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RÉSUMÉ 

 

Mécanismes moléculaires et conséquences oncogéniques des intégrations du 

Virus de l’Hépatite B dans les tissus hépatiques 

Malgré l’existence d’un vaccin efficace et de traitements supprimant la réplication 

virale, l’infection par le Virus de l’Hépatite B (VHB) reste une des maladies chroniques 

les plus fréquentes, avec une mortalité associée dans 39% des cas au développement 

d’un carcinome hépatocellulaire (CHC), le cancer primitif du foie le plus courant et la 

troisième cause mondiale de décès par cancer. Le VHB est en effet le facteur de risque 

principal de survenue d’un CHC, chez des patients ayant généralement une cirrhose 

du foie induite par l’infection. Cependant, le fait que certains CHC liés au VHB 

surviennent sans inflammation chronique souligne les propriétés oncogéniques 

directes de ce virus à ADN, qui peut promouvoir la transformation cellulaire des 

hépatocytes en s’intégrant dans le génome humain. Ce projet a eu pour but de décrire 

les formes du VHB présentes dans des tissus hépatiques tumoraux et non-tumoraux 

de 177 patients majoritairement d’origine africaine et européenne, en utilisant des 

techniques de capture virale et de séquençage de nouvelle génération, et de 

caractériser les intégrations du virus en fonction des données génétiques et cliniques 

des patients. Nous avons montré que les tissus non-tumoraux contiennent plus 

fréquemment de l’ADN viral réplicatif et un nombre total plus élevé d’insertions, 

principalement localisées dans des régions de chromatine ouverte mais sans 

conséquence fonctionnelle directe. Dans les tumeurs en revanche, les intégrations du 

VHB sont souvent clonales, enrichies à proximité de gènes impliqués dans la 

carcinogenèse hépatique comme TERT (dans un tiers des CHC liés au VHB), CCNE1, 

ou KMT2B, et peuvent entraîner directement le développement tumoral en activant 

ces gènes en cis. Les intégrations du VHB dans CCNA2 ou CCNE1 génèrent par 

exemple un stress réplicatif et une signature de réarrangements structuraux 

spécifique, favorisant le développement de CHC agressifs en absence de cirrhose. 

Nous avons décrit par ailleurs un nouveau mécanisme oncogénique associé aux 

intégrations du VHB qui repose sur des réarrangements du génome humain délimités 

par des séquences virales intégrées, qui induisent des altérations du nombre de copies 

de gènes « driver » situés à distance comme TP53 ou MYC. Nous avons donc 

approfondi la caractérisation des intégrations virales du VHB dans les CHC, mais 

également celles du virus adéno-associé (AAV) qui peut également s’intégrer dans 

l’ADN humain et favoriser le développement tumoral par mutagénèse insertionnelle en 

altérant les mêmes gènes que le VHB (TERT, CCNA2, CCNE1, KMT2B). 

 

Mots-clés : Carcinome hépatocellulaire, Virus de l’Hépatite B, Oncovirus, Génomique 

du cancer, Capture virale, Intégration virale, Evolution clonale, Mutagénèse 

insertionnelle, Altérations du nombre de copies, Reconstruction de génomes 
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ABSTRACT 

 

Molecular mechanisms and oncogenic consequences of Hepatitis B Virus 

integrations in liver tissues 

Despite the existence of an effective vaccine and of treatments that suppress viral 

replication, Hepatitis B Virus (HBV) infection remains one of the most frequent chronic 

diseases. 39% of HBV-related deaths are associated with the development of 

hepatocellular carcinoma (HCC), the most common primary liver cancer and the third 

leading cause of cancer death worldwide. HBV is indeed the main risk factor of HCC 

development in patients who generally already have a liver cirrhosis induced by the 

infection. However, the fact that some HBV-related HCC occur without chronic 

inflammation underlines the direct oncogenic properties of this DNA virus, which can 

promote hepatocyte cell transformation through integration into the human genome. 

This project aimed to describe the HBV genomes in tumor and non-tumor liver tissues 

from 177 patients, mostly with African and European origin, using viral capture and 

next-generation sequencing techniques, and characterized viral integrations according 

to the genetic and clinical data of the patients. We showed that non-tumor tissues 

contain more frequently replicating HBV DNA and a higher number of insertions, mainly 

located in open chromatin regions but without direct functional consequences. In 

tumors, on the other hand, HBV integrations are often clonal and enriched in proximity 

of genes involved in hepatocarcinogenesis such as TERT (in one-third of HBV-related 

HCC), CCNE1, or KMT2B, and can directly lead to tumor development by activating 

these genes in cis. HBV integrations in CCNA2 or CCNE1, for example, generate 

replicative stress and a specific signature of structural rearrangements, thus promoting 

the development of aggressive HCC in the absence of cirrhosis. We also described a 

novel oncogenic mechanism associated with HBV integrations based on 

rearrangements of the human genome delimited by integrated viral sequences, which 

induce copy number alterations of distant "driver" genes such as TP53 or MYC. We 

have therefore further characterized the viral integrations of HBV in HCC, but also 

those of the adeno-associated virus (AAV) which can also integrate into human DNA 

and promote tumor development through insertional mutagenesis by altering the same 

genes as HBV (TERT, CCNA2, CCNE1, KMT2B). 

 

Keywords : Hepatocellular carcinoma, Hepatitis B Virus, Oncovirus, Cancer 

genomics, Viral capture, Viral integration, Clonal evolution, Insertional mutagenesis, 

Copy number alterations, Genome reconstruction 
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Le foie est un organe essentiel du corps humain qui remplit plus de 300 fonctions 

vitales. C’est le deuxième organe le plus actif après le cerveau et il a la particularité de 

pouvoir se régénérer rapidement pour retrouver toutes ses capacités lorsqu’il est réduit 

à une fraction de sa taille. Parmi ses fonctions, le foie stocke les vitamines, le sucre et 

le fer, contrôle la production et l’élimination du cholestérol, filtre les déchets et 

substances toxiques du sang, synthétise des facteurs de coagulation et des protéines 

de la réponse immunitaire, et produit la bile qui permet la digestion et l’absorption des 

nutriments. De par son rôle de filtre, le foie est en contact avec de nombreux agents 

pathogènes et les cellules hépatiques peuvent notamment être infectées par le virus 

de l’Hépatite B. Cette infection peut affecter considérablement la fonctionnalité du foie 

et contribuer au développement d’un cancer hépatique, le carcinome hépatocellulaire.  

