommes et 3,5% chez les femmes). Sa répartition
géographique n'est pas uniforme et dépend de la répartition des différents facteurs de
risque, notamment les virus hépatiques (cf. paragraphe II.C). Les pays les plus
touchés sont des pays en voie de développement situés en Afrique sub-saharienne et
en Asie du Sud-Est (plus de 20 nouveaux cas par an et par 100 000 habitants) avec
environ la moitié des cas recensés en Chine. En Europe et en Amérique de Nord,
l'incidence du CHC faible (moins de 5 nouveaux cas par an et par 100 000 habitants)
(cf. figures 4 et 5).

Les chiffres de l'incidence du CHC sont certainement largement sous-estimés
(certains auteurs parlent d'l million de nouveaux cas chaque année), a cause d'un
manque de diagnostic dans les pays les plus pauvres. La tendance actuelle est a la
hausse de l'incidence, due a un meilleur diagnostic dans les pays en voie de
développement qui sont les plus touchés, et a 'augmentation de l'infection par le virus

de I'hépatite C en Europe et en Amérique du Nord (El-Serag et al. 2003).

Le CHC est un cancer de mauvais pronostic (cf. figure 6). Il est au 3éme rang
en terme de mortalité par cancer avec plus de 500 000 décés chaque année (d'apres les
données de 2002, Parkin ef al. 2005); et dans certains pays d'Asie il passe au premier
rang. Dans 80% des cas, il est diagnostiqué a un stade avancé et la survie du patient
est alors inférieure a 1 an. Les traitements proposés ne sont pas efficaces sur les stades
avanceés, et dans les pays en voie de développement ou l'incidence du CHC est la plus

forte, aucun traitement n'est disponible.

33



Liver, Males
Age-Standardized incidence rate per 100,000

-

WM< 34 [ < a9 < 85 M < 185 M < 989
GLOBOCAHN 2002, TIARC

Figure 4 : Carte du monde des incidences du cancer du foie chez I'homme standardisées
sur 1'age/100 000 hommes. Les deux régions les plus touchées sont 1'Afrique sub-
saharienne et I'Asie du Sud-Est. GLOBOCAN 2002, http://www-dep.iarc.fr/.
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Figure 5 : Taux d'incidence/100 000 hommes par tranches d'age dans différents pays du
globe. Tiré de Stewart et Kleihues 2003.
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B. Diagnostic et traitement du CHC

B.1. Un diagnostic souvent tardif

B.1.a. Méthodes de diagnostic usuelles

Le diagnostic dun CHC est basé¢ sur 3 types d'analyse : des méthodes
d'imagerie, la mesure de I'AFP (Alpha-FétoProtéine) dans le sérum, et l'analyse de
biopsies (revue de Talwalkar et Gores 2004).

Un CHC est diagnostiqué chez un patient cirrhotique (définition de la cirrhose
paragraphe I1.C.1) lorsqu'une 1ésion de plus de 2 cm de diamétre est détectée par deux
méthodes d'imagerie, et qu'une hypervascularisation artérielle est observée par au
moins une méthode d'imagerie. Un niveau d'AFP supérieur a 400 ng/mL dans le
sérum d'un patient atteint de cirrhose est également suffisant pour poser le diagnostic
d'un CHC.

L'AFP est une glycoprotéine produite a l'origine par le foie du feetus. Sa
production chute apres la naissance et est réprimée chez l'adulte. Cependant, plus de
70% des patients atteints de CHC ont une dose d'AFP élevée dans le sang. La
concentration en AFP est considérée comme normale lorsqu'elle est inférieure a
20 ng/mL. Ce seuil varie fortement selon les ethnies : par exemple 30 ng/mL pour la
population sicilienne (avec une sensibilité¢ de 65% et une spécificité de 89%, pour le
diagnostic d'un CHC) et 200 ng/mL pour la population birmane (avec une sensibilité
de 70% et une spécificit¢ de 100% pour le diagnostic d'un CHC). Bien que la
concentration en AFP dans le sang soit une méthode beaucoup utilisée pour détecter la
présence d'un CHC, cet outil est limité. En effet, des patients non cancéreux atteints
d'une hépatite virale aigué peuvent présenter une concentration forte en AFP dans le
sang, ce qui limite 'utilisation de la méthode (Daniele ef al. 2004).

Le diagnostic d'un CHC est délicat lorsque les 1€sions sont petites (< 2 cm de
diameétre). Les 1ésions de taille inférieure a 1 cm de diamétre ont un risque de 50%
d'étre malignes. Dans ce cas, un suivi de la croissance de la 1ésion est recommandé
tous les 3 mois par ultrasonographie, jusqu'a ce que la lésion dépasse 1 cm de
diameétre. Lorsque la 1ésion a un diameétre compris entre 1 et 2 cm, une biopsie est
effectuée afin de connaitre la nature histologique de la lésion. Cependant, le résultat

de l'analyse histologique donne des faux négatifs dans 10 a 20% des cas. De plus,
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lorsqu'une tumeur est présente, elle peut se propager le long du chemin emprunté par

l'aiguille.

Méme si les patients cirrhotiques, les plus a risque de développer un CHC,
sont suivis réguliérement dans les pays développés, le diagnostic reste difficile et
tardif. Dans les pays en voie de développement les plus touchés, le suivi est rarement
assuré, et les patients sont diagnostiqués tres tardivement, apres l'apparition de
symptomes. Dans ces pays, il manque souvent du matériel d'imagerie et du personnel
qualifié. Cependant, parmi toutes les méthodes d'imagerie permettant le diagnostic du

CHC, l'ultrasonographie reste la moins chere et donc la plus utilisée.

B.1.b. Développement de nouvelles méthodes de diagnostic

Afin d'améliorer le diagnostic du CHC, tant au niveau de la sensibilité, de la
spécificité, que de la précocité, des marqueurs sanguins ont été analysés (revue de
Zhou et al. 2006). Ils sont de nature différente : (1) glycoprotéines, (2) enzymes, (3)
ARN messagers et (4) cytokines.

(1) Le glypican 3, une protéoglycane de la membrane plasmique, peut étre
détecté dans le sang de 40 a 53% de patients atteints de CHC et ayant une
concentration sanguine nulle en AFP. La combinaison de I'AFP et du glypican 3

permet d'augmenter la sensibilité de la détection du CHC (Capurro et al. 2003).

(2) La gamma glutamyl transférase est une enzyme normalement sécrétée par
le foie, mais dont l'activité augmente dans le cas d'un CHC. Elle est formée de 13
isoenzymes dont certaines ne sont détectables que dans le sérum de patients atteints
de CHC (Cui et al. 2003). L'alpha-1-fucosidase est une enzyme qui hydrolyse les
liaisons du fucose dans les glycoprotéines et les glycolipides. Son activité augmente
de fagon significative chez un patient atteint de CHC comparé a une personne saine,
atteinte de cirrhose ou d'hépatite chronique. L'augmentation de cette activité chez des
patients cirrhotiques semble étre prédictive du développement d'un CHC dans les
années suivantes et cette augmentation est détectable 6 mois avant la détection du
CHC par des méthodes d'imagerie (Ishizuka et al. 1999). La DCP (Des-Gamma-

Carboxyprothrombine) est un produit anormal du foie qui agit comme un mitogene. 11
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semblerait que sa détection soit plus efficace que I'AFP pour différencier un foie

cancéreux d'un foie présentant une autre maladie (Marrero et al. 2003).

(3) La présence d'ARNm dans le sang peut étre détectée. La présence de
I'"ARNm de I'AFP signifie la présence de cellule de CHC dans le sang, et est associée
a un fort risque de développer des métastases (Ijichi et al. 2002). La présence
d'ARNm de la gamma glutamyl transférase est normale dans le sang. Cependant, il
existe plusieurs types de cet ARNm et I'un d'entre eux est un indicateur de la présence
de CHC avec un mauvais pronostic (Sheen et al. 2003). L'expression de 'ARNm de la
sous-unité catalytique de la télomérase (hTERT) est significativement plus importante
chez un patient atteint de CHC que chez une personne saine ou atteinte d'une autre
maladie du foie (Miura ef al. 2005).

(4) L'expression du VEGF est plus importante dans les tissus cancéreux
présentant des invasions veineuses microscopiques, que dans les tissus normaux ou
cancéreux sans invasion. Les plaquettes semblent étre les transporteurs du VEGF
produit par la tumeur, un fort ratio VEGF/plaquettes est associ¢é avec une étape
avancée de CHC, une thrombose de la veine porte, une mauvaise réponse aux
traitements et une survie plus courte (Kim ef al. 2004). Les concentrations en
interleukine-8, TGFB1, et en facteurs de croissance tumeur-spécifiques sont plus

¢levées chez des patients atteints de CHC que chez des personnes saines.

Il existe donc de nombreux marqueurs sanguins qui pourraient étre utilisés
dans la détection du CHC. Pris a part, chacun de ces marqueurs ne donne pas une
sensibilité et une spécificité assez élevées, mais la combinaison de plusieurs de ces
marqueurs donne de meilleurs résultats pour la détection du CHC ainsi que dans

certains cas pour le pronostic.

B.2. Des options de traitement réduites

Il existe deux grands types de modalités de traitement des patients atteints d'un
CHC : les modalités curatives, et lorsque les patients ne peuvent pas en bénéficier, des

modalités palliatives (revues de Motola-Kuba et al. 2006, Bruix et Sherman 2005).
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B.2.a. Modalités curatives

La résection chirurgicale peut étre effectuée sur un foie ayant conservé de
bonnes fonctions hépatiques et porteur d'un CHC unifocal pas trop volumineux
(<5 cm de diameétre), sans envahissement vasculaire ou dissémination métastatique.
Lorsque ces conditions sont remplies, la survie post-résection est bonne : entre 50 et
100% a 5 ans. Chez des patients ne remplissant pas ces conditions, d'autres prises en
charges thérapeutiques peuvent étre tentées, comme la transplantation hépatique ou

les destructions partielles.

La transplantation hépatique est tres efficace pour les CHC de petite taille,
comme la résection chirurgicale, et peut profiter aux patients cirrhotiques. Les
patients qui sont sélectionnés pour la transplantation ont un CHC constitué¢é d'un
nodule unique de diameétre < 6,5 cm, ou de 2-3 nodules de diameétre <4,5 cm avec la
somme de tous les nodules < 8 cm. Cependant, ce traitement est lourd et coliteux, et la

pénurie de greffons rend 1'attente longue.

Les traitements locaux de CHC consistent en la destruction du tissu tumoral
par injection d'une substance chimique nécrosante (de I'alcool absolu par exemple) ou
par application d'un moyen physique comme I'hyperthermie par radiofréquences. Ils
peuvent étre réalisés par voie percutanée sous contrdle échographique ou a ventre
ouvert aprés laparotomie. Les traitements locaux permettent de stériliser des nodules
de CHC de petites tailles (< 3-4 cm de diameétre) mais n'ont aucun intérét dans les

formes métastatiques ou évoluées.

B.2.b. Modalités palliatives

Il existe 3 principales modalités palliatives. L'embolisation artérielle hépatique
a pour but d'ischémier et de nécroser le tissu tumoral, en utilisant généralement des
particules de Spongel. La chimioembolisation lipiodolée artérielle hépatique consiste
en l'injection intra-artérielle d'un agent antimitotique (cisplatine ou doxorubicine) et
d'un vecteur comme le Lipiodol. L'injection intra-artérielle hépatique de substances

radioactives peut avoir un impact anti-tumoral.
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Ces trois principales modalités palliatives n'ont pas démontré de bénéfice au

niveau de la survie des patients méme si elles ont un effet anti-tumoral.

Rizal [Philippinzs) w7
Di=aka [lapon] (1%}
Espagne ]

Khon Kasn [Thailardz) Bl =4
Etats-Uniz [Blancs) | 4.7
Shanghai [Chins) J§ 44
ltalia |f +
Angleterre | #
Etats-Unis {Noirs) || #%
Qidong [Ching] |f 2
Danemark || !
Chiarg Mai [Thatlande] | 2.5

% da survis pour ks el saxes

Figure 6 : Taux de survie a 5 ans aprés diagnostic du cancer du foie dans différentes
régions du globe. Tiré de Stewart et Kleihues 2003.

Le CHC est un cancer difficilement traitable, et la survie des patients
diagnostiqués est faible (cf. figure 6). En effet, le diagnostic est souvent tardif, ce qui
limite fortement l'application de traitements curatifs ainsi que leur efficacité, et donc
les chances de survie. De plus, la plupart des CHC est diagnostiquée dans des pays en
voie de développement qui ne possédent pas les infrastructures, le personnel et les
moyens nécessaires au dépistage et au traitement du CHC. Il semble donc difficile de
réduire sensiblement la mortalité par CHC dans ces conditions. Puisqu'il vaut mieux
prévenir que guérir, la baisse d'incidence du CHC parait plus plausible a réaliser en
analysant les facteurs de risque qui provoquent ce cancer et en insistant sur la

prévention des risques €vitables.

C. Facteurs de risque du carcinome hépatocellulaire

Les facteurs de risque du CHC sont nombreux et leur importance varie
géographiquement (cf. figure 7). Le facteur de risque du CHC le plus important est la

cirrhose (cf paragraphe I1.C.1). Elle peut étre causée par les mémes facteurs de risque

39



que ceux du CHC, mais ce n'est pas un stade obligatoire. Parmi les facteurs de risques
a l'origine du CHC ou de la cirrhose, les virus hépatiques sont considérés comme
responsables de 70 a 80% des cas de CHC. L'importance relative des virus de
I'hépatite B et C (VHB et VHC) dépend des régions de forte endémicité. Parmi les
facteurs importants dans les régions de I'Afrique sub-saharienne et de I'Asie du Sud-
Est, l'aflatoxine B1, une mycotoxine, est co-responsable avec le VHB de la majorité
des cas de CHC. Le Japon occupe une place particuliere en Asie, puisque le facteur de

risque dominant est le VHC.

Facteurs de risque VHC VHB Alcool Autres facteurs
Europe 60-70% 10-15% 20% 10%
Amérique du Nord 50-60% 20% 20% 10%
Asie et Afrique 20% 70% 10% <10%
Japon 70% 10-20% 10% <10%

Figure 7 : Tableau récapitulatif des facteurs a l'origine des CHC dans 4 régions du
globe. Adapté de Llovet e al. 2003.

C.1. Cirrhose

80 a 90% des CHC se développent sur un foie cirrhotique, méme si ce n'est
pas une étape obligatoire (revue de Fattovich ef al. 2004 et Okuda 2007). La cirrhose
est une maladie chronique du foie qui se définit de fagcon histologique. C'est une
fibrose intra-hépatique extensive qui devient annulaire autour de troubles
architecturaux de la régénération hépatocytaire qui mene a la formation de micro-
et/ou macro-nodules de régénération.

La cirrhose en elle-méme peut entrainer la mort du patient, mais la majorité
des cirrhoses évolue en CHC. Les facteurs de risque pour les deux pathologies sont
les mémes. Par la suite, nous décrirons la relation entre ces facteurs de risque et le

CHC sans détailler pour chacun la relation avec la cirrhose.
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C.2. Virus de I'hépatite B

C.2.a. Données épidémiologiques

Le virus de I'hépatite B (VHB) a été découvert en 1967 par Krugman et al. qui
ont montré qu'il existait une forme d'hépatite transmise par voie veineuse. Deux
équipes ont également mis en évidence la présence d'un antigene (aujourd'’hui connu
sous le nom d'antigéne HBsAg) qui permettait de détecter la présence du virus
(Blumberg et al. 1965 et Prince et al. 1964).

Le VHB est un membre de la famille des Hepadnaviridae (virus a ADN
hépatotrope), qui infecte essentiellement les hépatocytes. Cependant, il est possible de
trouver de 'ADN viral dans des cellules rénales, pancréatiques ou dans des cellules
mononucléées du sang périphérique. Les virions ou particules de Dane, sont des
particules enveloppées d'un diamétre d'environ 40-42 nm. L'enveloppe de lipides
externe contient des glycoprotéines virales ou antigénes de surface. La capside
contient I'ADN viral d'une longueur d'environ 3,2 kilobases, sous forme circulaire
relachée partiellement double brin, la polymérase virale, et quelques protéines de
I'hote (cf. figure 8).

Protéine Core /— Protéine S

Protéine M

: 3,—Protéine L

Polymérase

Virus de
I'Hépatite B

Figure 8 : Représentation "écorchée" d'un virion de I'hépatite B.
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Figure 9 : Représentation schématique des 3 types de particules du VHB. INSERM
U271.

Les cellules infectées par le VHB produisent également des particules
sphériques ou filamenteuses d'un diametre d'environ 20 nm, qui ne contiennent pas
d'ADN viral et qui ne sont donc pas infectieuses (cf. figure 9). Ces particules sont

largement en exces dans le sang par rapport aux particules infectieuses.

Le VHB n'est pas présent uniformément dans le monde. Il existe deux grandes
régions de forte endémicité : 1'Afrique sub-saharienne et 1'Asie du Sud-Est (cf.
figure 10). 11 a été évalué comme cancérigene du groupe 1 par le CIRC en 1994
(IARC, Monographies volume 59).
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Figure 10 : Carte mondiale du portage chronique du VHB. En rouge les 2 grandes
régions ou le portage chronique est le plus fort et atteint plus de 8% de la population.
Données OMS.

C.2.b. Modes de transmission

Le VHB est transmis par contact avec le sang ou les liquides biologiques d'une
personne infectée. Les principales voies de transmission sont : la transmission de la
mere a I'enfant lors de l'accouchement, la transmission d'enfant a enfant, les injections
et transfusions a risque, et les contacts sexuels.

Les voies principales de transmission sont différentes dans les deux grandes
régions a risque. En effet, en Asie du Sud-Est, les meres sont souvent porteuses d'un
virus actif et elles le transmettent a leur enfant a la naissance. En Afrique, les meres
sont souvent porteuses d'un virus peu réplicatif et les enfants sont infectés durant

I'enfance et non a la naissance.

C.2.c. Données moléeculaires

Le génome du VHB contient 4 cadres ouverts de lecture chevauchants (ORF :
Open Reading Frame) : Pré-S1/Pré-S2/P, S, PréC/C et X, qui codent les différentes
protéines virales a partir du brin (-) d'ADN (cf. figure 11).
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- L'ORF P est le plus long des ORF, il couvre environ 80% du génome et code la
polymérase virale (Pol).

- L'ORF Pré-S1/Pré-S2/S chevauche partiellement I'ORF P mais avec un cadre de
lecture différent. Il code les différentes protéines de surface ou HBs : S (Small), M
(Middle ou S+Pré-S2), et L (Large ou S+Pré-S2+Pré-S1).

- L'ORF Pré-C/C contient deux sites d'initiation qui permettent la synthese de la
protéine précore ou HBe et la protéine de capside core ou HBc.

- L'ORF X code la protéine X, qui intervient dans la régulation de la transcription.

Durant le cycle de réplication virale (cf. ci-aprés paragraphe I1.C.2.d), le
génome du VHB est transcrit en différents ARN. Le plus long est appelé ARN preé-
génomique (ARNpg): il fait environ 3,5 kilobases et sert de matrice pour la
réplication du génome viral par la polymérase virale. Il sert également a la traduction
des protéines core, précore et a la polymérase virale. Trois autres ARN de
2,4 kilobases, 2,1 kilobases et 0,7 kilobases sont ¢galement transcrits. Ils servent a la

traduction des protéines d'enveloppe et de la protéine X.

-,
* 35kb

Figure 11 : Représentation schématique du génome du VHB. A I'extérieur, les 4
transcrits dont I'ARN pré-génomique le plus long. Les pointillés représentent la zone
partiellement double brin du génome qui a une longueur variable. Entre le génome et les
transcrits sont représentés les 4 cadres ouverts de lecture. Tiré de Kidd-Ljunggren et al.
2002.
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C.2.d. Cvcle de réplication du VHB
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Figure 12 : Schéma représentant le cycle de réplication du VHB.Tiré de Ganem et
Prince 2004.

Le cycle de réplication du VHB passe par une étape ARN-dépendante (cf.
figure 12, Summers et Mason 1982). Les virions se lient a des récepteurs de surface
(inconnus a ce jour) et la fusion de I'enveloppe avec la membrane plasmique permet
l'entrée de la capside virale dans la cellule. La capside virale est ensuite acheminée
vers le noyau et seul I'ADN viral y pénétre. Le brin positif est alors complété et 'ADN
est converti en un ADN superenroulé¢ ou ADNccc (covalently closed circular DNA),
qui va servir de matrice a la polymérase a ARN de I'hote (Tuttleman et al. 1986). Les
différents ARN sont alors synthétisés et vont migrer dans le cytoplasme ou les
protéines virales sont produites. Les protéines de capsides sont assemblées et
I'"ARNpg est encapsidé avec la polymérase virale (Pollack et Ganem 1994). Une fois
encapsidé, 'ARN viral sert de matrice a la polymérase virale qui va synthétiser le brin
d'ADN(-) puis une partie du brin d'ADN(+) en dégradant 1'ARN. Cet ADN

nouvellement synthétisé peut étre recyclé vers le noyau pour alimenter la réserve
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d'ADNccc ou est enveloppé par les antigenes de surface synthétisés dans le réticulum
endoplasmique. Les virions ainsi formés sont exportés dans la circulation sanguine

par exocytose.

C.2.e. Infection et pathologie
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Figure 13 : Profils sérologiques et marqueurs moléculaires aprés une infection par le
VHB. En A : infection limitée, le patient élimine le virus. En B : infection qui devient
chronique. Tiré de Ganem et Prince 2004.

Suite a une premicre infection, les antigenes HBsAg deviennent détectables
dans le sang aprés une période d'incubation de 4 a 10 semaines environ, suivie
rapidement par l'apparition d'anticorps anti-HBc. La quantité de virions circulant dans
le sang devient quantifiable, et peut atteindre 10° a 10'° virions/mL de sang dans le cas
d'infections aigués. L'antigéne HBe devient également détectable. Une fois que
l'infection est bien installée, des anticorps dirigés contre les antigénes HBc sont
sécrétés et sont responsables de la destruction des hépatocytes infectés et donc des
dommages au niveau du foie. Ces dommages peuvent étre mesurés par le taux d'ALT

(Alanine Transférase) qui augmente dans le sang. La plupart des primo-infections
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chez les adultes, qu'elles soient symptomatiques ou non, est résolue et I'hote ¢limine le
virus dans le sang et le foie, et conserve une immunité persistante par la sécrétion
d'anticorps anti-HBs notamment (cf. figure 13 A). Lorsqu'un antigéne est ¢liminé et
que l'anticorps correspondant apparait, on parle de séroconversion (par exemple pour

les antigenes HBs et HBe).

Certains adultes développent une infection persistante. Le virus continue a se
répliquer, et reste détectable dans le sang, méme si sa concentration peut étre variable
(cf. figure 13 B). Si la présence d'antigénes HBs est détectée dans le sang plus de 6
mois apres l'infection, ces individus sont appelés porteurs chroniques. Ils peuvent ne
pas développer de symptome particulier. Les porteurs chroniques ont environ 100 fois
plus de risque de développer un CHC qu'une personne non infectée. Le CHC se

développe généralement apres une cirrhose (cf. figure 14).

Primo-infection par le VHB

G(i%/ W

Pas de symptome Hépatite aigué

<1%
90% chez les nouveau- nés

25-30% chez les enfants : i .
<10% Zhez les adultes Guérison Hepatite fulminante

Infection chronique

70-80‘%/ \o‘ao% Décés

Porteurs chroniques Hépatites
asymptomatiques chroniques ™/

By

=~ - 10-30%¢ N

| r R 1

. 10%
| “A Cirrhose — CHC

Figure 14 : Evolution pathologique aprés une primo-infection par le VHB. Les
pourcentages représentent le pourcentage total de patients qui évoluent vers 1'état
suivant.
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C.2.f. Variabilité génétique et génotypes

La réplication du VHB passe par une étape ARN-dépendante, ce qui confere a
son génome une forte variabilité. En effet, la polymérase virale ne posséde pas de
fonction d'édition. Il est trés courant de trouver de nombreux variants minoritaires
chez un méme individu, on parle méme de "quasi-especes". Cependant, les 4 cadres
ouverts de lecture étant chevauchants, la moindre modification peut atteindre

simultanément deux génes, ce qui limite la variabilité génétique du virus.

Gibbon HEV

-, ECJu'mparLzee HEBEV
= Gorilla HEV
} Gibbon HBV

Orangutan HEV

(2 1]

Figure 15 : Dendrogramme représentant la filiation entre les différents génotypes du

VHB infectant I'Homme, ainsi que certains Primates. Les séquences utilisées sont des
séquences du géne S. Tiré de Norder ef al. 2004.

Huit génotypes sont connus a ce jour. Ils sont déterminés comme ayant chacun

au moins 8% de différence de séquence avec les autres. Les 4 premiers génotypes (A a
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D) ont ¢ét¢ déterminés dans les années 1980 (Okamoto et al. 1988). Les 4 génotypes
suivants (E a H) ont été identifiés plus récemment (Norder et al. 1994, Stuyver et al.
2000, Arauz-Ruiz et al. 2002, cf. figure 15). Ces différents génotypes sont divisés en
4 sous-types (adw, adr, ayw et ayr) qui sont classés en fonction de déterminants
antigéniques de la protéine HBsAg. L'acide aminé 122 détermine les sous-types d
(Lysine) et y (Arginine) et I'acide aminé 160 détermine les sous-types w (Lysine) et r
(Arginine). Il existe une corrélation entre les génotypes et les sous-types. Les
génotypes A peuvent étre de sous-types : adw et ayw, le génotype C : adr, adw et ayr,

les génotyes D et E : ayw, et les génotypes F, G et H : adw.

Les différents génotypes sont inégalement répartis géographiquement. Les
génotypes A et D sont fréquemment retrouvés en Afrique, Europe et Inde, les
génotypes B et C en Asie, le génotype E en Afrique de I'Ouest, le génotype F en
Amérique centrale et du Sud. Les génotypes G et H ont une distribution moins connue
(cf. figure 16).

Figure 16 : Carte du monde de la répartition des différents génotypes du VHB.
INSERM U271.

Plusieurs études ont montré que les virus de différents génotypes avaient des

caractéristiques variables au niveau de l'infection, de l'aspect clinique et de la réponse
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aux traitements. En Asie et en Afrique de 1'Ouest, les différences de comportement des
génotypes expliquent les différences de transmission. Lorsqu'un enfant est infecté par
un virus de génotype E, la présence d'ADN viral dans le sang et de 1'antigéne HBeAg
décroit rapidement et a un age assez jeune. Les meres sont donc généralement peu
infectieuses et la transmission se fait entre enfants. En Asie du Sud-Est ou les
génotypes dominants sont B et C, la décroissance de la présence d'ADN viral dans le
sang est plus tardive et les meres sont fortement infectieuses. La transmission du VHB
se fait alors essentiellement de mére a enfant.

Les différences entre génotypes ont été étudiées essentiellement entre les
génotypes B et C prévalents en Asie du Sud-Est, et entre les génotypes A et D
prévalents plus a 1'Ouest. Par exemple, les virus de génotype B induisent une
progression plus lente des maladies du foie (CHC et cirrhose), présentent un taux de
présence de HBeAg plus faible, un meilleur taux de séroconversion et offrent une
meilleure réponse aux thérapies anti-virales que ceux du génotype C. De méme, les
virus de génotype A causent des maladies du foie moins séveres, plus persistantes,
mais qui répondent mieux aux thérapies que les virus de génotype D. Cependant, les
mécanismes qui expliquent les différences entre génotypes au niveau de l'infection et
de la réponse aux traitements ne sont pas connus (revues d'Okanoue et Minami 2006,

Liu et al. 2005).

C.2.g. Mutations courantes du VHB

Trois types de mutations du VHB sont courantes : (1) une mutation ponctuelle
dans le région précore, (2) un couple de mutations dans le promoteur de la région core

et (3) de nombreuses mutations dans le géne S.

(1) Une mutation ponctuelle dans la région précore a la position 1896
(substitution d'une Guanine par une Adénosine) a été identifiée chez des porteurs
chroniques du VHB empéchant la production de l'antigene HBeAg (Carman et al.
1989). La présence de la mutation dépend du génotype du virus. En effet, ' ARNpg
forme une structure en boucle au niveau de la région précore (Lok er al. 1994, cf.
figure 17). Les nucléotides 1896 et 1858 forment un couple dans cette boucle. La
mutation est rarement présente dans les génotypes A, F, et certains C puisque la

Cytosine a la position 1858 stabilise la Guanine a la position 1896. Au contraire, le
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résidu Uranine a la position 1858 dans les génotypes B, D, E, G et la plupart des C,
favorise la mutation vers une Adénosine a la position 1896. Habituellement, la perte
de l'antigéne HBeAg ou séroconversion, est associée a une baisse de la réplication
virale, ce qui n'est pas le cas chez les patients infectés pas un virus contenant la

mutation a la position 1896 (Kidd-Ljunggren et al. 2002, revue de Weber 2005).
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Figure 17 : Structure en boucle d'une portion d'ARN du VHB. *: changements
spécifiques a certains génotypes; **: mutation conduisant a un codon stop, ***:
nucléotides dans des virus de I'hépatite B infectant les Primates ou la Marmotte (Tiré de
Kidd-Ljunggren ef al. 2002).

(2) Diverses mutations dans le promoteur de la région core affectent
¢galement la production de I'HBeAg et la réplication virale. Parmi elles, les plus
courantes sont le couple de mutations aux positions 1762 (Adénosine vers Thymine)
et 1764 (Guanine vers Adénosine) (Buckwold et al. 1996). Ces deux mutations
affectent également le géne X aux codons 130 et 131. Il existe une association entre la
présence de ces mutations et des maladies du foie plus séveres. Cependant, il n'a pas
¢té démontré si cela était d a des propriétés particulieres de la protéine X mutée ou
au fait que les patients dont le virus acquiert ces mutations développent une réponse

immunitaire précoce.
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(3) La région S code pour un épitope majeur contre lequel les lymphocytes B
produisent des anticorps. Cet épitope est appelé "déterminanta" (déterminant
antigénique) (Carman et al. 1990). De nombreux mutants pour cet épitope ont été
identifiés, affectant notamment les codons 120, 123, 124, 126, 129, 131, 133, 141,
144 et 145 du géne S. Les mutations glycine vers arginine au codon 145, lysine vers
acide glutamique au codonl41, thréonine vers isoleucine au codon 131, et I'insertion
de 3 acides aminés entre les résidus 123 et 124, affectent fortement la structure
antigénique de l'antigéne HBs. L'impact clinique de ces mutants n'est pas bien
caractérisé, mais ils apparaissent souvent sous la pression immunitaire de I'hote (chez
des hotes vaccinés). Les mutations au niveau du "déterminant a" permettent au virus
d'échapper a la réponse immunitaire puisque les anticorps produits par 1'hote ne sont
plus capables de reconnaitre la nouvelle structure de 1'épitope (revue de Weber 2005).
De plus, ces mutants posent probléme au niveau du diagnostic, puisque les anticorps
commerciaux sont souvent incapables de les reconnaitre. Les patients n'ont donc pas
d'antigene HBs détectables alors qu'ils produisent des anticorps anti-HBs et que de
I'ADN viral peut étre détecté. On parle alors d'infection occulte ou silencieuse. Le
probléme clinique majeur de ces infections occultes est le manque de diagnostic et
donc de suivi ou de traitement de ces infections, ainsi qu'un manque de détection de
l'infection lors d'un don de sang ou un don d'organe, et donc un risque de transmission

(Chemin et Trépo 2005).

C.2.h. Mécanismes moléculaires de l'hépatocancérogenese par le VHB

A quelques exceptions prés, la répartition géographique du portage chronique

du VHB et celle de l'incidence du CHC sont similaires (cf. figure 18).

Le VHB pourrait induire un CHC par deux voies principales : (1) par

l'intégration de son génome ou (2) par I'effet de la protéine HBx.

(1) Le génome du VHB peut s'intégrer et provoquer une instabilité génomique
qui favorise le développement d'un CHC. De méme, l'intégration peut se faire sur des
sites tres spécifiques a proximité de génes contrdlant la prolifération, la viabilité ou la
différenciation cellulaire, et le phénomeéne d'intégration peut provoquer des

microdélétions dans I'ADN de I'hote (Tokino et al. 1991). L'insertion du génome du

52



VHB ne semble que partiellement al€atoire, puisqu'il est possible de distinguer des
catégories de geénes touchés. Le géne codant hTERT semble étre une cible récurrente
de l'intégration du VHB. D'autres génes sont impliqués : le récepteur B a l'acide
rétinoique, la cycline D1, des génes liés a la voie de signalisation du calcium, les

geénes codant des peptides ribosomaux, des familles de facteurs de croissance, des

genes associés a I'apoptose ou des geénes suppresseurs de tumeur (Pang ef al. 2006 et
Murakami et al. 2005).

World prevalence of hepatitis Annual incidence of primary

B carriers hepatocellular carcinoma (HCC)
HBs Ag carriers prevalence Cases/100 000 population
O <% QO 1-3
O <e-7% Q 3-10
@ 8% @ 10-150
(O Poorly documented O Poorly documented

Figure 18 : Répartition géographique du portage chronique du VHB et de l'incidence
annuelle du CHC : ces deux cartes sont quasiment superposables. Tiré de Lavanchy
2004.

(2) La protéine HBx est une protéine transactivatrice qui peut activer, au
moins in vitro, des oncogenes (c-myc ou c-jun), des facteurs de transcription (NFxB,
AP-1, ATF/CREB), des genes liés a la prolifération cellulaire (/L-8, TNF, TGF-f1,
EGFR), ou des kinases activées par des signaux extracellulaires (ERKSs) ou par le
stress (SAPK/INKs). Elle peut également activer la voie Ras, les voies de
signalisation JAK/STAT, p21 (indépendamment de p53), Wnt (ce qui permet la
stabilisation de la B-caténine), VEGF (ce qui permet une activation de 1'angiogenese),
et inhiber le phénoméne de réparation de I'ADN (Pang et al. 2006 et Bouchard et
Schneider 2004). HBx agit aussi par l'intermédiaire d'interactions protéine-protéine,
notamment avec le domaine C-Terminal de p53, ce qui a pour effet d'inhiber certaines

des activités de p53 (cf. paragraphe II1.B.2.c). La fonction de la protéine X a
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beaucoup ¢été étudiée dans des modeles cellulaires mimant la réplication virale mais
non infectables par le VHB. Il existe des mod¢les de souris exprimant le VHB avec
une protéine X fonctionnelle ou non, et un modele récent dans lequel un plasmide
imitant l'infection virale est injecté a des souris. Les études sur les souris ont permis
de confirmer I'effet de la protéine X sur l'activation de la réplication virale et son role

de facteur de transcription (Xu ef al. 2002, Keasler et al. 2007).

Il semblerait que l'intégration du génome viral ait lieu plutdt lors de la phase
aigué€ de l'infection, et qu'ensuite I'activité oncogénique des geénes de 1'hdte et du virus
éventuellement modifiés par 1'intégration confére peu a peu un avantage sélectif a la

cellule, durant la phase d'infection chronique (Murakami ef al. 2005).

Les interactions entre I'hote et le virus contribuent au développement du CHC.
En effet, I'hote développe une réponse immunitaire dépendante des lymphocytes T
afin d'¢liminer les cellules infectées par le virus. Cette réponse induit des cycles de
nécrose, d'inflammation et de régénération des hépatocytes, ce qui favorise la
propagation de Iésions et I'érosion des télomeres (et donc l'instabilité génomique). Le
virus est également capable d'interagir avec le réticulum endoplasmique des
hépatocytes, ce qui peut induire un stress oxydatif, la génération de radicaux libres et
l'activation des cellules stellaires (Block ef al. 2003). Le stress oxydatif active
notamment les MAPKinases (Mitogen Activating Protein Kinases) qui régulent de
nombreux genes impliqués dans la croissance et la différenciation ainsi que
I'apoptose. Les cellules stellaires sont des cellules du foie qui stockent la vitamine A et
sont dans un état quiescent. Elle sont activées lors d'un stress oxydatif par des
cytokines, et produisent de facon anormale des composants de la matrice

extracellulaire comme le collagéne, favorisant ainsi l'apparition d'une fibrose.

C.3. Virus de l'hépatite C

C.3.a. Données épidéemiologiques

Le virus de I'hépatite C (VHC) a été découvert en 1989 par Choo et al. dans le
plasma d'un patient atteint d'une hépatite et non infecté par les virus hépatiques

connus. Ce virus est un membre de la famille des Flaviviridae, c'est un virus a ARN
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enveloppé, et c'est le seul membre du genre Hepacivirus. Les virions ont un diameétre
d'environ 55-65 nm et sont constitués d'une enveloppe entourant la capside contenant
I'ARN viral (cf.figure 19). Il a été évalué comme cancérigene du groupe 1 par le

CIRC en 1994 (IARC, Monographies volume 59).

Protéines
d'enveloppe
El et E2

Virus de O
I'Hépatite C e

Protéine
Core

ARN

N 0001 ames A Perkins

Figure 19 : Représentation "écorchée" d'un virion de I'hépatite C.

Population Population Nombre de
.. P Prévalence du opian pays dont les
Région OMS totale o infectée ,
- VHC (%) s données sont
(millions) (millions)
manquantes
Afrique 602 53 31,9 12
Amériques 785 1,7 13,1 7
Medl.terannee 466 4.6 213 7
Orientale
Europe 858 1,03 8.9 19
Asie du Sud- 1500 2,15 32,3 3
Est
Pacifique 1600 3.9 62,2 1
Ouest
Total 5811 3.1 169,7 57

Figure 20 : Tableau récapitulatif de la répartition géographique du nombre de
personnes infectées par le VHC. Les estimations ont été effectuées par I'OMS. (Tiré de
http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs164/en/index.html)
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En 2000, 'OMS estimait qu'environ 170 millions de personnes étaient des
porteurs chroniques du VHC, et que 3 a 4 millions de personnes étaient nouvellement

infectées chaque année (cf. figures 20 et 21).

= ———— . FR .
—T. M— = -e D .
e . 3 AN = T T

> 10%
5-10%
2.5-4.9%
1-2.4%
<1%
unknown

[ECTIAan

Based on WHO Wkly Epidemicl Rec 2002;77:41-48.

Figure 21 : Carte du monde de la répartition géographique du taux de personnes
infectées par le VHC. Données de I'OMS.

C.3.b. Modes de transmission

Le VHC est transmis par contact direct avec du sang humain. Les conditions
de transmission les plus courantes sont: les transfusions de sang dans lequel la
présence du VHC n'a pas été cherchée, la réutilisation de matériel médical (seringues
et aiguilles mal stérilisées par exemple), le partage de seringue chez les
consommateurs de drogue, certaines pratiques comme le piercing, la circoncision, le
tatouage. La transmission peut également se faire par voie sexuelle ou périnatale, mais

de fagcon beaucoup plus rare.

C.3.c. Données moléculaires

Le génome du VHC consiste en une molécule d' ARN d'environ 9,6 kilobases
qui contient un cadre ouvert de lecture trés long, entouré de deux régions non
transcrites en 5' et en 3' (cf. figure 22). Les protéines virales sont traduites en une

polyprotéine a partir d'un site d'initiation de la traduction situé dans la région non
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transcrite en 5'. Les différentes protéines sont ensuite clivées a la fois par autocatalyse
et par des enzymes de la cellule hote (cf. figures 22 et 23, Tellinghuisen et Rice 2002,
et Levrero 20006).

envelope protease/helicase polymerase

)Cr
G R _
5"NCR 3" NCR
p21 p35 p75 p23 p70 54 aa p27 p56-p58 p68
() (e (e ) (pr) (nsz) @hss ) (wsea) ([nsasT) ([nssa ) (s )
Y Serine-
Viral Zn?*
" protease protease RNA-dependent
Life < capsid envelops ? at:;:- o NTPase cofactor & ? RNA-polymerase
Cycle proteas Helicase

Figure 22 : Organisation du génome du VHC et les différentes protéines synthétisées a
partir de la polyprotéine. Tiré de Levrero 2006.

Viral entry

CV RNA
Translation

via host ribosomes

™\ Processing
via host and viral proteases
on ER membrane

ER lumen

. COOH
Replication | ' : .“f"“ IS u[u

of (+) and (-) strand
Viral RNA

Figure 23 : Cycle de réplication du VHC. Tiré de Levrero 2006.

Les protéines structurales (cf. figure 23) sont la protéine core (C), et les

glycoprotéines d'enveloppe E1 et E2. Ces protéines sont clivées de la polyprotéine par
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les peptidases signal du réticulum endoplasmique. Aprés maturation dans le réticulum,

elles sont assemblées pour former des virions.

Les protéines non structurales (cf. figures 22 et 23) sont :
- le polypeptide p7 dont la fonction n'est pas connue et qui se trouve dans le
polypeptide a la jonction entre protéines structurales et non structurales. Les protéines
suivantes forment le complexe de la réplicase virale.
- 'autoprotéase constituée par les protéines NS2 et 3, qui autocatalyse le clivage entre
NS2 et NS3;
- une fois séparée de NS2, NS3 a une activité de protéase spécifique aux sérines et
d'hélicase a ARN dans sa région C-terminale;
- le polypeptide NS4 agit comme un co-facteur de NS3;
- les protéines NS4B et NSS5A sont des protéines hydrophiles associées a la
membrane;

- la polymérase a ARN ARN-dépendante NS5B.

HEPATITIS C VIRUS: GENOTYPE DISTRIBUTION

Fang J. Tl Livey Dis. 18807,

Figure 24 : Répartition géographique de différents génotypes du VHC. Tiré de Fang et
al. 1997.

Le génome du VHC présente une trés forte variabilité (que 1'on retrouve de
fagon générale chez les virus & ARN) d'environ 107 substitutions/base/année, ce qui
explique sa capacité a induire des infections chroniques en échappant au systéme
immunitaire. Le VHC est classé en 6 génotypes (1 a 6) dont les séquences peuvent
varier entre elles jusqu'a 30%, et en plus de 100 sous-types, répartis inégalement dans

le monde (cf. figure 24).
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C.3.d. Infection et pathologie

Les virions du VHC sont capables de se lier a des lipoprotéines de trés faible
ou faible densité, et les récepteurs de ces lipoprotéines pourraient servir de voie
d'entrée du virus dans la cellule hote (Monazahian et al. 1999). L'association entre
stéatose/obésité et portage chronique du VHC dans les cas de CHC est un autre
argument en faveur d'un role des récepteurs a lipoprotéine dans l'infection par le

VHC.

Primo-infection par le VHC

N

Pas de symptéme Hépatite aigué
70-80% Guérison Hepatite fulminante

Infection chronique

BOV NE% Déces

Infection modérée P Infection sévére
| ~
= Q
| ?“'--. - 10-30% “
. ~ \
. 4%
A Cirrhose —Zp CHC

Figure 25 : Evolution pathologique aprés une primo-infection par le VHC. Les
pourcentages représentent le pourcentage total de patients qui évoluent vers 1'état
suivant.