L’objectif de cette introduction est de présenter d’un côté le carcinome hépatocellulaire 

et de l’autre le virus de l’Hépatite B afin de mettre en évidence dans une troisième 

partie comment l’un peut être la conséquence de l’autre. 

 

I. LE CARCINOME HEPATOCELLULAIRE 

 

Le cancer primitif du foie est à l’heure actuelle le sixième cancer en termes d’incidence 

(841 000 nouveaux cas par an) et le quatrième cancer en termes de mortalité (782 000 

décès par an) dans le monde. Entre 1990 et 2015, l’incidence du cancer du foie a 

augmenté de 75% et les projections effectuées par le Centre International de 

Recherche sur le Cancer (CIRC) estiment que cette augmentation sera de 64% entre 

2018 et 2040 (Bray et al., 2018; Global Burden of Disease Liver Cancer Collaboration 

et al., 2017). Avec un ratio incidence sur mortalité proche de 1 et une survie moyenne 

à 5 ans de 18%, le cancer du foie est le deuxième cancer le plus létal après le cancer 

du pancréas (Jemal et al., 2017). 

Les cancers primitifs, à savoir principalement les carcinomes hépatocellulaires (75-

85%) se développant à partir des hépatocytes et les cholangiocarcinomes (10-15%) 

qui sont issus des cellules épithéliales des canaux biliaires, sont à distinguer des 

cancers métastatiques qui sont beaucoup plus fréquents mais qui sont des 

événements secondaires de tumeurs originaires d’autres organes (intestin, peau, sein, 

prostate, etc…). 
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A. Généralités sur le carcinome hépatocellulaire 

 

Le carcinome hépatocellulaire (CHC) est la tumeur maligne primitive du foie la plus 

fréquente. A lui seul, il représente 9,2% des nouveaux cas de cancers par an dans le 

monde. Cependant, les taux d’incidence et de mortalité du CHC sont très hétérogènes 

en fonction des régions, et la répartition des cas évolue rapidement à l’heure actuelle 

avec la croissance démographique mondiale, le vieillissement de la population dans 

les pays développés et l’augmentation ou la diminution de certains facteurs de risque. 

Dans l’ensemble, le nombre de CHC va néanmoins continuer à augmenter pendant 

les prochaines décennies, et étant donné qu’une proportion importante est détectée à 

des stades trop tardifs pour bénéficier d’un traitement curatif, c’est un enjeu de santé 

publique majeur pour beaucoup de pays (Sagnelli et al., 2020; Singal et al., 2020). 

 

1) Epidémiologie et facteurs de risque 

 

L’incidence du carcinome hépatocellulaire dans les différents pays dépend de la 

prévalence locale des facteurs de risque qui y sont associés. La répartition mondiale 

en 2018 était la suivante : 72% des CHC ont été diagnostiqués en Asie (et plus de 

50% en Chine), 10% en Europe, 7,8% en Afrique, 5,1% en Amérique du Nord, 4,6% 

en Amérique latine et Caraïbes et 0,5% en Océanie (Singal et al., 2020). L’incidence 

standardisée sur l’âge (Figure 1) a augmenté de plus de 100% dans beaucoup de pays 

développés en Europe et Amérique du Nord, alors qu’à l’inverse, elle a diminué de 

plus de 20% en Chine et dans les pays d’Afrique sub-saharienne. 

L’âge moyen du diagnostic et la survie moyenne varient aussi considérablement en 

fonction des régions. Le CHC se développe tardivement chez les patients originaires 

d’Europe, d’Amérique du Nord ou du Japon, chez qui le diagnostic a lieu généralement 

après 60 ans. La survie moyenne y est respectivement de 24, 33 et 60 mois. En 

revanche, dans la plupart des pays asiatiques et africains, les CHC sont diagnostiqués 

chez des patients ayant entre 30 et 60 ans. Les CHC liés au virus de l’Hépatite B en 

Afrique surviennent même fréquemment avant 40 ans. Et la survie moyenne chez ces 

patients africains ne dépasse pas 3 mois, à cause de l’absence de programmes de 

surveillance et de la difficulté d’accès aux traitements (J. D. Yang et al., 2019). 
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Figure 1 : Taux d'incidence du CHC dans le monde standardisés sur l'âge. 
Source des données : GLOBOCAN 2018 (http://gco.iarc.fr/today) (Singal et al., 2020) 
 

Globalement, le carcinome hépatocellulaire est 2 à 2,5 fois plus fréquent chez les 

hommes que chez les femmes. Cela peut s’expliquer par un regroupement de facteurs 

de risque parmi les hommes, et potentiellement par une fonction des androgènes qui 

favoriserait la cancérogénèse ou par un rôle protecteur des œstrogènes. Par ailleurs, 

il est rare qu’un CHC se développe sans maladie hépatique sous-jacente. En effet, les 

patients cirrhotiques présentent un risque de 2 à 4% par an de développer un CHC, 

ce risque pouvant varier en fonction de la cause et du degré des dommages 

hépatiques, de la région géographique, du sexe et de l’âge du patient. Il est estimé 

qu’un tiers des patients ayant une cirrhose vont développer un jour un cancer du foie 

(Singal et al., 2020; Villanueva, 2019). 