Suite & une infection par le VHC, les symptdmes apparaissent aprés une
période d'incubation allant de 15 a 150 jours. Lors d'une infection aigué, les
symptomes sont en général de la fatigue et une jaunisse. Cependant, la majorité des

personnes infectées (60 a 70%) est asymptomatique. Environ 80% des personnes
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infectées développent des infections chroniques. Une cirrhose apparait chez 10 a 20%

des porteurs chroniques (cf. figure 25).

Les méthodes de détection de l'infection par le VHC sont essentiellement
basées sur la détection d'anticorps spécifiques dirigés contre le virus. Lorsque la
sérologie est positive, la détection d'ARN viral circulant permet de savoir si le virus
est en phase active.

Le VHC infecte essentiellement les hépatocytes, mais il est également
retrouvé dans les cellules mononucléées du sang périphérique. L'infection de ces
cellules pourrait constituer un réservoir de virus permettant la sélection de variants et
la persistance du virus. C'est aussi un réservoir d'/ARN lors d'infections occultes
(Carreno 2006).

C.3.e. Mécanismes moleculaires de l'hépatocancérogenése par le VHC

De maniere générale, le virus induit une inflammation du foie et un stress
oxydatif qui induit des dommages a ' ADN, ce qui facilite I'accumulation de mutations
et d'altérations épigénétiques, comme dans le cas d'une infection chronique par le
VHB. Contrairement a ce dernier, le VHC est un virus a8 ARN qui ne s'intégre pas au
génome de la cellule hote. L'action du virus sur 1'hépatocarcinogenese se fait donc
essentiellement par l'intermédiaire de ses protéines et notamment les protéines core,
NS3 et NS5A (revues de Farazi et DePinho 2006, Levrero 2006, Pang et al. 2006,
Giannini et Bréchot 2003, Tellinghuisen et Rice 2002). De trés nombreuses
interactions ont ét¢ montrées in vitro, nous ne résumerons que quelques interactions

susceptibles d'intervenir dans la transformation cellulaire des hépatocytes infectés.

La protéine core serait capable d'interagir avec les protéines suppresseurs de
tumeur p53, p73 (une protéine de la famille de p53 qui aurait un role dans l'apoptose
suite a un stress) et pRb. Elle serait ¢galement capable de moduler I'expression de
p21, une cible de p53 qui intervient dans la régulation du cycle cellulaire, et de
différents geénes impliqués dans l'apoptose. La protéine core pourrait également
réguler la transcription de génes en activant les MAPKinases, pourrait interagir avec
NF-«B, activer la voie Wnt, et inhiber le TGF-f.

60



La protéine NS3 pourrait agir par l'intermédiaire de p53 et p21, inhiber la PKA
(Protéine Kinase A), ainsi que l'effet de la PKC (Protéine Kinase C) par compétition
avec ses substrats.

La protéine NS5 inhiberait la PKR (Protéine Kinase R) et modifierait les
imports-exports nucléaires. Elle pourrait également inhiber l'action de p53 en
I'empéchant de se lier a 'ADN et en séquestrant ses co-facteurs. NS5A serait capable

d'activer la voie de survie Akt et I'accumulation de la B-caténine.

La présence du VHC induirait la réduction de l'expression du géne hAPMS2
impliqué dans la réparation des mésappariements de I'ADN (systtme MMR), ce qui
permet 'accumulation de mutations dans les hépatocytes. Les protéines NS5A et Core
seraient capables d'inhiber la réponse immunitaire par l'intermédiaire du TNFa
(Tumor Necrosis Factor a) et de 1'TFNa (Interféron a)). Le virus interagit ¢galement

avec le réticulum endoplasmique et induit un stress oxydatif comme le VHB.

Cependant, la plupart des ¢tudes menées sur les interactions et les effets des
différentes protéines virales sur les protéines de la cellule hote a été effectuée sur des
modeles peu représentatifs des conditions in vivo, ou les protéines virales sont
fortement surexprimées. Outre les modéles cellulaires, il existe des modeles de souris
génétiquement modifiées chez lesquelles une ou plusieurs des protéines du VHC sont
exprimées. Cependant, les effets observés dépendent du promoteur utilisé, et jusqu'a
présent, tous les promoteurs utilisés sont constitutifs. Seul le role de la protéine Core a
¢té prouvé dans un modele de souris transgéniques. Les études de la protéine NS5A
par exemple ont montré de trés nombreuses interactions avec les protéines de I'hote,
mais les souris exprimant constitutivement NS5A ne présentent pas de phénotype
particulier. Il pourrait y avoir une adaptation épigénétique chez les embryons de souris
(Majumder et al. 2003). Avec les modéles existants, de nombreuses interactions ont
donc été¢ montrées, mais d'autres études sont nécessaires pour les valider in vivo et

comprendre les mécanismes de I'hépatocancérogenese due au virus.
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C.4. Autres facteurs viraux et co-infections

C.4.a. Co-infection VHB/VHC

Le nombre total de patients infectés a la fois par le VHB et le VHC n'est pas
connu mais les voies de transmission étant communes, le portage des deux virus n'est
pas négligeable (de 9 a 80% des porteurs du VHB selon les régions). Aux co-
infections, c'est-a-dire a l'infection simultanée par les deux virus, s'ajoutent les sur-
infections, c'est-a-dire l'infection par un des deux virus chez un patient déja porteur
chronique de 'autre virus (revue de Crockett et Keeffe 2005).

Le VHB et le VHC sont capables d'interférer chacun sur la réplication de
l'autre et de s'inhiber mutuellement, mais dans la plupart des cas, le VHC reste le virus
dominant et le VHB se réplique peu.

Différentes études menées sur des cas de patients infectés par le VHB et le
VHC ont montré que la double infection impliquait un plus fort risque de développer
une hépatite séveére, une cirrhose ou un CHC, par rapport a un patient infecté¢ par un
seul des deux virus. Pour le CHC, une étude longitudinale a montré que ce risque était
de 6,4% par an comparé aux 2% pour l'infection par le VHB seul et 3,7% pour

l'infection par le VHC seul (Chiaramonte et al. 1999).

C.4.b. Co-infection avec le VIH

Le VIH ou Virus de I'lmmunodéficience acquise Humain est transmis par les
mémes voies que les virus hépatiques (transmission sanguine, sexuelle). Parmi les 40
millions de porteurs du VIH, il est donc courant de trouver des co-infections avec le
VHB (10% des porteurs du VIH, et au moins autant avec une infection occulte du
VHB) ou le VHC (30% des porteurs du VIH).

Différentes études ont montré qu'il n'existait pas d'augmentation significative
du risque de développer un CHC due a la co-infection avec le VIH. Cette absence
d'effet pourrait étre due au fait que les patients atteints du VIH développent
rapidement des infections opportunistes et ne vivent pas assez longtemps pour
développer un cancer du foie (qui met plusieurs décennies avant de se déclarer). Or,
les nouveaux traitements aux anti-viraux permettent aux patients atteints de VIH de

survivre plus longtemps, et il semblerait que les co-infections deviennent un probléme
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de plus en plus important vis-a-vis du CHC (revues de Bruno et al. 2006, et Smukler
et Ratner 2002).

Les patients infectés par le VIH développent une résistance a l'insuline, ce qui
augmente leur risque de développer une maladie du foie. De plus, la protéine virale
HIV-1 Tat est connue pour favoriser l'apparition de cancers du foie chez la Souris, et
pourrait également étre impliquée chez I'Homme.

Les patients co-infectés par le VIH et le VHC, développent une cirrhose ou un
CHC plus précocement que les patients infectés par le VHC seulement, et ces
maladies sont plus agressives (revues de Bruno et al. 2006, et Smukler et Ratner

2002).

C.4.c. Co-infection VHB et VHD

Le Virus de I'Hépatite D (VHD) est un virus satellite du VHB (revue de Hsieh
et al. 2006). C'est un virus a ARN circulaire qui ne peut se multiplier sans la présence
du VHB et qui est transmis par voie sanguine essentiellement. Le nombre de porteurs
chroniques du VHD atteint environ 5% des porteurs chroniques du VHB c'est-a-dire
entre 10 et 15 millions. La répartition géographique du portage chronique du VHD
avec les fréquences les plus €levées n'est pourtant pas identique a celle du VHB, les
zones de fortes incidences étant entre autre 1'Europe de I'Est, 1'Asie de 1'Ouest,
I'Amérique du Sud. Le VHD présente une forte variabilité génétique et 3 génotypes
sont distingués. Ces génotypes semblent étre associés au développement de maladies
du foie plus ou moins sévéres.

La co-infection avec le VHB est associé¢e a des hépatites plus séveéres, mais ne
semble pas significativement associée avec un risque accru de développer un CHC.
La sur-infection, c'est-a-dire l'infection par le VHD d'un porteur chronique du VHB,
est capable de réactiver le VHB et d'augmenter les risques de développer des maladies
du foie et notamment la cirrhose et le CHC. Cependant, le VHD semble décliner, et la
prévention et le traitement contre le VHB (cf. paragraphe 11.D.1) seraient suffisantes

pour éviter les problémes liés au VHD.
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C.5. Aflatoxine B1

C.5.a. Données épidéemiologiques

L'aflatoxine B1 (AFB1) est une mycotoxine produite par différentes variétés
d'un champignon Aspergillus (et plus particulierement Aspergillus flavus) qui
contamine les arachides et le mais, nourriture de base dans de nombreux pays en voie
de développement (cf. figure 26). Ce champignon se développe dans des conditions
chaudes et humides, essentiellement en Afrique sub-saharienne et en Asie. Les
mauvaises conditions de stockage des récoltes favorisent son développement.
Aspergillus flavus (A. flavus) produit de 'AFB1 dont la fonction est inconnue. Une
fois ingérée, cette toxine s'accumule dans les cellules du foie. Elle peut inhiber la
synthése d'ADN, l'activité ARN polymérase ADN-dépendante, la synthése d'ARNm et
la synthése protéique (revue de Wang et Groopman 1999). Cependant, le role de
I'AFBI1 dans le développement du CHC passe essentiellement par l'induction de
mutations. Les hépatocytes qui accumulent I'AFB1 vont la métaboliser en un composé
qui peut tre excrété. C'est lors de cette métabolisation qu'un composé pouvant former
des adduits sur 'ADN est synthétisé. L'AFB1 a été évaluée comme cancérigene de

groupe 1 par le CIRC en 1993 (IARC, Monographies volume 56).

Figure 26 : Photos d'arachides et de mais infectés par Aspergillus flavus.
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Figure 27 : Schéma récapitulatif des différentes étapes de métabolisation de 1'AFB1.
1A2
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C.5.b. Meétabolisation de l'aflatoxine Bl

L'AFB1 est activée par des cytochromes p450 (CYP450) 1A2 ou 3A4 en
AFB1-8,9-exo-époxide et en AFBI1-8,9-endo-époxide (cf. figure 27). L'AFB1-8,9-
exo-¢poxide peut se lier a I'ADN et former un adduit 8,9-dihydro-8-(N7-guanyl)-9-
hydroxy-AFB1 (AFBI1-N7-Guanine). L'AFB1 peut également étre métabolisée en
aflatoxine M1 ou Q1. Ces composés donnent rarement des époxides et sont donc
beaucoup moins mutagenes. Il sont généralement excrétés et retrouvés dans les urines.
Les époxides sont détoxifiés par différentes voies, essentiellement par la conjugaison
des époxides avec la glutathione par l'intermédiaire de la glutathione transférase
(GST). Les époxides peuvent également étre hydrolysés en AFB1-dihydrodiol qui
vont donner des dialdéhydes. Ces derniers peuvent réagir avec la lysine et donner des
adduits sur des protéines comme l'albumine par exemple. Les dialdéhydes peuvent
¢galement étre réduits par l'aflatoxine aldéhyde réductase (AFAR) en dialcools qui

sont excrétés (Wild et Turner 2002, cf. figure 27).

C.5.c. Mutagenese par l'aflatoxine Bl

Les adduits AFB1-N7-Guanine sont peu stables et évoluent en adduits tres
stables AFB1-formamidopyrimidine (AFB1-FAPY), ou en sites apuriniques (Bailey et
al. 1996). Lors de la réplication, si le systeme de réparation de I'ADN ne parvient pas
a rétablir une Guanine a l'emplacement de l'adduit ou du site apurinique, il y a
formation d'une mutation qui correspond généralement a une transversion Guanine
vers Thymine.

L'AFBI induit I'expression de la famille des génes Ras et notamment K-Ras,
ainsi que c-myc. Cependant, trés peu de mutations ont €ét€¢ reportées sur ces genes
(revue de Smela ef al. 2001). Par contre, plus de 50% des CHC diagnostiqués dans les
régions de forte exposition a I'AFB1 présentent une transversion AGG (Arginine) vers
AGT (Sérine) au codon 249 du geéne TP53 (mutation Ser249). Cette mutation est
reconnue comme une "empreinte génétique" de la mutagenese dépendant de 'AFBI1,
nous détaillerons ce point plus loin (cf. paragraphe II1.B.3, et figure 28). Cependant,
la réactivité théorique de la séquence d'ADN avec la troisiéme base du codon 249 est

seulement moyenne et n'explique pas sa forte prévalence (Smela et al. 2001).
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Figure 28 : Prévalence de la mutation Ser249 dans les cas de CHC, en fonction de
I'exposition moyenne a I'AFBI1 et l'incidence standardisé sur 1'dge du CHC. Ce schéma
montre clairement la corrélation entre 1'exposition a I'AFB1, 1'dge d'incidence et la
présence de la mutation Ser249. Adapté de Montesano et al. 1997.

Smela et al. ont montré que les adduits AFB1-FAPY provoquent 6 fois plus de
mutations que l'adduit AFB1-N7-Gua chez Escherichia Coli di a la présence d'une
polymérase qui permet de passer I'adduit mais en commettant plus d'erreurs (Smela et
al. 2002). Ce systeme existe aussi chez 'Homme. En effet, la présence d'adduits
change la conformation locale de I'ADN, ce qui entraine une baisse de la fidélité de
réplication par les polymérases (revue de Kunkel 2004).

Des souris normales ou Hupki (dont le domaine de liaison a 'ADN de 7P53 a
¢été remplacé par son homologue humain) ont été exposées a I'AFB1. 19% des souris
normales ont développé un CHC contre 44% des souris Hupki. Cependant, aucune
mutation dans le domaine de liaison a I'ADN de 7P53 n'a été détectée dans les
tumeurs, ce qui montre que le contexte de séquence ne suffit pas a la mutagenese

AFB1-dépendante (Tong et al. 2006).

67



C.5.d. Marqueurs d'exposition

Il existe une corrélation entre la quantit¢ d'AFB1 ingérée et la quantité
d'adduits mesurés sur I'albumine sérique, ainsi que la quantité d'AFM1 excrétée (Gan
et al. 1988). La présence d'adduits sur I'albumine a servi de marqueur d'exposition
dans diverses études. L'albumine ayant une demi-vie d'environ 20 jours, la mesure des
adduits sur l'albumine permet d'estimer l'exposition a 1'AFB1 des semaines
précédentes. Wild et al. ont montré la présence de fortes quantités d'adduits dans du
sérum provenant d'Afrique (jusqu'a 350 pg d'AFBl-lysine/mg d'albumine), des
quantités moyennes en Thailande et pas d'adduits en Europe. Cette répartition de
l'exposition a I'AFB1 correspond a la répartition de 1'incidence du CHC. La mesure de
ces adduits dans le sérum d'enfants de Gambie a montré que l'exposition est
saisonnicre et que les enfants sont exposés tres tot a 1'AFB1, notamment par

l'intermédiaire du cordon ombilical ou du lait maternel (Wild et al. 1990 et 1991).

Wild et al. ont également montré qu'en Gambie, dans un contexte de forte
exposition a 1I'AFBI et de forte endémicit¢ du VHB, la quantit¢ d'adduits sur
I'albumine est corrélée a la quantité d'AFB1 ingérée, mais pas au statut de portage
chronique du VHB (Wild et al. 1992). Une étude effectuée sur des échantillons de
Chine et de Gambie ont montré que la quantité¢ d'adduits AFB1-N7-Guanine dans
lI'urine est aussi un bon marqueur de I'exposition a 'AFB1 mais a court terme. Elle

n'est également pas corrélée au statut de portage chronique du VHB (Groopman et al.
1993).

L'é¢tude de ces marqueurs a permis de montrer que dans le contexte de la
Gambie la présence d'adduits sur 'albumine chez les enfants dépend du mois de
prélevement comme chez les adultes. Mais contrairement aux adultes la présence de
ces adduits chez les enfants est corrélée au statut de portage chronique du VHB. Ce
résultat montre a nouveau que la mesure d'adduits est un bon marqueur de I'exposition
saisonnicre a 1'AFBI1, et que l'interaction avec le VHB dépend de l'intensité de
l'infection (qui est plus forte chez les enfants en Gambie) et du métabolisme (Turner
et al. 2000).
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C.5.e. Facteurs génétiques

Une fois métabolisée, I'AFB1 forme des adduits sur I'ADN ou sur les
protéines. Différents groupes ont donc étudié si des variations génétiques dans les
genes codant les enzymes intervenant dans la métabolisation et la détoxification de
I'AFBI1, ainsi que dans la réparation de 'ADN, avaient une influence sur la formation
d'adduits et la mutagenése. Les enzymes potentiellement impliquées sont : I'EPHX
(Epoxide Hydrolase, qui convertit les époxides en 1,2-dihydrodiols), la GST
(Glutathione-S-Transférase, qui permet la conjugaison des époxides a la glutathione),
le CYP450 (Cytochrome P450), la XRCC1 (X-ray Repair Complementing group, une
enzyme intervenant dans la réparation de ' ADN).

McGlynn et al. ont montré que la présence d'un allele EPHX?2 et la délétion du
gene codant la GSTMI1 sont associées a la présence de plus d'adduits AFB1 sur
I'albumine ainsi qu'a un risque plus ¢levé de développer un CHC (McGlynn et al.
1995). D'autres groupes ont montré l'association entre le CHC et certains
polymorphismes de la GSTMI, de I'EPHX, et de XRCCI. Cette association est
d'autant plus significative que les 3 polymorphismes "a risque" sont présents (Long et
al. 2006, Kirk et al. 2005b).

Mac¢ et al. ont exprimé différentes formes de CYP450 dans des hépatocytes
transformés et ont montré que les formes 1A2 et 3A4 pourraient contribuer a la
formation de mutations dues a 'AFB1 (Macé ef al. 1997). Une étude effectuée en
Gambie a montré que l'expression du CYP3AS est associée a la quantité¢ d'adduits
d'AFB1 sur l'albumine, et donc potentiellement au risque de développer un CHC
(Wojnowski et al. 2004).

C.5.f. Interactions avec le VHB

Les régions ou l'exposition a I'AFB1 est forte sont aussi des régions de forte
endémicit¢ du VHB. Différentes études ont montré qu'il existe une synergie entre
I'AFBI1 et le VHB dans le développement du CHC, avec un risque multiplicatif.
Différents mécanismes d'interaction ont été avancés (revue de Kew 2003, Sylla et al.
1999). Le VHB pourrait induire spécifiquement la métabolisation de I'AFBI en
époxide par les cytochromes. Le virus peut également provoquer l'induction de la

nécrose et de la régénération du foie, et donc potentiellement favoriser la

69



multiplication des hépatocytes contenant des mutations induites par 1'AFBI1. Les
maladies inflammatoires du foie induites par le VHB induisent une augmentation du
stress oxydatif qui a été montré comme associé a la formation de la mutation Ser249.
La protéine X du VHB pourrait interférer avec la voie de réparation de ' ADN par
excision de nucléotide, ce qui favorise la persistance de mutations induites par

I'AFBI.

C.6. Alcool

L'alcool contribue largement au développement du CHC en Amérique du Nord
et en Europe de 1'0Ouest, et sa contribution augmente en Asie. Méme si une
consommation modérée d'alcool semble protéger contre le développement d'un CHC,
une forte consommation régulieére et prolongée est associée a une ¢lévation du risque

de développer un CHC (revue de Morgan et al. 2004).
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Figure 29 : Evolution des risques relatifs de développer un CHC chez les hommes et les
femmes en fonction de la quantité journaliére d'alcool ingérée et en fonction des
infections virales par le VHB et/ou le VHC. Tiré de Donato ef al. 2002.

Au dela d'une consommation d'environ 60-80g d'alcool par jour, 1'élévation du
risque est dose-dépendante. Méme apres l'arrét de la consommation, ce risque ne

diminue pas avant plusieurs années d'abstinence (au moins 10 ans). En effet, la
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plupart des patients alcooliques ont déja développé une cirrhose au moment de I'arrét
de la consommation, ou bien leur foie se régénere ce qui entraine un risque accru de
développer un CHC. Les boissons alcoolisées ont été classées comme cancérigéne de
groupe 1 par le CIRC en 1988 (IARC, Monographies volume 44).

La consommation d'alcool peut agir comme co-facteur chez des patients
infectés par le VHC ou le VHB, ou ayant développé un diabete (cf. figure 29). Dans le
cas d'une infection avec le VHB, non seulement le risque de développer un CHC est
plus important chez des consommateurs d'alcool, mais le CHC se développe plus

précocément.
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Figure 30 : Mécanismes potentiels d'action de 1'alcool sur le développement du CHC.
ADH : Alcool Déhydrogénase, ALDH : Aldéhyde Déhydrogénase, CYP 2E1 : CYP450
2E1. Tiré de Stickel ef al. 2002.

Le mécanisme par lequel I'alcool induit le CHC n'est pas totalement connu,
mais il impliquerait un stress oxidatif, des changements dans le métabolisme de
l'acide rétinoique et dans la méthylation de I'ADN, une répression de la surveillance

immunitaire, et une susceptibilité génétique (cf. figure 30).
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C.7. Obesite et diabete

Obésité et diabéte sont reliés puisque 1'obésité est le facteur de risque majeur
pour le diabete. Ces deux facteurs ont été identifiés comme augmentant le risque de
développer un CHC. Le mécanisme précis par lequel I'obésité et le diabete conduisent
au développement d'un CHC est encore inconnu, mais il est possible qu'il implique
I'inflammation du foie, le stress oxydatif et/ou la péroxydation, qui peuvent entrainer
des dommages hépatiques, une fibrose, voire une cirrhose. L'obésité et le diabéte sont
deux facteurs de risque qui prennent de plus en plus d'importance aux Etats-Unis,
étant donné que de plus en plus d'Américains qui atteignent I'dge critique ou le risque
de CHC est le plus haut développent aussi du diabéte (Regimbeau et al. 2004, revue
de Yu et Yuan 2004).

C.8. Facteurs hormonaux endogénes et exogénes

I1 existe une différence frappante du nombre de cas de CHC entre hommes et
femmes, avec un ratio hommes/femmes allant de 2/1 a 7/1, et surtout parmi les
porteurs chroniques du VHB. Il a été démontré que cette différence pouvait impliquer
la voie de signalisation des androgeénes. Yeh ef al. ont montré qu'il existe une
association entre l'activité du récepteur aux androgenes et le risque de CHC (Yeh et
al. 2002). Cette activité¢ est dépendante du nombre de répétitions de trinucléotides
dans le premier exon du geéne codant le récepteur. Plus le nombre de répétitions est
petit, et plus l'activité du récepteur est grande. Lors de la tumorigenése hépatique, la
longueur des répétitions pourrait changer dans le tissu tumoral et donc aussi l'activité
du récepteur. Dans les cas de CHC, il existe également une association entre une forte
activité du récepteur aux androgenes et la présence du VHB. Chiu ef al. ont montré
que cette association pourrait étre due a une activation du récepteur aux androgenes
par la protéine X du VHB (HBx) (Chiu et al. 2007). Une fois activé par des
androgenes, le récepteur serait modifi¢ par HBx par l'intermédiaire de la voie c-Src,
ce qui altére son activité transcriptionnelle. Le mécanisme par lequel I'activité¢ de ce

récepteur agit sur la tumorigenése reste encore non ¢lucidé.
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Les cestrogénes et les progestogeénes, dont ceux contenus dans les contraceptifs
oraux, sont a la fois des inducteurs et des promoteurs du CHC chez les animaux
(revues de Yu et Yuan 2004 et De Maria et al. 2002). Des études cas/controle ont
¢galement montré que l'utilisation de contraceptifs oraux augmente le risque de
développer un CHC, et ce risque est d'autant plus important que l'utilisation des
contraceptifs se fait sur une période longue. Ce résultat a ét¢ obtenu chez des
populations a faible risque (femmes caucasiennes de 1'Amérique du Nord et de
I'Europe de 1'0Ouest), mais pas chez des populations a haut risque (femmes d'Asies et
d'Afrique). Les contraceptifs oraux induisent également la formation d'hyperplasies
nodulaires et d'adénomes hépatiques a partir desquels un CHC pourrait se développer

plus facilement.

C.9. Autres facteurs

C.9.a. Tabagisme

De nombreux composés des cigarettes sont des cancérigénes hépatiques chez
les animaux. Cependant, la forte corrélation entre consommation de cigarettes et
d'alcool rend l'association tabagisme/CHC difficile & démontrer. Quelques études ont
montré que parmi les patients atteints d'hépatite virale, les gros fumeurs ont plus de
risque de développer un CHC que les non-fumeurs, et que les gros fumeurs en général
présentent plus de dommages au niveau du foie et répondent moins bien aux thérapies

par interféron (revue de Yu et Yuan 2004 et El-Zayadi 2006).

L'effet du tabagisme sur le foie pourrait étre de différents ordres. Tout d'abord,
la fumée de cigarette contient de nombreux cancérigénes potentiels, dont des
hydrocarbones, de la nitrosamine, des goudrons, du vinyl chloride, ainsi que du
4-aminobiphenyle, un carcinogeéne hépatique connu pour induire le CHC. Les gros
fumeurs présentent également un excés de fer qui s'accumule dans le foie (cf.
paragraphe I1.C.9.b). D'une manicre plus générale, le tabagisme altére la réponse
immunitaire du fumeur et augmente le stress oxidatif qui induit une inflammation et

des dommages au niveau du foie (revue d'El-Zayadi 2006).
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C.9.b. Facteurs génétiques

L'hémochromatose est une maladie génétique qui provoque une surcharge en
fer. Elle est associée a un risque jusqu'a 200 fois supérieur a la normale de développer
un CHC. Environ 10% des patients atteints d'hémochromatose développent un CHC
en passant pour la plupart au préalable par une cirrhose. D'autres causes de surcharges
en fer sont également associées au développement d'un CHC, comme la B-
thalassémie, et certaines habitudes alimentaires observées en Afrique du Sud
(consommation d'une biére artisanale brassée dans des tambours en acier non
galvanisé : cette biere est pauvre en alcool et riche en fer). La surcharge en fer peut
avoir un effet sur la prolifération cellulaire, provoquer des dommages a 1'ADN,
induire la formation de composés oxygénés actifs dans le foie, la péroxydation des

lipides et inhiber la surveillance immunitaire (revue de Kowdley 2004).

La maladie de Wilson résulte d'une maladie génétique qui induit une surcharge
en cuivre notamment dans le foie. Contrairement a 'hémochromatose, la relation avec
le développement d'un CHC n'est pas claire, la présence de cuivre dans les
hépatocytes étant potentiellement protectrice contre le développement de Ié€sions

néoplasiques (Walshe et al. 2003).

La déficience en alAT (alpha-1-AntiTrypsine) est la cause génétique la plus
importante de maladie du foie chez les enfants. C'est également un facteur de risque
de développement du CHC. Cette déficience est associée a 'homozygotie pour l'all¢le
alATZ. L'al AT est une glycoprotéine de la super famille des inhibiteurs de protéases
spécifiques a la sérine, et qui est sécrétée par les cellules du foie lors d'une
inflammation. La protéine mutée ne peut pas étre sécrétée et s'accumule dans le
réticulum endoplasmique des hépatocytes, ce qui entraine la formation de globules
dans le foie. Ces globules deviennent toxiques par un mécanisme qui pourrait passer
par une réponse autophagique des hépatocytes, un accroissement des dommages aux
mitochondries, une activation de caspases et de NFxB (revue de Rudnick et

Perlmutter 2005).
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La porphyrie est une maladie due a une déficience dans les enzymes de la voie
de syntheése du heme. Cette maladie augmente fortement le risque de développer un
CHC (Linet et al. 1999).

C.9.c. Bilharziose

L'infection par des schistosomes (des trématodes) est un facteur de risque de
CHC dans des régions tropicales d'Afrique, d'Amérique du Sud, d'Asie et aux
Caraibes. Ces parasites provoquent une bilharziose qui atteint entre autre le foie
(revue de McGlynn et London 2005).

C.9.d. Arsenic

Certaines régions de Taiwan ou du Japon ont une eau potable contaminée par
de l'arsenic inorganique, et les résidents exposés ont un risque accru de développer
différents cancers dont le CHC. L'action cancérigéne de I'arsenic inorganique pourrait

passer par l'induction d'un stress oxydatif (revue de Yu et Yuan 2004).

C.9.e. Thorotraste

Le thorotraste est un milieu de contraste utilisé pour des scanners aux rayons
X. Ce produit augmente le risque de développer des cancers du foie essentiellement
autres que le CHC. Cependant, la tendance montre que le thorotraste tend a induire de
plus en plus de CHC (revue de McGlynn et London 2005).

D. Prévention du carcinome hépatocellulaire

Les facteurs de risque majeurs du CHC sont soit d'origine virale, soit d'origine
comportementale. Ils sont donc théoriquement évitables. Pour les risques d'origine
virale, il suffit d'éviter l'infection par l'intermédiaire d'une vaccination lorsqu'elle est
disponible, ou d'éviter sa transmission par la prévention des comportements a risque.
Chez les personnes déja infectées, des traitements anti-viraux peuvent éviter les

Iésions hépatiques et donc le développement du CHC. Pour les risques d'origine
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comportementale, des campagnes de prévention adaptées peuvent permettre de
diminuer les risques de développer un CHC, et notamment en ce qui concerne la

contamination de la nourriture par 'AFB1.

D. 1. Prévention des risques dus au VHB

D.l.a. Campagnes de vaccination

Un vaccin contre le VHB a été¢ développé dans les années 1980. Différentes
¢tudes a grande échelle ont été mises en place afin de déterminer 1'efficacité du vaccin
contre le portage chronique du VHB et contre le développement du CHC, notamment
dans des pays en voie de développement ou le VHB est un probléme majeur de santé
publique : (1) en Chine, (2) a Taiwan, et (3) en Gambie. Ce vaccin a été développé a
partir d'un virus de génotype D qui ne correspond pas au génotype présent dans les
régions de fort portage chronique. Pourtant les campagnes de vaccination menées

dans ces régions ont montré son efficacité.

(1) Aprés une étude pilote menée sur 80 000 nouveaux-nés dans la province de
Qidong, une vaccination basée sur un dérivé de plasma (puis remplacé en 1993 par un
vaccin d'ADN recombinant) a été introduite dans les villes puis les campagnes, c'est-
a-dire sur environ 20 millions de nouveaux-nés chaque année. Malgré leur faible prix,
les 3 doses du vaccin étaient facturées a la famille, la couverture passait donc de
96,9% en ville a 50,8% en zone rurale, entre 1993 et 1994. Chez les enfants de 5-6
ans et 10-11 ans, la vaccination avait une protection de 75% contre le portage
chronique du VHB et contre les décés par maladie hépatique. Depuis 2002, la
vaccination est intégrée dans un programme national, pris en charge par le

gouvernement (Sun et al. 2002).

(2) Un programme de vaccination a été initialis¢ a Taiwan en 1984. Des
nouveaux-nés dont la mere était porteuse de l'antigéne HBeAg (et donc fortement
infectieuse) ont regus 3 ou 4 injections d'immunoglobuline du VHB. Méme si la
protection contre le portage chronique du VHB n'était que de 70-85%, cette étude a
montré une diminution significative de l'incidence du CHC chez les enfants (Chang et

al. 1997 et Chang et al. 2000).
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(3) Une étude d'intervention a été initiée en Gambie en 1986 (GHIS : Gambian
Hepatitis Intervention Study). Un vaccin dérivé de plasma a ¢été introduit
progressivement a la vaccination de routine dans différentes zones du pays entre 1986
et 1990. La protection contre l'infection par le virus est de 80% et contre le portage
chronique de 90% (Montesano 2002). Le succes de la vaccination tient au fait que
dans le contexte africain, la transmission du VHB se fait essentiellement entre enfants
et non directement de la mere a 1'enfant comme en Asie. En parall¢le de 1'introduction
de la vaccination, un registre national du cancer a ét¢ mis en place avec une
couverture nationale (Bah et al. 2001). L'influence de la vaccination sur l'incidence du

cancer sera connue d'ici une dizaine d'années.

Ces 3 études ont montré la faisabilité et l'efficacité d'un programme de

vaccination en masse contre le VHB dans des pays en voie de développement.

D.1.b. Traitements anti-viraux

Il existe une corrélation entre la quantit¢ de virions du VHB circulants ou
d'ADN viral, et le développement de cirrhoses et de CHC (Iloeje ef al. 2006 et Chen
et al. 2006). Le traitement antiviral classique contre le VHB était jusque peu le
traitement a la lamivudine, un analogue de nucléoside. Ce traitement est efficace pour
réduire la quantit¢ de VHB circulant de plusieurs ordres de grandeur, mais des virus
résistants apparaissent. En effet, ces virus développent des mutations dans le domaine
YMDD (Tyrosine-Méthionine-Aspartate-Aspartate) de la polymérase virale. Ces
mutations sont connues pour diminuer l'efficacité de la polymérase, mais elles
permettent aux virus de devenir résistants a la lamivudine.

D'autres analogues de nucléotides ou nucléosides ont été développés et ont
montré leur efficacité a la fois chez des patients non traités auparavant et chez des
patients ayant développé une résistance a la lamivudine. La plupart d'entre eux n'ont
pas montré d'apparition de virus résistants. Parmi les plus connus, il y a l'adéfovir, le

ténofovir, ou l'entécavir (Yang et al. 2005).
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D.1.c. Prévention de la transmission

Afin d'éviter la transmission du VHB, des campagnes de prévention peuvent
étre mises en place pour €viter certains comportements a risques. Cette prévention
consiste a: tester le sang et les organes des donneurs, inactiver le virus dans les
produits dérivés de plasma, controler les bonnes pratiques médicales dont la
stérilisation correcte du matériel, mener des campagnes de sensibilisation et d'aide
parmi les populations a risque afin d'éviter les injections a risque, et éviter les
comportements sexuels a risque et non protéges.

La transmission verticale de mére a enfant peut étre réduite en traitant la mere
avec des anti-viraux, si possible avant la grossesse, ce qui réduirait l'incidence du
VHB, en Asie notamment. En Afrique, la transmission est essentiellement horizontale,
entre enfants. Cependant, le mode exact de transmission n'est pas connu. Des études
ont émis l'hypothése d'une transmission par des punaises. Cependant, I'utilisation
d'insecticide dans les pieces ou vivent les enfants n'a pas montré d'effet sur la

transmission du virus (Silverman et al. 2001 et Mayans et al. 1994).

D.2. Prévention des risques dus au VHC

D.2.a. Traitements anti-viraux

Il n'existe pas de vaccin contre le VHC. La tres forte variabilité génomique du
virus rend difficile la mise en place d'un vaccin efficace. Afin de limiter le risque de
développer un CHC lors d'une infection chronique par le VHC, le seul recours est le
traitement anti-viral. Le traitement de base est I'l[FN (Interféron) qui n'est efficace que
sur 10 a 20% des patients. La combinaison d'une forme plus efficace d'interféron
(PEG-IFN) avec la ribavirine permet d'atteindre de 40% a 80% d'efficacité selon les
génotypes. Le traitement est estimé efficace lorsque 'ARN du VHC reste indétectable

pendant plus de 24 semaines apres la fin du traitement (Stribling et al. 2006).

Tous les VHC ne sont pas équivalents et la réponse au traitement dépend
notamment du génotype du virus. Les génotypes les plus sensibles au traitement sont
2, 3 puis 5, 6, et enfin 4 et 1. Les génotypes 2 et 3 ont une réponse 3 a 6 fois plus
importante que celle des autres génotypes (Scott et Gretch 2007). La durée du

traitement doit également étre adaptée au génotype : 48 semaines pour les génotypes 1
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et 4, alors que 24 semaines sont suffisantes pour les génotypes 2 et 3 (Stribling et al.
2006).

La réponse au traitement se fait en deux phases. En 2-3 jours, la quantité
d'ARN du VHC chute grace a l'inhibition de la réplication virale. Ensuite, la réduction
est beaucoup plus lente et correspond a 1'élimination progressive des hépatocytes
infectés, par le systeme immunitaire de I'hote. Le traitement réduit également le
phénomene de cirrhose et de fibrose dans le foie (Poynard ef al. 2002, Camma et al.
2004).

Le traitement antiviral comporte de nombreux effets secondaires et de
nombreuses contre-indications. Cependant, lorsqu'il est efficace, il augmente
significativement la survie des patients et réduit les complications. Différents agents
sont actuellement en étude pour étre utilisés en combinaison avec I'IFN et la
ribavirine, et notamment des inhibiteurs de la polymérase virale NSBS5 ou de la

protéase NS3.

D.2.b. Prévention de la transmission

En absence de vaccin contre le VHC, la prévention de la transmission du virus
reste le meilleur moyen de lutter contre les infections. Cette prévention consiste a :
tester le sang et les organes des donneurs, inactiver le virus dans les produits dérivés
de plasma, controler les bonnes pratiques médicales dont la stérilisation correcte du
matériel, mener des campagnes de sensibilisation et d'aide parmi les populations a

risque afin d'éviter les injections a risque par exemple.

D.3. Prévention des risques dus a l'AFB1

Il existe de nombreux moyens de réduire 1'exposition a 'AFB1 (revue de Wild
et Hall 2000). Cependant, les pays les plus touchés sont en voie de développement et
n'ont pas les moyens de payer pour cette prévention. Il faut donc mettre en place des

moyens simples, efficaces et peu chers.
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D.3.a. Prévention avant récolte

La contamination des cultures par 1'Aspergillus est favorisée par les dommages
causés a la plante par certains stress comme la sécheresse, la chaleur, les insectes. 11
existe différentes solutions a ces problemes. L'irrigation peut éviter les dommages dus
a la sécheresse et a la chaleur. Cependant, l'eau n'est pas toujours disponible en
Afrique. L'utilisation de fongicides ou d'insecticides a été proposée, mais ces produits
sont trop colteux pour des pays en voie de développement, et ils peuvent eux-mémes
étre toxiques, ce qui ne fait que déplacer le probléme.

L'introduction d'autres espéces ou sous-especes d'Aspergillus ne produisant
pas d'aflatoxine semble diminuer la contamination des cultures par un effet
compétiteur. Différents tests ont été¢ effectués, avec notamment 4. parasiticus, A.
niger, et ont montré une réduction de la contamination d'au moins 70%
(Krishnamurthy et Shashikala 2006, Dorner et al. 1999).

Il existe des variétés de céréales ou d'oléagineux résistants a I'AFBI. Ces
variétés pourraient étre cultivées a la place des variétés non-résistantes. De
nombreuses autres plantes produisent des anti-fongiques naturels. La culture de ces
plantes pourrait permettre la fabrication d'huile ou de poudre a répandre sur les
cultures sensibles afin de prévenir le développement d'4. flavus (Krishnamurthy et
Shashikala 2006).

Les biotechnologies pourraient également permettre de créer des plantes
résistantes a 1'4. flavus, notamment en identifiant des geénes responsables de la
résistance et en les clonant dans les plantes de culture traditionnelle. Cet effort devra
étre financé par des pays développés qui n'ont pas ces problémes de contamination a

I'"AFBI et donc qui ne sont pas particuliérement intéressés par ces plantes modifiées.

D.3.b. Prévention apreés récolte

Une fois la récolte infectée par A. flavus, I'AFB1 s'accumule durant la période
de stockage, particuliérement dans des conditions de chaleur et d'humidité, ainsi qu'a
cause des insectes qui favorisent la dissémination des spores et peuvent causer des
dommages favorisant de nouvelles infections. Le triage de la récolte, le stockage apres
séchage sur des palettes permettant I'élévation par rapport au sol et donc la

ventilation, l'utilisation de pesticides (peu recommandé pour la consommation), sont
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des moyens simples de limiter la production d'AFB1. Une étude d'intervention a été
menée en Guinée rurale et a montré I'efficacité de ces méthodes simples pour réduire
l'exposition a 'AFB1 (Turner et al. 2005). Cependant, une fois 1'équipe d'intervention
partie, il semblerait que les villageois reprennent leurs anciennes méthodes et donc

que la réduction de I'exposition soit cantonnée a la période d'intervention.

D.3.c. Changement de réegime alimentaire

La contamination par I'AFBI se fait essentiellement dans le mais et les
arachides. Le changement de régime alimentaire pourrait donc éviter l'exposition. Une
¢tude menée en Chine a montré que le changement de régime alimentaire vers la
consommation de riz entrainait une réduction conséquente de l'exposition a I'AFB1
(revue de Yu 1995). Cependant, cette culture est un peu plus cofiteuse, il parait donc

difficile de changer l'alimentation dans de nombreux pays en voie de développement.

D.3.d. Chimio-prévention

Une fois les personnes exposées a 1'AFB1, il est encore possible de limiter
l'effet cancérigéne de ce composé en limitant sa métabolisation. Il existe deux types
de composés ayant cet effet : (1) des composés qui modulent I'activité des enzymes
métaboliques, et (2) des "absorbants" qui empéchent I'AFB1 de s'accumuler dans les

cellules du foie.

(1) L'Oltipraz (4-méthyl-5-[2-pyrazinyl]-3H-1,2-dithiole-3-thione) est un
puissant inducteur des enzymes de détoxification. Il peut également inhiber certaines
isoformes du CYP450 (cf. figure 31). Différentes études ont montré son efficacité a
court terme chez I'Homme. Cependant, il n'a pas ét¢ démontré d'efficacité a long
terme sur la modulation des enzymes du métabolisme et si cet effet peut réduire le
risque de développer un CHC. De plus, cette drogue cofite cher et il semble
improbable qu'elle soit utilisée a grande échelle. Des dithioléthiones de nouvelle
génération 10 fois plus efficaces que 1'Oltipraz sont en cours d'étude et pourraient bien

étre utilisés dans de futures campagnes de prévention (revue de Kensler et al. 2004).
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Figure 31 : Représentation schématique des étapes de métabolisation au niveau
desquelles 1'Oltipraz pourrait intervenir. Tiré de Wang et al. 1999.

(2) La chlorophylle, ou le sel soluble équivalent la chlorophylline, sont des
molécules "interceptrices" qui forment des complexes moléculaires avec des
cancérigenes comme I'AFB1 (cf. figure 32). Les molécules cancérigénes prises dans
ces complexes ne peuvent étre assimilées et sont éliminées par voie rectale. La
consommation de chlorophylline a chaque repas peut réduire le niveau d'exposition a
I'AFB1 de plus de moitié.