A l’échelle mondiale, c’est le Virus de l’Hépatite B (VHB) qui est la première cause du 

CHC, suivi de l’Aflatoxine B1, du Virus de l’Hépatite C (VHC), de la consommation 

d’alcool et de la stéatose hépatique non liée à l’alcool (NAFLD – Nonalcoholic Fatty 

Liver Disease). Il y a par ailleurs un effet incrémental lié à la présence de plusieurs 

facteurs, dans le cas par exemple de patients avec une co-infection VHB/VHC ou de 

patients infectés par le VHC ayant une forte consommation d’alcool (Sagnelli et al., 

2020). Les facteurs de risque sont détaillés ci-dessous (J. D. Yang et al., 2019) : 

- Les hépatites virales : les infections chroniques par le VHB et le VHC sont à 

l’origine de 85% des cas de CHC dans le monde. Le VHB est majoritairement présent 

en Asie de l’Est et en Afrique sub-saharienne, alors que le VHC est fréquemment 
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retrouvé en Afrique du Nord, au Moyen-Orient et en Asie centrale, et également au 

Japon, en Europe et en Amérique du Nord. L’infection chronique du foie par un de ces 

deux virus entraîne une cirrhose chez 10 à 20% des patients, et l’incidence du CHC 

chez ces patients cirrhotiques est de 2 à 5% par an. Une particularité importante du 

VHB est qu’il peut entraîner la survenue d’un CHC en absence de cirrhose. Ces CHC 

sur foie sain sont globalement minoritaires : ils représentent 30 à 50% des CHC dans 

les régions où le VHB est endémique (Asie de l’Est et Afrique), et moins de 10% dans 

des pays où le virus est moins présent comme aux Etats-Unis. Grâce à la mise en 

place récente de programmes de vaccination contre le VHB, et le développement de 

nouvelles thérapies antivirales efficaces contre le VHC, le nombre de CHC liés aux 

hépatites virales va probablement diminuer dans les prochaines années. 

 

- La maladie hépatique liée à l’alcool (ALD) : la cirrhose alcoolique est le 

deuxième facteur de risque associé au CHC en Europe et aux Etats-Unis (après la 

cirrhose liée au VHC), et est à l’origine de 30% des CHC dans le monde. L’effet 

carcinogène de l’alcool repose sur la formation d’acétaldéhyde qui a un effet toxique 

direct sur les cellules, et d’espèces réactives à l’oxygène (ERO) générant du stress 

oxydatif qui augmente les dommages cellulaires. La consommation excessive d’alcool 

induit ainsi une inflammation chronique du foie. Le risque de survenue d’un CHC sur 

cirrhose alcoolique est globalement plus faible que sur cirrhose issue d’une infection 

virale chronique mais il peut atteindre 2,9% dans certaines populations. Enfin, le 

diagnostic étant généralement réalisé plus tardivement chez ces patients, les CHC liés 

à l’alcool ont souvent un pronostic plus défavorable (Ganne-Carrié and Nahon, 2019). 

 

- La stéatose hépatique non liée à l’alcool (NAFLD) : la NAFLD est devenue la 

maladie hépatique la plus courante dans les pays développés et un facteur de risque 

majeur pour le CHC. Sa prévalence est notamment de 30% aux Etats-Unis, où 10 à 

20% des cas de CHC sont attribués à une NAFLD. Cette stéatose non provoquée par 

l’alcool est liée le plus souvent à des syndromes métaboliques tels que l’obésité ou le 

diabète de type II. Elle peut induire le développement d’une stéatohépatite non liée à 

l’alcool (NASH – Nonalcoholic SteatoHepatitis), une inflammation chronique du foie 

pouvant aller jusqu’à la cirrhose. L’incidence du CHC chez les patients ayant une 

NASH est également inférieure à celle liée aux infections virales et se situe entre 1 et 

2% par an. Cependant, des études récentes ont montré qu’un quart des CHC induits 

par les NAFLD se développent sur foie non-cirrhotique. Il n’y encore que peu 
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d’information sur le risque de CHC lié aux NAFLD mais le nombre patients étant en 

forte augmentation, ce facteur de risque va devenir de plus en plus important dans les 

années à venir (Kulik and El-Serag, 2019; Singal et al., 2020). 

 

- Aflatoxine B1 et acide aristolochique : l’Aflatoxine B1 (AFB1) est une toxine 

carcinogène produite par un champignon parasite nommé Aspergillus Flavus et qui 

peut être présente dans les céréales et les arachides mal conservés. 90% de la 

population d’Afrique de l’Ouest sub-saharienne est exposée à cette toxine alors qu’elle 

est quasiment inexistante dans les pays occidentaux. L’acide aristolochique (AA) est 

un composé hautement mutagène contenu dans les plantes nommées Aristolochia ou 

Asarum. Ces plantes ont été utilisées dans la médecine chinoise traditionnelle pendant 

plusieurs siècles. Des études récentes de séquençage ont permis de montrer que les 

CHC de patients exposés à l’AFB1 ou à l’AA présentent une signature mutationnelle 

caractéristique de l’exposition. Ces patients provenant majoritairement de régions où 

le VHB est endémique, il existe potentiellement une interaction entre l’infection virale 

et l’exposition à ces agents mutagènes, qui sera développée dans la partie III.C.1. 

 

- Virus adéno-associé de type 2 (AAV2) : le virus AAV2 a été ajouté récemment 

à ces facteurs de risque. Le laboratoire a en effet identifié que 2% des CHC ont pour 

origine une mutagénèse insertionnelle d’AAV2 à proximité d’oncogènes, dont la 

surexpression de ces gènes peut jouer un rôle dans la carcinogénèse. Il s’agit de CHC 

sur foie sain et sans autre étiologie (La Bella et al., 2020; Nault et al., 2015). 

 

Enfin, d’autres maladies telles que l’hémochromatose, les maladies biliaires ou les 

hépatites auto-immunes peuvent induire une cirrhose et un CHC. Les patients ayant 

une cirrhose due à l’hémochromatose (accumulation de fer dans les hépatocytes) ont 

notamment un risque très élevé de développer CHC (dans 45% des cas). Le tabac 

semble aussi être un facteur favorisant la survenue d’un CHC (Singal et al., 2020). 