Chem Res Toxicol 8, 506514, 1995

Figure 32 : Représentation de l'interaction entre une molécule d'AFB1 et une molécule
de chlorophylline. Tiré de Breinholt ez al. 1995.
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De nombreux légumes jaunes ou verts contiennent des glucosinolates et le thé vert des
polyphénols. Ce sont des composés connus pour protéger contre le risque de
développer divers cancers. L'introduction de ces composés dans l'alimentation des
populations a risque pourrait prévenir le développement de CHC di a 1'exposition a
I'AFB1 (revue de Kensler et al. 2004).

D.4. Prévention des autres risques

I1 existe des campagnes contre la consommation abusive d'alcool, contre une
alimentation non équilibrée, contre le tabagisme. En effet, ce sont 3 facteurs
importants dans l'apparition de comportements a risque (accidents de la route,
violence), le développement de maladies cardio-vasculaires et des cancers du poumon
notamment. Ces campagnes peuvent avoir un impact sur le cancer du foie, mais faible
¢tant donnée la proportion des cancers dus a ces facteurs. Les principaux risques a
prévenir restent donc les virus hépatiques et la contamination de la nourriture par

I'AFBI.
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II1. Mécanismes moléculaires du carcinome
hépatocellulaire : un espoir dans le diagnostic

précoce ?

Le CHC est un cancer qui met plusieurs décennies a se développer sur un foie
qui est généralement soumis a une inflammation chronique voire a une cirrhose.
L'évolution vers le CHC répond a un processus histologique multi-étape. Les
différents facteurs de risque soumettent le foie & des cycles de dommages et de
régénérations, favorisant l'apparition de nodules hyperplasiques. Ces derniers peuvent
évoluer en nodules dysplasiques qui sont des Iésions pré-tumorales présentant un
éclaircissement des cellules di a 1'accumulation de glycogéne ou de lipides, et une
multiplication des nucléoles. L'architecture du foie devient anormale, et les nodules

peuvent acquérir la capacité a envahir les vaisseaux (cf. figure 33).
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Figure 33 : Progression histopathologique du foie vers le CHC. Tiré de Farazi et
DePinho 2006.

Cette évolution histologique du foie s'accompagne d'une accumulation
d'altérations moléculaires. Ces altérations se font essentiellement au niveau
d'oncogenes ou de geénes suppresseurs de tumeur, et permettent l'acquisition des

différentes capacités dont ont besoin les cellules cancéreuses pour former des
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tumeurs. Il est possible d'identifier un ensemble d'altérations un peu plus spécifiques

au CHC.

A. Deux grands mécanismes de I'hépatocancérogenese

A. 1. Relation entre p53 et f-caténine dans le CHC

Les voies impliquant p53 (cf. paragraphe III.B.3) et la P-caténine (cf.
paragraphe II1.C.4) sont les deux voies principales dérégulées dans les CHC.
Différentes études se sont attachées a la relation entre ces deux voies et les
implications dans le développement du CHC. L'analyse des différents résultats montre
qu'il existe une corrélation inverse entre la présence de mutations dans le géne 7P53
ou dans le gene CTNNBI (qui code la B-caténine) dans les CHC, méme s'il est courant
de trouver des mutations dans le géne 7P53 et une accumulation de la B-caténine (cf.
figure 34). En effet, I'accumulation anormale de la B-caténine active la voie p53. Dans
le cas ou le géne TP53 est muté et que la protéine produite n'est plus fonctionnelle, la
B-caténine peut s'accumuler sans induire I'arrét du cycle cellulaire ou l'apoptose. Dans
ce contexte, cette accumulation de la B-caténine ne se fait pas par l'intermédiaire de
mutations dans le gene CTNNBI. En eftet, les mutations dans CTNNBI et dans TP53
sont généralement mutuellement exclusives. Cependant, dans des conditions
particulieres de forte exposition a 'AFB1, des cas comportant une mutation dans les
deux geénes ont été reportés, avec pour seule mutation de 7P53 la mutation Ser249
(Devereux et al. 2001). Ceci suggere qu'il existe au moins deux mécanismes différents
d'hépatocancérogenese, I'un passant par la mutation du geéne 7P53 et l'autre par la
mutation du géne CTNNBI.
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Figure 34 : Analyse comparative des taux de présence de mutations dans les génes 7P53
et CTNNBI dans des cas de CHC en fonction de l'origine géographique. Tiré de Cagatay
et Ozturk 2002.
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A.2. Stabilite vs instabilité genomique

L'analyse de la stabilit¢ génomique dans des CHC a montré que deux
mécanismes d'hépatocancérogenése pouvaient étre distingués, l'un passant par un
phénomene d'instabilité génomique et 1'autre de stabilité génomique (Laurent-Puig et
Zucman-Rossi 2006, cf. figure 35).

Caractéristiques

Mécanismes Altérations génétiques o
cliniques
Mutation du géne Axine 1 Infect\i/0|_r|18par le
/ LOH 1p, 4q, 16p, 16q |
| Instabilité Mutation du géne TP53 __Peude
chromosomique LOH 13q différenciation
Mauvais
=0H 20, 64 — prognostic
/ Pas de LOH particuliere Pas d'infection
" Stabilité par le VHB
chromosomique \ Mutation du géne
CTNNB1 Tumeurs larges
LOH 8p

Figure 35: Mécanismes principaux de I'hépatocancérogenése, définis par les altérations
génétiques et les caractéristiques correspondantes. Les lignes représentent des
corrélations significatives. LOH : perte d'hétérozygotie. Adapté de Laurent-Puig et
Zucman-Rossi 2006.

L'instabilit¢ génomique détectée dans les tumeurs est associée a des pertes
d'hétérozygotie des bras chromosomiques 1p, 4q, 13q et 16, et avec des mutations du
gene de 1'Axine 1 et de TP53. Cette catégorie de CHC est associée a une infection par
le VHB, et a des tumeurs peu différenciées.

La stabilité génomique est associée a la perte d'hétérozygotie du bras court du
chromosome 8 et des mutations du géne CTNNBI. Cette catégorie de CHC est plutdt
associée a une infection par le VHC et a la consommation excessive d'alcool, et a des

tumeurs bien différenciées et développées.
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B. TP53

La protéine p53 a été découverte en 1979 comme liant 'antigéne T de SV40
(Lane et Crawford 1979). Cette protéine de 53 kilodaltons semblait pouvoir induire
I'immortalisation de cellules et coopérer avec Ras pour induire la transformation
cellulaire (Parada et al. 1984). Le géne TP53 codant cette protéine a alors été classé
dans les oncogénes. A la fin des années 80, des expériences de séquengage ont montré
que l'induction de la transformation ou I'immortalisation cellulaires étaient associées a
des mutations du géne 7P53, qui a alors €té reclassé parmi les génes suppresseur de

tumeur. Le géne 7P53 humain est localisé en position 17p13.1 (McBride ef al. 1986).

B.1. Organisation génomique

Le géne TP53 est composé de 11 exons (dont le premier est non-codant) et
s'étend sur 20 kilobases. Il est sous le controle de 3 promoteurs, le premier se situe
240 paires de base en amont de 1'exon 1, le second au sein de I'exon 1, et le troisieme
découvert récemment se situe dans l'intron 4 (Bourdon et al. 2005). La région
promotrice principale ne contient pas de boite classique TATA ou CAAT mais des
sites de liaison a des facteurs de transcription comme c-Jun, CPEp53-BPI, CPEp53-
BPII et HoxAS5 (Reisman et Loging 1998).

Le gene TP53 est exprimé sous plusieurs isoformes, actuellement au nombre
de 10. Le transcrit majeur de 2,8 kilobases produit la protéine complete de 393 acides
aminés, TApS3 ou plus simplement p53. Les autres isoformes conservent un domaine
central mais présentent des variations en N- et C-terminal. Les isoformes AN sont
tronquées en N-terminal et produites par l'utilisation d'un promoteur interne dans
l'intron 4 ou par épissage alternatif. Ces isoformes semblent agir comme des

dominants négatifs vis-a-vis de TAp53 (revue de Mills 2005, Courtois et al. 2002).

La protéine TApS3 est constituée de 5 domaines fonctionnels (cf. figure 36) :
(1) un domaine de transactivation en N-terminal, (2) un domaine riche en prolines, (3)
un domaine central de liaison a I'ADN, (4) un domaine d'oligomérisation, et (5) en C-

terminal un domaine de régulation et de localisation nucléaire (Soussi et May 1996).
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Figure 36 : Structure génomique de 7P53 et structure de la protéine p53
correspondante.

(1) Le domaine de transactivation (acides aminés 1 a 62) permet la fonction
transcriptionnelle de p53. Ce domaine permet l'interaction avec des composants de la
machinerie transcriptionnelle, notamment TBP (TATA box Binding Protein), et des
facteurs associés TAF (TBP-Associated Factors) (Truant et al. 1993). 11 contient
¢galement un domaine de liaison a8 Mdm2 qui est un régulateur négatif de la stabilité
de p53 (Chi et al. 2005). Ce domaine peut subir des modifications post-
traductionnelles de type phophorylation qui permettent de stabiliser la protéine (Bode

et Dong 2004).

(2) Le domaine riche en prolines (acides aminés 63 a 97) semble moduler
l'activité transcriptionnelle de p53, notamment dans l'induction de l'apoptose (Venot et
al. 1998).

(3) Le domaine de liaison a I'ADN (acides aminés 102 a 292) permet a la
protéine de se lier a I'ADN sur des sites spécifiques composés de motifs répétés
palindromiques du type PuPuPuC(A/T)(A/T)GPyPyPy (ou Pu = Purine et Py =
Pyrimidine) (el-Deiry et al. 1992). Les éléments de réponse a p5S3 sont composés de
deux tandems inversés pouvant lier 4 protéines p53 reliées en tétrameres. Le domaine
de liaison a 'ADN de p53 a été cristallisé et sa structure est bien connue (cf.

figure 37).
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Figure 37 : Représentation de l'interaction entre les domaines de liaison a I'ADN d'un
tétramére de p53 et une molécule d'ADN. Tiré de Jeffrey et al. 1995.

(4) Le domaine d'oligomérisation (acides aminés 323 a 356) permet la
tétramérisation de p53, indispensable a ses fonctions transactivatrices et suppressives
(Shaulian et al. 1993).

(5) Le domaine de régulation et de localisation nucléaire est composé d'une
série de signaux de localisation nucléaire (NLS : Nuclear Localisation Signal) : NLS1
des acides aminés 316 a 325, NLS2 369 a 375 et NLS3 de 379 a 384. Ce domaine
permet, avec le signal d'export nucléaire situ¢ dans le domaine d'oligomérisation, de
cibler p53 vers le noyau (Stommel ef al. 1999). Il est le si¢ge de nombreuses
modifications post-traductionnelles de type ubiquitinylation, phosphorylation,
sumoylation et acétylation, c'est pour cela qu'il est aussi appelé domaine de régulation
(Bode et Dong 2004).

B.2. Fonctions de la protéine p53

B.2.a. Régulation basale par Mdm?2

La protéine p53 posséde des signaux de localisation nucléaire, mais lorsque la
voie p53 n'est pas activée, elle reste dans le cytoplasme a un niveau basal faible. En

effet, p53 est produite en continu mais est aussitot dégradée dans le cytoplasme. Le
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mécanisme principal induisant la dégradation de p53 passe par son interaction au
niveau de son domaine N-terminal avec Mdm?2. Cette derniére induit la relocalisation
cytoplasmique de p53 et son ubiquitinylation. p53 est alors ciblée vers le protéasome
et dégradée. Il existe un autre mécanisme d'ubiquitinylation de p53, Mdm2-

indépendant, mais beaucoup moins décrit et connu (Brooks et Gu 2006).

B.2.b. Induction de p53

p53 est une protéine inductible qui répond a différents stress génotoxiques (qui
induisent des dommages a I'ADN) ou non-génotoxiques. Elle est stabilisée et
s'accumule rapidement et de fagon transitoire.

La premiere démonstration de I'inductibilité de p53 par un stress a été réalisée
en 1984 apres exposition de cellules aux radiations UV (Maltzman et Czyzyk 1984).
Aujourd'hui, nous connaissons tout un panel de stress qui peuvent induire p53 : des
radiations (rayons vy, rayons X, UV, particules alpha), des agents cancérigénes
(hydrocarbones polycycliques aromatiques, mycotoxines, N-nitrosamines, métaux
lourds, stress oxydatif, amines aromatiques), des médicaments chimiothérapeutiques,
ainsi que des stress non génotoxiques comme I'hypoxie, 1'épuisement en
ribonucléotides, les agents de dépolymérisation des microtubules, ou l'activation

d'oncogenes (revue de Pluquet et Hainaut 2001).

L'accumulation de p53 suite a un stress est possible grace a deux mécanismes.
(1) la traduction des ARNm augmente, la protéine est stabilisée par dissociation des
complexes avec ses inhibiteurs, et elle est convertie en une forme ayant plus d'affinité
avec I'ADN (Kastan ef al. 1991). (2) La protéine p53 subit des modifications post-
traductionnelles dans ses régions N- et C-terminales, qui permettent son induction et
bloquent les systémes de dégradation de p53.

L'accumulation nucléaire de p53 est généralement rapide et transitoire, mais

dépend du type de stress subit, de son intensité et de sa durée.

B.2.c. Réponse au stress

Une fois activée, pS3 peut avoir différents effets sur la cellule en fonction du

type de stress impliqué : (1) arrét du cycle cellulaire, (2) induction de 1'apoptose, (3)
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induction de la réparation de I'ADN, et (4) dans une moindre mesure 1'inhibition de

l'angiogenése (cf. figure 38).
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Figure 38 : Schéma simplifié de la voie p53. p53 est activée et stabilisée par différents
stress et peut induire en retour I'arrét du cycle cellulaire, la réparation de I'ADN et
I'apoptose. Tiré de Le Roux et al. 2005.

(1) p53 est capable d'arréter le cycle cellulaire en phases Gl ou G2, par

l'intermédiaire de p21. En effet, p53 est capable d'activer le géne p2 "4 /CIP!

, qui code
une kinase cycline-dépendante capable d'inhiber les transitions G1/S ou G2/M
(Agarwal et al. 1995). D'autres geénes induits par p53 peuvent également provoquer un
arrét du cycle cellulaire : GADD45 (G1-Arrest and DNA Damage) et /4-3-3-0 (Taylor

et Stark 2001).

(2) p53 est capable d'induire l'apoptose ou mort cellulaire par différentes
voies. p53 peut induire des récepteurs de mort ainsi que les ligands correspondants,
comme FAS/FASL et DR5/TRAIL. L'interaction entre ces récepteurs et leur ligand,
provoque l'initiation du clivage des caspases et donc le déclenchement de I'apoptose

(Ashkenazi et Dixit 1998). p53 est également un inhibiteur des signaux de survie émis
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par les intégrines ou par I'IGF (Insulin-like Growth Factor) (Bachelder et al. 1999,
Buckbinder et al. 1995). Lorsque la cellule ne recoit plus suffisamment de signaux de
survie, l'apoptose est déclenchée. p53 est aussi capable d'activer des genes intervenant
dans l'apoptose dépendant de Bax/Bak, et notamment PUMA et Nova, ainsi qu'un
géne mitochondrial provoquant la disparition du potentiel membranaire de la
mitochondrie : AP (revues de Vousden 2000 et Yu et Zhang 2005).

(3) p53 régule la réparation de I'ADN, et notamment les cellules dépourvues
de p53 fonctionnelle sont déficientes pour les systemes de réparation NER
(Nucleotide Excision Repair) et BER (Base Excision Repair). De plus, la région C-
terminale de p53 est capable de se lier spécifiquement a des 1ésions de 'ADN, ainsi
qu'a des composés des machineries de réparation comme les hélicases XPB et XPD,
RPA, Ref-1, TFIIH (revue de Balint et Vousden 2001) ou encore Rad51 qui intervient
dans la recombinaison homologue (May et May 1999). p53 peut également réguler la
transcription de certains genes comme GADD45, qui est capable d'induire 'arrét du
cycle cellulaire au profit de la réparation de 'ADN (Balint et Vousden 2001),
O°MGMT (O° -MethylGuanine-DNA MethylTransferase) qui intervient dans la
réparation de I'ADN et dans la résistance aux agents alkylants et qui est réprimé par
p53 (Harris et al. 1996). pS3 peut également réguler MSH2 qui intervient dans le
systtme MMR (Mismatch Repair), a la fois de fagon transcriptionnelle et non

transcriptionnelle (Bertrand ez al. 2004).
(4) p53 peut également inhiber 1'angiogenese en réprimant le VEGF ou en

régulant des facteurs anti-angiogéniques tels que la thrombospondine (Zhang et al.

2000, Dameron et al. 1994).

B.3. TP53 et hépatocancérogenése

Au vu de la fonction de p53 en réponse a différents stress ou a la
surexpression d'oncogenes, 1'inhibition de la voie p53 est un passage quasi-obligé de
la cancérogeneése. Parmi les différents moyens d'inactiver la protéine p53, les
mutations du géne 7P53 occupent une place prédominante. Plus de 20 000 mutations

sont actuellement recensées dans la base de données p53 hébergée par le CIRC
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(http://www-p53.iarc.fr/) et 50% des cancers ont une mutation du gene 7P53, dont
80% sont situées dans le domaine de liaison a 'ADN. La répartition des mutations

dans le géne TP53 et leur prévalence dépend du site du cancer (cf. figure 39).
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Figure 39 : Prévalence des mutations du géne 7P53 dans différents types de cancer. Tiré
de http://www-p53.iarc.fr/.

TP53 est muté dans plus de 28% des cancers du foie. Cependant, ce chiffre
dépend fortement de 1'étiologie et donc de la région géographique considérée. Dans
les régions de forte incidence du CHC, TP53 est muté dans plus de 50% des cas. La
répartition des différents types de mutations montre que les transversions G vers T
sont majoritaires dans les régions de forte exposition a I'AFBI1, et ces transversions

sont presque exclusivement des mutations Ser249 (cf. figure 40).

Le contexte de séquence du codon 249 de TP53 représente un site d'affinité
intermédiaire pour la formation d'adduits AFB1 (Smela et al. 2001). Le traitement
d'hépatocytes par de I'AFB1-8,9-epoxyde montre que d'autres codons de 7P53 connus

comme points chauds de mutation dans d'autres cancers (codons 245, 248 ou 273) ont
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plus d'affinité pour ' AFB1 que le codon 249 (Denissenko et al. 1999). La sélection de
la mutation Ser249 dans les CHC ne peut étre expliquée par la réactivité de la
séquence. Les avantages éventuellement acquis par les cellules comportant cette
mutation ne sont pas clairs. Le role de la mutation Ser249 dans 1'hépatocancérogenése
n'est pas élucidé, mais cette mutation pourrait servir de marqueur moléculaire du CHC

(cf. paragraphe 111.D.2).

100 Ol AT:CG
. O AT:GC
& W AT:TA
o 80 0 GC:AT
o B GC:AT at CpG
> | GC:TA
E O Insertions/deletions
™ 40
n
=

20

0

Qidong,
Europe-USA Thailand-Others Guanxi, China

Mozambique

Figure 40 : Répartition des différents types de mutation du géne 7P53 dans des régions
de faible exposition a I'AFB1 (Europe-USA), d'exposition moyenne (Thailande) et de
forte exposition (Qidong, Guanxi, Chine, Mozambique). Les transversions G vers T dans
les régions de forte exposition a I'AFB1 sont quasi exclusivement des mutations Ser249.
Adapté de Montesano et al. 1997.

D'autres altérations de la voie p53 sont possibles, dont I'inactivation de p14***
par hyperméthylation de son promoteur. pl4 active p53, et la perte de 1'expression de
pl4 est un événement précoce et fréquent (entre 20 et 48% des CHC selon 1'étiologie)

dans le développement du CHC (Edamoto ef al. 2003).

C. B-caténine
La protéine B-caténine a d'abord été¢ isolée en tant que protéine pouvant
s'associer au domaine intracellulaire de 1'E-cadhérine (McCrea et Gumbiner 1991). Le
géne humain correspondant CTNNBI a ensuite ¢€té localis¢ dans la région

chromosomique 3p22-p21.3 (Kraus et al. 1994).
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C.1. Donnees structurales

Nollet et al. ont déterminé la structure primaire du géne humain codant la
B-caténine (CTNNBI). Le géne complet a une taille de 23,2 kilobases et contient 16
exons (Nollet et al. 1996).

Nollet ef al. ont également montré qu'il existait un nucléotide initiateur majeur
de la transcription situé a 214 nucléotides en amont du codon initiateur de la
traduction ATG. L'ARNm ainsi obtenu mesure 3 362 pb : une région 5' non codante
de 214 pb, 2 346 pb de séquence codante, et une région 3' non codante de 802 pb. Il
existe une forme d'épissage alternatif réduite de 159 pb dans I'exon 16 (région 3' non
codante). Les deux formes d'épissage alternatif sont exprimées dans les mémes
proportions dans différentes lignées cellulaires humaines.

La région 5' non codante du gene CTNNBI est tres riche en GC et contient une
boite TATA, ainsi que de nombreux sites potentiels de liaison a différents facteurs de
transcription comme : NFkB, SP1, AP2 et EGFR1 (Nollet et al. 1996).

La protéine B-caténine est composée de 3 grandes régions (Willert et Nusse
1998) : (1) une région N-terminale de 134 acides aminés, (2) une région centrale de
550 acides aminés, et (3) une région C-terminale de 100 acides aminés (cf. figure 41).
(1) La région N-terminale contient une boite de destruction. Cette boite
contient un site de reconnaissance et des résidus sérine/thréonine (acides aminés 33S,
37S, 41T et 45S) qui sont des sites de phosphorylation. Cette boite joue un role

déterminant dans la régulation de la destruction de la protéine (cf. paragraphe II1.C.2).

(2) La région centrale contient 12 motifs imparfaits répétés appelés motifs
armadillo, en référence a la protéine Armadillo homologue présente chez la
Drosophile. Cette région contient des sites d'interaction avec différentes protéines
comme l'a-caténine, 'APC (Adenomatous Polyposis Coli), l'axine, les facteurs de
transcription TCF/LEF (T-Cell Factor et Lymphoid Enhancer Factor) et a

I'E-cadhérine.

(3) La région C-terminale contient un domaine de transactivation.
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Figure 41 : Organisation structurale de la protéine p-caténine, ses régions d'interaction
et la boite de destruction. En rouge, les sites de phosphorylation de la boite de
destruction.

C.2. La protéine f-caténine dans la voie Wnt

Bien que la B-caténine ait d'abord été isolée comme s'associant au domaine
cytoplasmique de I'E-cadhérine, cette protéine est aussi un composant essentiel de la
voie de signalisation Wnt (ou Wingless). La voie Wnt est impliquée dans des
processus de développement, comme la détermination de la polarité segmentaire chez
la Drosophile, la spécification de I'axe dorso-ventral dans le développement précoce
du X¢énope, et dans l'induction du mésoderme chez C. Elegans (revue de Cadigan et
Nusse 1997). La voie Wnt intervient également aprés le stade de développement et
régule la transcription de nombreux genes (Willert et Nusse 1998 et Gordon et Nusse
2006).

Lorsque la voie Wnt n'est pas activée, la B-caténine forme un complexe avec
notamment I'APC, l'axine et la GSK3-B (Glycogene Synthase Kynase 3 B) qui
phosphoryle la B-caténine. Cette derni¢re est alors ubiquitinée et ciblée vers le

protéasome ou elle est dégradée (cf. figure 42 a). Lorsqu'un ligand Wnt se lie a un
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récepteur Frizzled, la protéine Dishevelled est alors phosphorylée, ce qui empéche la
phosphorylation de la B-caténine par la GSK-3f3 et lui permet de se dissocier du
complexe. Une fois libérée, la B-caténine hypophosphorylée s'accumule dans le
cytoplasme puis est transloquée dans le noyau ou elle se lie a des facteurs de
transcription comme TCF/LEF. La B-caténine active alors un panel de génes dont c-
myc (He et al. 1998) et la cycline DI (Shtutman et al. 1999) qui induisent la
croissance cellulaire (cf. figure 42 b). L'activation anormale de la voie Wnt peut

entrainer une prolifération anormale de la cellule.

Mature Reviews | Cancer

Figure 42 : Voie de signalisation Wnt. a : en absence de signal Wnt, b : en présence du
ligand Whnt. Tiré de Fodde et al. 2001.

C.3. La p-caténine dans le complexe d’adhésion cellulaire

Les caténines ont été découvertes comme se liant au domaine cytoplasmique
des protéines membranaires cadhérines (revue de Cowin 1994). Les cadhérines font
partie d’une famille multigénique codant des glycoprotéines transmembranaires qui
interviennent dans 1’adhésion cellulaire dépendante du calcium, dans I’ancrage au

cytosquelette et dans la signalisation.
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L’E-cadhérine est un composant des jonctions intermédiaires qui interagit avec
des caténines (a, 3, et y-caténine ou plakoglobine) qui elles-mémes lient I’E-cadhérine
au cytosquelette (cf. figure 43). Les jonctions intermédiaires, avec les jonctions
serrées et les desmosomes permettent la cohésion des cellules épithéliales. La perte de
cette cohésion peut affecter la différenciation cellulaire ou étre a I’origine du
développement de tumeurs. Or, la majeure partie des tumeurs humaines (80-90%) a
pour origine des cellules épithéliales. L’intégrit¢ des composants des jonctions est
donc important, et notamment en ce qui concerne les cadhérines et les caténines
(revue de Christofori et Semb 1999). La perte d'adhésion est une des propriétés des

cellules cancéreuses qui leur permet de développer des métastases.

‘ Espace {
Cytoplasme extracellulaire Cytoplasme

l_l—l_l
-
—
N
(=]
=]

a-caténine

E-Cadhérine <
B) B-caténine
I 1 @ y-caténine

Figure 43 : Organisation d’une jonction intermédiaire. La B-caténine permet de faire le
lien entre ’E-cadhérine et ’a-caténine, elle méme reliée au cytosquelette (filaments
d’actine). Adapté de Christofori et Semb 1999.

C.4. B-caténine et hépatocancérogenése

Différentes études ont montré que la B-caténine peut s'accumuler dans des
cellules de CHC. Cette accumulation est principalement nucléaire (de 33 a 69% des
cas de CHC présentent une accumulation anormale de la B-caténine) et peut étre

expliquée par 1'activation anormale de la voie Wnt. Cette dérégulation peut étre due a
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la présence de mutations dans l'exon 3 de la B-caténine (11 a 43% des CHC selon les

études), surtout dans les cas associés a l'infection par le virus de 1'hépatite C.

Les mutations observées ont lieu essentiellement au niveau de 6 points chauds de
mutation, qui sont les codons 32, 33, 34, 37, 41 et 45. Ces codons codent les sites de
phosphorylation de la B-caténine (codons 33, 37, 41 et 45) ainsi que des acides aminés
de la boite de reconnaissance (codons 32 et 34). Une mutation sur ces sites peut
induire une absence de phosphorylation ou de reconnaissance de la boite de
destruction, et donc la stabilisation de la B-caténine qui n'est alors plus ciblée vers le
protéasome. D'autres études ont montré la présence de délétions chevauchant tout ou
partiellement l'exon 3 de la B-caténine, qui induisent son accumulation tout en
conservant ses capacités transactivatrices (Wong et al. 2001, Hsu et al. 2000, Giles et
al. 2003). Il semblerait que les patients atteints de CHC associés a de la B-caténine
mutée aient un meilleur pronostic et un meilleur taux de survie. Lorsque la B-caténine
n'est pas mutée, son accumulation est parfois expliquée par des mutations de I'axine,

mais de nombreux cas d'accumulation ne sont pas expliqués.

Les jonctions cellulaires dans lesquelles la B-caténine est impliquée jouent
¢galement un role prépondérant dans le développement des CHC, notamment au
niveau des stades avancés. En effet, la perte de ces jonctions affaiblit I'adhérence
cellulaire et favorise l'apparition de métastases. Cependant, la B-caténine ne semble

pas directement impliquée dans cette perte d'adhérence.

D. Autres voies dérégulées dans le CHC

Outre les voies p53 et Wnt, différentes voies de signalisation sont dérégulées
dans le CHC. Le type d'altération le plus couramment rencontré est la perte
d'hétérozygotie (Thorgeirsson et Grisham 2002). De nombreuses mutations et

changements de profil de méthylation sont également observés.
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D.1.a. Régulation du cycle cellulaire

Le cycle cellulaire se décline en 4 phases : G1, S (durant laquelle 'ADN se
réplique), G2 et M (mitose). Les transitions sont sous le contrdle de complexes
Cycline/CDK (Kinases Cycline-Dépendantes). Ces complexes sont notamment
capables de phosphoryler le géne suppresseur de tumeur du rétinoblastome (RbD), ce
qui rend possible la transition critique G1/S. Dans les CHC des altérations sont
trouvées a différents niveaux et permettent d'induire la progression du cycle cellulaire
et donc de favoriser la croissance.

Les geénes codant les cyclines D et A sont amplifiés et surexprimés dans 10 a
20% des CHC (Zhang et al. 1993, Chao et al. 1998).

La perte du chromosome 13 se produit dans 30% des CHC. Le géne Rb qui se
situe au locus 13q14 est atteint par cette perte qui est corrélée avec une absence totale
d'expression de la protéine pRb. Or, peu de mutations ont été reportées sur le gene Rb,
ce qui suggere une inhibition par l'intermédiaire de mécanismes épigénétiques (Zhang
et al. 1994).

Le geéne pl6™ code deux protéines différentes : un inhibiteur de kinase
CDKN2 (Cyclin-D-Dependent Kinase Inhibitor 2) et ARF qui est impliquée dans
l'apoptose p53-dépendante. Ces deux protéines agissent comme des suppresseurs de
tumeur dans la voie pRb. Le géne pl6™** est rarement invalidé par des mutations,
mais plutdt par des pertes d'hétérozygotie du bras court du chromosome 9 (environ
20% des CHC) et par la méthylation du promoteur qui inhibe son expression (Jin et
al. 2000).

Le géne p2["FCIPI est un inhibiteur du cycle cellulaire qui peut étre activé par
p53. Dans des cas de CHC, ce géne est réprimé, et cette répression est corrélée avec la

présence de mutations dans le géene 7P53 (Furutani et al. 1997).

D.1.b. Inhibition de la croissance cellulaire et apoptose

La voie du TGFp, qui inhibe la croissance cellulaire et induit 'apoptose, est
altérée dans 10 a 30% des CHC. Les membres de la famille des récepteurs a tyrosine
kinase ErbB, qui inhibent le TGFB sont souvent surexprimés (Ito et al. 2001):
ERBBI1 ou EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor), ERBB3 et ERBB2 (ou

HER2) sont fortement surexprimés, et ERBB4 est faiblement surexprimé. La
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surexpression de EGFR et ERBB3 est corrélée avec une maladie plus aggressive. De
méme, le récepteur M6P/IGF2R (Mannose-6-Phosphate/Insulin-like Growth Factor 2
Receptor) peut étre inactivé par des mutations faux-sens ou non-sens ainsi que les
geénes MADH?2/Smad2 et MADH4/Smad4 qui interviennent dans la transmission du
signal (Oka et al. 2002, Yakicier et al. 1999).

La voie JAK/STAT est également dérégulée dans les CHC par
hyperméthylation du promoteur de SOCS-1. SOCS-1 interagit avec la kinase Janus
(JAK) pour inhiber les signaux médiés par les cytokines. L'hyperméthylation du

promoteur réprime 'expression du gene (Yoshikawa et al. 2001).

D.1.c. Instabilité génétique et genomique

Au début de la cancérogenese, le raccourcissement des télomeres induit une
instabilité chromosomique qui favorise 1'hépatocancérogenese. Une fois les télomeres
fortement raccourcis, la télomérase est réactivée (90% des cas de CHC) ce qui permet
la viabilité cellulaire (Shimojima et al. 2004).

Des défauts de la ségrégation des chromosomes durant la mitose induisant des
aneuploidies ont été observés dans divers cancers. Parmi les facteurs impliqués, la
kinase Aurora peut étre surexprimée dans les CHC (Yu et al. 2005).

Les voies de réponse aux dommages a I'ADN peuvent aussi €tre dérégulées, ce
qui destabilise le génome et favorise la cancérogenese. Outre le géne TP53, le géne

BRCA?2 est aussi réprimé notamment par perte d'hétérozygotie (revue de Gollin 2005).

E.L’ADN circulant et son utilisation en cancérologie

E.1. Définition de I'ADN circulant

La présence d'ADN extracellulaire dans la circulation sanguine est connue
depuis une soixantaine d'années, et des quantités anormalement €levées ont ensuite
été détectées chez des patients cancéreux (Leon et al. 1977). La concentration de cet
ADN circulant varie de 0 a 100 ng/mL de sang avec une moyenne de 30 ng/mL chez
un individu sain (Anker et Stroun 2000), et de 0 a 1000 ng/mL avec une moyenne de

180 ng/mL chez un patient cancéreux (Shapiro et al. 1983). L'ADN circulant est
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essentiellement composé de fragments double brin d'une longueur de 0,18 a
21 kilobases, et a une demi-vie de 16,3 minutes en moyenne chez un individu sain
(Stroun et al. 1987, Lo et al. 1999). Cependant, la majorité de ces fragments serait

incluse dans des complexes nucléo-protéiques qui pourraient augmenter leur stabilité.

Controle Cirrhose CHC

IADN apoptotique
Lymphocyte

Figure 44 : Profils de migration d'ADN circulant provenant de sujets sains ou atteints de
cirrhose ou de CHC. Tiré de Gormally et al. 2007.

Tissu non tumoral Tissu tumoral

Figure 45 : Deux modéles de libération d'ADN dans la circulation sanguine. Dans le tissu
non tumoral, les cellules entrent en nécrose ou apoptose et leur ADN passe dans le sang.
Dans le tissu tumoral, des cellules se détachent et entrent dans la circulation sanguine ou
elles sont lysées. Tiré de Gormally ef al. 2007.

L'origine exacte de 'ADN circulant n'est pas connue. Cependant, différentes
¢tudes ont montré qu'il possédait des caractéristiques communes avec I'ADN tumoral
chez un patient atteint d'un cancer (Stroun et al. 1989). Deux principaux mécanismes
ont été proposés basés notamment sur les profils de migration d'ADN circulant
provenant de sujets sains ou malades (cf. figure 44). Certains échantillons d'ADN

circulant présentent des profils identiques a ceux de cellules apoptotiques ou
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nécrotiques (Jahr ef al. 2001) et d'autres un profil identique a celui dADN génomique.
L'ADN de cellules apoptotiques ou nécrotiques pourrait passer dans la circulation
sanguine, ou des cellules intactes pourraient passer dans la circulation sanguine avant

d'étre lysées, relarguant ainsi leur ADN (cf. figure 45).

E.2. Utilisation de I’ADN circulant comme matériel de

substitution

La concentration sanguine en ADN circulant est corrélée de fagon significative
a la présence ou non chez un individu d'une Iésion cancéreuse ou pré-cancéreuse,
mais cette corrélation ne suffit pas a en faire un marqueur de cancérogenése (Chang et
al. 2002). Cependant, différentes études ont montré que 1'évolution de la quantité
d'ADN circulant chez un patient ayant regu un traitement anti-cancéreux corrélait
avec la réponse au traitement et la rechute (Sozzi ef al. 2001).

Dans une étude cas/contrdle récente effectuée en Gambie, la mutation Ser 249
a été détectée dans I'ADN circulant de 40% de patients atteints de CHC avec 88,5%
de concordance avec les tumeurs correspondantes (Szymanska et al. 2004), ainsi que
dans I'ADN circulant de 15% de patients cirrhotiques et 3% d'individus sains (Kirk et
al. 2005a). L'analyse quantitative des mémes échantillons a montré qu'il existait une
forte corrélation entre le statut du foie et la quantit¢é d'ADN circulant présentant la
mutation Ser249 (Lleonart et al. 2005). Une étude prospective réalisée a Qidong
(République Populaire de Chine) sur des sujets sains présentant un risque de
développer un CHC (car exposés au VHB et a 'AFB1) a montré que la mutation
Ser249 était détectable dans 'ADN circulant de 21,7% des sujets un an avant le
diagnostic, et de 44,6% des sujets au moment du diagnostic (Jackson et al. 2003).

L'ADN circulant semble donc un matériel prometteur tant sur le plan du
diagnostic précoce, que sur celui du suivi des patients ou du pronostic. En effet, la
détection d'altérations dans I'ADN circulant avant le diagnostic par des méthodes
conventionnelles pourrait permettre de mieux cibler les populations ayant des risques
importants de développer un cancer, et de diagnostiquer ces cancers précocément,
notamment en détectant la mutation Ser249 chez des individus exposés au VHB et a

I'"AFBI qui présentent donc un risque important de développer un CHC.
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L'obtention de biopsies est souvent techniquement difficile et parfois risquée
pour le patient. L'ADN circulant pourrait fournir un bon marqueur pour suivre
'évolution de cancers sans avoir a pratiquer d'acte invasif, puisqu'une simple prise de
sang suffit.

Cependant, la présence d'altérations dans I'ADN circulant n'est pas en soi
informative sur le site d'origine de I'altération, et un méme type d'altération peut avoir
plusieurs sites potentiels d'origine puisqu'il n'existe pas d'altération 100% spécifique
d'une tumeur. De plus, tous les types de cancer ne relarguent pas dans le sang le méme
taux d'ADN altéré. L'intérét de 1'analyse de I'ADN circulant pourrait dépendre du type
de cancer, du site, des facteurs de risque impliqués, du stade de la tumeur... D'autres
études sont donc nécessaires pour explorer plus avant les possibilités et les limites de

['utilisation de I'ADN circulant comme matériel de substitution aux tumeurs.

E.3. ADN circulant et cancer du foie : application dans le

contexte d'une région de haute incidence, la Gambie

La Gambie est le plus petit pays d'Afrique, situé a 1'Ouest et entouré par le
Sénégal, et se trouve dans la zone de forte incidence du CHC (cf. figure 46). C'est le
cancer le plus fréquent en Gambie chez 'homme avec plus de 58% des cas et un taux
standardisé sur I'dge de 35,7/100 000. Chez les femmes, le CHC représente 19,4% des
cas de cancer et se trouve au 2éme rang avec un taux standardisé sur l'dge de
11,2/100 000 (Bah et al. 2001). Le CHC est un cancer qui se développe chez des
sujets jeunes avec une moyenne d'dge au diagnostic de 45 ans. Les données
proviennent d'un registre national du cancer qui enregistre de fagon active les cas
diagnostiqués. Dans le cas du cancer du foie, un diagnostic par ultrasonographie est
possible dans deux hopitaux de référence et un laboratoire permet de doser I'AFP sur

demande des hopitaux ou des centres de soin.
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Figure 46 : Carte d'Afrique et détail de I'Afrique de 1'Ouest. La Gambie est entourée en
rouge.

15% environ des adultes sont porteurs chroniques du VHB. La transmission du
VHB est essentiellement horizontale, entre enfants. En effet, la présence d'ADN viral
dans le sang et de l'antigéne HBeAg décroit rapidement a un age assez jeune. Les
méres sont donc généralement faiblement infectieuses. A I'dge de 2 ans, 40% des
enfants ont été infectés par le virus et 15% sont devenus porteurs chroniques; a 'age
de 10 ans, 90% ont été infectés et 20% sont devenus porteurs chroniques. Les données
sur le VHC sont récentes et la prévalence semble étre de 1 a 2%. L'age de l'infection
par le VHC et le mode de transmission ne sont pas connus en Gambie. L'exposition a
I'AFB1 est l'une des plus fortes au monde et est assez homogene sur le pays
(Montesano et al. 1997). La présence d'adduits d'AFB1 sur l'albumine est détectée
chez plus de 95% des Gambiens. L'exposition commence in utero et se poursuit par
l'intermédiaire du lait maternel, puis la consommation d'arachides contaminées (Wild
etal. 1991).

Entre 1997 et 2001, 216 patients atteints de CHC et 408 controles ont été
recrutés pour participer a une étude sur le cancer du foie : GLCS (Gambia Liver

Cancer Study). Cette étude a montré que le ratio homme/femme chez les patients
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atteints de CHC est d'environ 4/1. 61% des cas de CHC sont porteurs chroniques du
VHB et 19% du VHC, contre 16% et 3% des contrbles respectivement. Les co-
infections VHB/VHC sont peu communes, et le VHB est associé a des cas de CHC
chez des patients jeunes alors que le VHC 1'est avec des patients plus agés. Au total, le
CHC est associé au VHB dans 57,2% des cas, au VHC dans 19,9% des cas, et aux 2
dans 3,5% des cas (Kirk ef al. 2004). Les CHC associ¢s au VHB sont diagnostiqués

environ 10 ans plus tot que ceux associés au VHC.

La Gambie est le lieu d'une étude d'intervention, le GHIS (Gambia Hepatitis
Intervention Study). Un programme de vaccination contre le VHB a été introduit
progressivement a l'agenda des vaccinations de routine a partir de 1986. Le pays est
divisé en 17 régions et la vaccination contre le VHB a été introduite région par région
jusqu'a couverture compléte du pays. La vaccination compléte consiste en
I'administration de 4 doses de vaccin dérivé de plasma en intra-musculaire (The

Gambia Hepatitis Study Group 1987) (cf. figure 47).

Temps en années
| | | | | | | | |

o 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Infection
et portag
chronique

e

11 g =

Phase1l Phase?2 Phase 3
| — \ ,
Vaccination Evaluation Suivi Regls.tr.e d!J cancer
1986-90 1991-99 2000-20207 Identification des cas

Figure 47 : Conception de 1'étude GHIS.

Le but de cette étude est (1) d'évaluer la protection fournie par la vaccination
dans la premiére année de vie contre l'infection primaire par le VHB et le

développement du portage chronique et du CHC d'une part, et (2) de démontrer la
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faisabilité de l'introduction de la vaccination en Afrique (Montesano 2002). En marge
de cette étude d'intervention, le registre national du cancer a été créé avec une
couverture de la population urbaine et rurale. Les résultats apres 4 ans et 9 ans ont
montré que la vaccination protége de la primo-infection a 80% et du portage
chronique a 90% (cf. figure 48). L'efficacit¢ de la vaccination contre le

développement du CHC devrait étre analysée dans les années a venir.

Infection Portage chronique

50

[ vaccinés

401l non-vaccinés

30

20

10

4 ans 9 ans 4 ans 9 ans

Figure 48 : Pourcentage des enfants inclus dans le GHIS infectés par le VHB (a gauche)
et devenus porteurs chroniques du VHB (a droite), 4 ans et 9 ans aprés l'introduction de
la vaccination.