 

2) Fibrose, cirrhose et carcinogénèse hépatique 

 

La persistance des dommages hépatiques provoqués par la plupart des étiologies 

présentées dans le paragraphe précédent déclenche la mise en place dans le foie d’un 
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processus de cicatrisation avec inflammation chronique constitué de cycles continus 

de nécrose et régénération des hépatocytes (Farazi and DePinho, 2006). 

 

Fibrose et cirrhose (Figure 2) 

La fibrose hépatique est une conséquence histologique de ce processus de 

cicatrisation des lésions hépatiques, qui est caractérisée par l’accumulation de matrice 

extracellulaire (MEC). Ces changements sont réversibles si les dommages générés au 

foie sont transitoires, et l’architecture hépatique retrouve alors sa composition normale. 

Cependant, si les dommages persistent, l’inflammation devient chronique et 

l’accumulation de MEC persiste, entraînant une substitution progressive du 

parenchyme hépatique par du tissu cicatriciel (Hernandez-Gea and Friedman, 2011).  

La cirrhose hépatique correspond au stade le plus avancé de la fibrose qui devient 

alors souvent irréversible. Elle se caractérise par la formation de nodules régénératifs 

séparés par du tissu fibreux, qui entraîne une dégradation de la fonction hépatique, 

des modifications vasculaires et une hypertension portale. En général, la progression 

vers ce stade final est lente. Chez des patients ayant une atteinte hépatique chronique, 

la maladie hépatique peut évoluer pendant 20 à 40 ans en fonction des facteurs 

génétiques et environnementaux (Hernandez-Gea and Friedman, 2011; Pellicoro et 

al., 2014; Schuppan and Afdhal, 2008). 

 

  

Figure 2 : Histoire naturelle de la maladie hépatique chronique               
(Pellicoro et al., 2014) 
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Les patients demeurent souvent asymptomatiques jusqu’au développement de la 

cirrhose, les symptômes étant légers tant que le foie peut encore accomplir ses 

fonctions principales. En revanche, lorsque la cirrhose est dite « décompensée », des 

complications indiquant l’épuisement du foie apparaissent (ascites, jaunisse, varices 

œsophagiennes). La survie moyenne des patients avec une cirrhose compensée et 

décompensée est supérieure à 12 ans et inférieure à 2 ans respectivement. Le seul 

traitement pour la cirrhose est la transplantation hépatique (Muir, 2015).  

Le stade de la maladie hépatique peut être exprimé avec un score semi-quantitatif 

appelé score METAVIR. Le niveau F0 correspond à une absence de fibrose, les 

niveaux F1 à F3 à une fibrose légère à sévère et le niveau F4 caractérise le stade final 

qu’est la cirrhose. Le score de Child-Pugh est également utilisé pour caractériser la 

sévérité des atteintes hépatiques et estimer le pronostic associé. Une cirrhose de 

grade A est associée à un meilleur pronostic qu’une cirrhose de grade B, le grade C 

étant attribué aux cirrhoses les plus sévères avec le moins bon pronostic (Muir, 2015). 

 

Développement du CHC : 

Au cours du développement d’un CHC, plusieurs mécanismes sont mis en jeu (Figure 

3). Schématiquement, on doit distinguer les CHC survenant sur un foie cirrhotique des 

CHC se développant sur foie sain, les mécanismes de carcinogénèse étant différents. 

 

Figure 3 : Mécanismes d’hépato-carcinogénèse sur foie cirrhotique (70-80%) et 
foie non cirrhotique (20-30%) (Adaptée de Llovet et al., 2016). 
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- CHC sur foie cirrhotique : 

Sur foie cirrhotique, la carcinogénèse hépatique est un processus en plusieurs étapes 

et consiste en l’apparition séquentielle des lésions tumorales suivantes : nodule 

dysplasique de bas grade (NDBG), nodule dysplasique de haut grade (NDHG), CHC 

précoce et CHC avancé. Les nodules dysplasiques sont définis comme des lésions 

précancéreuses qui mesurent entre 1 mm et 2 cm et qui ont des caractéristiques 

régénératrices. Un apport en sang artériel est généralement observé dans les NDHG, 

puis une invasion stromale dans les CHC précoces et enfin une invasion veineuse 

ainsi que de possibles métastases dans les CHC avancés (Di Tommaso et al., 2013). 

Les caractéristiques histologiques principales associées à la transformation maligne 

des cellules hépatiques sont une augmentation de la densité cellulaire et du ratio 

noyau/cytoplasme. Les CHC sont souvent décrits en fonction de leur architecture 

(trabéculaire, pseudo-glandulaire, compacte) et de leur aspect cytologique. Suivant 

ces facteurs, ils peuvent également être classés selon leur niveau de différenciation 

en 4 grades selon la classification Edmondson and Steiner (numérotées de I à IV, I 

étant la classe des CHC les plus différenciés et IV celle des CHC les moins 

différenciés) ou en 3 catégories selon la classification de l’Organisation Mondiale de 

la Santé (les CHC bien différenciés, moyennement différenciés et peu différenciés) 

(Calderaro et al., 2019). 

- CHC sur foie sain : 

Dans 10% à 50% des cas en fonction des régions, les CHC se développent sur non-

cirrhotique, voire sur foie sain, ils sont alors initiés par un événement oncogénique fort. 

L’infection virale par le VHB est notamment connue pour avoir la capacité d’entraîner 

une carcinogénèse sur foie sain. Le laboratoire a montré récemment que c’est aussi 

le cas de l’infection par AAV2 (La Bella et al., 2020; Rebouissou and Nault, 2020). Les 

mécanismes sous-jacents seront développés plus en détails dans la partie III.A. 

Par ailleurs, des études ont montré que certains CHC diagnostiqués chez des patients 

ayant un syndrome métabolique se sont développés en l’absence de fibrose et de 

cirrhose suggérant un mécanisme de carcinogénèse direct comme pour l’infection par 

le VHB. Mais une proportion significative des CHC développés sur foie sain résulterait 

de la transformation maligne d’un adénome du foie (Margini and Dufour, 2016; Paradis 

et al., 2009).  
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En effet, la survenue d’un CHC sur foie sain peut également être due à la 

transformation maligne d’un adénome hépatocellulaire (AHC). Les AHC se 

développent principalement chez des femmes jeunes prenant une contraception orale 

et sans aucune maladie hépatique. La transformation d’un AHC en CHC est un 

événement rare qui n’est observée que pour 5% des AHC. Cependant, les AHC 

peuvent être classés en différents sous-groupes moléculaires et le risque de 

complications diffère fortement entre ces sous-groupes. 10 à 15% des AHC avec une 

mutation activatrice du gène CTNNB1 dans l’exon 3 ont notamment un risque élevé 

de transformation maligne (Rebouissou and Nault, 2020). 

 

3) Surveillance et diagnostic 

 

L’objectif des programmes de surveillance est de pouvoir détecter les CHC à un stade 

précoce afin d’augmenter les chances de pouvoir administrer au patient un traitement 

curatif. Les personnes à risque pour lesquels une surveillance est recommandée sont 

les patients ayant une cirrhose légère ou modérée (Score de Child-Pugh A ou B), et 

les patients ayant une cirrhose sévère (Score de Child-Pugh C) en attente d’une 

transplantation hépatique. En cas d’absence de cirrhose, une surveillance est 

néanmoins suggérée pour les patients avec une infection du VHB rassemblant 

d’autres critères de risque (sexe masculin, âge élevé, forte réplication virale, fibrose 

hépatique…) ainsi que pour les patients avec une infection au VHC et une fibrose 

avancée (METAVIR F3). Les recommandations classiques indiquent qu’une 

surveillance doit être réalisée tous les 6 mois chez ces patients. Cet intervalle de temps 

correspond en effet à la période de doublement d’un nodule (Galle et al., 2018; Llovet 

et al., 2016; Singal et al., 2020; Villanueva, 2019).  

Les tests de surveillance sont principalement réalisés par échographie, une technique 

d’imagerie à faible coût et non-invasive. La spécificité de cette technique est 

supérieure à 90% et sa sensibilité est de 84%. Cependant, la sensibilité pour détecter 

les CHC précoces n’est que de 47%, et l’échographie semble moins efficace chez 

certains patients atteints d’obésité ou de maladie hépatique non virale. C’est pourquoi 

d’autres techniques d’imagerie telles que la Tomodensitométrie (TDM) ou l’Imagerie 

par Résonnance Magnétique (IRM) sont de plus en plus utilisées en clinique (Singal 
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et al., 2020; Villanueva, 2019). La mesure du niveau d’Alpha-FœtoProtéine (AFP) dans 

le sang est également couramment effectuée bien que la sensitivité de ce test pour 

détecter un CHC soit faible. Elle augmente cependant la sensitivité de l’échographie 

lorsque les deux techniques sont combinées (J. D. Yang et al., 2019). 

Chez les patients cirrhotiques, le diagnostic peut être directement effectué à partir de 

l’imagerie si la lésion a une taille supérieure à 1 cm. En présence de nodules plus 

petits, le diagnostic s’avère plus compliqué et il est recommandé de surveiller par 

échographie tous les 3 à 4 mois. Si l’imagerie ne permet pas de conclure ou si la 

patient n’est pas cirrhotique, une biopsie est indispensable pour effectuer le diagnostic 

(Galle et al., 2018; Villanueva, 2019).  

L’évaluation du stade de la carcinogénèse repose alors généralement sur l’algorithme 

de décision BCLC (Barcelona Clinic Liver Cancer). Cet algorithme classe les patients 

en 5 groupes distincts, avec des recommandations de traitements spécifiques à 

chaque stade (Figure 4). Il tient compte des caractéristiques tumorales données par 

l’imagerie (nombre et taille des nodules, envahissement vasculaire, propagation extra-

hépatique), de la sévérité de la maladie hépatique indiquant si le foie a toujours la 

capacité de remplir ses fonctions (score Child-Pugh) et de l’état général de santé du 

patient (basé sur un score nommé Performance Status). Ce dernier score est une 

classification mise au point par l’ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group) allant 

de 0 à 5 où le 0 représente un bon état de santé et 5 le décès (Villanueva, 2019).  

 

4) Traitements du CHC 

 

La classification BCLC est donc l’outil utilisé dans la plupart des régions du monde 

pour déterminer le traitement approprié pour chaque patient. A l’heure actuelle, il existe 

4 types de traitements : les traitements chirurgicaux (résection ou transplantation), 

l’ablation tumorale (radiofréquence percutanée), les traitements transartériels (chimio-

embolisation) et les thérapies systémiques. Seuls les traitements chirurgicaux et 

l’ablation peuvent être curatifs et ils ne sont possibles que pour des CHC diagnostiqués 

à un stade précoce (BCLC 0 ou A). Aucun traitement n’existe pour les CHC 

diagnostiqués à un stade terminal (BCLC D).  
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Figure 4 : Algorithme clinique pour la gestion des CHC (Villanueva, 2019). 

 

Les différents traitements sont détaillés dans les paragraphes suivants (Villanueva, 

2019; J. D. Yang et al., 2019) : 

- Les traitements chirurgicaux :  

Ils sont recommandés pour les patients dont le CHC a été diagnostiqué à un stade 

précoce (BCLC 0 ou A). La résection est associée à une survie moyenne à 5 ans 

supérieure à 60%, c’est un traitement qui est potentiellement curatif mais une récidive 

survient néanmoins dans les 5 ans chez plus de 70% de ces patients. C’est le 

traitement le plus utilisé pour les CHC développés sur foie non-cirrhotique. 

La transplantation est réalisée chez des patients qui correspondent au critère de Milan 

(nodule unique de moins de 5 cm, ou un à trois nodules dont aucun ne dépasse 3 cm). 
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Le taux de survie chez ces patients après transplantation est de 60 à 80% après 5 ans 

et de 50% après 10 ans, et le taux de récidive est inférieur à 15%. La limite principale 

de la transplantation reste la différence importante qui existe entre le nombre de 

donneurs et le nombre de patients en attente de transplantation. 