Une étude effectuée sur 29 tumeurs de Gambie et 17 échantillons d'ADN
circulant associés a permis de montrer une prévalence de la mutation Ser249 de 35%
et une concordance entre la présence de la mutation dans la tumeur et dans I'ADN
circulant correspondant de 88,5%. Dans les deux paires discordantes, la mutation a été
détectée dans les tumeurs mais pas dans I'ADN circulant (Szymanska et al. 2004).
Une autre étude portant sur 186 cas de CHC, 98 cas de cirrhose et 348 controles, a
montré la présence de la mutation Ser249 dans 1'ADN circulant de 39,8% des cas de
CHC, 15,3% des cas de cirrhose et 3,5% des controles (Kirk ez al. 2005a). Cette étude
a été effectuée par une méthode essentiellement qualitative, la RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism). Le risque relatif de développer un cancer a été
estimé a 10 (Intervalle de confiance a 95% = IC: 5,16-19,6) chez les porteurs
chroniques du VHB, a 13,2 (IC : 4,99-35,0) pour les porteurs de la mutation Ser249.
Un seul controle était a la fois porteur chronique du VHB et porteur de la mutation
Ser249 contre 24,6% des patients cancéreux, ce qui donne un risque relatif de 399

(IC : 48,6-3 270) pour la présence de ces deux facteurs simultanément.
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Les mémes échantillons ont été¢ analysés par une méthode plus sensible et
quantitative : le SOMA (Short Oligonucleotide Mass Analysis). Cette méthode utilise
la spectrométrie de masse et permet de détecter de faibles quantités de la mutation
Ser249. 16% des contrdles, 26% des patients cirrhotiques et 52% des patients atteints
de CHC possedent plus de 2 500 copies d'ADN contenant la mutation Ser249 par mL
de plasma. Le risque relatif de développer un CHC est de 3,5 (IC : 1,7-7,2) pour une
concentration de la mutation Ser249 dans I'ADN circulant compris entre 2 500 et
9 999 copies mutées/mL de plasma, et de 20 (IC : 5,6-6,9) pour un niveau supérieur a
10 000 copies mutées/mL de plasma (Lleonart et al. 2005).

Ces résultats montrent que la mutation Ser249 pourrait servir de marqueur
moléculaire du CHC en Gambie, et que la détection de ce marqueur dans le sang

pourrait servir a des méthodes de diagnostic précoce dans ce contexte particulier.

108



Objectifts du travail
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Le Carcinome Hépatocellulaire (CHC) est le troisiéme cancer mondial en
terme de mortalité. Cette trés forte mortalité est essentiellement due a un diagnostic
tardif et a l'inefficacité des traitements proposés pour des stades avancés de la
maladie. Il existe trois voies principales de recherche afin de remédier a ce probléme :
prévenir les risques de développer un CHC, améliorer I'efficacité des traitements, et
permettre un diagnostic plus précoce de la maladie.

Mon travail entre dans le cadre de la troisieme catégorie. Pour permettre la
mise en place d'un diagnostic précoce, il faut identifier des marqueurs moléculaires
spécifiques au CHC, détectables de fagon précoce (bien avant l'arrivée des premiers
symptomes) et par des moyens simples. Dans ce cadre, j'ai développé deux types
d'é¢tudes qui traitent de deux aspects différents de la recherche de marqueurs

moléculaires du CHC.

A. La mutation Ser249 dans ' ADN circulant de sujets
asymptomatiques exposés a l'aflatoxine B1

La premicre partie de mon travail a consisté a étudier un marqueur potentiel
déja identifié. La mutation au codon 249 du gene suppresseur de tumeur 7P53
(Ser249) est associée a des CHC se développant dans les régions de forte incidence,
ou l'endémicité du Virus de I'Hépatite B (VHB) est forte et 1'exposition a l'aflatoxine
B1 (AFBI1) trés ¢levée. Les différentes études menées en Gambie, situé¢e dans la zone
de forte incidence du CHC, nous ont appris que la présence de la mutation dans
I'"ADN circulant de patients atteints de CHC concorde avec la présence de la mutation
dans la tumeur. Nous savons également que la mutation est détectable dans I'"ADN
circulant de patients atteints de cirrhose, ainsi que chez des sujets sains dans une
moindre mesure. La mutation Ser249 pourrait donc étre soit un marqueur de la
mutagenese due a l'exposition a I'AFB1, soit un marqueur de tumorigenese.

Afin de distinguer ces deux hypotheses, nous avons mesuré la quantité de
copies d'ADN contenant la mutation Ser249 dans le sérum d'une cohorte de sujets
asymptomatiques porteurs chroniques ou non du VHB. Ces sujets ont été identifiés
dans des villages de la Gambie rurale ou une étude pilote de vaccination contre le

VHB a été menée. Le but de ce travail a été d'é¢tudier les facteurs influengant la
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présence de la mutation chez des sujets n'ayant pas ¢té diagnostiqués pour une
maladie du foie afin d'établir la signification de la présence de la mutation Ser249

dans 'ADN circulant.

B. Criblage de mutations dans les genes 7P53 et
CTNNBI dans des CHC dans différentes régions

La seconde partie de mon travail a consisté a cribler des altérations dans des
tumeurs de CHC afin d'étudier un lien possible avec I'étiologie du cancer. En effet,
avant de déterminer la temporalité de I'apparition de marqueurs et la faisabilité de leur
détection précoce, il faut tout d'abord les identifier. La premicre étape est donc
d'étudier les marqueurs potentiels dans les tumeurs. Nous avons choisi deux genes
intervenant chacun dans les deux mécanismes potentiels de I'hépatocancérogenése
décrits par Laurent-Puig et Zucman-Rossi (2006) : TP53 et CTNNBI. Nous avons mis
en place des méthodes de détection de mutations dans l'exon 3 du gene CTNNBI et
utilisé des méthodes de détection de mutations déja appliquées au laboratoire pour les
exons 4 a 9 du géne TP53. Nous avons ainsi étudi¢ la présence de mutations dans ces
deux genes dans des tissus tumoraux ainsi que sur des tissus sains adjacents,
d'étiologies différentes et provenant de France et de Thailande. Ces deux régions
différent par leur contexte d'exposition a 1'AFBI1, ainsi que par le contexte des
infections par les virus des hépatites. Le but de ce travail était de faire un bilan des
mutations rencontrées, de confirmer 1'exclusion mutuelle des mutations dans les deux
genes, et de relier ces mutations a 1'étiologie du CHC afin de trouver des marqueurs

moléculaires potentiels.
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I. La mutation Ser249 dans I'ADN circulant de sujets

asymptomatiques exposés a l'aflatoxine B1

A. Contexte

Nous avons vu qu'en Gambie, la mutation Ser249 est détectable dans 'ADN
circulant de patients atteints de CHC, et dans une moindre mesure chez des patients
cirrhotiques et chez des sujets sains. La présence de la mutation Ser249 a été analysée
dans I'ADN circulant de patients de la République Populaire de Chine ayant
développé un CHC. Ces patients étaient inclus dans une étude prospective ou des
échantillons sanguins ont ¢été prélevés chaque année. Pour les patients ayant
développé un CHC, les échantillons prélevés antérieurement ont été analysés. Dans
environ la moitié des cas, la mutation Ser249 était détectable au moins un an avant le
diagnostic, ce qui suggere que la présence de la mutation dans I'ADN circulant
pourrait servir de marqueur moléculaire du développement du CHC (Jackson et al.
2003). Afin de confirmer cette hypothése, nous avons ¢tudié la présence de cette
mutation dans de I'ADN circulant provenant de Gambie et nous avons cherché a
identifier les facteurs influengant la présence de cette mutation.

Une étude préalable a la campagne de vaccination initiée par le GHIS a été
effectuée sur deux villages de la Gambie, Keneba et Manduar (cf. figure 49). La
vaccination a été initiée en 1984 dans ces deux principaux villages, ainsi qu'un 3¢me
plus petit (Katong-Kunda). Des prélévements sanguins y sont effectués sur toute leur
population tous les 4 ans environ, et les facteurs viraux sont controlés. Aprés 14 ans
de suivi, la vaccination a montré une efficacit¢ de 82% contre l'infection par le VHB
et de 94% contre le portage chronique du virus. Nous avons utilis¢ du sérum du
dernier prélévement effectué¢ en 2002-2003.

240 échantillons de sérum de porteurs chroniques asymptomatiques ont été
identifiés, ainsi que 237 échantillons de non porteurs chroniques appariés sur la date
de prélevement, 1'dge et le sexe. Nous avons les données concernant la date de
naissance des individus, leur sexe, la date du prélévement sanguin, le village

d'origine, la présence des antigénes viraux HBsAg et HBeAg, et la vaccination.
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Figure 49 : Carte de la Gambie. Les villages Keneba et Manduar sont entourés en blanc.

B. Etude préliminaire par une méthode qualitative. la
RFLP

L'ADN circulant a été extrait a partir du sérum, I'ADN circulant total quantifié
par fluorimétrie, ' ADN viral quantifié¢ par PCR en temps réel. Une étude préliminaire
a permis de détecter la présence de la mutation Ser249 par RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism). La RFLP est basée sur la présence d'un site de
restriction GGCC aux codons 249 et 250 de 7P53 et qui est modifié par la mutation
Ser249 (cf. paragraphe Résultats I.D.1).

L'analyse des échantillons d'ADN circulant de Gambie par cette méthode a
permis de montrer que la mutation était présente dans 'ADN circulant de 16% des
porteurs chroniques du VHB, alors qu'elle n'a pu étre confirmée dans aucun des
échantillons provenant des contrdles non porteurs chroniques. De plus, tous les
¢chantillons contenant la mutation ont été prélevés entre les mois de mars et juillet.

I1 existerait donc une saisonnalité dans la détection de la mutation Ser249 dans
I'ADN circulant, et une synergie entre la présence de la mutation et le portage
chronique du VHB.

Afin de vérifier la spécificité de la mutation Ser249 dans ce contexte de forte
exposition a I'AFB1 et au VHB, nous avons analysé la présence de mutations au
codon 248 du géne TP53 (souvent muté par des transversions G vers T dans les

cancers) et au codon 12 du gene KRAS (souvent muté dans les cancers mais rarement

dans les CHC).
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La présence de mutations au codon 248 du géne TP53 a été détectée par RFLP.
Nous avons mis au point cette méthode, basée sur la restriction de I'enzyme Mspl
reconnaissant le site constitué par la troisieme base du codon 247 et par les 3 bases du
codon 248. Sur les 240 échantillons provenant de porteurs chroniques du VHB, 11 ont
été trouvés mutés, mais aucun par une transversion G vers T. Huit de ces échantillons
mutés possédaient €galement la mutation Ser249. La présence de mutation au
codon 12 du géne KRAS a été détectée par ME-PCR (Mutant Enriched PCR), une
méthode couramment utilisée au laboratoire et qui consiste en une double RFLP. La
modification d'une base au codon 11 permet l'introduction d'un site de restriction
reconnu par l'enzyme Mval et altéré par la présence d'une mutation au codon 12.
L'analyse de 62 échantillons provenant des porteurs chroniques prélevés en avril et en
décembre, n'a montré aucune mutation. Cette analyse montre que les transversions G
vers T au codon 249 du geéne 7P53 dans un contexte d'exposition a 'AFB1 sont

spécifiques.

C. Résultats de I'étude quantitative

Etant donné que nous avions a disposition au laboratoire une méthode sensible
et quantitative, le SOMA (Short Oligonucleotide Mass Analysis), pour la détection de
la mutation Ser249, et que la concentration en Ser249 dans I'ADN circulant est
corrélée au statut hépatique, nous avons ré-analysé tous les échantillons par SOMA

(cf. paragraphe Résultats 1.D.2).

Cette analyse a montré la présence de la mutation Ser249 dans 44% des
¢chantillons d'ADN circulant des porteurs chroniques du VHB et 24% des contrdles.
Elle a confirmé la variation saisonni¢ére de la concentration en ADN circulant
comportant la mutation Ser249 (représentée par le nombre de copies Ser249 par pL de
sérum). Chez les porteurs chroniques, la présence de la mutation est détectée entre
mars et juillet en plus grande concentration et chez un pourcentage plus important
d'individus. Chez les non-porteurs chroniques, la présence de la mutation est

essentiellement détectée chez plus d'individus entre mars et juillet mais la quantité
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détectée reste faible tout l'année (cf. figure 50). Cette analyse confirme donc qu'il

existe une synergie avec le VHB.

2l
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Figure 50 : Concentration en mutation Ser249 dans le sérum en fonction du mois de
prélévement; a gauche chez les non-porteurs chroniques; a droite chez les porteurs
chroniques du VHB.

Cependant, aucune corrélation n'a été montrée entre la concentration en
mutation Ser249 dans 1'ADN circulant et la présence de l'antigéne HBeAg, ou la
quantité d'ADN viral présent dans le sang. Nous nous sommes alors intéressés a l'effet
du génotype des virus. Nous avons séquencé le gene S des virus lorsque
I'amplification était possible. Les 99 séquences obtenues et ne contenant aucune
ambiguité ont ¢té¢ alignées avec les séquences publiées du gene S de différents
génotypes du VHB. Nous avons trouvé 95 virus de génotype E et 4 de génotype A.
Parmi les virus du génotype E, nous avons pu distinguer 3 groupes de variants ayant
exactement la méme séquence du gene S. Nous avons effectué une analyse statistique
afin de déterminer s'il y avait corrélation entre certains variants du VHB et la quantité
de mutation Ser249 dans le sérum. En plus des 3 groupes de variants, nous avons
regroupé tous les variants contenant une mutation dans la région du "déterminant
antigénique a", nous avons ¢également regroupé les variants de génotype A, et

finalement, tous les variants qui n'étaient dans aucun autre groupe. Le test statistique
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effectué sur ces 5 groupes a montré qu'il existait une corrélation entre les groupes de
variants et la concentration en Ser249 dans le sérum (p=0,019). Selon le variant
majoritaire par lequel un individu est infecté, l'effet synergique entre I'AFBI et le
virus n'est pas le méme dans l'acquisition de la mutation Ser249 ou le relargage
d'ADN muté.

Afin de confirmer la saisonnalité dans la détection de la mutation Ser249 dans
I'ADN circulant, nous avons étudié¢ une cohorte de porteurs chroniques du VHB ayant
¢été traités par différents anti-viraux. Plusieurs prélévements sanguins ont été effectués
sur ces individus afin de suivre 1'évolution des marqueurs viraux. Nous avons utilisé
des échantillons de sérum de cette étude. Apres extraction, nous avons quantifié
I'ADN circulant par fluorimétrie et nous avons effectué une étude préliminaire par
RFLP de la présence de la mutation Ser249. Cependant, aucune mutation n'a pu étre
confirmée par cette méthode. Nous avons donc commencé a analyser ces échantillons
par SOMA. Les premiers résultats obtenus sur 5 individus montrent qu'il existe bien
une variation intra-individuelle de la concentration en Ser249 dans le sérum. Pour ces
5 individus, la plus forte concentration a été enregistrée a une date comprise entre le

mois de mars et le mois de juillet.

Nos résultats montrent donc que la concentration en mutation Ser249 dans le
sérum de sujets asymptomatiques dépend du portage chronique du VHB, et décrit des
variations saisonnieres qui suivent le profil d'exposition a 'AFB1. La mesure de cette
concentration et de ses variations pourraient servir d'indicateurs de l'exposition du
sujet a ces deux facteurs de risque, ainsi que d'indicateur du statut hépatique. Des
concentrations faibles et transitoires de la mutation Ser249 dans le sérum pourraient
indiquer une exposition transitoire a I'AFB1, alors que des concentrations plus fortes
et stables dans le temps pourraient indiquer une forte probabilit¢ d'avoir développé

une lésion cancéreuse ou pré-cancéreuse du foie.
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D. Méthodes de détection des mutations

D.1. RFLP

Apres amplification de l'exon 7 de 7P53, le produit PCR est digéré par Haelll
qui reconnait et coupe spécifiquement les sites GGCC. Lorsque le fragment n'est pas
muté, on obtient 4 fragments de 11, 12, 92 et 62 pb, et lorsque le fragment est muté
sur le site de restriction situé sur les codons 249 et 250, on obtient des fragments de
11, 12 et 154 pb (cf. figure 51). Le fragment non digéré de 154 pb est alors récupéré et
séquencé afin de confirmer la présence d'une mutation. Cette méthode permet de
détecter la présence de la mutation Ser249 a un taux de 3 a 6% dans un contexte
d'ADN sauvage. Chaque échantillon est analys¢ au moins deux fois afin de confirmer
les résultats. Lorsque les résultats sont discordants, les échantillons sont ré-analysés
une troisieéme fois.

a _ 158 bp

248 249 250
CGG AGG CCC

Haodl 5 ﬁ 3

restriction sites s
92 bp 66 bp

b c
‘249_ )
g !
AGT |
A 1 'y ] 9 i N II sl
pa NI L il \
i A (TS Y AT
I'I"L.I i 'Ill."- ! ill -|"'III""I\'J‘l”"nl'.I I"l|| "I'.! A .“I‘
d 100 50 25 125 625 3.13 0 [% 249ser]
- 158 -
- g2

- 66

Figure 51: Méthode de détection de la mutation Ser249 par RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism). (a) Schéma représentant les fragments obtenus aprés
PCR et digestion par Haelll lorsque que le codon 249 est sauvage (en bas) ou muté (en
haut). (b) Photo de gel d'agarose sur lequel ont été déposés les produits de digestion d'un
controle sauvage et d'un échantillon d'ADN circulant contenant un mélange d'ADN
sauvage et d'ADN muté. (c) Chromatographe issu du séquencage d'un échantillon
d'ADN contenant la mutation Ser249. (d) Résultat de la digestion d'un test de sensibilité
de la méthode; le pourcentage de départ d'ADN contenant la mutation Ser249 est
indiqué en haut. Tiré de Kirk et al. 2005a.
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D.2. SOMA

Cette technique consiste en une premiére amplification par PCR d'un fragment
de I'exon 7 du géne TP53 avec des primers auxquels on ajoute le site de restriction
CTGGAG. On amplifie ainsi de I'ADN circulant et une quantité connue d'un plasmide
standard contenant les exons 4 a 9 du géne TP53 et contenant la mutation Ser249 ainsi
qu'une transversion G vers T au codon 248. Le produit obtenu est alors digéré par
Haelll, ce qui permet d'éliminer les fragments sauvages au codon 249. Le produit de
digestion est alors ré-amplifi¢ par PCR et digéré par Gsul, une enzyme de restriction
de type II qui reconnait le site inséré CTGGAG. On obtient ainsi des fragments de
8 pb contenant les codons 248 et 249 (cf. figure 52). Apres purification par HPLC
(High Pressure Liquid Chromatography), ces fragments sont analysés par un
spectrometre de masse en tandem (cf. figure 53). La méthode a été décrite
précédemment par Lleonart et al. (2005).

La comparaison des proportions de fragments contenant uniquement la
mutation Ser249 et des fragments de standard permettent une quantification précise de

la mutation Ser249 de I'ADN circulant.
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ADN circulant

Standard interne oo o0
o]

PCRI

— CTGGAG —

+—— GAGGTC

Coupure spécifique des fragments 249 sauvages

— CTGGAG

l Digestion par Haelll
oz
=

GAGGTC

Enrichissement en fragments
PCR2 . 12
mutés et en standard interne

Digestion par Gsul
——— CTGGAG Y

77 uAGGTC —

Obtention de fragments de 8 pb contenant les codons 248 et 249

Figure 52 : Principe de la préparation des oligonucléotides a partir d'échantillons
d'ADN circulant pour I'analyse par spectrométrie de masse.
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Figure 53 : Résultats bruts pour un échantillon avec ou sans 1'étape de digestion par
Haelll. Dans cet exemple la digestion n'est pas compléte mais a permis d'enrichir le
mélange analysé en oligonucléotides mutés et standards. WT-s : fragment sauvage sens,
WT-as : fragment sauvage anti-sens, Ser-s : fragment Ser249 sens, Ser-as : fragment
Ser249 anti-sens, IS-s : fragment standard sens, IS-as : fragment standard anti-sens.
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Hepatocellular Carcinoma (HCC) is common in parts of sub-Saharan Africa
and south-east Asia, in a context of chronic infection by Hepatitis B virus (HBV) and
dietary exposure to aflatoxins, that contaminate staple foods such as peanuts and
maize. These tumours often contain a mutation (Ser249) at codon 249 of the 7P53
tumour suppressor gene (AGG to AGT, Arg to Ser). There is evidence that this
mutation results from DNA damage by metabolites of aflatoxin. The mutation is often
detected in cell-free DNA in the plasma or serum of HCC patients in areas of high
incidence. We have measured serum concentrations of the Ser249-mutated DNA in
477 healthy subjects from a rural area in The Gambia, Western Africa, where
exposure to aflatoxin is widespread. Ser249-mutated DNA concentrations were

significantly higher (p <0.0001) in chronic HBV carriers (mean 2.7 copies/pL, inter-
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quartile range [0-1.5]), than in non-carriers (mean 0.8 copies/uL, inter-quartile range
[0-0]), and exhibited a seasonal variation which followed known seasonal patterns of
aflatoxin exposure. Moreover, levels of Ser249-mutated DNA correlated significantly
(p=0.019) with HBV genotype variants as determined by S gene sequencing. Thus,
mutated free circulating DNA is detectable in the serum of healthy subjects with
quantitative variations compatible with a joint effect of aflatoxin and HBV, making it

a sensitive and quantitative marker of concurrent exposure to both factors.

About 80% of the 600 000 estimated annual cases of HCC occur in low-
resource, inter-tropical areas, mainly in Sub-Saharan Africa and South-East Asia'. The
major risk factors, chronic HBV carriage and exposure to Aflatoxin B1 (AFB1) have
been classified as Group 1 carcinogens by IARC*? and exert a multiplicative effect on
HCC risk. Both factors are preventable in principle’. However, the preventive efficacy
of HBV vaccination or of AFBI1 exposure control has not yet been fully assessed in
high incidence areas. The presence of a specific mutation induced by AFB1 at codon
249 in TP53 may provide a useful early marker of exposure to AFB1 and
hepatocarcinogenesis. AFB1 is metabolized by CYP1A2 and 3A4 in hepatocytes to
form an epoxide that binds to the N7 position of guanine, inducing G to T
transversions’. Such transversions are observed at codon 249 of 7P53 in over 50% of
liver tumors from HCC cases®. Worldwide, there is a remarkable ecological
correlation between exposure to AFBI1, incidence of HCC, and prevalence of the
Ser249 mutation in liver tumours. We and others have shown that Ser249-mutated
DNA is detectable in the plasma of HCC cases from high incidence areas”™”. The
plasma of all individuals contains trace levels of free fragments of DNA released by
tissues into the bloodstream. In cancer patients, these levels are often increased,
providing a promising source of material for early detection of mutations associated
with cancer'’. In a prospective study in China, the Ser249 mutation was detected in
the plasma of asymptomatic HBV carriers up to 5 years before HCC diagnosis’.

In the Gambia, West Africa, chronic HBV carriage is endemic ranging from
11% to 16% of the adult population''. Exposure to AFB1 is widespread and the
incidence of HCC peaks at 80/100 000 persons/year in 35-55 year-old males'.
Ser249-mutated DNA is detectable in the plasma of 40% of HCC patients, with a

concordance of 88% between plasma and tumour DNA®. Plasma Ser249-mutated

123



DNA is also found in 15% of patients with liver cirrhosis and in 3% of control
subjects’. The latter observation led us to explore whether the presence of Ser249-
mutated DNA in the plasma might be a marker of early liver disease, or, alternatively,
a marker of ongoing exposure to AFB1. To assess the significance of Ser249-mutated
DNA in the plasma of healthy subjects, we have performed a survey in a cohort of
inhabitants of 3 rural villages in The Gambia (Keneba, Manduar and Katong-Kunda).
These villages are part of a long-term quadrennial survey program for HBV infection,
initiated in the early 1980s as a pilot and sentinel program for the Gambian Hepatitis
Intervention Study (GHIS)". We have used serum specimens collected during the
2002-2003" survey to develop a nested case-control study including 240 HBV
carriers (HBV+) and 237 non-carriers (HBV-) matched by date of sampling, age and
sex. HBV carriage was determined by persistence of HBsAg for more than six months
in the serum. All participants provided informed consent and were asymptomatic for
chronic liver disease at the time of sampling, although no detailed clinical assessment
of their liver status was conducted. The study was approved by national and
institutional ethical committees. DNA was extracted from serum and the serum DNA
concentration, the HBV DNA concentration, and the Ser249-mutated DNA
concentration were measured as previously described (see supplementary data).

Table 1 shows the characteristics of study participants. In line with previous
surveys'®, a higher proportion of HBV carriers was detected in Manduar, although this
long history of higher carriage is not explained (data not shown). There was an
inverse association between HBV vaccination and HBV carrier status. The replication
activity of the virus (determined by the presence of HBeAg and by the quantity of
viral DNA) was higher in younger carriers as well as in the few vaccinated subjects
who nonetheless became carriers (data not shown). Higher viral loads in younger
subjects is a well established characteristic of chronic infection by HBV genotype E,
the predominant genotype in West Africa'’. Moreover, serum DNA concentrations in
HBYV carriers tended to be higher than in non-carriers (logi;o of DNA concentration in
ng/pL: mean of -1.78 and variance of 0.29 for HBV+, mean of -1.59 and variance of
0.29 for HBV-, p-value<0.0001), an observation that may reflect higher DNA release
due to inflammation or damage in the liver caused by the virus.

Quantification of serum Ser249-mutated DNA (expressed in copies/ul) was

performed using the quantitative SOMA (Short Oligonucleotide Mass Analysis)
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method described previously® (see supplementary data). Presence and mean serum
concentrations of mutated DNA were significantly correlated (p-value<0.0001) with
HBV carriage (Table 1), with 45% of HBV+ samples containing detectable levels of
mutated DNA, compared to 25% of HBV- samples (33% and 17% above the limit of
determination of the method, respectively). Figure 1 shows the distribution of mutant
DNA concentration in HBV carriers and non-carriers over a 12-month sampling
period (Samples could not be collected during August and September.). Seasonal
variation was observed, with a higher proportion of subjects having detectable serum
levels of Ser249-mutated DNA when sampled between March and July. This trend
was significant in both HBV carriers and non-carriers, but was more marked in
carriers (correlation test between Ser249-mutated DNA concentration and month of
sampling: all samples: p-value=0.001; HBV+: p-value=0.0001; HBV-: p-
value=0.032). There was no correlation between serum Ser249-mutated DNA levels
and village of origin, age, sex, vaccination status, HBe status or serum concentration
of viral DNA (data not shown). Furthermore, we found a correlation between serum
Ser249-mutated DNA and serum DNA concentration, but when carriers and non-
carriers were examined separately, there was no more correlation, indicating that the
correlation seen for all subjects is solely due to HBV carriage (data not shown).
Exposure to AFB1 has been extensively documented in these villages. Surveys
have shown that the exposure is high, widespread and homogeneous among villages.
Furthermore, there is a seasonal variation in the level of AFB1-albumin adducts,
reflecting the seasonal character of exposure to AFB1 through the diet (66.5 pg AFB1-
lysine adducts equivalents per mg albumin for weeks 1 to 6, 57.2 for weeks 7 to 12,
43.3 for weeks 13 to 24 and 30.1 for weeks 25 to 31, data were not available for
weeks 32 to 52)"®. AFB1 accumulates in foodstuffs (principally groundnuts) after
harvest in September-October to reach a peak in January-February. Levels of AFB1-
albumin adducts decrease during spring to reach their lowest levels at the next
harvest. This complex trend is thought to reflect both the pattern of consumption of
groundnuts (which is the major component of the diet in the dry season) and their
level of contamination by AFB1 (which increases with storage in hot, humid
conditions)" The seasonal variation we observe in the Ser249-mutated DNA serum
concentration follows these trends and indicates that mutant DNA serum levels peak

2-3 months after the period of maximal exposure to AFBI. This lag is compatible
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with the hypothesis that the presence of mutated DNA in the serum is the end-product
of a process involving exposure, metabolism, DNA adduct formation, mutagenesis,
cell renewal and release into the blood of cell debris having acquired the Ser249
mutation. To verify whether substantial seasonal variations can occur in Ser249-
mutated DNA serum levels of chronic carriers, we analysed specimens from 5
subjects out of 65 who were recruited and longitudinally followed-up for a mean of 15
months in the context of a trial of different modalities of anti-viral therapy?’. In these
five subjects Ser249-mutated DNA was detected and the mutated DNA serum
concentration showed strong seasonal variation. In 3 of these 5 subjects, the peak
Ser249-mutated DNA serum concentration was observed in July, whereas it was in
April and May in the two other subjects. These individual variations are consistent
with the seasonal variation described in Figure 1.

The observation that Ser249-mutated DNA serum concentrations were
substantially higher in HBV carriers indicates that a synergy occurs between viral
infection and mutagenesis by AFB1. However, the viral replication activity or the
viral load did not seem to influence the presence or level of Ser249-mutated DNA in
the serum. To gain further insights in the viral factors that may affect the occurrence
of Ser249-mutated DNA in the serum, we sequenced the entire S gene of the HBV
DNA. The serum DNA of all carriers was amplified by PCR. Non-ambiguous
sequences were obtained for 99 subjects. Among these sequences, 95 were of
genotype E as expected, and 4 of genotype A. We further classified the genotype E
sequences in 5 subgroups. All samples with exactly the same HBV S gene sequence
were grouped together (giving subgroups 1, 2 and 3). One group was defined by
samples with a strain mutated in the main antigenic determinant of HBV, and one with
all the other strains (Table 2 and supplementary data). The distribution of individuals
positive for serum Ser249-mutated DNA was significantly different among the
sequence groups. In particular, group 3 sequences were associated with zero or very
low levels of mutant DNA. This observation suggests that the nature and strength of
the synergistic interaction between HBV infection and exposure to AFB1 may depend
upon particular properties of viral strains. However, the mechanisms behind these
differences remain to be elucidated.

Experimentally, the formation of DNA adducts and/or G to T transversions

after exposure to AFB1 is not restricted to codon 249 of TP53. Therefore, we sought
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to determine whether mutations could also be detected in the serum DNA at codon
248 in TP53 (a common site for G to T transversions in several cancers) and at codon
12 in KRAS (a common oncogenic mutation rarely found in liver cancer). Specimens
from carriers were analysed by RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)
for mutations at codons 248 or 249 by or Mutant-enriched (Me-) PCR for mutations at
codon 12 of KRAS, and confirmed by direct sequencing (data not shown). In both
cases, guanines of these codons are in a sequence context compatible with those
known to be targeted by AFB1, and codon 248 in 7P53 has been shown to bind AFB1
metabolites in vitro*'. No KRAS mutation was found in a subset of 62 carriers
analysed. Mutations at codon 248 were detected in 11 carriers (5%), none were G to T
transversions. Interestingly, 8 of these 11 carriers also harboured a mutation at codon
249 (72%). These results suggest that mutagenesis due to AFB1 exposure in a context
of chronic HBV carriage is relatively specific for codon 249 of TP53.

This study is the first, large-scale analysis of 7P53 mutations in the serum of
healthy subjects exposed to a specific mutagen. It demonstrates that Ser249, a
mutation considered a “signature” of DNA damage induced by AFB1, is detectable in
the serum of subjects who are HBV carriers, with seasonal variations reflecting
exposure to AFBI1. This conclusion is compatible with those of a recent study in
which 7P53 mutation at codons 248 and 249 were quantified in plasma DNA from
smokers with or without lung cancer, which showed a correlation between ratio of
mutant DNA and smoking status in both healthy and cancer-bearing subjects?. The
detection of high serum concentrations of mutant 7P53 DNA suggests that
mutagenesis occurs at a high rate, illustrated by the release of several millions of
genomes containing mutant 7P53 into the bloodstream. Thus, the occurrence of a
Ser249 mutation in a given cell is in no way sufficient to initiate carcinogenesis, and
additional events are required to allow cells carrying the mutant to survive and
progress towards malignancy. Interestingly, Ser249-mutated DNA was detectable at
much higher serum concentrations in HBV chronic carriers than in non-carriers,
independently of the replication activity of the virus. This observation suggests that
either liver cell DNA is released in the bloodstream at a higher rate in carriers than in
non-carriers, or that the mutagenic activity of AFBI is enhanced in the context of

chronically infected liver cells. This second mechanism is consistent with studies
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showing that HBV chronic status may enhance AFB1 metabolism, decrease
detoxification and decrease DNA repair”. Thus, the synergy between AFB1 and HBV
carriage in causing HCC may occur through a mechanism that enhances the formation
of Ser249 TP53 mutations well ahead of the development of a neoplastic lesion.

In a recent case-control study, we have shown that Ser249-mutated DNA
plasma concentrations were correlated with liver status®. High plasma concentrations
(>10 copies/uL) were highly correlated with HCC status (crude OR [95% CI] = 20
[5.6-69]), whereas intermediate plasma concentrations showed a similar tendency for
association with HCC or with cirrhosis. Together, the results of that case-control study
and those presented here suggest that both the level and the temporal variations in
Ser249-mutated DNA plasma concentrations may be useful as indicators of liver
status and predictors of liver cancer. Low, transient plasma concentrations are likely to
represent transient exposure to AFBI, whereas high and sustained plasma
concentrations should be taken as indicative of a high probability of cancer or pre-
cancer lesion. This hypothesis remains to be assessed in large, prospective cohort

studies.
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Figures and Tables

Table 1: Descriptive characteristics of participants of the study grouped by their
HBsAg status, and Ser249-mutated DNA concentration results.

HBV carriage Yes No
Number of subjects 240 237
Mean age in years [Range] 30 [4-68] 30 [4-69]
Sex Men (%) 111 (46) 108 (46)
Women (%) 129 (54) 129 (54)
(V]
Marker of viral replication %%Ziggf (((V/OO )) 22173 ((1819)) :
Unknown (%) 2 (1) -
Vaccination Yes (%) 17 (7) 105 (44)
No (%) 221 (92) 132 (56)
Keneba (%) 90 (37) 124 (52)
Village Manduar (%) 97 (41) 66 (28)
Katong-Kunda (%) 41 (17) 36 (15)
Other (%) 12 (5) 11 (5)
Concentration of Ser249- Mean [IQR] (% of
mutated DNA in copies/uL samples above 27 ([303_)1 Sl 0'(8 : g(;-)O]

of serum

determination level)

Table 2 : Serum concentrations of Ser249-mutated DNA by HBV genotype subgroup.
Det ‘a’ group refers to the subgroup of Genotype E strains mutated in the determinant

‘a’ antigenic region.

HBV sub Number Median of Ser249 Inter-
rou of concentration in copies/pL of Quartile
group samples serum Range
Genotype E
Group | 8 2.0 [0.3-16.5]
Genotype E
Group 2 17 3.1 [0-5.2]
Genotype E
Group 3 16 0 [0-0]
Genotype E
Det ‘a’ group 8 0 [0-2.4]
Genotype E
All other strains 46 0.2 [0-3.8]
Genotype A 4 0 [0-0.2]
Overall 99 0.2 [0-3.6]
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Figure : Monthly distribution of Ser249-mutated DNA serum concentrations
(copies/uL) for HBV-carriers and non-carriers. Boxes represent inter-quartile range
(IQR) from 25th percentile (Q1) to 75th percentile (Q3). Median is represented by a
line in the box. Whiskers represent the first value under Q3+1.5*IQR, and the first
value above Q1-1.5*IQR.

Supplementary data

Serology

Subjects were tested for HBV core antibody (anti-HBc) and, if indicated, HBV
surface antigen (HBsAg) and HBV e antigen (HBeAg). Anti-HBc was measured by
radio-immunoassay (RIA) (Sorin Biochemica) AB-COREK test kit. Anti-HBc
positive samples were tested for HBsAg by reverse passive haemagglutination assay
(RPHA) (Wellcotest®, Murex Diagnostics) and/or by Determine™ HBsAg (Abbott
Laboratories), an immunochromatographic assay. HBsAg positive subjects were

tested for HBeAg using an enzyme immunoassay (EIA) (Equipar Diagnostici).

DNA extraction and quantification
DNA was extracted from 300 uL (for HBV-carriers samples) and 100 pL (for non-

carrier controls) of serum when the volume was available. Volumes were adjusted
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with PBS when necessary. Extractions were performed using the QIAmp DNA Blood
Mini Kit (Qiagen) and corresponding protocol. DNA was eluted in 200 pL of elution
buffer and 100 pL respectively.

Quantification of extracted DNA was performed by fluorimetry assay using picogreen

(Interchim).

Quantification of Ser249-mutated DNA by SOMA

Internal standard

We have used an internal standard plasmid as described previously (Llenoart et al.
2006). This standard was prepared from a pBluescript SK (-) plasmid (Stratagene)
into which a 5,765 base-pair segment of the human 7P53 gene delimited by the end of
intron 3 and the beginning of intron 10 has been inserted. This segment contains two
point mutations: a G to T transversion at the third base of codon 249 and a G to C

transversion at the third base of codon 248.

PCR amplifications and digestions

228 copies of internal standard plasmid and 10 pL of serum extract, were amplified
for 38 PCR cycles in a total volume of 25 pL containing 2.5 pL of 200 mM Tris-HCI
(pH 4.8), 0.6 uL of 50 mM MgCl,, 3 pL containing 1.7 mM each of the 4 dNTPs,
0.3 pL of 5 U/uL Tag-Platinum (Invitrogen), 0.5 pL of forward and reverse primers at
350 ng/ul. and water to complete up to 25uL. Primers used were:
5-GGTGTTTGTGGGGAGGGGGTTCTGGAGTTTAGGAAGTATAGTT-3' and
5'-AACCACTAAACACACAACTCTACTGGAGAAAACCAATAAAAA-3' into
which we have inserted CTGGAG recognition sequence for the type II restriction
enzyme Gsul (Fermentas).

Thermal cycling conditions were 95°C for 2 min, followed by 38 cycles of 94°C for
30 sec, 65°C for 30 sec, and 72°C for 30 sec.

The first restriction digestion was carried out with 10 uL. of the amplified DNA
mixture and 1 pL buffer M 10 X and 1 pL of 10 U/uL Haelll (Roche). The final
volume of 12 pLL was incubated at 37°C overnight. This step preferentially digests
wild-type DNA fragments, enriching the mixture in mutated and internal standard

fragments.
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10 pL of the first digestion product were then re-amplified using the same conditions
and number of cycles as for the first PCR amplification.

A second restriction digestion was carried out with the 25 pL of amplified PCR
product and 2 uL of 5 U/uL Gsul, 5 pL of a mixture of 10 mM Tris-HCI, pH 7.5,
10 mM MgCl,, 0.1 mg/mL BSA and water to complete up to 55 pL. The mixture was
incubated at 30°C overnight. This procedure produces 8-mer DNA fragments

containing both codons 248 and 249.

Purification of oligonucleotides

The Gsul digestion products were purified by Phenol/Chloroform and precipitated
with ethanol and ammonium acetate (Sigma) (to minimize the level of sodium adduct
ions) as described previously (Lleonart et al. 2006). Further purification was
performed by HPLC (CapLC, Waters-Micromass) , coupled to the mass spectrometer,
as previously described (see Lleonart et al. 2006).

Mass spectrometric analysis of oligonucleotides

Upon elution from the HPLC, 8-mer oligonucliotides were analysed by electrospray
ionization/ tandem mass spectrometry (Waters-Micromass). The mass spectrometer
was programmed to acquire data in the Selected Reaction Monitoring mode,
monitoring six mass and sequence-specific Collision Induced Dissosiation ion
fragments corresponding to the sense and antisense wild-type, Ser249-mutated and
internal standard oligonucleotides. A 7-point calibration curve was used to quantify
the serum concentrations of the oligonucleotides. The limit of determination of the
method was determined to be below 1 copy Ser249-mutated DNA/ pL serum
(Lleonart et al. 2006).

HBYV DNA quantification

5 uL of serum extract was added to a 25 uL. PCR reaction mixture and amplified
using a commercial SYBR-Green protocol (Qiagen). The kit contains HotStarTaq
polymerase. The primer sequences were 5'-GTGTCTGCGGCGTTTTATCA-3' (sense)
and 5'-GACAAACGGGCAACATACCTT-3' (antisense) designed to amplify a 98
base pair product from positions 379 to 476 of the HBV genome. Thermal cycling
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was performed in an ABI 5700 sequence detection system (PE Applied Biosystems).
Reactions were: 95°C for 15 min followed by 40 cycles of 94°C for 15 sec, 55°C for
30 sec and 72°C for 30 sec. A four point standard curve (1.5x10® copies per mL(cpm),
1.5x10°cpm, 1.5x10*cpm, 1.5x10°cpm) was generated from a high titre plasma
donation quantified by end point dilution PCR. The accuracy of this calibration curve
was confirmed by analysis of an International HBV DNA standard (NIBSC). Test
samples falling above the top of the standard curve were re-assayed at a dilution of
1:100. Each test run included positive and negative controls. The performance of the
assay was evaluated by comparison with a commercial assay (HBV Monitor, Roche

Molecular Systems) performed according to the manufacturer's instructions.

HBYV S gene sequencing

For the first PCR reaction, we used Hotstar Taq (Qiagen). 1.5 pL of Buffer 10 X, 3 uL
of Q solution 5X, 0.6uL of dANTP 5mM, 0.6 uL of each primers Poll
(5'-CCTGCTGGTGGCTCCAGTTCA-3") and Por v2
(5'-AAAGCCCAAAAGACCCACAAT-3") 10 uM, 0.1 pL of Hotstar Taq SU/uL, SuL
of serum extract and water up to 15 pL. Thermal cycling conditions were: 95°C for
15 min, followed by 40 cycles of 95°C for 30 sec, 60°C for 30 sec and 72°C for
1 min.

When no amplification was detected, we performed a hemi-nested PCR. We used
Hotstar Taq from Qiagen. 2,5 pL. of Buffer 10 X, 5 uL of Q solution 5 X, 1 uL of
dNTP 5 mM, 1 pL of each primers SHBV123s (5'-TCGAGGATTGGGGACCCTG-3")
and Por v2 10 uM, 0.2 uL of Hotstar Taq 5 U/uL, 1 uL of reaction products from first
PCR amplification and water up to 25 pL. Thermal cycling conditions were: 95°C for
15 min, followed by 30 or 45 cycles of 95°C for 30 sec, 58°C for 30 sec, and 72°C for
1 min.

When amplification was detected, we purified the PCR products by mixing 5 pL of
PCR product with 1.5 pL. of ExoSAP-IT (Amersham) and incubating for 15 min at
37°C then 15 min at 80°C.

Purified DNA was mixed with 1.5 pL of Big Dye (Big Dye Terminator v1.1 cycle
sequencing kit, Applied Biosystems), 1.25 uL of Buffer 5 X, 1 puL of primer 5 uM.
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Conditions for the sequencing reaction (30 cycles) were as follows: 95°C for 10 sec,
50°C for 5 sec and 60°C for 4 min. We performed 3 different reactions with each of
the primers: SHBV123s, Por v2, and SHBV778r
(5'-GAGGTATAAAGGGACTCAAG-3").

Sequencing reaction products were purified by filtration on G50 resin (Sephadex),
then analysed by automatic sequencer (ABI PRISM, 3100 Genetic Instrument, 16
capillaries, Applied Biosystems).