- L’ablation tumorale :  

L’ablation est recommandée chez les patients dont le CHC a également été 

diagnostiqué à un stade précoce (BCLC 0 ou A) mais qui ne peuvent pas bénéficier 

d’une chirurgie à cause de comorbidités ou d’une dysfonction hépatique. La méthode 

la plus utilisée est l’ablation par radiofréquence percutanée qui consiste à augmenter 

fortement la température intra-tumorale pour induire la nécrose des cellules. L’ablation 

entraîne moins de complications que la résection mais permet un moins bon contrôle 

à l’échelle locale pour les tumeurs de grande taille. L’ablation peut par ailleurs être 

utilisée comme traitement néo-adjuvant pour éviter une progression tumorale chez des 

patients en attente de transplantation ou pour réduire la taille des nodules chez des 

patients qui pourraient ainsi devenir éligibles à la transplantation (Lee et al., 2017). 

- Les traitements transartériels : 

Ils sont recommandés pour les patients avec un CHC à un stade intermédiaire (BCLC 

B). La méthode la plus utilisée est la chimio-embolisation transartérielle (TACE), qui 

consiste en une perfusion intra-artérielle d’un agent cytotoxique, immédiatement suivie 

d’une embolisation des vaisseaux alimentant la tumeur, afin de provoquer une nécrose 

ischémique. La survie moyenne après TACE varie entre 26 et 40 mois, en fonction de 

l’étendue de la tumeur et de la sévérité des atteintes de la fonction hépatique. Ce 

traitement peut également être administré aux patients en attente de transplantation 

pour éviter une progression tumorale. 

- Les thérapies systémiques : 

Les thérapies systémiques sont recommandées en cas de CHC avancé (BCLC C). Le 

sorafenib a été la première molécule adoptée en 2008 par la FDA (Food and Drug 

Administration) pour le traitement du CHC. Elle a été longtemps la seule molécule 

utilisée en première ligne de traitement, jusqu’au développement du lenvatinib en 

2018. Ces deux molécules sont des inhibiteurs multi-kinase (Kudo et al., 2018; Llovet 

et al., 2008). La plupart des patients ayant néanmoins montré une progression de leur 
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CHC malgré le traitement au sorafenib, des molécules ont été approuvées pour une 

seconde ligne de traitement. C’est le cas du regorafenib et du cabozantinib qui sont 

également des inhibiteurs multi-kinase et du ramucirumab qui est un anticorps ciblant 

le récepteur 2 du facteur de croissance de l'endothélium vasculaire (VEGFR2) (Abou-

Alfa et al., 2018; Bruix et al., 2017; A. X. Zhu et al., 2019). L’ensemble de ces thérapies 

de première ou deuxième ligne permet une augmentation de la survie moyenne des 

patients de quelques mois avec de faibles taux de réponses. 

Des immunothérapies utilisant des inhibiteurs de PD-1 (Programmed cell Death 1), le 

pembrolizumab et le nivolumab, ont été testées dans des essais cliniques de phase II 

et ont montré des augmentations de la survie moyenne des patients encourageantes 

mais des taux de réponse partiel (17% et 20% respectivement). Cependant, les 

résultats récents des essais de phase III indiquent que les objectifs prédéfinis n’ont 

pas été atteints (El-Khoueiry et al., 2017; Zhu et al., 2018). Récemment un traitement 

combinant le bevacizumab (antiangiogénique anti-VEGF) associé à l’atezolizumab 

(immunomodulateur anti-PD-L1) dans un essai de phase 3 a démontré sa supériorité 

en comparaison avec le sorafenib en première ligne (Finn et al., 2020; von Felden, 

2020). Ainsi, l’association bevacizumab/atezolizumab est maintenant devenue le 

traitement de première intention des CHC avancés en première ligne malgré le risque 

hémorragique significatif lié à l’usage d’anti-VEGF. 

 

B. Analyse génomique des tissus tumoraux et non-tumoraux 

 

Le développement des techniques de séquençage a engendré des avancées 

majeures dans la connaissance de la génomique liée au CHC, rendant possible une 

description moléculaire précise des tissus tumoraux et non-tumoraux. 

D’un côté, la caractérisation génomique de tissus hépatiques non-tumoraux ont mis 

en évidence l’existence de polymorphismes associés à un risque plus élevé de 

développer un CHC (Nahon and Zucman-Rossi, 2012; Rebouissou and Nault, 2020). 

En parallèle, la comparaison du génome tumoral avec le génome du tissu hépatique 

non-tumoral adjacent a permis d’identifier des altérations génétiques présentes 

uniquement dans les tumeurs et appelées altérations somatiques. Il peut s’agir de 

mutations (substitution d’un nucléotide, insertions ou délétions de quelques 
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nucléotides) ou d’altérations chromosomiques (délétions homozygotes, amplifications 

focales, pertes ou gains de chromosomes et translocations) (Schulze et al., 2016). Des 

intégrations virales ont également pu être identifiées et jouent un rôle important dans 

la carcinogénèse hépatique, mais ce type d’altérations étant majoritairement lié au 

Virus de l’Hépatite B, il ne sera pas abordé dans cette partie mais dans la partie III. 

 

1) Prédispositions génétiques 

 

Les SNP (Single Nucleotide Polymorphism) sont des variants génétiques présents 

dans la population générale qui peuvent influencer l’occurrence, la sévérité et les 

caractéristiques cliniques des maladies. Ils sont généralement identifiés dans plus de 

5% de la population et ils n’apportent qu’une prédisposition modérée au 

développement de la maladie considérée (Rebouissou and Nault, 2020). 