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using STATA™ 9.1. Correlation between serum
concentration of Ser249-mutated DNA and other factors were tested by Kruskal-
Wallis test for categorical variables (HBsAg status, month of sampling, sex, village,
vaccination status, HBeAg status and HBV subgroup) and by Spearman test for

continuous variables (age, DNA concentration, HBV DNA concentration).
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HBV S gene sequences dendrograms

Genotype E
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I1. Criblage de mutations dans les génes 7P53 et
CTNNBI dans des CHC de différentes régions

A. Contexte de l'étude

Deux grands mécanismes d'hépatocancérogenese ont été proposés, dont l'un
passe par la mutation du gene 7P53 et l'autre par la mutation du géne CTNNBI (cf.
paragraphe I1I.A.2). La présence de mutations dans l'un ou l'autre de ces genes dépend
de l'origine géographique et de I'é¢tiologie du CHC. Notamment, le contexte
d'exposition a 'AFB1 joue un réle prédominant quant a la présence de la mutation
Ser249 du geéne TP53.

Les mutations de ces deux geénes sont bien connues en France ou 1'exposition a
I'AFB1 est nulle, mais leur spectre est inconnu en Thailande ou I'exposition a I'AFB1
est moyenne (avec en moyenne 12 pg d'adduit AFBI par mg d'albumine, Montesano
et al. 1997, Hollstein et al. 1993).

Nous avons voulu établir le spectre des mutations des CHC provenant de
Thailande, et confirmer celui des CHC provenant de France, et les relier aux
différentes étiologies. Nous avons également voulu déterminer si les mutations des
genes TP53 et CTNNBI sont mutuellement exclusives conformément au modele de
'hépatocancérogenese décrit précédemment.

Le but de cette analyse est de dresser un bilan des différents spectres de
mutations présentes dans les CHC de différentes provenances géographiques, et
d'établir des relations notamment avec I'étiologie du cancer afin de déterminer si ces
mutations pourraient étre utilisées comme marqueurs spécifiques du CHC ou

spécifiques d'un mécanisme d'hépatocancérogeneése.

B. Criblage des mutations de TP53 et CTNNBI par
DHPLC

Nous avons participé a deux études. La premicere étude a porté sur des
échantillons de tissus tumoraux provenant de 26 patients de Thailande atteints de

CHC. Chez 22 de ces patients, un échantillon de tissu adjacent non tumoral était
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¢galement disponible. Parmi ces 26 patients, 19 (73%) étaient infectés par le VHB
(dont 5 par une infection occulte), 4 (15,4%) par le VHC (dont 3 avaient une co-
infection VHB/VHC). La seconde étude a porté sur des échantillons tumoraux et de
tissu adjacent de 62 patients atteints de CHC, dont 10 provenaient de Thailande (et
¢taient déja inclus dans la premicre étude) et 52 de France, et sur 9 tissus de foies
normaux. Parmi les cas de CHC provenant de France, 9 (17%) étaient dus a une
infection par le VHB et 20 (38%) par le VHC.

La premiére étude avait pour but de décrire les caractéristiques des principales
¢tiologies virales a l'origine des CHC en Thailande et de relier ces étiologies a des
mutations dans les génes 7P53 et CTNNBI. La seconde étude avait pour but de
décrire les dérégulations dans la voie Wnt en amont de la f-caténine et notamment des
récepteurs Frizzled, des co-récepteurs, des activateurs et des inhibiteurs de la voie.
Nous avons regardé plus précisément si ces dérégulations pouvaient étre associées

aux mutations des genes TP53 et CTNNBI.

Nous avons recherché des mutations dans les exons 4, 5-6, 7, et 8-9 du géne
TP53 ainsi que dans l'exon 3 de géne CTNNBI par DHPLC. Nous avons également
recherché la présence de délétions entre les exons 2 et 4 de CTNNBI. Les méthodes
de détection de mutations du géne 7P53 sont couramment utilisées au laboratoire.
Pour le géne CTNNBI, nous avons mis au point les méthodes correspondantes (cf.
paragraphe Résultats IL.F).

La méthode de criblage utilisée pour des échantillons de tissu est la DHPLC
(Denaturing High Performance Liquid Chromatography). Cette méthode de
chromatographie sur colonne est basée sur la différence de stabilit¢ des homoduplexes
(fragments PCR constitués de deux brins identiques) et des hétéroduplexes (fragments
PCR constitués de deux brins dont I'un est sauvage et 1'autre muté), qui ont des profils
d'élution différents. Les échantillons ayant un profil muté ont été séquencés afin de

déterminer la mutation.
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C. Résultats

Dans les échantillons provenant de Thailande, des mutations dans le gene
TP53 ont été détectées dans 9 cas sur 26 (34,6%), dont 7 mutations Ser249, une au
codon 278 (CCC vers CTC, Proline vers Arginine) et une au codon 331 (CAG vers
CAT, Glutamine vers Histidine). Des mutations dans I'exon 3 du géne CTNNBI ont
été détectées dans 6 cas (23%) au niveau des sites de phosphorylation (des sérines ou
des thréonines des points chauds de mutation). Parmi tous les cas mutés, 4 contenaient
des mutations dans les deux genes (cf. figure 54). Les mutations dans le gene 7P53
sont associées a l'infection par le virus de 1'hépatite B, alors que les mutations dans le
gene CTNNBI ne sont associées a aucune étiologie particuliere, ce qui peut étre dii au
faible nombre d'échantillons analysés. Aucune mutation n'a été détectée dans les

échantillons non-tumoraux.

France Thallande

Il TP53 mt,
CTNNB1 WT

[ TP53 mt,
CTNNB1 mt

JTP53 WT,
CTNNB1 mt

I TP53 WT,
CTNNB1 WT

Figure 54 : Répartition des mutations des genes 7P53 et CTNNBI dans les CHC de
Thailande et de France.

Dans les échantillons provenant de France, des mutations dans le géne 7P53
ont été détectées dans 13 cas (25%) dont 44% des cas dus au VHB, 30% des cas dus
au VHC et 13% des cas non dus a ces deux virus. Des mutations dans le gene
CTNNBI ont été détectées dans 14 cas (26%), dont 11% des cas dus au VHB, 40%
des cas dus au VHC et 21% des cas non dus a ces deux virus. Dans 4 cas, des
mutations ont été détectées a la fois dans le gene 7P53 et dans le géne CTNNBI (cf
figure 54).
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Nous avons confirmé l'association entre pourcentage de CHC mutés au niveau
des génes TP53 et CTNNBI, et le contexte d'exposition de 'AFB1. En effet, dans un
contexte d'exposition moyenne (Thailande), on trouve plus de mutations dans le gene
TP53 que dans le géne CTNNBI, et les mutations du géne 7P53 sont essentiellement
des mutations Ser249. Dans un contexte sans exposition a I'AFB1 (France), on trouve
a peu pres autant de mutations dans les deux genes, et aucune mutation Ser249.

Nous avons également confirmé l'association entre mutation dans le géne
TP53 et présence du VHB dans les cas de CHC de Thailande. Pour les cas provenant
de France, il n'y a pas d'association mutation de 7P53 et VHB, mais on trouve une
association mutation CTNNBI et VHC. Cependant, ces associations ne sont pas
exclusives, ce qui ne confirme pas le modéle des deux grands mécanismes
d'hépatocancérogencse.

Nous avons trouvé 4 cas provenant de Thailande et 4 cas de France, ayant a la
fois une mutation dans le géne TP53 et dans le gene CTNNBI, ce qui constitue 15%
des cas totaux, 27% des cas mutés pour TP53, et 67% des cas mutés pour CTNNBI
dans les cas de CHC de Thailande, et 7% des cas totaux, 30% des cas mutés pour

TP53 et 28% des cas mutés pour CTNNBI dans les cas de CHC de France.

Ces résultats montrent donc que les mutations dans les genes TP53 et
CTNNBI ne sont pas mutuellement exclusives, sans pour autant étre associées. Ils ne
confirment donc pas le modéle des deux grands mécanismes d'hépatocancérogenese
proposé par Laurent-Puig et Zucman-Rossi (2006). Cependant, nous confirmons qu'il
existe une variabilit¢ du profil des mutations qui dépend de 1'étiologie du CHC

(étiologie virale ou exposition a I'AFB1).

L'é¢tude des premiers composés de la voie Wnt (récepteurs Frizzled, co-
récepteurs, activateurs et répresseurs) a montré que la dérégulation en amont de cette
voie est commune dans les cas de CHC et atteint également les tissus adjacents non
tumoraux, dans le sens d'une activation de la voie Wnt. Cette dérégulation pourrait
donc étre un événement trés précoce dans la survenue dun CHC. L'origine de
lI'activation de la voie Wnt est inconnue et ne semble pas liée a la présence de
mutations dans les geénes TP53 et CTNNBI.
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D. Mise au point des méthodes de criblage des mutations
de I'exon 3 du gene CTNNBI

Sur le modele des méthodes de détection des mutations du gene 7P53, nous
avons mis en place une méthode de détection des mutations dans l'exon 3 du gene
CTNNBI1 par DHPLC. La méthode a ét¢ mise au point a l'aide d'ADN contrdles
provenant de diverses lignées cellulaires: H358S qui contient une mutation
homozygote au codon 75 (ACT vers GCT, Thréonine vers Alanine), SW48 qui
contient une mutation homozygote au codon 33 (TCT vers TAT, Sérine vers
Tyrosine), et HCT116 dont le codon 45 est délété de facon homozygote. Ces ADN
mutés ont ét¢ mélangés a de 'ADN de lymphocyte non muté.

Apres amplification de l'exon 3 du gene CTNNBI a l'aide des amorces BCAT-
GF (5’-ccaatctactaatgctaatactg-3’) et BCAT-GR (5’-ctgcattctgactttcagtaagg-3’), les
produits PCR sont chauffés a 95°C avant d'étre refroidis progressivement jusqu'a
température ambiante. Cette étape permet la déshybridation des deux brins de chaque
fragment de PCR puis la formation de duplexes formés de deux brins identiques
(homoduplexes) ou différents (hétéroduplexes).

Les produits sont ensuite passés dans une colonne préchauffée a phase inverse
(DNASep Column, Transgenomic) équilibrée par du TEAA (Triethylammonium
acetate) 0,1 M. L'ADN est retenu par la colonne puis est élué dans un gradient
d'acétonitrile (par un tampon contenant 0,1 M de TEAA et 25% d'acétonitrile). Le
gradient et la température ont été¢ déterminés par des tests sur les ADN controles.
Deux températures ont été sélectionnées afin de détecter le maximum de mutations
avec le maximum de sensibilité (60°C avec un gradient allant de 52 a 60% de tampon
d'élution, et 63°C avec un gradient allant de 49 a 57% de tampon d'élution). A la
sortie de la colonne, 'ADN ¢élué est détecté par un détecteur a UV. Les hétéroduplexes
¢tant moins stables que les homoduplexes, ils sont élués plus tot, et on obtient un
profil d'¢lution différent du contréle non muté lorsqu'une mutation est détectée (cf.
figure 55). Les produits PCR dont les profils sont anormaux sont ensuite séquencés

afin de déterminer la mutation présente.
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Figure 55 : Exemple de profils d'élution d'un échantillon d'ADN de CHC. En haut,
étude a 60°C, le profil normal est en noir et le profil anormal de I'échantillon en rose. En
bas, étude a 63°C, le profil normal est en vert et le profil anormal de 1'échantillon en
bleu.

Des délétions partielles de 1'exon 3 ou chevauchant I'exon 3 du gene CTNNBI
ont ¢été décrites dans des cas de CHC. Nous avons mis en place une méthode tres
simple permettant de détecter ces mutations lorsqu'elles ont une taille minimum de
quelques dizaines de paires de base.

Apres amplification (cf. tableau 1 ci-dessous pour la composition du mélange
de PCR) d'un fragment contenant l'intron 2, 1'exon 3 et l'intron 3 par PCR en utilisant
les amorces BCAT-3F (5'-AAAATCCAGCGTGGACAATGG-3") et BCAT-4R
(5-TGTGGCAAGTTCTGCATCATC-3"), les produits sont déposés sur un gel
d'agarose 3%. Tout fragment de taille inférieure a la taille attendue de 1 110 pb est
séquencé. La lignée cellulaire HepG2 a été utilisée comme contrdle. Elle contient une

délétion hétérozygote commencant au codon 25 et s'étalant sur 349 pb.
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Tableau 1: Composition du mélange de PCR.

Réactifs Quanfités. pour 1
reéaction
Tampon 10 X 2.5 uL
MgCl, (50 mM) 0.75 pL
dNTP (5 nM chaque) 1 pL
Amorce BCAT-3F me
(10 mM)
Amorce BCAT-4R me
(10 mM)
Taq platinum
(Invitrggpen,lo U/ul) 0.2 pL
ADN
H,O Qsp 25 UL
Total 25 uL

La sensibilit¢ de la DHPLC varie en fonction de la mutation présente. La
sensibilité¢ est déterminée en fonction du seuil de détection d'ADN muté en
pourcentage d'ADN muté minimal détecté dans un contexte d'ADN sauvage. Elle
varie entre 3 et 15% d'ADN muté détectable. Nous avons donc mis au point des RFLP
plus sensibles, afin de pouvoir détecter des seuils inférieurs a 6%. Ces RFLP sont
destinées a détecter des mutations au niveau des points chauds de mutation de 1'exon 3
du géne CTNNBI dans des échantillons d'ADN circulant, elles ne permettent pas de
faire du criblage comme la DHPLC. Ces RFLP n'ont pas été utilisées dans les études

décrites ici, nous avons donc détaillé le protocole dans les annexes du manuscrit.

Toutes ces méthodes ont été testées sur différents échantillons d'ADN tumoral
ou circulant. L'origine de ces échantillons n'étant pas correctement décrite, les
résultats n'ont pas fait I'objet d'une publication, mais leur analyse a validé I'utilisation
des méthodes pour la détection de mutations dans I'ADN circulant, et la plus grande
sensibilité de la RFLP vis-a-vis de la DHPLC pour la détection des mutations au

niveau des points chauds.
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Abstract
HBYV and HCV play key roles in the etiopathogenesis of Hepatocellular carcinoma
(HCC). Studies mostly based on cases from Western countries suggest distinct

genetic pathways of carcinogenesis involving either 7P53 or CTNNBI mutations. We
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have investigated the status of HBV and HCV infections and of genetic alterations in
TP53 and CTNNBI in 26 patients with HCC from Thailand. In tumors, HBV DNA
was found in 19 cases (73%) and HCV RNA in 4 cases (15.4% cases), 3 of whom
were co-infected. Among the 19 HBV positive cases, sequencing of S gene showed
genotype C in 82% and genotype B in 18%. Furthermore, 5/19 cases were negative
for HBsAg and were categorized as occult HBV specimen. 7P53 mutations were
detected in 9 cases (34,6%) including 7 mutations at codon 249 (AGG to AGT,
arginine to serine), considered as “fingerprint” of mutagenesis by Aflatoxin
metabolites. All cases with 249" mutation had overt HBV infection. CTNNBI
mutations were found in 6/26 cases (23%), 4 of whom also had 7P53 mutation.
There was no significant association between CTNNBI mutations and viral infection
status. These results suggest that mutagenesis by Aflatoxin may have an impact
greater than recognized so far in the etiopathogenesis of HCC in Thailand.
Furthermore, TP53 and CTNNBI mutations do not appear as mutually exclusive, and
TP53 249s¢t mutation is associated with overt HBV infection. Thus, HCC in this
context may develop according to a sequence of genetic events that includes both

TP53 and CTNNB 1 mutations.

INTRODUCTION

With over 500 000 annual deaths, Hepatocellular carcinoma (HCC) is the fifth
most common cancer worldwide and a leading cause of death in developing countries
[1] where about 80% of the world cases arise. Risk factors include chronic hepatitis
infections (hepatitis B, (HBV) and hepatitis C (HCV) viruses), alcohol and dietary
contaminants such as Aflatoxin B; (AFB;). The incidence shows important
geographic variations, according to the presence of the different risk factors. In
southern Asia, HCC development is mainly related to the endemicity of Hepatitis B
Virus (HBV) infection, cases with hot spot mutation in codon 249 (2495¢) of TP53
tumor suppressor gene were also described [2, 3] and associated to a low-intermediate
exposure rate to AFB;. Presence of Hepatitis C Virus (HCV) infection was also
detected in 12 - 17% of HCC cases [4-7]. Despite the increasing number of studies

identifying viral/host interactions in viro-induced HCC or describing potential
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pathways for hepatocarcinogenesis, precise mechanism has not been identified so far.
HBYV was demonstrated to enhance hepatocarcinogenesis by different manners; HBV
chronic infection is associated to active hepatitis and cirrhosis which are hepatic
complications considered as early stage for HCC development. These complications
mobilise the host immune response, the resulting inflammation initiates and selects
the first genetic alteration at the origin of loss of cell control. Moreover, HBV can also
promote carcinogenesis through genetic instability generated by its common
integration in host DNA. HBV proteins, as HBx, was proven to interact with a variety
of targets in the host cell including protein or host transcription factor [8]. Eventually,
specific HBV mutations or distinct HBV genotypes were associated to higher risks
factors for HCC or hepatic complications leading to HCC [9-12]. As a conclusion,
active HBV replication potentially disrupts gene integrity, may lead to oncogenic
activation and its proper molecular diversity encloses distinct potentialities. Human
HCC is also associated to a specific spectra of genetic alterations, mutations in 7P53
tumor suppressor gene or deregulation of Wnt/Beta-catenin pathway are the most
common [13-17]. The 2495¢T hotspot mutation is a guanine to thymine transversion in
codon 249 of TP53 (arginine-to-serine substitution) observed in population exposed to

dietary AFB; carcinogen [18] [19]. Inappropriate reactivation of Wnt pathway due to

mutations in CTNNBI (Beta-Catenin) gene itself is also frequently reported [16].
Mutant Beta-catenin escapes to ubiquitination and down regulation by GSK3-, it
accumulates and trans-activates variety of oncogenes involved in neoplasmic
transformation [14, 20] mimicking Wnt pathway activation. Taking into consideration
viral infection, chromosome instability and 7P53 /Beta-catenin alterations, Laurent-
Puig et al. described two distinct HCC profiles in a serie of 137 HCC cases [21], the
first one associates HBV infection with frequent chromosomal alterations and
distributes with 7P53 mutations, the second would be observed in HBV negative
large sized tumors and distributes with Beta-catenin mutations. Recent review [22]
suggests that these data could “strongly support the notion that chronic HBV infection
might trigger specific oncogenic pathways, thus playing a role beyond stimulation of
host immune responses and chronic necro-inflammatory liver disease”.

In this study, we developed a systematic approach to determine rate and
spectra of TP53 and CTNNBI mutations in 26 cases of primary HCC from Thailand.

We estimated HBV and HCV incidence among the cases and described virus
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distribution with genetic alterations. We investigated the role of HBV infection in
hepatocarcinogenesis through the study of virus molecular heterogeneity, focusing on
occult and overt infection status, HBX protein expression, Basal Core Promoter

(BPC), S gene mutations and HBV genotypes.

MATERIAL and METHOD

Tissue Samples

Bangkok National Cancer Institute and W.H.O. recruited patients with HCC. The
case serie was constituted of 26 surgical resection pairs of tumor sample (T) and
adjacent non tumor (NT) tissue (available for 22 patients). 18 were used in a previous
study by Kaplansky et al. [23]. Samples were frozen immediately after collection and
stored at -80°C, in the meantime patient blood was tested for HBsAg (Auszyme
Monoclonal, Abbott, North Chicago, IL). Pathological examination and further
investigation were achieved at IARC. Patient’s clinicopathological data are

summarized in Table 1.

DNA, RNA isolation

Simultaneous DNA/RNA extraction was performed from 10 mg of liver tissue
according to TEBU Masterpure extraction kit specifications (TEBU Masterpure,
TebuBio Epicentre, France). After last precipitation step, extracted DNA/RNA was
re-suspended in 40uL of TE buffer. Nucleic acids were quantified and quality of
RNA/DNA from resections was measured by performing a PCR with a set of primer
located in one exon of Aldolase B gene that is constitutively expressed in adult liver.
DNA/RNA extractions were stored at -20°C.

Immunohistochemistry

Deparaffinized tissue sections were labeled using standard protocols with CM1
antibody (ab) (rabbit polyclonal immunoglobulin G anti-human p53, 1/500,
Novacastra Laboratories Ltd., Newcastle, United Kingdom) recognising all isoforms
of p53 protein. HBV and/or HCV positive tumor sections were labelled
independently with a set of antibodies rose against either anti-HBx Rabbit polyclonal

ab [24] used at 5ug/ml or anti-E2 protein monoclonal ab [25] for HCV positive
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sections. Fixed antibodies were detected using biotinylated immunoglobulin G,
streptavidine-peroxidase, and  diaminobenzidine-based  detection  (Vector

Laboratories, Inc., Burlingame, CA).

TP53 and CTNNBI mutations

We detected the codon 249 mutation by performing nested PCR/RFLP in exon 7 of
TP53 gene followed by direct sequencing as described elsewhere [26]. Mutations in
other exons, including mutation in exon 7 other than 249, were detected by direct

sequence analysis. We made 2 independent PCR in exon 5-6 and 8-9, of 7P53 using

primer set R-236/R-256 (5’-acgtgaattctgttcacttgtgccctgact-3° /
5’-tgcacctaggaggagggccactgacaacca-3’) and R-314/ R-315
(5'-acgtgaattcttgggagtagatggagcect-3' / S'-tgcacctaggagtgttagactggaaacttt-3')

respectively. We performed an alternative PCR amplifying exon 4, 10 and 11 on
samples that exhibited positive CM1 profile without mutation detected. 2ul of PCR
products were purified and sequenced as described for HBV S gene sequencing.

For CTNNBI mutation analysis, exon 3 was amplified by PCR using Beta f/Beta r
primers in a mixture containing 2 mM MgCl2, 200 pmol/L deoxynucleotide
triphosphates, 0.4 uM primers, 1.5 units of Platinum Taq DNA polymerase (Life
Technologies, Inc., Gaithersburg, MD), 50 mM KCI, and 20 mM Tris-HCI. After

amplification products were denaturated (95°C for 4min) then cooled at room

temperature for one hour. 3pl to 10ul were injected into a preheated reverse-phase
column (DNASep Column, Transgenomic) equilibrated by an ion pairing agent
TEAA 0.1M (Triethylammonium acetate). DNA was removed from the column by a
linear gradient buffer A (TEAA 0.1M) at a constant flow rate of 0.9ml/min, achieved
by mixing with buffer B (TEAA 0.1M and acetonitrile 25%) with 2% per minute
gradient increase. The temperature for optimum separation of heteroduplex from
homoduplex was calculated by Transgenomic software in a way that 75% of the
length of PCR product remains in double stranded form. DHPLC conditions for

analysing exon 3 are summarized in Table 1.
HBY and HCYV detection

HBV DNA detection was performed using a multiplex PCR in highly conserved
regions of Surface and Core genes. We amplified S and C fragments of 118 bp and
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145 bp respectively as described elsewhere [27]. PCR products were analysed by
electrophoresis on 2% Agarose gel and ethidium bromide staining followed by
southern blotting and hybridization with genomic length [a32P]-dCTP HBV probe.
HCV RNA was detected by semi-nested RT-PCR (One step RT-PCR Kit, Qiagen,
France) amplifying 5‘UTR region of HCV as described elsewhere [27]. PCR
products were analysed by electrophoresis on 2% Agarose gel and ethidium bromide
staining followed by southern blotting and hybridization using HCV [a32P] dCTP
oligo probe.

HBY genotyping, subtyping and detection of “a” loop variants.

Analysis of S gene provides genotype information significantly matching with
analysis of the entire genome [28] [29]. We developed a new semi-nested PCR
amplifying the entire S gene. First reaction was achieved with primers S HBV123s
(5’-tcgaggattggggaccctg-3’) and S HBV848r (5°-ggaatagccccatcttttgg-3°), round
settings were: 95°C(5min); 35 cycles of 95°C(30s), 51°C(30s), 72°C(1 min); then
72°C for 10 min. Second step used 2ul of first reaction and primers HBV174 and
S HBV 778r (5’-gaggtataaagggactcaag-3’) with similar settings than for first round.
2ul of PCR products were purified using standard ExoSapl treatment and nucleotide
sequence were determined for both strand by automated, dideoxy sequencing
(sequencer AbiPrism 3100, Perkin Elmer). HBV Genotypes and subtypes were
determined thanks to collaboration with the Virological Department of Swedish

Institute for Infectious Disease.

HBYV Basal Core Promoter variant detection

DNA extractions of HBV DNA positive patients including T and NT tissue were
tested for HBV BCP variants by line probe assay (INNO-LiPA HBV Precore
Research Version; Innogenetics NV). Samples with detectable HBV DNA after
nested PCR amplification using manufacturer’s instructions went forward to the
reverse hybridization step [30]. The kit probes were designed to determine the
nucleotide sequences at position 1762 (A versus T) and 1764 (G versus A and G
versus T) in the BCP region. Determination of Pre Core (PC) mutation at HBV codon

1896 (G versus A) was achieved in the same reaction.
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RESULTS
Patients and tumor characteristics

Table 2 lists the clinicopathological characteristics of the patients and tumors
analysed. Age range was 17 to 73, with a majority of cases occurring before 50 years
of age (62.5%) and a male/female ratio of 4:1. Available serological data indicated a
HBsAg positivity of 54.2%. Edmonson and Stainer’s grades of tumors were equally
distributed between scores > G3 or < G3. In adjacent, non-tumor tissues (NT), most
of samples showed an activity score <2 and a fibrosis score >2 (in the METAVIR
scoring system). Most HCC were mainly trabecular (69.3%). Pleiomorphic or
pseudo-glandular types represented 11.5% and 7.7%. In 3 cases, high level of
necrosis or tissue degradation was present precluding the precise assessment of HCC

morphology. Cirrhosis was present in 3 of the 22 NT tissues.
Mutations in 7P53 and CTNNBI1

TP53 mutations were detected in 9/26 cases (34.6%), with a high proportion of
mutation at codon 249 (AGG to AGT, Arg to Ser, present in 7 cases). This 2495t
mutation was associated with a low level of p53 protein nuclear accumulation in the
tumor (10% of cells stained, 6 cases) or with retention of p53 in the cytoplasm (1
case) (Figure 3. A). The two other mutations were at codon 278 (CCC to CTC, Pro to
Arg) and codon 331 (CAG to CAT, GlIn to His). The 27828 mutation falls within the
DNA-binding domain and this mutant protein shows loss of transactivation activity
towards 8 different p53-dependent promoters in yeast functional assays [31]. This
mutation was associated with accumulation of the protein in 10-20% of the cells
(Figure 3. B). In contrast, the 331his mutation falls in exon 9, next to the p53
oligomerization domain, and does not appear to significantly suppress p53
transactivating capacity in a yeast functional assay [31]. This mutation does not result
in p53 protein accumulation (data not shown). Three specimens exhibited p53

accumulation in presence of wt 7P53 sequences (Figure 3. C).
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Six mutations in exon 3 of CTNNBI (27.3%) were found by DHPLC and by direct
sequencing. Mutations were exclusively found in tumors, at codons specifying
Serines or Threonines in the N terminus. These phosphorylation sites are part of the
GSK3-B box. Four out of the six tumors with CTNNBI mutation also displayed a
TP53 mutation (3 at codon 249 and one at codon 278) (Table 3).

Molecular patterns of hepatitis viral infections

HBV DNA was detected in both T and NT specimens of 19 HCC patients (73%),
whereas 4 HCC cases (15.4%) were positive for HCV RNA, 3 out of 4 being co-
infected with HBV.
Two cases were HBsAg-positive in the absence of detectable HBV DNA. Overall,
the prevalence of HBV infection markers (HBV DNA+ and/or HBsAg+) in the serie
reached 80.7%. We observed a proportion of 26.3% (5/19) of occult hepatitis
infection (detection of HBV DNA without hepatitis B surface antigen (HBsAg))
among HBV DNA+ cases. Occult infection was detected in all age groups, but was
more represented in patients over 61 (50%) than under 50 (15%) (Figure 1).

Pre-amplification of Pre C/C region prior INNO-LIPA reverse hybridisation
was successfully performed in 9/19 HBV DNA+ specimens. The BCP double variant
A1762/T1764 was found in 7 cases (77.7%). Distribution of BCP double variant and
wild type HBV populations was not restricted to tumor tissues. PC variant was
detected in the NT tissue of one patient (data not shown, see supplementary material).

The entire S gene was sequenced in 11/19 HBV-positive specimens. The two
main HBV genotypes were C and B, found respectively in 81.8% (9/11) and 18.2%
(2/11) of the patients. Several mutations were detected in the region corresponding to
the “a” loop determinant (residues 124 to 147) [32]. Two mutations have been
described as “escape” mutations in vaccinated subjects (G145R and 126N ) [33, 34].
Both were found in patients with occult HBV infection (Figure 2). In specimen 26, we
detected a double mutation A1261/P127T, which has not been reported before.

HBx Ag was strongly expressed in 80% of HBV-positive cases. The pattern of
HBx Ag accumulation differed between T and NT tissues. In the latter, we observed
cytoplasmic accumulation in 15-60% of the cells, with nuclear accumulation in some

hepatocytes. In the former, accumulation was stronger in regeneration nodules and
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nuclear compartments were strongly stained (Figure 3. D,E). The same staining

pattern was observed in both overt or occult HBV infection cases (Figure 3. F,G).

Concordance between Viral infection, tumor morphology and mutations in 7P53
or CTNNB1

Tumors were classified according to their HBV infection status as occult, overt, or
negative. There was no difference between age, sex, tumor grade, activity/fibrosis
scores and incidence of HCV infection between the three groups (Table 3). HBV
genotypes and PC/BCP mutations were equally distributed within the 3 groups.
However, trabecular morphology type was more common among HBV infected

subjects, regardless of occult or overt status. With respect to mutations, Beta-catenin

mutation rates did not differ between the 3 groups but the 2495¢" TP53 mutation was
strongly associated with overt HBV infection (Table 3, Figure 4). Accumulation of
p53 in tumors with wild-type 7P53 sequences was identified exclusively in HBV
negative tumors, one of which was HCV RNA-positive (see supplementary table).
Overall, these results do not substantiate that 7P53 and CTNNBI mutation fall in
distinct sub-types of HCC; however, they confirm the strong concordance between

TP53 mutation at codon 249 and overt, chronic HBV infection.

DISCUSSION

Most of the current knowledge on the mechanisms of HCC pathogenesis is based on
studies developed in Western Europe or in the US. However, these two regions hold
less than 25% of the world annual cases of HCC. Given the strong geographic
differences in the distribution of risk factors, studies in other areas are mandatory to
obtain a more precise picture of the complexity of interactions between mutations
and viral infections. In particular, countries such as Thailand represent interesting
areas because of the co-existence of multiple viral, lifestyles, dietary and
environmental risk factors. While detailed assessment of these factors is beyond the
scope of this work and will require extensive case-case comparison studies, the

present pilot study shows notable differences when compared with the results of
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studies in Western countries. These differences are: (1) the high prevalence of TP53
2498¢T mutation, which is unexpected in a country where exposure to Aflatoxin
through the diet is considered as relatively low; (2) the high prevalence of HBV
infections (82%), taking into account occult infections; (3) the relatively modest role
of HCV infection, which is present in only a small proportion of the cases, mostly in
conjunction with HBV infection; (4) the co-existence of 7P53 and CTNNBI
mutations in a proportion of the cases (4 cases among the 11 with either 7P53 or
CTNNBI mutations), inconsistent with a systematic mutual exclusion between two
distinct pathways of carcinogenesis.

There is evidence that the 2495°T mutation is caused by direct adduction of Aflatoxin
B1 metabolites on the third base of codon 249. This mutation is very specific for
HCC in high incidence areas of China or sub-Saharan Africa and there is a good
overall concordance between the prevalence of this mutation in HCC and the levels
of exposure to Aflatoxin in the general population. In Thailand, the population

exposure to AFB; is considered to be low to intermediate. In 1993, a study conducted

on a series of 15 HCC cases from central Thailand reported only one 2495¢T mutation
(7%) [3]. However, in a more recent study, Kuang et al. [2] reported a prevalence of
2493¢r mutations of 24% in HCC cases from Chiang Mai, in the Northern part of
Thailand. Our results are compatible with those of Kuang et al. [2] and suggest that
exposure to Aflatoxin B1 in the general population of Thailand may be higher than
previously recognized. In line with this notion, a recent assessment of Aflatoxin
contamination in Thailand in two basic dietary components, corn and peanuts, has
shown mean Aflatoxin levels that are 3 to 5 times higher than the Thailand
Regulation limit. Although these levels are about 4 times lower than those reported

in populations where HCC has high prevalence, they suggest that AFB; may still

play an important role as a co-factor with chronic HBV carriage in causing HCC in
Thailand.

Patients with 2495 mutations were all HBV carriers and their age at diagnosis
tended to be lower than those without mutation or with mutation at other codons.
Furthermore, these patients did not show cirrhosis in adjacent, peri-tumoral tissue.
This pattern is similar to the one of HCC in areas of high HBV endemicity combined

with high exposure to Aflatoxin.
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In agreement with previous studies [35], HBV genotype C was predominant (83%),
followed by genotype B (17%). The basal core promoter double mutation
1762T/1764A was detected in all of the 6 patients analysed, it was present in either
the tumor (1 case), adjacent tissue (2 cases) or both (3 cases). Thus, despite published
results suggesting that this mutation may be associated with increased severity of
infection and cirrhosis; our results do not suggest selection of the mutation during
tumor progression.

Interestingly, we noted that occult HBV infection represented 31 % of all HBV-
positive cases, compatible with previous studies in China (26%, n=132) or Taiwan
(29%, n=31) [36, 37]. There was no difference between occult and overt HBV
infections regarding age, sex, tumor grade, activity/fibrosis scores and incidence of
HCV infection, HBV genotypes and PC/BCP mutations. Trabecular morphology type
was more common among HBV infected subjects, regardless of occult or overt
status. With respect to mutations, Beta-catenin mutation rates did not differ between
the 3 groups but the 2495¢T TP53 mutation was strongly associated with overt HBV
infection : none of occult HBV cases harboured a 2495¢f mutation.

These observations are compatible with the hypothesis that occult HBV infection
may play a causal role in the pathogenesis of HCC [38], [39].

Occult hepatitis may result from different mechanisms including defective HBsAg
expression (due, for example, to structural or regulatory mutations in S gene [40]
[27]), or to inhibition of HBYV replication due to HCV co-infection [41, 42]. Of the S
gene sequences analysed in the present study, two exhibited escape mutations in the
antigenic determinant “a” (G145R + I126N for THAI;, and G145R for THAI,;)
while we did not detect any nucleotide change in the S sequence of the 7 cases with
overt HBV infection (Figure 2). A third sequence (THAI,4) exhibited a double
nucleotide substitution 1126A + P127T that has not been reported so far. The
consequences of this mutation are unknown, although the contiguous Isoleucine +
Proline substitution may induce structural changes explaining the absence of HBsAg

response.

In our study, HCV infection rate is 4-fold lower than for HBV, we so confirmed a low
to intermediate contribution of HCV in HCC development in Thailand. However it is

important to notice that a strong accumulation of HCV envelope protein was detected
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in regeneration nodules of either mono or co-infected samples, suggesting active

replication of the virus within tumor cells.

Studies on genetic alterations in HCC have led to the identification of two distinct
pathways for hepatocarcinogenesis. The first one is characterized by chromosomal
instability, 7P53 mutation, as well as mutations in Axin/. These tumors are generally
HBV-positive. The second one corresponds to chromosomally stable, large tumors
that often contain CTNNBI mutations. Thus, overall, it is considered that mutations
in 7P53 and in CTNNBI rarely occur in the same liver tumors. However, this model
is essentially based on results obtained on tumors from Western countries and it is
unclear whether it also applies to HCC in a context of exposure to Aflatoxin. Indeed,
our results suggest that CTNNBI mutations may be present in HBV-infected tumors
with TP53 2495°" mutations. It should be considered that, in the context of exposure
to Aflatoxin and chronic HBV infection, mutation in 7P53 at codon 249 is likely to
occur as a very early event, which may contribute to genetic and chromosomal
instability and facilitate cell proliferation and survival in the hostile conditions that
result of the combined exposure. This, in turn, may increase the risk of acquisition of
mutations in many other genes, including CTNNBI. In contrast, in a context of low
exposure to Aflatoxin, events other than mutation in 7P53 are likely to take place as
early steps. Mutation in CTNNBI may represent such an early event, which may be
conditional for the entire sequence of subsequent events during tumor progression. In
such a scenario, mutation in 7P53 will occur as a late event in a subset of cancers
where the p53 protein is acting as a rate-limiting factor that prevents tumor growth.
Thus, we would like to propose that HCC that arise in a context of exposure to
Aflatoxin may develop according to a specific sequence of genetic events that may
include both 7P53 and CTNNBI mutations. The identification of key steps in this
sequence will require extensive, comparative studies on gene alteration and
expression patterns from HCC from different geographic areas and etiological

contexts.
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TABLES

Table 1. DHPLC conditions for Exon 3 of the Beta-catenin gene. Temperature and

gradient analyses were determined by Transgenomic software. Acetonitrile gradient

raises from initial % of buffer B of 2%/min during 4 min. Primer sequences for PCR

amplification of CTNNBI genes

Exon Temperature (°C) Acetonitril gradient Cell line used as
analyzed (%B) positives controls
3 60 52 -60 H358S (codon 75 : ACT-
GCT)
60 52 -60 HCT116 (codon 45 : deleted)
63 49 - 57 SW48 (codon 33 : TCT-TAT)

Primer sequence for CTNNB1

amplification
Beta f: 5’-ccaatctactaatgctaatactg-3’
Beta r: 5’-ctgcattctgactttcagtaagg-3’
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Table 2. Clinicopathological data of HCC cases

Frequency (%)
Age (n=24)
>50 9 (375)
<50 15 (62.5)
Mean age += SD 46+ 13
Sex (n=24)
Gender, male 20 (83.3)
Virus Infection
HBsAg+ (n=24) 13 (54.2)
Edmonson and Stainer's grade of T tissues (n=25)
>G3 12 (48.0)
<G3 13 (52.0)
METAVIR Scores of NT tissues (n=20)
Activity <2 16 (80)
Activity >2 4 (20)
Fibrosis <2 5 (15)
Fibrosis > 2 15 (75)
HCC morphology (n=26)
Trabecular type 18  (69.3)
Pleiomorphic type 3 (115
Pseudo-glandular type 2 (17
Necrotic tissue 3 (11.5)
Cirrhosis in NT tissue (n=20)
Yes 319
No 17 (75)
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Table 3. Distribution of HBV/HCV infection, CTNNBI mutations and

clinicopathological data according to 7P53 mutation status

Mutant 7P53 wt TP53 Total
249 Other

TP53 7 2 17 26
CTNNBI1 3 1 2 6
HBV 7 2 12 21
HCV 1 1 2 4
No HBV nor HCV 0 0 4 4

2
Tumor grade 3 5 2 6 Grade missing for one P53 wt case

<

3 2 0 10
Cirrhotic NT
tissue 0 2 1 3
Age 37.6+12.8 53 482+ 12.41

Age and Sex data are missing for

Sex M 5 2 13 two 249 cases

F 0 0 4
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Table 4. Distribution of TP53/CTNNBI mutations and clinicopathological data

according to HBV infection status

TP53

CTNNBI *

HCV

Sex

Grade

249"
Other mutation

wt

Mutation

wt

<3

HCC morphology

Age

Trabecular

Pleiomorphic
Pseudoglandua
r

Necrosis

overt Occult Non HBY related
HBY infections HBY infections cases

n=13* n=5 n=5 Total
7 0 0 7
1 1 0 2
7 4 5 17
3 2 0 5
7 3 4 18
2 1 1 4
13 4 3 20
0 1 2 3
6 2 2 10
7 3 3 13
11 5 2 18
2 0 1 3
1 1 2
1 2 3

43.2+12.12 51.4+£15.2 494 +13.7

*- Three HBV-DNA positive cases with missing data on serology were removed from

this table.

+- CTNNB1 was not amplified in four cases, three cases in overt HBV infection group

and one in HBV negative infection group.
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FIGURES
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Figure 1. Age distribution and HBV infection status of HCC cases
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Figure 2. Alignments of antigenic S protein in determinant “a” region from 11

HBYV patients (classified as genotype C except samples marked with stars which are

genotype B). Samples 10, 26 and 27 are occult HBV samples. R145G is a common

mutation causing false negative results for HBV serological testing using first

generation antibodies. Double mutant A1261 / T127P was detected in case 26.
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Figure 3. Immunostaining of HCC liver sections (A-H x200, I x400).
Accumulation of CM1 ab in T cases with: 249*" mutation (A), codon 278 mutation
(B) and with wild type TP53 gene (C). Accumulation of HBx in hepatocyte nucleus of
NT and T pair of HCC case with overt HBV infection (D, E) or occult HBV infection
(F, G). Accumulation of HCV E2 protein in tumor section of HBV/HCV (H) or occult
HBV/HCV (I) co-infected HCC cases.
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Supplementary figure. Sorting of the 26 HCC studied according to HBsAg

Status.

Wt=wild type, Nd=Non detectable, Dv=Dual variant, /=missing data, *=Cirrhotic NT

tissue, MUT=Mutant.
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ABSTRACT

BACKGROUND/AIMS: Dysregulation of growth factors and their receptors is
central to human hepatocellular carcinoma (HCC). We previously demonstrated that
the Frizzled-7 receptor-mediating the Wnt signaling activates the Wnt/B-catenin
pathway and promotes malignancy in hepatitis B virus-related HCC. METHODS: We
employed QRT-PCR to assess expression pattern of the 10 Frizzled membrane
receptors in hepatocytes, and their extracellular soluble auto-paracrine regulators (19
WNT activators and 4 sFRP inhibitors) in 133 human liver tissues [62 HCCs and their
matched peritumorous area (pT), and 9 normal livers]. RESULTS: We found that
eight Frizzled-activating events were pleiotropically dysregulated in 95% HCCs and
68% pT (Frizzled-3/6/7 and WNT3/4/54 upregulation, or sFRPI/5 down-regulation),
accumulating gradually with severity of fibrosis in pT and with aggressiveness in
HCC, although without any correlation with the two most prevalent mutational events
—1.e. within CTNNBI and TP53 genes - as determined by PCR/DHPLC sequencing.
Hepatocyte  specificity of Frizzled overexpression was confirmed by
immunohistochemistry in tissues, and QRT-PCR in hepatoma cell lines.

CONCLUSION: This study provides an extensive analysis of the upstream Wnt-
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signaling factors and revealed that activation of Frizzled may be one of the most
common and earliest event described thus far during hepatocarcinogenesis. Therefore,

Frizzled is an attractive target for therapy.

Number of words: 200

Key words: hepatocarcinogenesis, Wnt, Frizzled, TP53, B-catenin

INTRODUCTION

Hepatocellular carcinoma (HCC) is one of the most frequent tumors worldwide.
Progress has been made in the identification of HCC risk factors including chronic
infection by hepatitis B and C virus (HBV and HCV), or nonviral etiologies [1,2].
Unfortunately, the cellular mechanisms of hepatocarcinogenesis remain poorly
understood. Initially, a variety of genetic and epigenetic alterations were detected in
HCCs and to a lesser extent in preneoplastic lesions. Later on, DNA microarray
analysis led to an integrative approach to the cancer transcriptome, and more recent
studies in both experimental and human HCCs identified clusters of HCC associated
with patterns of gene expression that allow comparison between HCC phenotypes [3].
In the same way, there has recently been progress in understanding the essential role
and function that represents dysregulation of pleiotropic growth factors — i.e. the
Insulin-like Growth Factor-1 (IGF-1), Hepatocyte Growth Factor (HGF),
Transforming Growth Factor-a (TGF-a), Transforming Growth Factor-p (TGF-B), and
Wingless (Wnt) — in contributing to proliferation and anti-apoptotic behavior of tumor
hepatocytes [4]. Strengthening the complexity of growth factor mechanisms in
hepatocarcinogenesis, their respective receptors and downstream signaling molecules
can be modulated by multiple cross-talk between the different signaling pathways in
addition to tumor-relevant factors such as the mutated 7P53 and CTNNBI genes, well
known as the most frequent gene mutations found in human hepatocarcinogenesis.

Focusing onto the Wnt signaling cascade, binding of one among the 19
extracellular soluble secreted WNT ligands to one or more among the 10 Frizzled
(FZD) receptors in cooperation with one among the 2 LRP co-receptors [low-density
lipoprotein receptor (LDLR)-related protein] can differentially lead to activation of

either the canonical B-catenin or the noncanonical c-Jun N-terminal Kinase (JNK) and
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Protein Kinase C (PKC) pathways controlling the tumor phenotype. In contrast, four
sFRP (secreted Frizzled Related Proteins) which are extracellular soluble factors, may
bind WNT ligands and thereby down-regulate their ability to activate FZD receptors
[5]. Up-regulation of WNT and/or FZD elements has been found in many tumor types
[6,8]. However, the expression patterns of all the WNT/FZD family members have
not been extensively evaluated in human HCC so far.

We previously demonstrated activation of the Wnt/B-catenin pathway by up-
regulation of FZD7 in human HBV-related HCCs as well as in several transgenic
mouse models of HCC [9,10]. In the present study, we have determined the
expression patterns of all WNT, FZD, LRP and sFRP genes in human HCCs of
different etiologic and histological features. Here, we have revealed that FZD3/6/7
were commonly up-regulated in cancerous hepatocytes and to a lesser extent in
nontransformed hepatocytes of the matched peritumorous liver parenchymas,
independently of both etiologic factors and CTNNBI/TP53 mutation status.
Concomitantly were found up-regulated WNT3/4/54 and/or down-regulated sFRP1/5.
Strikingly, these eight different events accumulated with the fibrosis stage of

peritumorous livers, and subsequently with aggressiveness of tumors.

MATERIAL AND METHODS
Human Liver Tissues

Sixty two frozen HCCs surgically resected from different individuals were
obtained from Thailand (International Agency for Research on Cancer)(n=10) and
France (National Resource Biological Center)(n=52), a written consent being
obtained before surgery. Tissue samples were separately obtained and characterized as
tumorous (T) or matched peritumorous liver parenchymas (pT). Normal livers (NL)
came from parenchymas surrounding surgically resected focal nodular hyperplasia
from different individuals (n=9). HCCs were due to HBV (n=18) or HCV (n=20)
infection as defined by positivity for HBs antigen or anti-HCV antibodies in serum

respectively, while others were presumed as nonviral-related (NBNC) tumors (n=24).
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Histological Analysis

Histological analysis was performed on T to confirm the diagnosis of HCC and
to classify them as to their differentiation status. Furthermore, histology served on pT
as a method of assessing fibrosis stage using the Metavir criteria [11], and to further

ensure the absence of microscopic tumor invasion.

Cell Lines

The human hepatoma cell lines Huh7, Focus, SK-Hepl, PLC/PRF/5, Hep3B,
and HepG2 were grown in DMEM F-12, 1 X-MEM non-essential amino acid solution,
200 mM L-glutamine, 1X-sodium-pyruvate, 1% (vol/vol) penicillin/streptomycin
(Invitrogen), and supplemented with 10% (vol/vol) fetal calf serum (Sigma). Human
primary hepatocytes were cultured in HCM Bullet-kit hepatocytes culture medium
(Cambrex).

Semi-Quantitative Real-Time RT-PCR

Total RNA extraction from cell lines and frozen tissues, as well as cDNA
synthesis were prepared as previously described [9]. PCR reactions were performed
by 35 cycles (95°C 15s, 60°C Imin) using the MyIQ™ Real Time PCR Detection
System (Bio-Rad) with a mix composed of 1X-Quantitech Sybr Green PCR Kit
(Qiagen), primers at either 500 nM (Wnt, sFRP, FZD and LRP) or 800 nM (/8S
RNA), and 12.5 ng cDNA (equivalent total RNA) from unknown samples. Each PCR
run included the unknown cDNAs and a non-template control (RNA sample treated
with DNase without RT step) to check for absence of genomic DNA contamination.
Regarding the specificity of reactions, melt curves were analyzed for each sample and
the corresponding PCR products of the positive controls were cloned into the
pCR®2.1 Vector (Invitrogen, Life Technology) and sequenced. Primers for sFRP
genes were selected using the previously described strategy [9]. Primers for FZD7 and
18SrRNA were previously published [9], as well as those for Wnt, FZD (except FZD7)
and LRP [12] with slight modifications to obtain identical annealing temperature and
PCR amplification efficiency as for FZD7, 18S rRNA and sFRP primers. The amount
of specific mRNA was quantified in unknown samples by using the comparative Ct
method; the ACt values from each tissue were obtained by subtracting the values for

18S Ct from the Ct of each tested gene. One difference in ACt represents a 2-fold
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difference in the level of mRNA as described [12]. Following this method, the
arbitrary value (A.V.) for expression of each gene per tissue was 104> that we
finally formulated as 10°x10*“*? due to the wide range of expression between
18SrRNA and Wnt/FZD/sFRP/LRP genes.

Immunostaining

Immunohistochemistry was used to localize FZD3/6/7 in T and pT tissues fixed
in 10% neutral buffered formalin, and embedded in paraffin. After antigen unmasking
by heating slices in a microwave oven in citrate buffer at pH 6.0 for 10 min, the 5 um
sections were incubated overnight at 4°C with anti-FZD3 (1/150, LifeSpan,
Biosciences, LS-A4454), anti-FZD6 (1/70, LifeSpan, Biosciences, LS-A4481) or anti-
FZD7 (1/200, Sigma, F3679) rabbit polyclonal antibodies. Endogenous peroxidase
activity was blocked with the Peroxidase-Blocking reagent (DakoCytomation) for 10
min and nonspecific antibody binding was blocked with 10% skimmed milk for 30
min at 20°C. The Antibody-Diluent reagent (DakoCytomation) served as a negative
control under equivalent conditions in place of the primary antibody. A goat anti-
rabbit IgG conjugated to peroxidase-labeled polymers diluted in Tris-HCI buffer
(EnVisiont+ Dual Link System Peroxidase — DakoCytomation) was added according
to the manufacturer’s instructions. For amplification of the reaction, a soluble antigen-
antibody of horseradish peroxidase anti-peroxidase developed in the rabbit (Sigma)
was used at 1/200 dilution for 30 min at 20°C. Colorimetric reaction was developed
with  3,3’-diaminobenzidine (Liquid DAB+ Substrate Chromogen System-
DakoCytomation) for 2 min. Slides were counterstained with Harris hematoxylin,
dehydrated, and coverslipped with EUKITT (O. Kindler GmbH & CO, Freiburg).

PCR/DHPLC Sequencing of CTNNBI and TP53 Genes

Denaturing High Performance Liquid Chromatography (DHPLC) analysis
requires heteroduplex formation to discriminate the presence of a mutation. In brief,
crude amplification products were denaturated by heating at 95°C then cooled to 25°C
over one hour. DHPLC analysis were performed by injecting 5 to 8 pl of PCR
products of into a preheated reverse-phase column (DNASep Column, Transgenomic)
equilibrated with an ion pairing agent TEAA 0.1M (Triethylammonium acetate). DNA

was removed from the column by a linear gradient of eluting buffer containing 25%
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of acetonitrile at a constant flow rate of 0.9ml/min and with 2%/min gradient increase.
Transgenomic UV-detector identified the eluted DNA at 260nm. All amplimers with
different profile shapes or retention times were sequenced to confirm the putative
sequence variations.

Concerning PCR sequencing, primer pairs were designed for amplification of
exons-4 to -9 for TP53, and exon-3 for CTNNBI genes (Table 2). Each PCR mix
contained genomic DNA, 1.5 mM MgCl,, 0.2 mM each dNTP, 0.4 uM each primer,
1X-PCR Buffer (Invitrogen) and 2U Platinum® Taq DNA Polymerase (Invitrogen)
for a final reaction volume of 50ul. The PCR amplification for 7P53 exons was
performed using the following conditions: initial denaturation at 94°C 2min, 20 cycles
(94°C 45s, 63°C 30s and gradual decrease of 0.5°C/3 cycles, 72°C 45s) followed by
30 cycles (94°C 45s, 60°C 30s, 72°C 45s) and ending with an extension at 72°C
10min. The cycling profile for CTNNBI exon-3 amplification was the following:
initial denaturation at 95°C 2min, 20 cycles (95°C 30s, 56°C 30s, and gradual
decrease of 0.4°C/2 cycles, 72°C 30s) followed by 30 cycles (95°C 30s, 52°C 30s,
72°C 30s) and ending with extension at 72°C 7min.

Statistical Analysis
Dependent or independent #-tests were used for continuous data with StatView
software Version 5.0 (SAS Institute Inc.), and CHI-2 test when necessary. Tests were

considered significant when their P values were <0.05.

RESULTS
Quantitative Real-time RT-PCR Assays

We assessed expression of the 19 WNT, 4 sFRP, 10 FZD and 2 LRP genes in
cell lines, and liver tissues (62 T and 62 pT) as determined by an arbitrary value
(A.V.) (See Material and Methods). Additionally, a panel of 9 NL served as controls
which gave the cut-off values for up- or down-regulation of the different genes as
mean = 2 SD (0=0.05). We considered a gene as significantly up-regulated in any
given tissue sample if its value was both above the cut-off value and superior to 20

A.V.; the later value corresponding approximately to a Ct value of 32 cycles (about 20
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copies per reaction in a quantitative assay for the gene of interest as described
previously)[9] taking account that the average Ct value for /8S rRNA was about 9

cycles.

Expression Patterns of FZD, LRP, WNT and sFRP Genes in Liver Tissues by
Quantitative Real-Time RT-PCR

In the 9 tested NLs, FZD4/5, LRP5/6 and sFRPI/5 genes were found
significantly expressed at the mRNA level (i.e. > 20 A.V.), while all others remained
expressed at rather low levels (i.e. <20 A.V.). By comparison, FZD3/6/7 were found
frequently and significantly up-regulated in HCCs (Fig. 1): FZD3 (41% T, 23% pT),
FZD6 (31% T, 8% pT), and FZD7 (33% T, 10% pT), with a gradual increase from pT
to T (paired #-Student test: FZD3, P=0.04; FZD6, P=0.001; and FZD7, P=0.01) (Fig.
2). In contrast, LRP genes remained stable between NL, pT and T. By regard to the
soluble regulators of the Frizzled/LRP membrane receptor complexes, WNT3/4/54
activators were strikingly found up-regulated and sFRPI/5 down-regulated (Fig. 1
and 2): WNT3 (39% T, 25% pT), WNT4 (20% T, 16% pT), WNT54 (25% T, 7% pT),
SFRPI (53% T, 21% pT), and sFRP5 (28% T, 12% pT). Taken together, these results
demonstrated that when pooling the eight following events — i.e. up-regulation of
activators (FZD3/6/7 or WNT3/4/54) or repression of inhibitors (sFRP1/5) of the
WNT/FZD signaling — one of them at least occurred in 95% T and 68% pT.

Determination of Cell Specificity Localization of Frizzed Receptors

Immunostaining staining identified specific cells overexpressing FZD3/6/7 in
liver tissues. As shown in Fig. 3, FZD3/6/7 proteins were highly expressed by
cancerous hepatocytes in T tissues, and at a lesser extent by nontransformed
hepatocytes in pT tissues, while they were barely expressed by normal hepatocytes in
NLs. These three receptors were not found expressed by non-hepatocytic cells.
Furthermore, quantitative real-time RT-PCR assessment strengthened these data in
vitro since clearly showing that all tested cancerous hepatocyte cell lines expressed
FZD3, FZD6 or FZD7 at high level, while normal primary hepatocytes did not (Table
3).
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Correlation of WNT/FZD/sFRP Expression in HCCs to Viral Etiology

Expression patterns of FZD3/6/7, WNT3/4/54 and sFRP1/5 were compared to
etiologic factors of HCCs (Fig. 1). With the notable exception of FZD7 which showed
a higher rate of up-regulation in HBV than in nonHBV-related HCCs (59% vs 23%,
P=0.035), WNT3/4/5A and FZD3/6 were statistically equally up-regulated, and
sFRP1/5 equally down-regulated between HBV, HCV and NBNC-related HCCs.

Correlation of WNT/FZD/sFRP Expression to Histopathological Features and
Mutation Status of CTNNBI and TP53 Genes in HCCs

Strikingly, among the eight dysregulated genes (FZD3/6/7, WNT3/4/5A and
sFRP1/5), they accumulated with severity of fibrosis and presence of cirrhosis in pT
tissues (0.6 £0.6 events per noncirrhotic F1/F2/F3 vs 1.4 £0.9 events per cirrhotic F4;
P=0.0063). Subsequently, each of these events additionally accumulated with
aggressiveness of HCC in T tissues (2.1 £0.9, 2.9 +1.2, and 4.0 £2.0 events per well,
moderately and poorly differentiated HCCs respectively; P<0.0001)(Fig. 4).
Importantly, we carefully evaluated by serial tissue sections that none of the pT
tissues with elevated WNT/FZD or decreased sFRP expression levels had microscopic
HCC tumor foci. Individually, only three WNT/FZD activator up-regulation rates
significantly correlated with aggressiveness of HCCs: FZD3 (P=0.04), FZD7
(P=0.002), and WNT5A4 (P<0.001). The CTNNBI and TP53 mutation status in HCC
was determined and compared to WNT/FZD/sFRP expression patterns (Table 4). The
CTNNBI gene was found mutated mainly in HCV-related HCCs (HBV 17%; HCV:
40%; NBNC: 21%), while TP53 gene mutations were found independently of
etiologic factors (HBV: 33%; HCV: 30%; NBNC: 13%). There was no correlation
between these mutations and a specific WNT/FZD/sFRP expression pattern in HCCs.

DISCUSSION
This study has provided a comprehensive transcriptomic analysis of the
FZD/LRP receptor complexes, and some of their potential auto-paracrine regulators in

human HCCs. We have demonstrated for the first time that dysregulations of
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WNT/FZD signaling elements are an overall common and early feature in human
hepatocarcinogenesis.

Research on dysregulation of growth factors and their receptors has established
the essential role and function of the corresponding signaling cascades in human
hepatocarcinogrnesis. For example, there is accumulating evidence that alterations of
the Wnt/B-catenin pathway is a common event in hepatocarcinogenesis since nuclear
and/or cytosolic accumulation of B-catenin, as a generally accepted hallmark of
activated B-catenin, occurs in many HCCs, and is associated with the clinical and
pathological features of the disease [13-17]. Initially, CTNNBI gene mutations were
shown as one of the major events leading to activation of the Wnt/B-catenin pathway
in human and experimental HCCs [18]. Subsequently, other mutations in the 4AXIN-1
gene were also described [19]. More recently, our laboratory demonstrated that up-
regulation of FZD7 could play a key role too [9,10]. Other studies clearly showed up-
regulation of WNT/FZD elements in different types of cancers, highlighting their
direct role in carcinogenesis as witnessed by activation of oncogenic pathways and
control of the cancerous phenotype: nasopharynx (WNT5A, FZD7), esophagus
(FZD7), stomach (FZD7), colon (FZDI), melanoma (WNT5A4), malignant
hemopathies (FZD1/3/6, WNT3/5A4/6/104/14/16) [6-8,12,20-22]. Concerning human
HCC, a few data have been available so far about WNT/FZD elements. Our group had
previously shown the frequent up-regulation of FZD7 [9], and others the common
down-regulation of sFRP1 due to promoter hypermethylation [23,24], as shown for
colon cancer [25], both events leading to activation of B-catenin. It is noteworthy that
recent studies in our laboratory suggest that WNT3 may serve as a ligand for FZD7,
and functionally activates the downstream -ca tenin pathway, leading to or
contributing to increased HCC cell migration and proliferation (Kim, Merle and
Wands; unpublished observations). In the present study, we have extensively assessed
the expression patterns of all WNT/FZD elements in human HCC, and we have
clearly shown for the first time that several among them are very frequently
dysregulated: FZD3/6/7 and WNT3/4/5A up-regulation, or sFRP1/5 down-regulation.

Importantly, our immunohistochemical approach showed a clear and almost
exclusive FZD3/6/7-staining in hepatocytes. Furthermore, in vitro transcriptomic
analysis in cultured hepatocytes confirmed that all the tested human HCC cell lines

overexpressed FZD3, 6 or 7, while human normal primary hepatocytes did not. These
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data allowed us to consider the concept that the WNT/FZD signaling could be
specifically carried by precancerous and cancerous hepatocytes in liver tissues
through activation of FZD3, 6 and/or 7. In contrast, little is known about the cells
secreting the WNT3/4/5 and sFRP1/5 factors within liver tissues, and additional
studies would be warranted to identify WNT- and sFRP-secretion by active and/or
resting states of various cell types within the liver — i.e. hepatocytes, biliary epithelial,
sinusoidal endothelial, stellate and Kuppfer cells - as previously described in normal
mouse liver [26]. Although we have observed that WNT/FZD dysregulation is a
common feature in viral and nonviral HCCs, interestingly FZD7 up-regulation
appeared more frequent in HBV-related ones, correlating with our previous findings
[9]. There is no information available regarding the possible interactions between
HBYV and the regulatory elements of FZD7, which emphasizes the need for additional
investigations.

Of interest was the progressive accumulation of FZD-activating events
(WNT3/4/54 and FZD3/6/7 up-regulation, and sFRP1/5 down-regulation) during the
different steps of hepatocarcinogenesis. This accumulation began in pT tissues, with a
gradient between non-cirrhotic and cirrhotic livers, and afterwards amplified with
development and aggressiveness of tumors. These results suggest that the FZD-
activating events may contribute in aggregate, and lead to activation of the
downstream pathways which control the cancerous phenotype. Noticeably, FZD3/7
were found more closely related to the dedifferentiated status of tumors, indicating
their possible involvement in the later steps of hepatocarcinogenesis. However, their
role remains questionable in metastasis processes and epithelial-mesenchymal
transition as recently reported for FZD7 in colon tumors [27]. Finally, as the
WNT/FZD/sFRP signaling elements are dysregulated in most HCCs, we have been
unable to find a specific association between their expression pattern and the
occurrence of either 7P53 or CTNNBI gene mutations which paradoxically were
shown as defining different clusters of HCC tumors [16].

In summary, we have described for the first time the expression patterns of
upstream elements of the Wnt pathway during human hepatocarcinogenesis — i.e.
FZD/LRP receptor complex and WNT/sFRP soluble modulators - and observed that
most HCCs have hallmarks of Wnt pathway activation. This appears to be an early

event that is initiated in precancerous liver tissues, and subsequently amplifies during

182



tumor progression. These observations suggest that activations of different elements
of the WNT/FZD signaling accumulate with time, and are necessary for progression
of these tumors. However, based on our results, mechanistic investigations are now
warranted in an attempt to demonstrate the pro-oncogenic role of the various
WNT3/4/54 and FZD3/6/7 combinations during the different steps of
hepatocarcinogenesis. Therefore, the Wnt pathway could be an excellent target for

therapeutic approaches in this devastating disease.
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TABLES

Table 1. Primers used for semi-quantitative real-time PCR.

Gene Forward primer Reverse primer sequences (5° - 3°)
sequences (5° - 3)
FZD1 caccttgtgagccgaccaa cagcactgaccaaatgccaat
FZD2 tttctgggcgagegtgat aaacgcgtctectectgtga
FZD3 tggctatggtggatgatcaaag tggaggctgecgtggta
FZD4 ggcggcatgtgtctitcagt gaatttgctgcagttcagactctct
FZD5 cgcgagcacaaccacatc agaagtagaccaggaggaagacgat
FZD6 acaagctgaaggtcatttccaaa gctactgcagaagtgccatgat
FZD7 caacggcctgatgtactttaagg catgtccaccaggtaggtgaga
FZD$§ gctcggtcatcaagcaacag acggtgtagagcacggtgaac
FZD9 gcgctcaagaccatcgtcat atccgtgctggccacgta
FZDI10 gccgecatcageteeat tcatgttgtagccgatgtectt
LRPS cgtgattgccgacgatctce tccggecgctagtcttgte
LRP6 gttatgtgccacacccaagttct ctgagggagctgatcattgattta
WNT1 cgaacctgcttacagactccaa tcagacgccgctgtttgcg
WNT2 ggatgaccaagtgtgggtgtaag gtgcacatccagagcttccag
WNT2B ggcacgagtgatctgtgacaata cgcatgatgtctgggtaacge
WNT3 acttcggegtgttagtgtcc catttgaggtgcatgtggtc
WNT3A gceegtgctggacaaagcet ttctgcacatgagegtgtcact
WNT4 ggaggagacgtgcgagaaac ccaggttccgcttgcacatct
WNT5A ttctcettcgeccaggttgtaa cttctgacatctgaacagggtattc
WNT5B ccaactcctggtggtcattage ctgggcaccgatgataaacatc
WNT6 cttccgecgetggaattge aggccgtetcccgaatgte
WNT7A4 cgacgccatcatcgtcatagga ggccattgcggaactgaaactg
WNT7B gtgaagctcggagcactgtca aggccaggaatcttgttgcaga
WNTS8A cgcagaggcggaactgatctt cgaccctctgtgccatagatg
WNTSB aatcgggagacagcatttgtgca atctccaaggctgcagtttctagt
WNTI0A  ctgggtgctcctgttettecta gaggcggaggtccagaatg
WNTI0B  cctcgegggtetectgtte aggcccagaatctcattgcttag
WNTI11 cgtgtgctatggcatcaagtgg gcagtgttgcgtctggttcag
WNT14 gggcagacggtcaagcaag cccagecttgatcaccttcaca
WNTI15 gcctgcttgagtgccagttt ctctcttgagcaggceccate
WNTI16 gccaatttgecgcetgaacage cggcagcaggtacggtttc
sFRP] aggcggatttccctggtagt tagggcaaccacggactctt
sFRP2 atttctgctccgggatctca tggagcagctaggagtgtgc
sFRP4 gctgcaatgaggtcacaacg gttcgagggatgggtoatga
sFRPS5 gtcaaaatgcgcatcaagga ttctgggctccaatcagett
18SrRNA  ggacacggacaggattgaca acccacggaatcgagaaaga
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Table 2. Primers and DHPLC conditions used for 7P53 and CTNNBI.

Gene Exons Primer sequences Amplico | DHPLC DHPLC
5-3) n size gradient (% temperature
(bp) elution buffer) [ s (°C)
TP53 Exon 4 tgaggacctggtcctctgac (forward) | 412 57,52, 46 (start) | 62, 65, 68
agaggaatcccaaagttcca (reverse) 65, 60, 54 (stop)
Exon 5- | tgttcacttgtgeectgact (forward) 467 58, 52, 50 (start) | 62, 66, 68
6 ttaacccctecteccagaga (reverse) 64, 60, 58 (stop)
Exon 7 cttgccacaggtctecccaa (forward) | 237 53 (start) 64
aggggtcagcggcaageaga 61 (stop)
(reverse)
Exon 8- | ttgggagtagatggagcct (forward) | 445 56, 54, 49 (start) | 60, 62, 68
9 agtgttagactggaaacttt (reverse) 64, 62, 57 (stop)
CTNNB | Exon3 ccaatctactaatgctaatactg 310 52, 49 (start) 60, 63
1 (forward) 60, 57 (stop)
ctgcattctgactttcagtaagg
(reverse)

Table 3. Steady state levels of mRNAs for FZD3, FZD6 and FZD7 genes as assessed
by quantitative RT-PCR in different human hepatoma cell lines by comparison to
normal human primary hepatocytes.

Hepatocytes FZD3 FZD6 FZD7
Normal primary hepatocytes +/- + +/-
Hepatoma HepG2 ++ A+ +/-
Hepatoma Hep3B + +++++ +
Hepatoma PLC/PRF/5 ++ + ++
Hepatoma Focus ++ -+ ++
Hepatoma Huh7 ++ + +++
Hepatoma SK-Hepl + A+ Tt
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Table 4. Correlations between HCC (T and NT) and their respective: etiologic factors
(HBV, HCV, NBNC), histopathology of T (G1, well; G2, moderate; G3, poor
differentiation status) and NT (F1 to F4 fibrosis stage following Metavir criteria),
CTNNBI and TP53 gene mutations (del, deletion), and the number of the following
events per tissue (up-regulation of FZD3, 6, 7, WNT3, 4, 5A, or down-regulation of
sFRP1, sFRP5). ND, not determined.

HCC ID Etiology T differentiation / CTNNBI TP53 Number of WNT3-4-5A/FZD3-6-7/sFRP1-
T/NT NT fibrosis stage mutations mutations S events
T/NT #1 HBV G1/F2 -/- -/- 4/0
T/NT #2 HBV G2 /F4 codon 41/ - -/- 2/1
T/NT#3 HBV G2/F3 -/- -/- 2/0
T/NT #4 HBV G3/F2 -/- - /- 3/0
T/NT #5 HBV G3/F4 -/- codon 249 / - 5/0
T/NT #6 HBV G1/F1 -/- -/- 1/1
T/NT #7 HBV ND / F4 codon 33 /- codon 278 / - 1/2
T/NT #8 HBV G2 /ND - /- - /- 6/3
T/NT #9 HBV G2 /F4 - /- - /- 4/1
T/NT #10 HBV G3/F4 -/- codon 246/ - 1/0
T/NT #11 HBV Gl/F2 -/- codon 108 / - 1/2
T/NT #12 HBV G2 /F4 -/- - /- 3/2
T/NT #13 HBV G2 /F4 -/- - /- 4/0
T/NT #14 HBV G2 /F1 -/- codon 294 / - 2/1
T/NT #15 HBV G2 /F3 codon 32/ - -/- 4/3
T/NT #16 HBV G2 /F4 -/- exons 5-6 del / - 1/1
T/NT#17 HBV G2/F2 - /- - /- 4/2
T/NT #18 HBV Gl /F4 - /- - /- 2/1
T/NT #19 HCV G1/F4 -/- -/- 3/3
T/NT #20 HCV Gl /F4 -/- codon 205 / - 0/1
T/NT #21 HCV Gl /F4 -/- -/- 6/2
T/NT #22 HCV G2 /F4 -/- -/- 2/1
T/NT #23 HCV Gl /F4 -/- -/- 3/3
T/NT #24 HCV Gl /F4 - /- - /- 1/2
T/NT #25 HCV G2 /F4 - /- codon 115/ - 3/1
T/NT #26 HCV G2 /F4 codon 33/ - - /- 1/2
T/NT #27 HCV ND /F3 -/- codon 248 / - 3/1
T/NT #28 HCV ND /F2 codon 37/ - codon 220/ - 3/1
T/NT #29 HCV G2 /F4 exon 3 del /- -/- 3/1
T/NT #30 HCV Gl1/F2 -/- -/- 2/1
T/NT #31 HCV Gl /F4 codon 45/ - -/- 2/1
T/NT #32 HCV G2/F1 codon 32/ - - /- 4/0
T/NT #33 HCV Gl /F3 codon 34/ - -/- 4/0
T/NT #34 HCV Gl /F3 codon 34/ - - /- 3/0
T/NT #35 HCV G1/F3 -/- codon 161 /- 2/0
T /NT #36 HCV Gl /F4 -/- - /- 2/0
T/NT #37 HCV Gl /F2 codon 32/ - -/- 2/0
T/NT #38 HCV G1/F4 -/- -/- 2/0
T/NT #39 NBNC G2 /F4 codon 33/ - -/- 4/4
T/NT #40 NBNC Gl /F4 - /- - /- 2/2
T/NT #1 NBNC G1/F4 -/- -/- 4/2
T/NT #42 NBNC G2 /F4 - /- - /- 1/3
T/NT #43 NBNC ND /ND codon 45 / - codon 33 /- 1/3
T /NT #44 NBNC G2 /F4 codon 33 /- - /- 4/3
T/NT #45 NBNC G2 /F4 -/- -/- 2/1
T/NT #46 NBNC G1/F4 codon 45/ - -/- 1/3
T/NT #47 NBNC G1/F4 -/- -/- 1/1
T/NT #48 NBNC Gl /F4 - /- - /- 2/0
T/NT #49 NBNC ND / F2 -/- -/- 0/0
T/NT #50 NBNC G2 /F4 - /- - /- 4/1
T/NT #51 NBNC G2 /F4 -/- codon 249 / - 0/0
T/NT #52 NBNC Gl /F4 -/- - /- 1/1
T/NT #53 NBNC G3/F4 exon 3 del /- codon 280/ - 7/0
T/NT #54 NBNC G1/F4 -/- -/- 1/1
T/NT #55 NBNC ND / F4 -/- -/- 2/2
T/NT #56 NBNC Gl /F4 - /- - /- 2/0
T/NT#57 NBNC G1/F4 -/- -/- 1/2
T/NT #58 NBNC ND /F4 - /- - /- 4/1
T/NT #59 NBNC G2 /F4 -/- -/- 3/1
T /NT #60 NBNC ND /ND -/- - /- 5/1
T/NT #61 NBNC ND /ND -/- -/- 5/0
T/NT#62 NBNC ND /ND -/- -/- 3/1
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Figure 1. Expression patterns of FZD/LRP/WNT/sFRP genes in HCC tissues in
tumor (A), and the surrounding nontumorous liver parenchyma (B). Each line
represents a different HCC tissue depending on the etiologic factor (lines 1 to 18 for
HBYV, lines 19 to 38 for HCV, and lines 39 to 42 for NBNC). Up-regulation of genes
are indicated as light blue (1-5 fold), medium dark blue (5-10 fold), or dark blue (> 10
fold). Down-regulation of genes are indicated in pink (1-1/5 fold), orange (1/5-1/10
fold), or brown (< 1/10 fold).
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Figure 2. Profiles of mRNA steady state level variations between normal liver

(NL) and HCC tumors (T) and their surrounding matched liver parenchyma (NT) for
FZD3/6/7, WNT3/4/54A and sFRPI1/5 as assessed by semi-quantitative real-time RT-
PCR following normalization to /8S rRNA and expressed as arbitrary values
(described in Material and Methods). For calculation of averages and standard
deviations in T and NT, only values considered as either up-regulated for FZD3/6/7
and WNT3/4/54 or down-regulated for sFRP1/5 were taken into account.
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Figure 3. Representative examples of immunostaining for Frizzled receptors in
liver sections involving both HCC (T) and the surrounding nontumorous liver
parenchyma (NT) for FZD3 (A), FZD6 (C) and FZD7 (E). Staining of normal liver
(NL) is presented for comparison for (B, D, and F). Frizzled-3 was detected in HCC
as compared to adjacent nontumorous hepatocytes (A). In the normal liver, only a
faint labeling was observed in the perivenous area of the lobule (B). Frizzled-6 was
strongly expressed in HCC cells as compared to adjacent nontumorous hepatocytes
(C). In the normal liver, no expression was detected either in hepatocytes or normal
biliary epithelial cells (D). Frizzled-7 was highly expressed in a well differentiated
HCC (E). In the normal liver faint labeling was observed in the perivenous region of
the lobule (F).
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Figure 4. Average number of events — i.e. up-regulation of FZD3, FZD6, FZD?7,
WNT3, WNT4, WNT5A or down-regulation of sFRPI, sFRP5 — per tissue sample.
Comparisons were made between HCC tumors (T) of well (G1), moderately (G2) or
poorly (G3) differentiation status and the surrounding noncancerous liver parenchyma
at different stages of fibrosis (F1 to F4) using the following Metavir criteria; where F4
represents the cirrhotic stage and F1 to F3 are various stages of the noncirrhotic

fibrotic process.

192



Discussion et perspectives

193



I. Les mutations des génes 7P53 et CTNNB1 sont-elles

des biomarqueurs du CHC ?

A. Les mutations sont-elles associées aux étiologies ?

Deux grands mécanismes distincts d'hépatocancérogenése ont été décrits, I'un
associ¢ a une instabilité génomique, a la mutation du géne 7P53, et a l'infection par le
VHB; et l'autre associé a une stabilité génomique, a la mutation du gene CTNNBI et a
une absence d'infection par le VHB (Laurent-Puig et Zucman-Rossi 2006). Bien que
ces deux mécanismes ne soient pas présentés comme mutuellement exclusifs, cette
distinction propose que la détection de mutations dans l'un de ces deux genes dans

une tumeur de CHC puisse servir de marqueur du mécanisme moléculaire impliqué.

Dans les études que nous avons menées, nous avons montré que les mutations
du géne TP53 sont plus fréquentes que dans le géne CTNNBI en Thailande et sont
associ¢es au VHB, facteur viral prédominant. En France, les mutations dans les deux
geénes sont aussi fréquentes 1'une que 1’autre. Les mutations dans le géne CTNNBI
sont plus fréquentes dans ces tumeurs, ou le VHC est le facteur viral prédominant. Les
types de mutation du gene 7P53 sont également concordants avec les données sur
l'exposition a I'AFB1. En effet, dans les tumeurs de Thailande ou I'exposition a
I'AFBI est présente, 7 des 9 mutations du gene 7P53 sont des mutations Ser249, alors
qu'aucune des tumeurs de France ou 1'exposition a I'AFB1 est nulle ne contient cette

mutation.

Cependant, nous avons montré que les mutations des génes TP53 et CTNNBI
ne sont pas mutuellement exclusives, et que si les mutations sont associées a une
¢étiologie, elles ne sont pas exclusives de cette étiologie et ne représentent donc pas
des biomarqueurs spécifiques des mécanismes de la cancérogencse hépatique. Par
exemple, en Thailande, les mutations de CTNNBI ne sont pas associées a une
étiologie particuliere, et en France, nous avons trouvé des mutations de 7P53 et
CTNNB]1 a la fois dans des CHC liés au VHB, au VHC ou a aucun de ces deux virus.
Le modele de deux mécanismes distincts d'hépatocancérogenese n'est donc pas

satisfaisant.
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B. Les mutations sont le résultat d'un mécanisme

complexe d'hépatocancérogenése

Nous avons observé la présence simultanée de mutations dans les génes 7P53
et CTNNBI dans les CHC de France et de Thailande. Ces résultats pourraient étre dus
au caractere polyclonal des CHC, chaque mutation pouvant étre présente dans des
populations cellulaires différentes de la tumeur. Dans nos échantillons, la
surexpression des protéines p53 et P-caténine a été étudiée par des
immunomarquages. Ceux-ci montrent des distributions homogeénes dans les lésions,
sans répartition différentielle des marquages de p53 ou de la B-caténine. Toutefois, cet
aspect n’a pas €té étudi¢ au niveau cellulaire, ou des double marquages auraient pu
permettre de distinguer différentes zones avec des profils différents d'expression des

deux protéines, ce qui nous aurait indiqué une possible origine polyclonale des CHC.

La présence de mutations des geénes 7P53 et CTNNBI dans un méme
échantillon peut également signifier que le modele des deux mécanismes de
I'hépatocancérogenese est trop catégorique, et que d’autres facteurs doivent étre pris
en compte pour décrire les voies par lesquelles les tumeurs se forment et progressent.
Un facteur critique de ce point de vue est la temporalité de 1'occurrence des mutations.
En effet, les voies de la B-caténine et de p53 sont li€es par plusieurs interconnections
moléculaires, et les deux protéines exercent des régulations lune sur l'autre (cf.
figure 56). La B-caténine peut activer c-myc qui active p14**F, qui inhibe a son tour le
complexe MDM2/p53 (Brooks et Gu 2006). La protéine p53 est alors activée et
s'accumule de facon transitoire, exer¢ant un effet suppresseur qui prévient la
prolifération cellulaire intempestive en réponse a un stress oncogénique. En retour, la
protéine p53 peut activer SIAH-1 qui inhibe la B-caténine en favorisant le complexe
GSK3-B/Axin1/APC/B-caténine, ciblant cette derniere vers sa dégradation (Iwai ef al.
2004) (figure 56 A). Un tel mécanisme fait probablement partie des voies par
lesquelles p53 peut controler la prolifération de cellules ou la voie B-caténine joue un

rble central.
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Figure 56 : En A : schéma de la régulation des protéines p53 et B-caténine exercée 1'une

sur l'autre. En B : situation lorsque que la f-caténine est mutée. En C : situation lorsque
p53 est mutée.
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Dans le cas ou la mutation du géne CTNNBI au niveau d'un point chaud
constitue un événement précoce dans la séquence temporelle de la cancérogenese
hépatique, la B-caténine n'est plus ciblée vers sa dégradation et peut s'accumuler, ce
qui induit I’activation de p53 (figure 56 B). Cette derniére va induire I'inhibition de la
B-caténine. Or, cette inhibition passe par le complexe GSK3-f/Axin1/APC/B-caténine,
qui ne remplit plus son rdle lorsque la B-caténine est mutée (Giles et al. 2003). La
B-caténine continue donc a s'accumuler. Si la protéine p53 est fonctionnelle, elle va
répondre a ce stress oncogénique par l'induction de 'apoptose. Il y a donc une forte
pression de sélection en faveur de clones ou la voie p53 est inactivée. Cette
inactivation peut résulter de mutations du géne 7P53 ainsi que d’autres mécanismes,
en particulier la perte ou I’inactivation de p14**F. Dans ce contexte, la mutation de
TP53 apparait de maniere secondaire a la mutation de CTNNBI. Elle ne constitue pas
un passage obligé puisque le méme effet fonctionnel peut étre atteint par I’inactivation
de pl14~RF
2003).

, par exemple par hyperméthylation de son promoteur (Dominguez et al.

Dans le cas ou la mutation de 7P53 constitue 1’événement précoce dans la
séquence temporelle de la cancérogenése, la protéine pS3 mutée ne peut plus ni
induire 1'apoptose, ni activer la B-caténine (figure 56 C). Des lors, la cellule a acquis
la capacité de survivre dans des conditions défavorables telles que 1I’exposition a des
agents qui endommagent I’ADN ou des stimuli prolifératifs intempestifs. Cependant,
la mutation de 7P53 n’est vraisemblablement pas, a elle seule, un événement suffisant
pour initier le processus de transformation, comme le suggere le fait que de
nombreuses copies d’ADN muté au codon 249 de 7P53 soient détectables dans le
plasma d’individus sans Iésions néoplasiques dans le foie. La transformation et la
progression tumorale requicrent donc [’activation secondaire d’autres voies par
l'intermédiaire de mutations ou d'autres altérations. Les mutations du géene CTNNBI

peuvent intervenir dans ce contexte mais ne constituent pas un passage obligé.

Ce double modele rend compte de I’existence possible de deux grands
mécanismes différents pour 1’hépatocancérogenese, caractérisés par [’ordre
d’apparition des altérations de 7P53 et de CTNNBI dans la séquence temporelle des
événements oncogéniques. Il explique aussi comment les deux types d’altérations

peuvent co-exister dans la méme tumeur. La mise en place de ces mécanismes dépend
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de 1'étiologie et donc de I’impact moléculaire des facteurs de risque viraux, génétiques
et environnementaux. Par exemple, lorsque l'exposition a I'AFB1 est forte, le gene
TP53 est le premier muté au codon 249, ce qui explique le pourcentage faible de CHC

contenant une mutation dans le géne CTNNBI dans ce contexte.

C. Activation de la voie Wnt et marqueur précoce
d'hépatocancérogenése

L'activation de la voie Wnt par surexpression des récepteurs Frizzled, des co-

récepteurs, des ligands activateurs, ou par répression des inhibiteurs, semble €tre un
événement précoce dans le développement d'un CHC puisqu'on retrouve ces
dérégulations a la fois dans le tissu cancéreux et dans le tissu adjacent. Cependant,
'origine de ces dérégulations est inconnue, et ne semble pas liée a la présence des
mutations dans les génes 7P53 et CTNNBI. Nous pouvons supposer que l'activation
de la voie Wnt par ces dérégulations n'est pas suffisante pour acquérir le phénotype
malin.

L'activation de la voie Wnt par sa dérégulation en amont pourrait mettre en
place un contexte favorisant le développement dun CHC, mais sans favoriser
particulierement l'apparition de mutations dans le gene 7P53 ou défavoriser
I'apparition de mutations dans le géne CTNNBI. En effet, 1'activation anormale et
constitutive de la voie Wnt devrait activer p53 et donc exercer une pression de
sélection favorisant l'inactivation de la voie p53, comme nous 'avons vu plus haut. De
méme, si la voie Wnt est constitutivement activée, les mutations de CTNNBI ne sont
pas particulierement sélectionnées. Nous nous attendrions donc a trouver plus de
mutations dans le géne 7P53 et moins dans le géne CTNNBI. Nous pouvons donc
supposer que l'activation de la voie Wnt en amont n'est pas suffisante ou pas assez
efficace pour permettre une activation constitutive de la [-caténine mimant
l'activation liée a la présence d'une mutation dans le gene CTNNBI. Cependant, la
forte prévalence de l'activation de la voie Wnt en amont (95% des tissus tumoraux
étudiés) montre qu'elle est associée au développement du CHC. Le mécanisme a

l'origine de cette dérégulation et l'effet sur les hépatoctytes reste a éclaircir.
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Puisque I'activation en amont de la voie Wnt semble étre précoce, sa détection
pourrait servir de marqueur précoce du développement d'un CHC. Il suffirait
d'analyser une biopsie chez les patients a risque. Cependant, il reste a vérifier que
cette activation est bien spécifique du CHC, et ne se retrouve pas dans des foies de
patients cirrhotiques ou atteints d'hépatite virale, mais n'ayant pas encore développé
de CHC. La compréhension du mécanisme sous-jacent a l'activation de la voie Wnt
serait d'autant plus intéressant qu'il pourrait alors permettre de proposer une thérapie
préventive trés précoce chez ces patients a risque et d'éliminer ce contexte favorisant

le développement d'un CHC.

D. Mutation Ser249 et ADN circulant

D.1. Un marqueur d'exposition a 'AFBI et au VHB

La prévalence de la mutation Ser249 dans les CHC a été établie dans plusieurs
¢tudes effectuées dans des régions de forte, moyenne ou faible exposition a I'AFBI.
Ces ¢études ont montré une relation entre la prévalence de la mutation Ser249,
I’exposition a 1'AFBI1, et I’incidence de CHC en particulier dans un contexte
d’infection par le VHB (Montesano et al. 1997). Nos résultats sur les échantillons
tumoraux de Thailande (27% des échantillons présentent la mutation Ser249) et de
France (0% de mutation Ser249) sont conformes a ces données. De fait, les données
d’exposition suggerent que I’AFB1 reste un contaminant potentiel de I’alimentation
traditionnelle en Thailande (Montesano et al. 1997, Hollstein et al. 1993). La présence
de la mutation Ser249 dans les tumeurs peut donc étre considérée comme un

marqueur de 1'étiologie du CHC associé a l'exposition a 'AFBI.