De nombreuses études ont montré des associations entre différentes SNPs et la 

survenue d’un CHC. La plupart d’entre elles testent l’hypothèse qu’un variant connu 

soit représenté en plus grande proportion chez des patients ayant déjà développé un 

CHC (études cas-témoins) ou soit associé à un risque plus élevé de développer ce 

cancer chez des patients cirrhotiques (études prospectives). Malheureusement, la 

majorité de ces études sont impactées par des biais méthodologiques majeurs dus à 

l’hétérogénéité des populations considérées. Les résultats obtenus dans ces séries 

ont donc rarement pu être reproduits dans d’autres publications, suggérant l’existence 

de nombreux résultats faussement positifs (Nahon and Zucman-Rossi, 2012). 

Parmi les SNPs identifiés (Figure 5), un certain nombre d’entre eux altèrent des voies 

de signalisation biologiques impliquées dans la carcinogénèse, telles que 

l’inflammation (TNF-α, IL-1β, IL-10 ou TGF-β), le stress oxydatif (GSTM1, SOD2, 

MPO), le métabolisme du fer (HFE1) ou les mécanismes de réparation de l’ADN 

(MTHFR, MDM2, TP53). Ces SNPs impacteraient le risque de survenue un CHC en 

influant directement la transformation maligne et la progression tumorale ou en 

prédisposant en amont à des facteurs de risque spécifiques, au développement d’une 

maladie hépatique chronique ou à son évolution vers la cirrhose. Une validation de ces 

associations reste néanmoins nécessaire chez des patients aux étiologies diverses et 

avec différents degrés d’atteintes hépatiques (Zucman-Rossi et al., 2015). 
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Une autre technique a été mise au point plus récemment pour identifier des 

prédispositions génétiques : les études d’association pangénomique GWAS 

(Genome-Wide Association Study). Elles permettent de comparer la distribution 

génotypique de milliers de SNP entre des patients atteints de CHC et une population 

témoin, sans hypothèse préalable. Neuf SNPs ont ainsi été identifiés comme associés 

à un risque élevé de survenue d’un CHC dans des populations spécifiques. Il s’agit de 

variants des gènes DDX18 (patients cirrhotiques), DEPDC5 et MICA (patients infectés 

par le VHC), KIF1B, GRIK1, STAT4 et DLC1 (patients infectés par le VHB), et PNPLA3 

et TM6SF2 (patients avec une cirrhose alcoolique). Une étude du laboratoire a testé 

ces associations dans une population européenne avec différents degrés de maladie 

hépatique due à différentes étiologies et n’a pu valider que 3 SNPs parmi cette liste : 

le SNP STAT4 rs7574865 associé au CHC chez les patients infectés par le VHB et les 

SNPs PNPLA3 rs738409 et TM6SF2 rs58542926 associés au CHC chez les patients 

ayant une maladie hépatique liée à l’alcool. Ces deux derniers polymorphismes ont un 

effet additif et semblent également associés à un risque plus élevé de développer une 

NAFLD même si cela n’a pas pu être validé dans cette étude à cause du nombre limité 

de patients ayant cette étiologie. STAT4 (Signal Transducer And Activator Of 

Transcription 4) est une protéine de l’inflammation alors que PNPLA3 (patatin‐like 

phospholipase domain‐containing 3) et TM6SF2 (transmembrane 6 superfamily 2) 

sont impliqués dans le métabolisme des lipides (J. Yang et al., 2019b). 

Enfin, le GWAS peut aussi mettre en évidence l’existence de variants protecteurs, 

diminuant le risque de développer un CHC. C’est le cas du SNP HSD17B13 

rs72613567 qui a un rôle protecteur contre le développement d’une ALD ou NAFLD et 

potentiellement d’une hépatite liée au VHC. Il a également un rôle protecteur contre le 

développement d’un CHC lié à une ALD. Le gène HSD17B13 (17‐beta‐hydroxysteroid 

dehydrogenase 13) est également impliqué dans le métabolisme lipidique mais sa 

fonction précise est encore inconnue (Abul-Husn et al., 2018; J. Yang et al., 2019a). 

A l’heure actuelle, il n’existe pas de données permettant d’utiliser les SNPs en clinique. 

Les prédispositions génétiques observées semblent trop faibles pour organiser un 

dépistage des patients et les classer en fonction de leur risque de développer un CHC. 

Des combinaisons de plusieurs SNPs pourraient néanmoins être considérées, en 

association avec des caractéristiques cliniques, afin de mieux définir les populations à 

risque et d’adopter les stratégies de surveillance (Rebouissou and Nault, 2020).  
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Figure 5 : Prédispositions génétiques et processus mutationnels. Les SNP 

favorisant ou protégeant contre la cirrhose et le développement d’un CHC sont 

indiqués respectivement en rouge et en bleu. Ceux nécessitant une validation 

complémentaire sont indiqués en gris (Adaptée de Rebouissou and Nault, 2020) 

 

2) Mutations somatiques et signatures mutationnelles 

 

La mutagénèse suscite la transformation d’une cellule normale en cellule tumorale. Un 

génome tumoral reflète donc l’ensemble des processus mutagènes qui se sont 

déroulés tout au long du cycle de vie de la cellule, qu’ils aient eu lieu avant ou après 

la transformation néoplasique. Ces processus peuvent être endogènes (liés à l’âge ou 

à des erreurs dans les mécanismes de réparation de l’ADN) ou exogènes (liés 

principalement aux expositions environnementales à des carcinogènes comme le 

tabac ou les rayons ultraviolets). Le nombre moyen de mutations dans une tumeur est 

très variable en fonction du type de tumeurs. Alors qu’il est inférieur à 10 dans les 

cancers pédiatriques ou hématologiques, il peut être de l’ordre de centaines ou milliers 

dans les cancers du poumon, les mélanomes ou les cancers colorectaux présentant 
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une instabilité des microsatellites. En ce qui concerne le CHC, le nombre de mutations 

codantes identifiées dans des exomes est de 40 en moyenne (Schulze et al., 2016).  