Chez les patients atteints d'un CHC présentant la mutation Ser249, la méme
mutation peut étre détectée dans leur ADN circulant avec une trés bonne concordance
entre plasma et tumeur (Szymanska et al. 2004). L'ADN circulant est donc un bon
matériel de remplacement pour étudier les altérations présentes dans une tumeur
hépatique. Une étude longitudinale menée en République populaire de Chine a montré
que la mutation pouvait étre retrouvée dans I'ADN circulant de sujets non

diagnostiqués pour un CHC, et ce, de un a 5 ans avant le diagnostic (Jackson et al.
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2003). De plus, dans les études cas-controle menées en Gambie, la mutation Ser249
s’est avérée détectable dans I'ADN circulant d’une partie des patients atteints de
cirrhose mais sans cancer (15%) ainsi que de sujets sans diagnostic clinique de 1ésion
hépatique (3%) (Kirk et al. 2005a). La question est donc de déterminer si la présence
de la mutation Ser249 dans I’ADN circulant de sujets sans lésion cancéreuse
diagnostiquée constitue un marqueur de D’existence de Iésions sub-cliniques
(indétectables par les méthodes de diagnostic utilisées en Gambie), ou bien si elle
témoigne simplement du fait que ces sujets sont exposés a I’AFBI, et donc
susceptibles d’accumuler transitoirement de ’ADN muté suite a la formation de

lésions promutagenes dans I’ADN des hépatocytes.

L'étude que nous avons menée sur la mutation Ser249 dans I'ADN circulant de
porteurs chroniques asymptomatiques et de non porteurs chroniques du VHB, a
montré que deux facteurs prédominants influencent la présence et la concentration de
la mutation dans le sérum. Ces deux facteurs sont le portage chronique du VHB et le
mois de prélévement.

Chez les porteurs chroniques du VHB, la mutation est détectée chez un plus
grand nombre d'individus, et en plus forte concentration (exprimée en copies de
mutation Ser249 par pL de sérum) entre mars et juillet que pendant reste de 1'année.
Chez les non-porteurs chroniques du VHB, la mutation est détectée chez un plus
grand nombre d'individus entre mars et juillet que le reste de l'année, mais les
concentrations en mutation dans le sérum restent globalement trés faibles.

Cette variation temporelle répond aux variations connues de I’exposition a
I’AFBI tout au long de I’année. Nous avons déterminé que la période ou nous
trouvons le plus de mutation Ser249 dans I'ADN circulant suit de quelques semaines
la période ou les individus sont soumis a la plus forte exposition a I'AFB1. En effet, a
la fin de la saison des pluies, les arachides sont récoltées (septembre/octobre),
stockées dans des conditions humides et chaudes favorables au développement d'A4.
flavus qui produit de I'AFBI, qui s'accumule dans les aliments conservés (cf.
figure 57). Le dosage d'adduits des métbolites de 'AFB1 sur I'albumine dans le sérum
suggere que l'exposition a I'AFB1 augmente au fur et a mesure de la consommation de
ce stock d’arachides pour atteindre son maximum durant I'hiver avant de diminuer au

printemps en raison de 1’épuisement des réserves et de la diversification des sources
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d’alimentation disponibles a cette période (Turner et al. 2000). Aprés consommation
des arachides contaminées, I'AFB1 pourrait s'accumuler dans les hépatoctytes ou elle
est métabolisée, permettant la formation d’adduits sur I'ADN. Des mutations Ser249
peuvent donc se former et persister dans les hépatocytes jusqu’a ce qu’ils atteignent
leur fin de vie et soient ¢liminés par un processus de nécrose ou d’apoptose entrainant
la libération de fragments d’ADN dans le sang. Ce mécanisme explique les 2-3 mois
de délai entre le pic d'exposition a I'AFBI1 et le pic de détection de la mutation Ser249
dans 1'ADN circulant. La saisonnalité des variations de la concentration en ADN

Ser249 dans I'ADN circulant suggere donc que la mutation Ser249 est un marqueur de

l'exposition a 'AFB1.
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Figure 57 : Graphique représentant la pluviométrie en Gambie, et la relation avec
I'exposition a 1'AFBI1, la récolte des arachides, la présence et la concentration de la
mutation Ser249 dans I'ADN circulant.

D'une maniére globale, les porteurs chroniques du VHB montrent des
concentrations en mutation Ser249 dans le sérum plus élevées que les non-porteurs
chroniques. Ceci suggére une interaction étroite entre le VHB chronique et I’AFB1
des les premiers stades de I’exposition. En effet, la présence du VHB pourrait
influencer la formation de 1ésions dans I’ADN par les métabolites de I’AFB1, leur
réparation, ainsi que le temps de vie des cellules altérées et la libération de leur ADN
dans la circulation sanguine. Or, les échantillons de sérum des porteurs chroniques
sont significativement plus concentrés en ADN que les échantillons de sérum des non-

porteurs chroniques, ce qui suggere un effet du virus sur le relargage de I'ADN, peut-
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étre a cause de I’existence d’un stress cellulaire chronique causé par le virus. Les
hautes concentrations en ADN muté Ser249 chez les porteurs chroniques pourraient
donc étre liées a un renouvellement plus important des cellules hépatiques infectées.
Cependant, il faut signaler que la concentration totale d’ADN circulant et muté
Ser249 n’est pas significativement associée a la positivité pour I’antigene HBe, ce qui
indique qu’elle n’est pas affectée par I’existence d’une réplication active du virus.
Dans cette étude, nous n’avons pas pu disposer d’une batterie de tests de fonction et
de toxicité hépatiques, qui auraient pu nous informer sur 1’état global de "stress"
hépatique et sur la possibilité que ce stress explique la libération plus importante
d’ADN dans le sang.

L’hypothése d’une interaction spécifique par laquelle le VHB chronique
favoriserait la mutagenése par I’AFB1 ne peut donc étre écartée. Plusieurs
mécanismes possibles ont ét¢ mis en évidence dans d’autres systémes : la présence du
virus pourrait, par exemple, augmenter le métabolisme de I’AFBI1, la formation de
lésions promutagenes, diminuer la réparation, ou favoriser une prolifération cellulaire
compensatoire qui stabilise au moins de fagcon temporaire des clones ayant acquis une
mutation.

Etant donné que les différents génotypes du VHB pourraient avoir un
comportement et un effet différent sur le foie, nous avons cherché a savoir s'il existait
des correspondances entre la présence de variants viraux particuliers et la présence de
la mutation Ser249 dans I’ADN circulant. Nous avons observeé une concordance entre
la présence de certains variants et la concentration en mutation Ser249 détectée dans
le sérum. La mise en évidence de différences dans les propriétés de ces variants
pourrait permettre de comprendre les bases moléculaires de la synergie entre VHB et
AFBI1. D’autre part, il sera intéressant de déterminer si les variants qui favorisent la
formation de mutations Ser249 dans I’ADN circulant sont préférentiellement présents

chez les patients cancéreux.

Nous savons que des facteurs génétiques, notamment les polymorphismes des
genes codant des protéines intervenant dans la réparation de 1'ADN et Ia
métabolisation de I'AFB1, interviennent comme modulateurs dans I'acquisition de la

mutation Ser249 (Kirk et al. 2005b). Or, il a ét¢ montré que le VHB pourrait agir sur
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ces systémes de réparation et de métabolisation. Les différences d'effet de nos variants
pourraient donc s’expliquer par des différences dans leurs interactions avec les
systémes de réparation de 'ADN et de métabolisation de 'AFBI1. A I’appui de cette
hypothése, une étude sur des souris transgéniques exprimant le VHB avec ou sans la
protéine X a montré que 1'expression de la protéine X favorisait la mutagenese due a
'exposition a 'AFB1 (Madden ef al. 2002). Il faudrait donc étudier la protéine X de
nos variants afin de voir si les différences observées entre variants viennent des

différences d'effet de leur protéine X sur la mutagenése AFB1-dépendante.

Les données discutées ci-dessus montrent que la présence de la mutation
Ser249 dans I'ADN circulant d'individus asymptomatiques pour des maladies du foie
est non seulement un marqueur d'exposition a I'AFB1 mais aussi un marqueur

d'exposition au VHB.

D.2. Un marqueur d'hépatocancérogenése ?

Une étude précédente, conduite sur le mode cas-contrdle, a montré que la
concentration en mutation Ser249 dans le sérum est associée au statut hépatique, et
notamment lorsque cette concentration est supérieure a 10 copies Ser249/uL de sérum
(Lleonart et al. 2005). Or, dans notre étude, nous avons détecté des concentrations au
dela de ce seuil chez certains individus. Le dépassement de ce seuil est-il indicatif de
l1ésions pré-cancéreuses ou cancéreuses ? Pour répondre a cette question il faudrait
faire un bilan du statut hépatique de ces individus et vérifier sur le registre des cancers
si ces individus n'ont pas été diagnostiqués pour un cancer du foie depuis le
prélevement. Cette vérification est actuellement en cours. Sur base des données
d’incidence du CHC et des estimations du risque attribuable au VHB dans les régions
rurales de Gambie (taux d'incidence standardisé sur I'age de de 35,7/100 000 hommes
et 11,2/100 000 femmes, dont 53% sont attribuables au VHB), on doit cependant
s’attendre a ce que moins d’un individu par an développe un cancer dans notre

cohorte de porteurs chroniques.

L'étude longitudinale sur des porteurs chroniques du VHB dans le cadre de

I’évaluation de différents anti-viraux a montré qu'il existe des variations inter-
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individuelles de la concentration en mutation Ser249 dans le sérum, ainsi que des
variations temporelles en fonction de la date de prélevement. Si nous considérons que
la concentration en mutation dans le sérum peut non seulement étre un marqueur
d'exposition mais aussi un marqueur de cancérogenése, nous pouvons émettre
I'hypothése que ce n'est pas la concentration en elle-méme qui est informative, mais sa
variation au cours du temps. En effet, si la présence d’ADN muté dans le plasma est
due a la libération d’ADN muté par une I€sion pré- ou sub-clinique, les niveaux
d’ADN mutés dans le plasma devraient rester constants, ou méme montrer une
augmentation reflétant 1’évolution de la lésion, indépendamment des variations

temporelles de ’exposition a I’AFBI1 (figure 58, courbe rouge).

Concentration en mutation

Ser249 dans I'ADN circulant
F

CHC

Sensibilité a
la mutagenése
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r

Hiver Eté Hiver

Figure 58 : Graphique représentant I'hypothése sur la relation entre les variations de la
concentration en mutation Ser249 dans le sérum et le statut hépatique.

Dans le cas d'un individu sain, la concentration seuil de la mutation Ser249
dans le sérum serait prés de zéro et varierait plus ou moins selon la sensibilité de

l'individu a I'exposition et la mutagenese due a I'AFB1. Nous pouvons supposer que
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chaque année, l'individu éliminerait au fur et mesure les cellules mutées et donc la
concentration de la mutation dans le sérum redescendrait a un seuil trés bas en période
de faible exposition (figure 58, courbes verte et bleue). Un individu présentant un
profil intermédiaire, avec un seuil de base intermédiaire de concentration en mutation
Ser249 dans le sérum, pourrait étre déterminé comme un individu n'éliminant pas tous
ses hépatocytes mutés, et qui pourrait donc étre en train de développer des 1ésions pré-

cancéreuses ou cancéreuses (figure 58, courbe rose).

Nos résultats montrent donc qu'une étude sur la mutation Ser249 dans 'ADN
circulant doit prendre en compte la période de prélevement. Dans les études publiées
précédemment, la saison de prélévement est rarement discutée. Nous pouvons
supposer que la prise en compte de ces variations pourrait permettre d’affiner les
analyses statistiques sur les corrélations entre mutation et pathologies hépatiques. En
effet, la dispersion des prélévements dans le temps ajoute un facteur de variation, qui
peut jouer sur les résultats des tests statistiques.

Si notre hypothése se vérifie, la détermination des caractéristiques des
variations saisonniéres de la concentration en mutation Ser249 dans le sérum pourrait
servir a détecter les individus les plus sensibles a la mutagenése hépatique due a
I'AFB1 et au VHB, a détecter les individus les plus a risque de développer une
maladie du foie, et a effectuer un diagnostic précoce du CHC. En premicre approche,
la détection de hauts niveaux d’ADN muté dans le plasma pourrait constituer une
indication pour la réalisation d’investigations cliniques plus poussées, notamment par
échographie hépatique, afin de détecter des I¢ésions indétectables a I’examen clinique.
Ceci pourrait permettre d’identifier les patients de facon trés précoce, et donc mettre
en place des stratégies de prise en charge préventives, curatives ou palliatives, qui

sont impossibles a réaliser actuellement a cause de la présentation tardive des patients.

D.3. Utilisation en tant que marqueur précoce

La détection précoce de la mutation Ser249 dans I'ADN plasmatique dans les
pays de forte incidence du CHC a-t-elle sa place vis-a-vis des méthodes de

prévention ?
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La méthode que nous avons utilisée pour détecter de facon quantitative et
sensible est peu importable dans des pays en voie de développement. En effet, la
méthode est trés coliteuse et nécessite 'acquisition d'un spectrométre de masse en
tandem, d'une HPLC et de matériaux coliteux pour la préparation des échantillons, et
l'utilisation du spectromeétre de masse nécessite la présence d'un technicien spécialisé.
De plus, la méthode SOMA n'est pas adaptée aux analyses a grande échelle. Il faudrait
donc développer une technique de détection quantitative ou semi-quantitative de la
mutation Ser249 dans le sang qui soit simple, peu coliteuse et utilisable a grande
¢échelle.

Les méthodes actuelles disponibles ou du moins les plus simples a mettre en
place pour prévenir le développement du CHC dans des pays en voie de
développement sont: (1) la vaccination contre le VHB, (2) 1'éducation des
populations pour le stockage des cultures sensibles a A. flavus, (3) le changement de
régime alimentaire en remplacant les cultures sensibles par des cultures non sensibles
a A. flavus.

(1) La vaccination contre le VHB a démontré son efficacité contre l'infection par le
virus et le portage chronique, mais nous ne connaissons pas encore son efficacité a
long terme contre le développement du CHC (Sun ef al. 2002, Chang et al. 2000,
Montesano 2002). La vaccination reste une méthode peu chere et aisée a mettre en
place puisqu'il existe dans la plupart des pays un programme de vaccination des
nouveaux-nés et des enfants, auquel il suffit de rajouter le vaccin contre le VHB.

(2) L'éducation des populations a montré son efficacité sur le court terme (Turner et
al. 2005). 11 existe des moyens simples et efficaces de diminuer la contamination des
cultures par de 'AFB1. Cependant, il semble qu'une fois les intervenants partis, les
populations tendent a revenir a leur méthodes de culture et de stockage traditionnelles.
(3) La changement de régime alimentaire par du riz par exemple a montré son
efficacité dans la diminution de I'exposition des populations a 'AFB1 (revue de Yu
1995). Cependant, l'introduction de rizieres en Afrique semble compromise par les
problémes d'eau. Il faudrait trouver une alimentation adaptée au climat de chaque
région et qui ne soit pas contaminée par de I'AFB1. Le deuxieme probléme se situe au
niveau de l'économie. En effet, de nombreux pays africains notamment vivent de la

culture d'arachide qui est ensuite transformée et exportée. Le changement
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d'orientation de l'agriculture pourrait avoir un impact encore inconnu sur I'économie
de nombreux pays.

Ces méthodes de prévention sont sirement utiles a mettre en place, mais leur
efficacité sur l'incidence du CHC ne pourra étre évaluée qu'apres 20 ou 30 ans. De
plus, il n'a pas ét¢ démontré si l'exposition a 'AFB1 induit le CHC suite a une
exposition réguliere tout au long de la vie ou si l'exposition durant l'enfance est
déterminante. Donc ces méthodes préventives ne bénéficieront pas aux personnes déja
exposées au VHB et/ou a 1'AFB1. L'utilisation de la mutation Ser249 comme
marqueur de 1'hépatocancérogenese pourrait permettre de cibler parmi les populations
exposées, les personnes les plus a risque de développer un CHC ou les personnes
développant un CHC, et donc permettre la mise en place de traitements curatifs
précoces ou de traitements ralentissant le développement du CHC, de fagon ciblée et

donc moins cotteuse.

I1. Perspectives

A. Développement d'études prospectives

Nous avons émis I'hypothése que le profil des variations de concentration de la
mutation Ser249 dans le sérum pourrait étre indicatif du statut hépatique chez des
individus exposés a 'AFB1. Pour confirmer cette hypothese, il faudrait réaliser une
étude prospective par suivi d'une cohorte d'individus de porteurs chroniques du VHB
et exposés a I'AFB1 dans le cadre de leur alimentation normale. Au recrutement, suite
a leur consentement, les participants feront l'objet d'un examen de leur statut
hépatique. Ils seront alors suivis tous les 6 mois, avec un prélevement de sang en été
et en hiver. Une fois par an, leur statut hépatique sera évalué par un examen clinique,
biochimique et par ultrasonographie. Le recrutement d'une cohorte de 2 a 3 000
hommes et femmes entre 35 et 45 ans devrait permettre une puissance statistique
suffisante pour étudier des variations d'’ADN Ser249 dans le sérum comme

prédictrices de I'évolution du statut hépatique.

A part la mutation Ser249, les mutations des génes TP53 et CTNNBI que nous

avons observées dans les CHC ne sont pas spécifiques de ce type de cancer.
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Cependant, chez un individu a risque de développer un CHC (porteur chronique du
VHB et/ou du VHC, patient atteint d'une cirrhose...), 1'apparition d'une quelconque
mutation dans 1'un de ces deux geénes pourrait indiquer le développement d'un CHC.

Actuellement, les patients cirrhotiques ou porteurs chroniques d'un virus
hépatique dans les pays développés sont suivis de fagon régulieére. Or, comme pour le
cas de la mutation Ser249, nous pouvons supposer possible que lors de I'apparition
d'un clone muté dans le foie, la mutation correspondante puisse €tre détectée dans
I'ADN circulant. Pour cela, il faudrait étudier des paires d'échantillons de CHC et de
sérum (prélevé en méme temps que la tumeur). Cette étude pourrait montrer s'il y a
concordance entre la présence d'une mutation de 7P53 ou de CTNNBI dans un CHC
et la présence de la mutation dans 'ADN circulant.

Si cette concordance est vérifiée, nous pouvons imaginer que le suivi des
patients a risque puisse se faire par simple prise de sang et que l'apparition d'une
mutation des genes 7P53 et/ou CTNNBI dans 1'ADN circulant signifie le
développement de lésions cancéreuses ou pré-cancéreuses dans le foie. Pour cela,
deux points sont a vérifier.

(1) 11 faudrait mettre en place une étude sur des patients cirrhotiques et/ou
porteurs asymptomatiques d'un virus hépatique. En plus du suivi clinique, ces patients
donneraient un échantillon sanguin. Le suivi par imagerie ou biopsie permettrait de
connaitre 1'évolution du statut hépatique. L'analyse de I'ADN circulant dans les
¢chantillons sanguins prélevés aux mémes moments permettrait de corréler ou non
l'apparition d'une mutation dans I'ADN circulant avec le résultat des méthodes de
diagnostic classiques.

(2) Dans nos études, nous avons trouvé des mutations dans les génes TP53 et
CTNNBI dans prés de la moiti¢ des CHC. Nous pouvons en déduire que 1'analyse de
la présence de mutations dans ces génes ne pourra pas servir de méthode de diagnostic
pour tous les CHC. Soit cette analyse pourrait compléter les méthodes actuelles et
permettre un diagnostic plus précoce et/ou une adaptation du traitement des les
premiers signes d'une 1ésion hépatique; soit il faudrait étudier d'autres altérations afin
de couvrir l'ensemble des CHC. Dans ce contexte, l'apport des analyses du

transcriptome pourrait étre déterminant pour identifier de nouvelles cibles.
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B. Développement d'un modéle d'étude mécanistique de
l'interaction VHB/AFB1

Le mécanisme de l'interaction entre le VHB et I'AFB1 qui mene a la sélection
de clones possédant la mutation Ser249 et au développement du CHC n'est pas connu.
Or, il n'existe pas de modele d'¢tude de cette interaction. En effet, les modéles
animaux de l'infection par le virus de I'hépatite B ne sont pas représentatifs de
l'infection de 'Homme par le VHB. Il existe des modéles de souris transgéniques
exprimant le VHB humain. Cependant, si la réplication du génome viral est entretenu
dans ce modele, il ne mime pas l'infection virale en elle-méme. De plus, le traitement
de souris par de I'AFB1 ne conduit pas a la formation de la mutation Ser249 lorsque
ces souris possedent le gene 7P53 humain (Tong et al. 2006). Nous pouvons supposer
que les systémes de métabolisation de I'AFBI1 et de la réparation de I'ADN ne sont pas
identiques chez I'Homme et la Souris. Il existe d'autres modéles animaux, notamment
le canard (infectable par le DHBV, Duck Hepatitis B Virus) et la marmotte (infectable
par le WHBYV, Woodchuck Hepatitis B Virus). Cependant, les maladies développées
par ces animaux suite a une infection par le virus correspondant ne sont pas les
mémes que chez 'Homme. Le modéle animal d'infection le plus proche de 'Homme
reste le Chimpanzé. Mais ce n'est pas un modele facilement utilisable.

Les lignées cellulaires humaines utilisées pour étudier l'infection par le VHB
sont soit des cellules transfectées avec un plasmide contenant la séquence du VHB,
soit des lignées cellulaires possédant le génome du VHB intégré. Ces cellules
entretiennent la réplication virale mais ne sont pas infectables par le VHB.

Une lignée dérivée d'un CHC humain a été isolée a I'INSERM U522, la lignée
HepaRG (Gripon et al. 2002). Elle a la propriété d'étre infectable par le VHB in vitro.
Son utilisation pourrait permettre de déterminer les effets de 'AFB1 et du VHB sur
les voies cellulaires et plus particulierement sur les systémes de réparation de I'ADN
et de métabolisation de 'AFB1, ainsi que de déterminer les mécanismes conduisant a

la formation de la mutation Ser249.
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C. Développement d'études cliniques

Dans les régions de forte exposition a I'AFB1, la moiti¢ des CHC contient la
mutation Ser249. Nous avons vu que l'acquisition de cette mutation est un événement
précoce, puisqu'elle peut étre détectée chez des individus non-cancéreux. Méme si le
mécanisme conduisant a 'acquisition spécifique de cette mutation et si le role de cette
mutation dans ['hépatocancérogenése ne sont pas connus, la protéine mutée
correspondante (p53Ser249) pourrait étre une cible thérapeutique de choix dans les
pays en voie de développement.

Récemment, de petites molécules ont été identifiées comme réactivant
spécifiquement les propriétés sauvages de certains mutants p53. L'une de ces
molécules, PRIMA-1 (p53 Reactivation and Induction of Massive Apoptosis) (Bykov
et al. 2002), a été testée sur des clones cellulaires exprimant la protéine p53Ser249 en
culture ou injectés a des souris (Shi et al. en préparation). Les résultats montrent que
le traitement par PRIMA-1 induit une cytotoxicité dans les cellules contenant la
protéine mutée p53Ser249.

Ces résultats sont trés prometteurs, et s'ils étaient confirmés, des études
cliniques de traitements de patients ayant développé un CHC contenant la mutation
Ser249 pourraient étre mises en place. Nous pouvons également imaginer traiter a
titre préventif des individus n'ayant pas été diagnostiqués pour un CHC mais chez
lesquels nous détecterions des concentrations importantes de mutation Ser249 dans le
sérum. Ce traitement pourrait éviter la survie de clones contenant la mutation Ser249
dans le foie, et donc le développement d'un CHC.

A terme, ce type d'approche est indispensable pour développer des suivis
thérapeutiques efficaces, gérables, et appropriés au contexte trés particulier que

représentent les CHC dans des régions de haute incidence.
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Mise au point de RFLP pour détecter des mutations de certains

points chauds de mutation de I'exon 3 du géne CTNNBI

Nous avons mis au point 5 RFLP afin de détecter les mutations sur 5 des 6
points chauds de mutation de 1'exon 3 du géne CTNNBI, aux codons 33 et 34, et pour
les deux premicres bases des codons 32, 37 et 41.

L'exon 3 du géne CTNNBI est amplifi¢ avec 3 couples d'amorces : BCAT-
GF/BCAT-GR, BCAT-F34/BCAT-GR, et BCAT-GF/BCAT-R32 (cf. tableaux 1 et 2 ci-
dessous). L'amorce BCAT-F34 insére un site de restriction reconnu par l'enzyme
BstNI et élimine ce méme site 6 bases en amont, et I'amorce BCAT-R32 élimine un
site de restriction reconnu par l'enzyme Hinfl. Aprés amplification par PCR, les
fragments amplifiés sont digérés, déposés sur gel d'agarose, et les bandes
correspondant a des fragments mutés sont découpées, réamplifiées et s€quencées. Les
différentes conditions de PCR, digestion et séquencage sont résumées dans les

tableaux 2, 3 et 4).

Tableau 1 : Séquences et longueur des différents amorces utilisées.

Amorce Séquence Longueur (pb)
BCAT-GF CCAATCTACTAATGCTAATACTG 23
BCAT-GR CTGCATTCTGACTTTCAGTAAGG 23
BCAT-F34 GGCAGCAACAGTCTTACTTGGACCC 25
BCAT-R32 GTGGTAGTGGCACCAGAATGGATAC 25
BCAT-R33 CCTTTACCACTCAGAGAAGGAGC 23

Tableau 2 : Conditions et résultats des PCRs.
Amorces | Concentration | Longueur | Longueur des Lm:lgel;eur
Enzyme pour en des produits fragments fragments
PCR MgCl,(mM) PCR (pb) sauvages (pb) mutés (pb)
BCAT- 56, 60, 72 et
Hpy188III GF/GR 2 310 122 60,72 et 178
BCAT-
Xmnl GF-GR 2 310 129 et 181 310
BCAT- 135, 145, 165
BsaXI GF/GR 2 310 ot 175 310
BCAT-
BstNI F34/GR 2 220 25et 195 220
. BCAT-
Hinfl GF/R32 1.5 149 31et118 149
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Tableau 3 : Condition des digestions.

Hpy188II1 Xmnl BsaXI BstNI Hinfl
Ti‘gg?n NEB4,2 uL | NEB2,2uL | NEB4,2 uL | NEB4,2 uL | NEB2,2 uL
BSA 100 X 0.2 L 0.2 uL 0.2 uL /
Enzyme 1U 1U 0.6U 1U 1U
Eragment GF-GR, GF-GR, GF-GR, F34-GR, GF-R32,
& 10 L 10 uL 10 uL 10 uL 10 uL
H,O 7.6 uL 7.7 uL 7.7 uL 7.7 uL 7.9 uL
Total 20 pL 20 pL 20 pL 20 uL 20 uL
Temperature 37°C 37°C 37°C 60°C 37°C

Tableau 4 : Conditions pour la réamplification avant séquencage et pour la PCR de

séquencage.

Longueur des Amorces utilisées Concentration Amorces

Enzyme | fragments aprés | pour la PCR de utilisées pour

. . L en MgCl, (mM) .

digestion (pb) pré-séquencage le séquencage
Hpy188III 178 BCAT-GF/R33 2 BCAT-GF
Xmnl 310 BCAT-GF/GR 2 BCAT-GF
BsaXI 310 BCAT-GF/GR 2 BCAT-GF
BstNI 220 BCAT-F34/GR 2 BCAT-GR
Hinfl 149 BCAT-GF/R32 1.5 BCAT-GF

BCAT-GF

C CAATCTACTA ATGCTAATAC TGTTTCGTAT TTATAGCTGA
TTTGATGGAG

iGﬁZTGTTA GEACTGGCA GCMEGTCT TACCT%ACT

CTC—E—IAATCCA TTCTGGTGCC ACTACCACAG CTCCTICTCT
v Primer BCAT-R33

GGCAATCC TE AGGAAGAGGA TGTGGATACC

TTGGACATGG CCATGGAACC AGACAGA%A

GAGTGGTAAA

TCCCAAGTW TGTATGAGTG GGAACAGGGA TTTTCTCAGT

CCTTCACTCA aGrAACAAGTA GCTGGTAAGA GTATTATTTT

ACTGAAAGTC AGAATGCAG
BCAT-GR

Principe de la RFLP par Hpyl88IIl. Les sites reconnus sont indiqués en rose, et les
fleches désignent les sites de coupure.

TCATTGCCTT
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BCAT-GF

C CAATCTACTA ATGCTAATAC TGTTTCGTAT TTATAGCTGA

TTTGATGGAG
CTGGAAT%FA
GAGTGGTAAA
TCCCAAGTCC
CCTTCACTCA
TCATTGCCTT

TTGGACATGG
G?ﬁACTGGCA
TTCTGGTGCC
GGCAATCCTG
TGTATGAGTG
AGAACAAGTA

CCATGGAACC
GCA%&AGTCT
ACTACCACAG
AGGAAGAGGA
GGAACAGGGA
GCTGGTAAGA

ACTGAAAGTC AGAATGCAG

BCAT-GR

BCAT-GF

AGACAGA&?A

TACCT%gAcE-
CTCCTTCTCT
TGTGGATACC
TTTTCTCAGT
GTATTATTTT

Principe de la RFLP par Xmnl. Le site reconnu est indiqué en rose, et les fléches
désignent les sites de coupure.

C CAATCTACTA ATGCTAATAC TGTTTCGTAT TTATAGCTGA

TTTGATGGAG
§§QEFTGTTA
CTG%%ATCCA
ﬁ%GTGGTAAA
TCCCAAGTCC
CCTTCACTCA
TCATTGCCTT

TTGGACATGG
GEA'CTGGCA
%FCTGGTGCC
GGCAATCCTG
TGTATGAGTG
AGAACAAGTA

CCATGGAACC
GCA%E&GTCT
ACTACCACAG
AGGAAGAGGA
GGAACAGGGA
GCTGGTAAGA

ACTGAAAGTC AGAATGCAG

AGACAGA&?A

TACCT%%ACT
CTCCTTCTCT
TGTGGATACC
TTTTCTCAGT
GTATTATTTT

BCAT-GR

Principe de la RFLP par BsaXI. Le site reconnu est indiqué en rose, et les fleches
désignent les sites de coupure.
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BCAT-F34

T ' _32C
— % X
» 34 37 GGCA GCAA&GTCT TA 4_§1c

CRGGAATCCA TTCTGGTGCC ACTACCACAG CTCCTTCTCT
GAGTGGTAAA GGCAATCCTG AGGAAGAGGA TGTGGATACC
TCCCAAGTCC TGTATGAGTG GGAACAGGGA TTTTCTCAGT
CCTTCACTCA AGAACAAGTA GCTGGTAAGA GTATTATTTT

TCATTGCCTT ACTGAAAGTC AGAATGCAG
BCAT-GR

Principe de la RFLP par BstNI. Le site reconnu est indiqué en rose, et les fleches
désignent les sites de coupure.

BCAT-GF

C CAATCTACTA ATGCTAATAC TGTTTCGTAT TTATAGCTGA
TTTGATGGAG TTGGACATGG CCATGGAACC AGACAGEA

GLGECTGTTA GITACTGGCA GCARCAGTCT TACCTGGACT
AFM?% CA TTCTGGTGCC ACTACCAC T

BCAT-R32

Principe de la RFLP par Hinfl. Le site reconnu est indiqué en rose, et les fléches
désignent les sites de coupure.
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Abstract

In cancer patients, plasma often contains mutant DNA
released by cancer cells. We have assessed the significance of
plasma DNA mutations for subsequent cancer development in
healthy subjects in a large longitudinal prospective study. The
European Prospective Investigation into Cancer and Nutrition
study was analyzed with a nested case-control design. Cases
were nonsmokers or ex-smokers for >10 years and newly
diagnosed with lung, bladder, or upper aerodigestive tract
cancers or leukemia accrued after a median follow-up of 6.3
years. Controls were matched 2:1 for follow-up, age, sex, area of
recruitment, and smoking status. KRAS2 mutations were
detected by mutant-enriched PCR and sequencing (n = 1,098).
TP53 mutations were detected by denaturing high-performance
liquid chromatography, temporal temperature gradient elec-
trophoresis, and sequencing (rn = 550). KRAS2 or TP53
mutations were detected in 13 of 1,098 (1.2%) and 20 of 550
(3.6%) subjects, respectively, 16 of whom developed cancer on
average after 18.3 months of follow-up. Among 137 subjects
who developed bladder cancer, 5 had KRAS2 mutations [odds
ratio (OR), 4.25; 95% confidence interval (95% CI), 1.27-14.15]

Note: Supplementary data for this article are available at Cancer Research Online
(http://cancerres.aacrjournals.org/).
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and 7 had TP53 mutations (OR, 1.81; 95% CI, 0.66-4.97). There
was a nonsignificant trend for association between TP53
mutations and bulky adducts in lymphocyte DNA (OR, 2.78;
95% CI, 0.64-12.17). This is the first report of TP53 or KRAS2
mutations in the plasma of healthy subjects in a prospective
study, suggesting that KRAS2 mutation is detectable ahead of
bladder cancer diagnosis. P53 mutation may be associated
with environmental exposures. These observations have impli-
cations for monitoring early steps of carcinogenesis. (Cancer
Res 2006; 66(13): 6871-6)

Introduction

Circulating free DNA (CFDNA) in the plasma has emerged as a
source of genetic material of tumoral origin in a variety of cancers.
Somatic DNA alterations in CFDNA include point mutations,
hypermethylation, microsatellite instability, and loss of heterozy-
gosity (LOH; reviewed in ref. 1). For example, a special mutation at
codon 249 in the tumor suppressor gene 7P53 has been identified
in 36% of African patients with hepatocellular carcinoma (2), with a
concordance of 88% between plasma and tumor (3). This mutation
is considered as the result of sequence-specific DNA damage by
metabolites of aflatoxin, a well-known hepatocarcinogen that
contaminates many components of traditional diet in sub-Saharan
Africa. In the same population, 7P53 mutations were also detected
in the plasma of some subjects with liver cirrhosis (15%) or no liver
disease (3%; ref. 2). However, the clinical utility of CFDNA for
mutation screening remains to be ascertained.

Several clinical studies have reported that mutations detected in
tumor tissues may also be detectable in plasma DNA (1). However,
thus far, only one population-based, prospective study on detection
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of TP53 mutations in plasma DNA has been reported (4). In that
study, 7P53 mutations were detected 1 to 5 years before diagnosis
in four of eight cases of hepatocellular carcinoma patients from
Qidong (China), an area of high exposure to aflatoxin and high
prevalence of hepatitis B virus chronic carriage (4). Mutations in
KRAS2 have also been detected ahead of clinical diagnosis in the
plasma of subjects considered at high risk for colorectal cancer
(subjects with genetic predisposition or with previous history of
cancer) as well as in patients referred to a colonoscopy clinic for
symptomatic evaluation (5). Similarly, Allan et al. reported the
presence in CFDNA of LOH at up to four different loci in patients
attending a bronchoscopy clinic and presenting a variety of
symptoms suggestive of lung cancer (6).

In this study, we have analyzed KRAS2 and 7P53 mutations in
CFDNA in a longitudinal study, in relation with the occurrence of
different types of cancers potentially caused by environmental
exposures. The Genetic Susceptibility to Air Pollution and
Environmental Tobacco Smoking (GENAIR) study focuses on
cancers of the lung, bladder, and upper aerodigestive tract (UADT;
including pharynx, larynx, and oral cavity) and leukemias in
nonsmokers and ex-smokers who have quitted for >10 years.
GENAIR was conducted to elucidate the relationship among air
pollution, environmental tobacco smoking, and genetic suscepti-
bility (7, 8). It was designed as a case-control study nested into
European Prospective Investigation into Cancer and Nutrition
(EPIC), a multicenter European study of >520,000 healthy volunteers
of both genders, ages 35 to 74 years, and recruited in 23 centers from
10 countries between 1993 and 1998 (9). A total of 550 subjects for
TP53 mutations and 1,098 for KRAS2 mutations were analyzed.

Materials and Methods

Study design and subjects. EPIC is a multimember European study,
coordinated by the IARC (Lyon, France), including >520,000 healthy
volunteers recruited in 10 European countries (Denmark, France, Germany,
Greece, Italy, the Netherlands, Norway, Spain, Sweden, and the United
Kingdom) corresponding to 23 recruitment centers (10). The cohort
includes subjects selected in the general population of a specific geographic
area, town or province, of both genders and mostly in the age range 35 to 74
years at recruitment. Recruitment took place between 1993 and 1998.
Detailed dietary and lifestyle histories collected mainly through self-
administered questionnaires plus a 24-hour dietary recall through person-to
person interview (in a 10% sample), anthropometric measurements, and a
30- to 40-mL blood sample are available. Blood samples were stored for 2 to
5 hours at 5°C to 10°C until they were transferred and processed in local
laboratories in each but one of the recruitment centers (where specimens
were shipped for processing to another center in the same country). The

plasma, serum, RBC, and lymphocytes were stored at —196°C in 500 pL
straws (7, 8, 10). All questionnaire information is available in a computerized
format. Informed consent were obtained from all participants (11).

The follow-up was based on population cancer registries in seven of the
participating countries: Denmark, Italy, the Netherlands, Norway, Spain,
Sweden, and the United Kingdom. In France, Germany, and Greece, a combi-
nation of methods was used, including health insurance records, cancer and
pathology registries, and active follow-up through study participants and
their next-of-kin. Mortality data were also obtained from either the cancer
registry or mortality registries at the regional or national level. Follow-up was
virtually 100% complete. We used the International Statistical Classification
of Diseases, Injuries and Causes of Death, 10th Revision.

GENAIR is a case-control study nested within the EPIC cohort, aiming at
studying the relationship between some types of cancers and air pollution or
environmental tobacco smoke (12). Cases are subjects with bladder, lung,
or UADT cancers or leukemia, all newly diagnosed after recruitment. Only
nonsmokers or ex-smokers who had given up smoking at least 10 years before
recruitment have been included in GENAIR. We have identified 1,074 cases
who met the protocol criteria. The Malmo center decided not to allow the use
of their blood samples but participated in the rest of the project. After
exclusion of the 231 Malmo cases, 843 cases were available, including 487 with
blood samples (for further details, see the Peluso et al. study). Preliminary
analyses suggested an association with bladder cancer. Thus, we analyzed all
bladder cancers (n = 124); in addition, we enriched the series by extending
follow-up (13 cases were identified in addition to the 124 described by
Peluso et al.). Of the remaining cases of lung and UADT cancers and leukemia,
we only analyzed a random sample of 254 cases matched 1:2 with controls
for KRAS mutations. Because of the more demanding technical requirements
for mutation detection, 7P53 analysis was limited to a subset of 236 cases
(including bladder cases) matched 1:1 with controls (Table 1). Matching
criteria were gender, age (15 years), smoking status (never or former smoker),
site of recruitment, and follow-up time. Mean follow-up was 89 months
(minimum, 1.8; maximum, 123). GENAIR has been approved by the Ethical
Committee of the IARC and by the local ethical committees of the 23 centers.

Mutation detection. CFDNA was extracted using affinity columns
(Qiagen, Hilden, Germany) from 300 pL plasma and eluted in 200 pL buffer
(7). Mutation analysis was done using 10 pL plasma DNA in a 25 uL PCR
according to previously described techniques. For 7P53 mutation analysis,
exons 5 to 9 were amplified by PCR in three segments and analyzed by
denaturing high-performance liquid chromatography (DHPLC; ref. 13; for
primers and conditions, see Supplementary Table) followed by direct
sequencing of regions generating abnormal chromatograms. We have shown
that DHPLC could reliably detect amounts of mutant DNA representing
between 3% and 12% of wild-type DNA depending on mutation type and
sequence context (13). Temporal temperature gradient electrophoresis
(TTGE) was used as an additional strategy to enrich in mutant-specific
sequences before sequencing (14). PCR products corresponding to DNA
heteroduplexes were excised from the gel, reamplified with nested primers,
and characterized by sequencing. Whenever possible, the presence of a
mutation was confirmed by restriction digestion with enzymes cutting

Table 1. Distribution of cancers among subjects of the GENAIR study tested for TP53 and/or KRAS2 mutations
Pathology Total TP53 KRAS2
samples
Total samples Mutants OR (95% Cl) Total samples Mutants OR (95% CI)
tested (%) (% of total tested) tested (%) (% of total tested)
Bladder 137 126 (92) 7 (5.5) 1.81 (0.66-4.87) 131 (95.6) 5(3.8) 425 (1.27-14.15)
Lung 115 36 (31) 2 (5.5) 1.83 (0.36-9.44) 77 (67) 0 (0) —
UADT 82 30 (36.6) 0 (0) — 57 (69.5) 1(1.7) 2.07 (0.23-18.7)
Leukemia 166 44 (26.5) 1(2.3) 0.70 (0.09-5.61) 120 (72.3) 0 (0) —
None 1,086 314 (30) 10 (3.2) 1 (Reference) 713 (65.7) 7 (1) 1 (Reference)
Total 1,586 550 (34.7) 20 (3.6) 1,098 (69) 13 (1.2)
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Figure 1. KRAS2 (A) and TP53 (B) ¢
mutation detection in CFDNA. A, detection DNA
of mutations in codon 12 of KRAS2 by DNA
ME-PCR (involving two consecutive RFLP @
analyses for enrichment of the mutant ’
DNA). After Mval digestion, the mutant o RFLP1
PCR product (MT; white arrow) is excised, Mval digestion DHPLC TTGE
amplified, and sequenced. Black arrow, 16 ~
wild-type PCR product (WT). B, detection @ Py Controls &
of TP53 mutation at codon 282. Mutations RFLP2 £ 10 — T
in exons 5 to 9 were first analyzed in Mval digestion =2 WT MT =
CFDNA by DHPLC. Samples with 9 g ¢
abnormal DHPLC chromatograms were J' S ;|
sequenced from an independent PCR e 0 éﬂ
product. If the mutation could not be Controls 2 - =
characterized by sequencing, a new PCR | —— ol
product was analyzed by TTGE. If MT WT = <z
homoduplex products were detected '
they were excised from the TTGE gel, ot
reamplified, and sequenced. All Time tMmlP%‘
procedures were repeated using _
independent PCR products to rule out PCR MT1-282

artifacts. Gray arrow, mutant-wild-type
heteroduplexes; white arrow, mutant
homoduplexes; black arrow, wild-type
homoduplexes; white star, mutant control
heteroduplexes (top two bands) and
homoduplexes.
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within the suspected mutation site, allowing the detection of 3% to 6%
mutant allele in a background of wild-type material (data not shown).

KRAS2 mutations at codon 12 were analyzed by mutant-enriched PCR
(ME-PCR), involving two successive RFLP leading to enrichment in mutant
sequence, and characterized by sequencing (ref. 15; see Supplementary
Material for primers and conditions). To avoid false-positive results
generated during successive PCR rounds, all analyses were repeated at
least once. We have found that KRAS2 codon 12 ME-PCR could detect up to
0.1% of mutant DNA in wild-type DNA. All mutations were confirmed by at
least one second analysis and sequencing of independent PCR products.
Results were scored as “positive” or “negative” with respect to established
cutoff sensitivity values described above. However, no systematic attempt
was made to obtain a quantitative assessment of the amount of gene
mutation present in each sample.

Statistical analyses. We have computed odds ratios (OR) and 95%
confidence intervals (95% CI) in logistic regression models. It was not
possible to use conditional regression analysis for matched pairs because
there was no pair in which both the case and the control(s) showed
mutations. In addition to matching variables, we also fitted models,
including educational level as a further adjustment variable. Ps < 0.05 were
considered as statistically significant. All analyses were done using SAS
Statistical Package version 8 (SAS Institute, Cary, NC).

Results

Table 1 shows the distribution of cancer types and mutations
among the subjects whose plasma was analyzed. A total of 550
specimens were tested for TP53 (236 cases and 314 controls),

whereas 1,098 specimens were tested for KRAS2 (385 cases and 713
controls). The imperfect matching was due to the lack of biological
samples for either member of the matched pairs.

The extraction and quantification of CFDNA has been reported
elsewhere (7). The geometric mean of CFDNA concentrations was
28 ng/mL in controls and varied between 29 and 36 ng/mL in the
various cancer groups, the difference being nonsignificant. Typical
examples of TP53 and KRAS2 mutation detection are shown in
Fig. 1. KRAS2 mutations were tested in 1,098 subjects (Tables 1
and 2A and B). Six mutations were detected in cancer cases
(median follow-up, 14.3 months; range, 2.6-24.9 months), five of
which were bladder cancers (OR, 4.25; 95% CI, 1.27-14.15; Tables 1
and 2A). After adjustment for sex, age, area of recruitment, and
education, an OR (95% CI) of 5.15 (1.34-19.72) for bladder cancer
was found. Among subjects with mutations, there were six healthy
controls (median follow-up, 85.5 months; range, 72.7-97.3 months)
plus one control who developed skin cancer during follow-up (80.2
months). In the 550 subjects analyzed for 7P53 mutations (Table 1),
20 subjects had mutations at different codons, including 10 in cases,
7 of which were bladder cancers (Table 2A and B; OR, 1.81; 95% CI,
0.66-4.97). One bladder cancer case had two mutations at codons
207 and 216. With one exception (one subject with bladder cancer
diagnosed 1.8 months after recruitment), mutations in CFDNA
were detected at least 6 months ahead of diagnosis (median follow-
up, 18.6 months; range, 1.8-44.8). For the 10 control subjects
with 7P53 mutation, the median follow-up was 75.4 months (range,
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Table 2.

Codon Mutation classification* Mutation Amino acid change Cancer site Time to diagnosis (mo)

(A) Mutations detected in CFDNA of subjects who subsequently developed cancer

KRAS2
12 GGT>GTT Gly>Val Bladder 24.9
12 GGT>GTT Gly>Val Bladder 22.4
12 GGT>GTT Gly>Val Bladder 159
12 GGT>GTT Gly>Val Bladder 12.8
12 GGT>GAT Gly>Asp Bladder 2.6
12 GGT>GTT Gly>Val UADT 6.3

TP53
175 MT1 CGC>TGC Arg>Cys Lung 19.1
179 MT2 CAT>CCT His>Pro Bladder 32.2
181 MT1 CGC>CAC Arg>His Lung 18.1
196 MT2 CGA>CAA Arg>GIn Leukemia 8.6
207" MT2 GAT>GGT Asp>Gly Bladder 448
216" MT3 GTG>GTA Val>Val
262 MT2 GGT>AGT Gly>Ser Bladder 18.1
271 MT2 GAG>GGG Glu>Gly Bladder 1.8
282 MT1 CGG>CAG Arg>Glu Bladder 15.8
324 MT2 GAT>GGT Asp>Gly Bladder 6.3
IN4 (13051) MT3 G>C None Bladder 42.89

(B) Mutations detected in CFDNA of control subjects

KRAS2
12 GGT>GTT Gly>Val 97.3
12 GGT>GTT Gly>Val 85.5
12 GGT>GTT Gly>Val 95.7
12 GGT>AGT Gly>Ser 73
12 GGT>GTT Gly>Val 80.2
12 GGT>GTT Gly>Val 72.7
12 GGT>GTT Gly>Val 89.4

TP53
144 MT2 CAG>CGG Glu>Arg 80.8
157 MT1 GTC>TTC Val>Phe 64.3
163 MT1 TAC>TGC Tyr>Cys 75.4
207 MT2 GAT>GGT Asp>Gly 72.0
266 MT3 GGA>GGT Gly>Gly 614
283 MT1 CGC>TGC Arg>Cys 100.8
298 MT2 GAG>GGG Glu>Gly 78
313 MT2 AGC>AAC Ser>Asn 90.9
IN4 (13028) MT3 T>C None 82.6
ING6 (13436) MT3 T>G None 62.7

Abbreviation: UADT, Upper Aero-Digestive Tract.

*MT1, missense mutations frequent in IARC 7P53 mutation database; MT2, missense mutations infrequent in IARC database; MT3, mutations with no

known effect on p53 protein (for details, see text).

TMutations at codons 207 and 216 were found in the same plasma DNA sample.

61.4-100.8 months), and one of them developed pancreatic cancer
after 82.6 months (mutation in intron 4, bp 13028). 7P53 mutations
were classified in three groups. MT1 included missense mutations
frequently reported in the IARC 7P53 database (ref. 16; at least
18 independent reports; http://www-p53.iarc.fr, version R10). MT2
included rare missense mutations. MT3 included mutations with
no known effect on protein structure, such as mutations in introns
(not at splice junctions) and silent mutations, none of which
were registered as polymorphisms in the IARC 7P53 database.
Taking into account only MT1 and MT2 groups, an OR (95% CI)
for bladder cancer of 2.00 (0.66-6.06) was found, which was not
significantly different than for any 7P53 mutation.

Recent publications have reported associations with biomarkers
of environmental exposures in the GENAIR cohorts, including
bulky DNA adducts in WBC (12), and biomarkers of genetic
susceptibility, such as polymorphisms in genes involved in
carcinogen metabolism, detoxification, and DNA repair (17).32
Here, we have reanalyzed these previously reported data with
respect to the presence of mutations in plasma DNA (Table 3). We
found that 7P53 mutations, but not KRAS2 mutations, were more

2H. Autrup et al. in preparation.
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frequent among subjects with bulky adducts in WBC, although this
association was not statistically significant (OR, 2.78; 95% CI, 0.64-
12.17; Table 3). A tendency for association was found between the
codon 399 GIn allele of XRCCI and TP53 (A/A genotype; OR, 2.97;
95% CI, 0.96-9.14) but not KRAS2 mutations. Mutations of 7P53 or
KRAS2 in CFDNA also showed a nonsignificant tendency for
association with mutant alleles of N-acetyltransferase 2 (NAT2)
defining the “slow acetylator” phenotype [NAT2*5 and NAT2*6; OR
(95% CI), 1.68 (0.63-4.49) for TP53 and 2.66 (0.73-9.74) for KRAS2).

Discussion

Our results from a large prospective study, GENAIR, show that
mutations in TP53 or KRAS2 could be detected in CFDNA of
healthy subjects on average 20.8 months (range, 1.8-44.8) and 14.3
months (range, 2.6-24.9) before cancer diagnosis, respectively. The
presence of a mutation was not dependent on the total amount
and concentration of DNA extracted from plasma (geometric mean
in samples with a 7P53 or KRAS2 mutation, 28 ng/mL). The
GENAIR study includes specimens collected in 10 different
countries; in a previous study, we reported a variation in the
amount of plasma DNA between participating centers. However,
the distribution of mutations is too sparse to allow a comparison
by center. The fact that each mutation in 7P53 or in KRAS2 was
confirmed by at least two analyses of independent PCR products
ruled out that their detection was a polymerase fidelity artifact (18).
We found that mutation in CFDNA had a tendency to predict
bladder cancer but not other cancers (OR, 2.08; 95% CI, 0.90-4.76).
However, the association with bladder cancer was significant only
for mutations at codon 12 in KRAS2 (adjusted OR, 5.15; 95% CI,
1.34-19.72) and not for TP53 (OR, 1.81; 95% CI, 0.66-4.97), even

Table 3. Association between mutations in CFDNA and
DNA adducts or polymorphisms in susceptibility genes
Mutant  Total OR (95% CI)*

TP53 and DNA adducts

Detectable 16 409 2.78 (0.64-12.17)

Nondetectable 2 122 1 (Reference)
KRAS2 and DNA adducts

Detectable 0 779 0.49 (0.15-1.61)

Nondetectable 4 170 1 (Reference)
TP53 and XRCC1

AA 4 69 2.97 (0.96-9.14)

AG 7 233 1.07 (0.37-3.13)

GG 7 234 1 (Reference)
KRAS2 and XRCC1

AA 2 116 0.7 (0.12-4.07)

AG 5 419 0.82 (0.21-3.17)

GG 5 424 1 (Reference)
TP53 and NAT2

Slow acetylator 12 525 1.68 (0.63-4.49)

Fast acetylator 5 410 1 (Reference)
KRAS2 and NAT2

Slow acetylator 9 534 2.66 (0.73-9.74)

Fast acetylator 3 413 1 (Reference)
*Adjusted for age, sex, time and site of recruitment, and smoking
history.

when only mutations leading to amino acid substitutions were
taken into account (OR, 2.00; 95% CI, 0.66-6.06). Furthermore, when
comparing subjects with and without mutations, the follow-up
times were significantly shorter for those subjects with mutation in
KRAS2 (P = 0.006) but not in 7P53 (P = 0.35; data given in
Supplementary Material). This observation supports an association
between plasma KRAS2 mutation and the occurrence of bladder
cancer.

In bladder cancer tissues, 7P53 mutations are rather rare in early
lesions but are common in advanced, metastatic cancers, with a
prevalence of 50% in progressive, muscle-invasive disease (19).
Mutations at codon 12 of KRAS2 are infrequent in bladder cancer
(20, 21). In a recent study, Jebar et al. have found KRAS2 mutations
in 3 of 98 bladder cancer patients. However, these mutations were
early events, mutually exclusive to FGFR3 mutations, suggesting
their association with a subgroup of bladder cancers (22).
Interestingly, experimental studies in transgenic mice have shown
that tissue-specific expression of a RAS transgene in the urothelium
led to urothelial hyperplasia and superficial papillary tumors (23).
These observations suggest that activation of RAS may contribute
to early steps of carcinogenesis in the bladder. Thus, the temporal
sequence of occurrence of KRAS2 (early event) and TP53 (late
event) during bladder tumorigenesis may explain our observation
that KRAS2 mutation in CFDNA is a better predictor of bladder
cancer than 7P53 mutation. However, as tumor tissues were not
available in the present study, we cannot ascertain whether the
tumors also contained the same mutations as those identified in
the plasma and whether these mutations occurred as early or late
events.

TP53 and KRAS2 mutations were detected in 3% and 1%,
respectively, of subjects who did not develop cancer during follow-
up (10 TP53 mutations and 7 KRAS2 mutations). The proportion of
mutations in controls remains low compared with subjects who
developed bladder cancer (5.5% for TP53 and 3.8% for KRAS2). It
should be kept in mind that controls were matched with cases for
the duration of follow-up. Thus, it is possible that control subjects
with mutations in CFDNA will ultimately develop a cancer disease
after the period of matched follow-up. Of 65 controls subjects who
developed cancer after follow-up, 2 had a 7P53 or a KRAS2
mutation and were diagnosed with pancreas and skin cancer,
respectively. These numbers are too small to be informative on the
risk of cancer in positive, control subjects.

Another important information of the present study is that no
predictive value of CFDNA mutations were found for several
cancers other than bladder, including lung, UADT, and leukemia.
This observation is in line with many studies showing considerable
variations in the concordance between mutations detected in
CFDNA and in tumors in cancer patients (1). Although some of
these variations can be explained by technical considerations (e.g.,
the need for high sensitivity methods to detect mutations in
CFDNA), they are most likely to reflect intrinsic differences among
tissues in the way mutations occur, persist, expand clonally, and are
released in CFDNA. In a recent study, we found an overall
concordance of 88% between 7P53 mutations in CFDNA and in
matched primary liver cancer in a series of patients from western
Africa (3). In contrast, in lung cancers, recent studies have reported
an overall poor concordance between mutations in CFDNA and
tumor (24). Thus, the occurrence of mutations in CFDNA may have
organ- and tissue-specific patterns that reflect the architecture of
the organ (e.g., the proportion of released DNA that ends up in the
bloodstream), the type and level of exposure to mutagens, and the
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temporal sequence of occurrence of mutations in the target tissue.
Thus, in bladder cancer, molecular alterations, such as mutations
in FGFR3 and microsatellite instabilities, which occur in bladder
transitional cell carcinoma at higher frequencies than either 753
or KRAS2 mutations (30-40% and up to 70% alterations
respectively; refs. 25-27), may provide additional, sensitive markers
for CFDNA screening.

In the GENAIR study, several genetic polymorphisms have been
assessed in relation to cancer risk. The rationale for analyzing these
polymorphisms as candidates is explained by Matullo et al. (17).
Our results suggest a tendency for plasma DNA mutation to
correlate with exposure and/or susceptibility to environmental
mutagens. Two polymorphisms showed a suggestive tendency for
association with CFDNA mutations. The codon 399 Gin allele (A/A
genotype) of XRCCI is a potential biomarker of susceptibility to
chemically induced genetic damage (28). The “slow acetylator”
phenotype of NAT2, a carcinogen-metabolizing enzyme involved in
the inactivation of arylamines, is suspected to determine an
increasing risk for bladder cancer (29). Thus, mutations in the
CFDNA of healthy subjects may reflect the effect of ongoing
exposures to environmental carcinogens, particularly in subjects
who have genetic polymorphisms that predispose to higher levels
of mutagenic damage by such carcinogens. This interpretation is
consistent with the results of studies on 7P53 mutations at codon
249 in the plasma DNA of healthy subjects from regions of high
incidence of hepatocellular carcinoma in The Gambia, West Africa
(3) and in Qidong, China (4). This mutation is considered as a
“fingerprint” of mutagenesis by aflatoxins, and its presence in the
plasma of subjects without cancer may reflect ongoing, dietary

exposure to this carcinogen. In the present study, the potential
exposures are more diverse and less characterized and pervasive as
aflatoxin in The Gambia and in Qidong. Overall, these observations
have implication for the use of CFDNA mutations as indicators of
disease in prospective studies. The rarity of mutations in both cases
and controls is a limitation for their use in clinical cancer
detection. Further investigations are needed to determine whether
it is possible to discriminate disease-associated from exposure-
associated CFDNA mutations based on mutation patterns and
quantitative accrual over time of mutant DNA in the plasma.
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La protéine suppresseur de tumeur p53, une fois activée par différentes formes possibles de stress,
induit I'arrét du cycle cellulaire, l1a réparation de I’ ADN et I’ apoptose. Quand €lle est activée, cette
protéine « maitre » module sa réponse selon la nature et I'intensité du stress. Le gene TP53 est le géne
le plus muté dans les cancers, avec pres de 20 000 mutations décrites. La plupart des mutations sont
des mutations faux-sens et affectent essentiellement 200 codons dans la région centrale du géene. Dans
différents cancers, les distributions des types de mutation et des sites d’ occurrence suivent un profil
reflétant |es effets de mutagenes environnementaux. La mutation au codon 249 du géne TP53 dans les
carcinomes hépatocellulaires des régions du globe caractérisées par de hauts niveaux en aflatoxine
B1, un mutagene, et une infection endémique du virus HB, est un exemple d’ une telle empreinte molé-
culaire. Récemment, des mutations de TP53 ont été détectées dans du matériel génétique de substitu-
tion comme I’ADN circulant isolé a partir du plasma. Les mutations plasmatiques de TP53 peuvent
étre détectées dans le sang de patients pré-cancéreux ou cancéreux, avec comme application poten-
tielle la détection précoce du cancer. Ainsi, les mutations de TP53 ont des applications multiples
comme marqueurs d’ exposition a des mutagenes, ou comme marqueurs intermédiaires dans I’ évalua-
tion de I’ occurrence ou de la progression du cancer.

p53. Empreinte moléculaire. Pronostic. Détection précoce.

The tumour suppressor protein p53 mediates cell-cycle arrest, DNA repair and apoptosis after acti-
vation by multiple forms of cellular stresses. When activated, this “ master protein” modulates its
response depending on the type and intensity of the stress. The TP53 gene with its nearly 20,000 des-
cribed mutations is the most mutated gene in cancer. Most mutations are missense and occur at over
200 codons within the central portion of the gene. In several cancers, the distribution of mutation types
and sites follow a specific pattern reflecting the effects of environmental mutagens. An example for
such a “ mutagen fingerprint” is TP53 mutation at codon 249 in hepatocellular carcinoma in regions
of the world characterised by high levels of the mutagen aflatoxin B1 and endemic HBV infection.
Recently, TP53 mutations have been detected in surrogate sources of genetic material such as free
circulating DNA isolated from plasma. Plasma TP53 mutations can be detected in the blood of pre-
cancer and cancer patients, with potential application for early cancer detection. Thus, TP53 muta-
tions have multiple applications as markers of mutagenic exposures, or as intermediate end-points in
assessment of cancer occurrence and progression.

p53. Fingerprints. Prognosis. Early detection.

Cetexte a fait I’ objet d' une présentation au Colloque de la RESP, a Paris, le 6 décembre 2004.
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INTRODUCTION

Somatic mutations are the cornerstone of cancer
[1]. The development of cancer involves the contri-
butions of many heritable genetic events as well as
of alarge number of epigenetic changes, but what
makes the turning point between untransformed and
transformed cell irreversibleisthe acquisition of tar-
geted, somatic mutations, conferring to cells a selec-
tive advantage for clona proliferation. These
mutations can occur in many different genes, but
only a handful of them are frequently mutated in a
wide variety of human cancers. They include genes
of the RAS family (mainly KRAS), BRAF1, APC,
BCatenin, p16/INK4a, PTEN and TP53. After over
20 years of research on mutation detection in can-
cers, TP53 remains the world champion of somatic
mutations, with over 70% of all the mutations des-
cribed so far in human cancers [2]. The database of
TP53 mutations maintained a IARC (http:/
www.iarc.fr/ps3) contains close to 20,000 muta-
tionsidentified in primary human cancers, cell lines
and pre-cancerous lesions [3]. The overall spectrum
of these mutations has severd unique features. As
for many tumour suppressor genes, mutations are
scattered along large parts of the coding sequence,
and aso occur at splicejunctions, in agreement with
the notion that their primary consequence is to
disrupt p53 protein function. In contrast to most
other suppressors, however, the vast mgority of
TP53 mutations are missense rather than nonsense
or frameshift mutations. Thus, the spectrum of TP53
mutations is extremely diverse and shows quite
remarkable variations from one cancer type to the
other. These variations are informative in two res-
pects. Firgt, the occurrence of particular mutations
may be the consequence of exposure to mutagens
involved in cancer causation; second, depending
upon where the mutations fal in the protein, they
may have different functional consequences and
may therefore predict cancer devel opment, response
to therapy and outcome. Inthisreview, we will brie-
fly present the evidence behind these two concepts
and discuss their application in the context of mole-
cular epidemiologica studies.

BIOLOGICAL FUNCTIONS OF TP53

GENE CHARACTERISTICS

TP53 (OMIM:191170, synonymous. P53) is
located on chromosome 17p13.1 and encodes an

ubiquitous phosphoprotein of molecular mass 51-
53000 daltons. The gene spans 20 kb, with a non-
coding exon 1 and avery long first intron of 10 kb.
The coding sequence contains five regions
showing a high degree of conservation in verte-
brates, predominantly in exons 2, 5, 6, 7 and 8, but
the sequences found in invertebrates show only
distant resemblance with mammalian TP53 [4].
Over 15 polymorphisms are identified in the
human population, with alele frequencies that
vary with ethnic origin (see list at http://
www.iarc.fr/p53). One of them affects the coding
sequence at codon 72, specifying either an argi-
nine or a proline. The Arg dlele is the most
common in the western population (alele fre-
guencies ranging from 0.6 to 0.8) but the preva-
lence of the Pro allele seemsto increase according
to a North-South gradient, so that the Pro alleleis
the most frequent one near the equator and in indi-
genous populations of the Southern hemisphere
[5]. There is growing evidence that this polymor-
phism may have a functional impact on cancer
susceptibility and response to therapy [6].

P53 PROTEIN STRUCTURE

The p53 protein contains 393 residues and is
structured as a hydrophobic, central core (resi-
dues 110-296, encoded by exons 5 to 8), flanked
by an acidic N-terminus and a basic C-terminus.
The N-terminus contains two complementary
transcriptiona activation domains, with a major
one at residues 1-42 and a minor one at residues
55-75, specifically involved in the regulation of
several pro-apoptotic genes [7]. The central core
is made of a scaffold of two beta-sheets suppor-
ting a set of flexible loops and helixes stabilized
by the binding of an atom of zinc. These loops
and helixes make direct contact with DNA
sequences containing inverted repeats of the
motif RRRC(A/T) [8]. The C-terminus contains
main nuclear localisation signals and oligomeri-
sation domains (residues 325-366). The active
form of the protein isatetramer (apair of dimers)
[9]. The extreme C-terminus has multiple regula-
tory functions and exerts a negative control on
sequence-specific DNA binding activities. Both
N- and C- terminal regions contain multiple
phosphorylation sites, while none has been iden-
tified so far in the central core.
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REGULATION

The p53 protein is constitutively expressed in
most cells and tissues as alatent factor. Dueto its
rapid turnover (5-20 minutes) the protein does
not accumulate unless it is stabilized in response
to a variety of intracellular and extracellular sti-
muli. Signals that activate p53 include diverse
types of DNA damage (strand breaks, bulky
adducts, oxidation of bases), blockade of RNA
elongation, hypoxia, depletion of microtubules,
ribonucleotides or growth factors, modulation of
cell adhesion and alteration of polyamine meta-
bolism (fig.1) [10]. Most of the current
knowledge on p53 protein activation is derived
from studies using DNA strand bresks as indu-
cing signals.

The main regulator of p53 protein activity is
Mdm-2, a protein that binds to p53 in the N-
terminus (residues 17-29), conceals its transcrip-
tion activation domain, redirects p53 from
nucleus to the cytoplasm and acts as an ubiquitin-
ligase to target p53 for degradation by the pro-
teasome. The MDM2 gene is a transcriptiona
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target of p53, thus defining a feedback loop in
which p53 controls its own stability [11]. The
p53/Mdm-2 complex is regulated by p14®f
(Alternative Reading Frame), a 14 kDa protein
encoded by an dternative reading frame of
CDKNZ2A, the gene that encodes the tumour sup-
pressor p16 [12]. The kinetics, extent and conse-
quences of p53 activation vary according to the
nature and intensity of the inducing signals. In
response to ionizing radiation, activation of p53
proceeds through phosphorylation of p53 in the
N-terminus by kinases involved in DNA-damage
sensing such as Atm (the product of the ataxia-
telangiectasia mutated gene) and Chk2 (a cell-
cycle regulatory kinase) [13]. Phosphorylation
induces the dissociation of the p53/Mdm-2 com-
plex, leading to p53 stabilization and allowing the
binding of transcriptional co-activators such as
p300/CBP and pCAF, that acetylate p53 in the C-
terminus. This process, as well as others, coordi-
nated post-transational modifications of the C-
terminus, induces conformational changes that
turn the protein into an active form with high affi-
nity for specific DNA response elements. The

Other stresses l
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Fig. 1. — P53 pathway. p53 is a sensor of multiple forms of stress. It is activated in response to a variety of intra-
cellular and extracellular stimuli. Once activated, p53 induces cell-cycle arrest, DNA repair or apoptosis, via diverse
downstream effectors. The response depends upon the nature and amplitude of the stress, the cell type and differen-

tiation status.
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pathways of response to non-DNA damaging
signals are less well understood and may involve
different sets of phosphorylation events [10].

FuncTiONs

Once activated, p53 exerts its effects through two
major mechanisms: transcriptional control (activa
tion or repression of specific genes) and interference
with the function of other proteins through complex
formation. Over 4,800 genes have been identified as
containing a p53-response element in regulatory
regions [14]. Downstream effectors include regula-
tors of cell-cycle checkpoints (in GVS, G2 and
during mitosis), factors involved in the signalling of
several routes of apoptosis (receptor- and/or mito-
chondria-dependent), genes mediating important
aspects of DNA repair, and components of the
transcription, replication and repair machineries
(fig. 1). At the cellular level, activation of p53 gene-
raly induces ether cell-cycle arrest (mostly in G1
and/or G2/M) or apoptosis. However, it must be
realized that apoptosis is the preferred response in
primary cells and that when cell-cycle arrest isindu-
ced, it is generally a permanent one, followed by
cell senescence [15]. In other words, activation of
p53 in anormal cell generaly results in its perma:
nent deletion from the pool of cells with proli-
ferative capacity, providing a radicd way for
suppressing any cell that carries arisk of oncogenic
transformation. How a cell “selects’ between dter-
native responses (e.g. cell-cycle arrest or apoptosis)
depends upon many factors, such as the nature and
amplitude of the stress, as well as the cell type and
differentiation status. In UV-irradiated skin, as well
asin B-ray irradiated intesting, the level and conse-
quences of p53 activation are dependent upon cell
differentiation status [16, 17]. Together, these res-
ponses dlow to neutralize cells that carry the
highest risk of propagating DNA-damage, while
keeping aive other cellsthat are important to main-
tain the integrity of the tissue. Thus, p53 can act as
amediator of not only genetic, but also tissular sta-
hility, in response to genotoxic stress.

MECHANISM OF MUTAGEN FINGERPRINTS

The formation of a mutation pattern in cancer
can be seen as the result of a complex process of
elimination of candidate |lesions through a succes-
sion of filters. The first filter is determined by
carcinogen metabolism and by the chemistry of

DNA damage. Mutagens can damage DNA in a
specific way, generating promutagenic lesions
that, to some extend, reflect the chemistry of
DNA damage [18]. Moreover, base position,
accessibility and sequence context are the main
factors that influence the type and form of DNA
damage, forming a second filter [19]. The third
filter consists into DNA repair, a complex set of
processes that removes the large majority of
lesions, but does so in a selective manner so that
al types of lesions are not eliminated with the
same efficiency [20]. In particular, transcription-
coupled excision repair preferentialy eliminates
polymerase-blocking lesions occurring on the
transcribed DNA strand and is responsible for
DNA strand bias in mutation distribution [21]. A
fourth filter is represented by DNA replication.
Although a very accurate system, DNA replica-
tion is also error-prone and critically dependent
on polymerase fidelity [22]. Finaly, once DNA
dterations have been selected through these
various filters, they become targets for biological
selection through the so-called “protein filter”
that confines the detectable mutations to genetic
aterations that produce a functionally altered
gene product [23, 24]. However, detection of a
mutation in a clone of cancer cells does not
necessarily imply that mutation is causal for can-
cer growth. In many cases, mutations can arise as
by-products of the transformation process or may
occur before the initiation of clona expansion.
Thus, a number of mutations may be hitchhikers,
rather than drivers, in the process of clonal
expansion. This is particularly true for the muta-
tions that occur at rare codon positions (“cold-
spots’) in the IARC TP53 mutation database.

INTERPRETING MUTAGEN FINGERPRINTS:
THE EXAMPLE OF AFLATOXINS
AND LIVER CANCER

There are several, well-defined examples of can-
cers in which TP53 mutation patterns can be
read as “carcinogen fingerprints’. The best-docu-
mented ones are found in lung cancers of smokers
(fingerprints of mutagenesis by PAH), in non-
melanoma skin cancers (fingerprints of mutagene-
sisby UV light) and in liver cancers (hepatocel lular
carcinomas, HCC) occurring in tropical regions. In
thelatter case, the main mutagen appearsto be afla-
toxin B1 (AFB1), amycotoxin that frequently con-
taminates traditional food in these regions.



SOMATIC MUTATIONS IN HUMAN CANCER 261

The incidence rates of hepatocellular carci-
noma (HCC) show large geographic variations,
globally reflecting the prevalence of two main
aetiologic factors, hepatitis B (HBV) and/or C
(HCV) virus infection and exposure to high
levels of aflatoxin in the diet [25]. The highest
incidence rates are observed in regions where
most of the population is exposed to both factors,
such as in parts of eastern Asia and in sub-
Saharan Africa [26]. These high incidences are
consistent with the fact that HBV chronicity and
exposure to aflatoxin have a multiplicative effect
of risk for HCC (fig. 2) [27]. The contributions of
vira factors to the pathogenesis of HCC are
multi-factorial and depend on virus genotype, on
the presence of vira variants with enhanced
tumourigenic properties, and on co-infections by
different viruses [28].

EPIDEMIOLOGICAL EVIDENCE

Depending on aetiology and geographic area,
mutations in TP53 in HCC show striking diffe-
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rences in prevalence and pattern. In Europe and
the US, where acohol is a major risk factor in
addition to viral infections, mutations occur in
about 25% of HCC and show as much diversity
in their type and codon position as in most other
epithelial cancers. However, in high incidence
areas such as Mozambique, Senegal, The Gambia
(Africa) and Qidong county (China), TP53 is
mutated in over 50% of the cases and the vast
majority of these mutations are a single missense,
hotspot mutation at codon 249, AGG to AGT,
resulting in the substitution of arginine into serine
(249™). This mutation is uncommon in regions
where aflatoxin is not present at significant levels
in the diet. In areas of intermediate exposure to
aflatoxin, as for example in Thailand, the preva-
lence of the 249% mutation is intermediate
between high- and low-incidence areas. Thus,
there is a dose-dependent relationship between
exposure to aflatoxin, incidence of HCC and pre-
valence of the 249%™ mutation [29]. Mutations at
codon 249 are detectable at alow prevalencein a
number of other cancers, including lung cancers.
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Fig. 2. — Interplay between HBV and AFBL1 in liver carcinogenesis. Aflatoxin B1 (AFB1) is a mycotoxin metabolised by
cytochrome P450 in an electrophilic metabolite forming promutagenic lesion if not detoxified. DNA lesions can be
converted into mutations (G to T transversions) which can lead to selective clonal expansion and HCC development.
HBV can promote HCC development by itself, but also supports formation of lesions and mutations by AFB1, and pro-

vides a selective environment for mutated cells.
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However, in most cases, the mutation is a trans-
version affecting the second base of the codon,
AGG to ATG, generating the substitution of the
arginine into methionine [3].

EXPERIMENTAL EVIDENCE

Thereis strong experimental evidence that afla-
toxins are potent DNA damaging agents. The
most significant carcinogenic aflatoxin is B1
(AFB1), which is the most abundant in the diet.
AFB1 is metabolized in the liver by several
CYP450 enzymes (mainly 1A2 and 3A4) to a
reactive AFB1-8,9-exo-epoxide [30]. This meta-
bolite generates a primary DNA adduct (8-9,
dihydro-8-(N7-guanyl)-9-hydroxyaflatoxin; AFB1-
N7-Gua), naturally converted to two secondary
lesions, an apurinic (AP) site and a stable, AFB1-
formamidopyrimidine (AFB1-FAPY) adduct
[31]. The latter is considered as the most mutage-
nic lesion [32]. Adducts do not form equally at all
guanines in TP53 and, experimentally, promuta-
genic lesions have been demonstrated at severa
positions throughout the coding sequence of the
DNA-binding domain [33]. The sequence context
of codon 249 (AGGCC) represents a site of inter-
mediate affinity for the formation of AFB1-indu-
ced lesions. Other codons in TP53, including
some codons that are “hotspots’ in many cancers
(codon 245, 248 and 273), have asimilar or even
greater affinity for AFB1 than codon 249 [34].
Thus, the selectivity for 249%™ in HCC cannot be
solely explained by the preferential formation of
adducts at this position and other factors must
play aroleto select this particular mutation as the
major carcinogenic one in liver cells exposed to
aflatoxins.

There is evidence that imperfect DNA repair
may increase the risk of mutagenesis and carcino-
genesis induced by AFB1. Higher levels of
AFB1-DNA adducts have been detected in the
placenta of healthy women from Taiwan carrying
the GIn399 alele of XRCC1, an enzyme involved
in base excision repair, causing slower repair and
persistence of DNA adducts [35]. Slow excision
repair due to the interference of the HBx antigen
of HBV with the host’s repair system has been
proposed as a critical factor [36]. However, afas-
ter adduct removal rate by the DNA-repair sys-
tem was observed at codon 249 than at other
codons [34]. Together, these results suggest that

deficient DNA repair does not explain the high
prevalence of 249* in HCC, and that biological
selection may play a role to facilitate the clonal
expansion of cells carrying 249 during the
development of HCC (tablel).

TP53 MUTATIONS, CANCER PROGNOSIS
AND OUTCOME

Experimental studies have shown that not all
mutations have equivalent effects on p53 protein
functions. Some mutant p53 proteins may retain
alow level of wild-type activity. Moreover, other
mutants have not only lost wild-type, suppressor
functions but have acquired dominant, pro-onco-
genic effects. Thus, it is widely expected that the
impact of p53 mutation on cancer development
and outcome may differ according to the type,
position, and functional consequence of the muta-
tion. Although more than 500 studies have inves-
tigated the value of TP53 status as a prognostic
and/or predictive marker in various types of can-
cer, results have often been contradictory. Several
reasons can explain this apparent confusion, from
differences in study design, heterogeneity in the
cohorts to methodology used to assess TP53 sta-
tus. However, the main reason certainly residesin
the fact that the majority of studies (about 400/
500) have used immuno-histochemistry (IHC) to
assess TP53 status. Earlier observations have
shown that the majority of TP53 mutations are
missense mutations that accumulate in cancer
cells and thus can be detected by IHC. However,
it is now admitted that IHC is not suitable as a
screening method for mutations since not al
types of mutations are detected. Sequencing of
the complete coding sequence of TP53 shows
that 10 to 25% of the mutations are truncating
mutations (nonsense, frameshift or splice site
mutations) that are not detected by IHC since
they do not lead to a stable protein. Moreover,
some cases of IHC positive cells do not carry a
mutation but may result from the accumulation of
the wild-type protein in response to cellular stress
signals. Finaly, IHC studies have used different
antibodies, different labelling procedures and dif-
ferent cut-off value for positive cases. Hence, the
use of IHC leads to an unacceptable number of
misclassified cases and to a greater inter-study
variability.
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TaBLE |. — A succession of filters shape TP53 specific mutations at codon 249 in liver cancer in areas of high exposure to

Aflatoxin B1 and Hepatitis B Virus.

Filter Example Type of lesion
Filter 1 Chemistry AFBL1 is metabolized by CYP450 (mainly 8-9,dihydro-8-(N7-guanyl)-9-hydroxyaflatoxin
of DNA damage  1A2 and 3A4) to generate AFB1-8,9-exo- adduct=AFB1-N7-Gua adduct which
epoxide that binds on N7 position of guanine is converted into two types of lesions:
apurinic (AP) site and stable AFB1-
formamidopyrimidine (AFB1-FAPY) adduct
Filter 2  Detoxification Glutathione transferase binds epoxide to the Decreased number of lesions, excretion
glutathione of the epoxide
Filter 3  Sequence context ~ Adducts preferentially form Major adducts: 245, 248, 273. Codon 249
at G adjacent to another G has an intermediate affinity for the adduct
Filter 4 HBV and DNA XRCC1 GIn399 polymorphism implies Adducts less removed?
repair slower base excision repair. Interference
of the HBx antigen of HBV with the host’s
repair system could also slow down excision
repair?
Filter 5 DNA replication  Lesion bypass of an adducted template by pol Formation of G to T transversions
eta misincorporates A instead of C;
replication results in subtitution of G to T
opposite to misincorporated A
Filter 6 Biological The mutant Ser249 P53 protein could Excess of G to T transversions at codon 249
selection? facilitates clonal expansion? of TP53 specific of HCC induced by AFB1

exposure

MUTATIONS AND PROGNOSIS

When only studies that have used gene sequen-
cing to assess TP53 mutation status are taken into
account, TP53 appears to be of prognostic value
in a variety of cancers. A comprehensive list of
such studies is provided on the IARC TP53 data-
base web site (http://www.iarc.fr/p53). Associa-
tion with poor prognosis has repeatedly been
reported for breast, bladder, head and neck and
hematological cancers. Results for colorectal,
lung and oesophageal cancers are more hetero-
geneous, but a majority of studies found an asso-
ciation with poor prognosis. For ovarian cancer,
results remain contradictory. In brain tumours,
the majority of studies show alack of association
with prognosis and two studies report an associa-
tion with good prognosis. Overall, 65/93 studies
found that TP53 is a statistically significant factor
of poor prognosisin various cancers. It should be
noted that the majority of studies (20/27) repor-
ting no association between TP53 status and
survival have been done on cohorts of less than

100 patients, which give insufficient statistical
power to detect moderate differences in survival.

MUTATIONS AND RESPONSE TO THERAPY

Response to adjuvant chemotherapy or radio-
therapy isamajor determinant of patient outcome.
Among 19 studies that have specifically investi-
gated the association between tumour response to
treatment and TP53 mutation status, 14 have
found that the presence of a mutation was associa-
ted with a poor response to various chemotherapy
or radiotherapy regimens in breast, head and neck,
hematological, colorectal, ovarian, oesophageal
cancers and soft tissue sarcomas (see TP53
Function Database, http://www.iarc.fr/p53). These
observations are in agreement with experimental
data showing a key role for TP53 in the anti-proli-
ferative response induced by various chemothera-
peutic agents. Interestingly, one study on ovarian
cancer patients showed that TP53 status was pre-
dictive of response to treatment in patients treated
with cyclophosphamide and cisplatin but not in
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patients treated with a paclitaxel/cisplatin regimen
[37]. In a study on 63 advanced breast cancer
patients treated with doxorubicin in a neo-adjuvant
setting, a strong correlation between lack of res-
ponse and presence of TP53 mutation was obser-
ved. The same was seen for 35 breast cancer
patients treated with FUMI (5 fluorouracil and
Mitomycin C) in a neo-adjuvant setting [38].
These observations are in agreement with the fact
that DNA-damaging agents have been shown to
induce p53-dependent apoptosis whereas pacli-
taxel (amicrotubule stabilizing agent) effects are
expected to be independent of p53 function. In
2000, Berns et al. reported that patients with TP53
mutation showed the lowest response to tamoxi-
fen in a series of 243 breast cancer patients. This
effect was observed in oestrogen receptor (ER)
positive patients only, suggesting that ER-depen-
dent response to anti-hormone therapy may also
depend on an intact TP53 pathway [39].

Itisnot clear from the available studies whether
the prognostic value of TP53 for the overall survi-
val of a patient depends on the administration of
adjuvant treatment, or if it also has a value for
patients receiving only surgery. In one study of
colorectal tumours where patients treated with sur-
gery aone were included, the presence of muta-
tions in specific regions was correlated with a
shorter survival [40]. In another study on colorec-
tal cancer, the survival of patients treated with sur-
gery only was compared with patients receiving
adjuvant chemotherapy in addition to surgery. It
showed that survival was strongly correlated with
the presence of TP53 mutations in the entire
cohort. However, when only patients undergoing a
radical resection were considered, TP53 mutation
status was no longer of prognostic significance
[41]. In oesophageal cancer, TP53 alterations
(TP53 mutation plus positive immunostaining) but
not TP53 mutation alone, was found to be signifi-
cantly associated with shorter overall and disease-
free surviva in 91 patients treated by surgery only
[42]. Although these results remain to be confir-
med and extended, they suggest that TP53 muta-
tion has awesk prognostic value, if any, in patients
treated with surgery only. The capacity of TP53
to mediate tumour response to chemotherapeutic
drugs may thus be the main mechanism explaining
its prognostic value.

PERSPECTIVES: APPLICATION OF TP53
MUTATION STUDIES IN MOLECULAR
EPIDEMIOLOGY

The results discussed above clearly identify
TP53 mutation patterns as a significant source of
information on exposure to carcinogens or muta-
genesis. Moreover, presence of a TP53 mutation
may represent an intermediate end-point as marker
of tumourigenesis. However, so far most studies
have focused on mutation detection in malignant
or premalignant cancer lesions. Thanks to recent
technical developments, it is now possible to
detect low-levels of TP53 mutant DNA in non-
cancer material. These developments open new
perspectives to fully exploit the potential of TP53
mutation studies in molecular epidemiology.

One of the most interesting sources of biologi-
cal materia in this context is free circulating
DNA isolated from the plasma. The presence of
extracellular nucleic acid in the human bloods-
tream was first described in 1948 by Mandel and
Metais [43]. For aimost 30 years, it has been
demonstrated that serum or plasma from cancer
patients contains a higher mean concentration of
DNA (on average, 13 ng/mL in healthy patient
versus 180 ng/mL in cancer patients) [44]. The
exact mechanism of free cell DNA release is not
yet elucidated, but, in cancer patients, evidence of
its tumoural origin have been provided since the
eighties [45]. Indeed, a part of plasma DNA pre-
sents the same alterations as in tumoural DNA
such as decreased DNA stability, mutations,
microsatellite alterations or hypermethylations.

In 2000, we have used plasma DNA as a surro-
gate source of genetic material to investigate the
association between the 249% mutation, HBV
and/or HCV infection, and liver cancer in a popu-
lation of individuals exposed to dietary aflatoxins
in The Gambia, West Africa. Using a case-control
study design, we found that 249% was detectable
in 40% of HCC cases, 3.5% of controls and 15%
of patients with liver cirrhosis. The relative risk
(RR) for cancer reaches 20.25 (95% CI: 8.19-
50.03) in subjects positive for 249* in plasma
DNA, and 398.55 (95% Cl: 48.55-3271.97) in
subjects positive for both 249% and HB surface
antigen (HBsAQ) (Kirk et al., submitted). There
was a 88% concordance between 249% status in
plasma DNA and in tumour biopsies [46].
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The significance of 249® as a marker of liver
tumourigenesis was further investigated by Jack-
son et al. who used a sensitive, mass-spectrometry
methodology to perform a retrospective study on
the plasma DNA of 8 Chinese patients having a
249% mutation in their tumours: they detected in 4
of them the presence of the mutation in plasma
specimens collected 1 to 5 years before diagnosis
[47]. Thus, study of plasma DNA could be used as
a non-invasive method for diagnosis, prognosis,
follow-up or early detection of cancer. The main
challenge in further studies will be to determine
whether 249 represents a strict marker of tumou-
rigenesis, or can also occur in healthy subjects as
a marker of mutagenesis from exposure to dietary
aflatoxins. Overal, the paradigm emerging from
studies on liver cancer in Africaand in China may
set amodel for studies on other cancers in which
TP53 mutations occur frequently, such as cancers
of the upper-aero-digestive tract.
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