Il est considéré qu’une petite proportion de ces mutations (moins de 10) confèrent à la 

cellule un avantage prolifératif et sont nommées mutations « driver ». Elles contribuent 

à l’évolution de la tumeur à un stade donné en influant sur l’initiation, la progression 

tumorale, la métastase ou encore la résistance au traitement. Les autres mutations 

accumulées qui sont largement majoritaires sont dites « passenger », ce sont des 

événements secondaires sans conséquences fonctionnelles connues mais qui 

témoignent des processus mutagènes qu’a subi la cellule. Chacun de ces processus 

laisse en effet une signature caractéristique sur le génome que l’on appelle signature 

mutationnelle, et qui tient compte non seulement du type de substitution nucléotidique 

mais également du contexte tri-nucléotidique dans lequel elle se trouve (c’est-à-dire 

des deux nucléotides adjacents en 3’ et 5’). La signature d’un échantillon tumoral est 

générée en indiquant la fréquence de mutation pour chacun des 96 triplets 

nucléotidiques (Nik-Zainal et al., 2015; Schulze et al., 2016). 

Cette analyse a d’abord été réalisée lors d’une étude pan-cancer qui a mis en évidence 

l’existence d’une vingtaine de signatures (Alexandrov et al., 2013) et a ensuite été 

affinée plus spécifiquement sur une série de tumeurs hépatiques du laboratoire à partir 

d’analyse d’exomes (Schulze et al., 2015) ou de génomes (Letouzé et al., 2017). De 

nouvelles signatures sont décrites au fur et à mesure que le nombre d’échantillons 

analysés augmente. La publication la plus récente fait ainsi état de 49 signatures 

identifiées en pan-cancer qui ont une origine biologique (Alexandrov et al., 2020). 

Concernant les tumeurs hépatiques, dix signatures mutationnelles permettent 

d’expliquer la quasi-totalité des mutations identifiées dans les CHC (Figures 5 et 6). 

Le processus sous-jacent a pu être déterminé pour 6 d’entre elles. Cinq signatures 

sont ubiquitaires et retrouvées dans plus de 50% des CHC : les signatures 1 et 5 sont 

associées à l’âge, la signature 4 aux hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) 

présents notamment dans le tabac, et les signatures 12 et 16 dont l’origine est encore 

inconnue. La signature 16 a la particularité d’avoir une spécificité hépatique car elle 

n’être retrouvée que dans les cancers primitifs du foie, et bien que le mécanisme 

mutationnel reste encore à déterminer, elle serait potentiellement due à un produit du 

métabolisme hépatique retrouvé en plus grande quantité chez les hommes, les 

fumeurs et les consommateurs d’alcool. Les cinq autres signatures sont présentes 
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dans moins de 5% des tumeurs : la signature 6 est associée à des défauts dans la 

réparation de l’ADN, les signatures 22 et 24 sont caractéristiques de l’exposition à 

l’Acide Aristolochique et à l’Aflatoxine B1 respectivement, et les signatures 17 et 23 

restent inexpliquées (Letouzé et al., 2017). 

 

Figure 6 : Les dix signatures mutationnelles observées dans les CHC     
(Adaptée de Letouzé et al., 2017). 

 

3) Aberrations et réarrangements chromosomiques 

 

Les altérations chromosomiques peuvent être classées en deux groupes distincts : les 

aberrations numériques et les altérations structurelles. La première catégorie regroupe 

les phénomènes de gain ou de perte de chromosomes entiers (ou de bras de 

chromosomes) qui sont en général générés lors de la division cellulaire et qui 

entraînent une aneuploïdie des cellules. La deuxième catégorie concerne les 

réarrangements chromosomiques tels que les translocations, inversions, délétions et 
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duplications, qui sont principalement dus à des cassures d’ADN non réparées ou mal 

réparées (Tahmasebi-Birgani et al., 2019). 

Ces modifications du génome conduisent fréquemment à des altérations du nombre 

de copies (CNA – Copy Number Alterations) de fragments du génome tumoral, qui 

peuvent être facilement identifiées. Ainsi, une étude pan-cancer a analysé les CNA 

identifiés dans un grand nombre d’échantillons tumoraux et a observé que leur 

fréquence est inversement corrélée à leur taille : les CNA de chromosomes entiers 

sont moins fréquents que les CNA impliquant des bras de chromosomes, qui sont eux-

mêmes moins fréquents que les CNA focales. De plus, alors que la plupart des pertes 

ou gains de bras de chromosomes impliquent une seule copie, certaines CNA focales 

peuvent avoir des amplitudes très grandes (Beroukhim et al., 2010). 

 

- Aberrations numériques : 

Les aberrations numériques fréquemment observées dans les CHC sont des gains 

des bras 1q, 5p, 6p, 7q, 8q, 17q, et 20q et des pertes des bras 1p, 4q, 6q, 8p, 9p, 13q, 

14q, 16p-q, 17p, 21p-q, et 22q. La conséquence fonctionnelle de ces événements peut 

être le gain d’un oncogène pouvant induire sa surexpression (comme TERT sur le bras 

5p, ou MYC sur le bras 8q) ou la perte d’un gène suppresseur de tumeur annulant son 

expression (comme RB1 sur le bras 13q, AXIN1 sur le bras 16p ou encore TP53 sur 

le bras 17p). Parmi ces événements, les plus fréquents sont les gains des bras 1q et 

8q (dans plus de 50% des CHC) et les pertes des bras 4q et 8p (Niu et al., 2016).  

Ces aberrations numériques peuvent être quantifiés par un score nommé Fraction de 

Bras de chromosomes Aberrants (FAA – Fraction of Aberrant Arms) correspondant à 

la proportion des bras de chromosomes qui sont altérés sur plus de 40% de leur 

longueur. Il a été observé que ce FAA est plus élevé dans les tumeurs présentant des 

caractéristiques d’agressivité : CHC sur foie non-cirrhotique, liées au VHB, de grande 

taille, peu différenciés et avec un niveau d’AFP sérique élevé (Guichard et al., 2012). 

Par ailleurs, une étude récente sur la polyploïdisation a montré que la polyploïdie 

nucléaire est caractéristique du tissu tumoral hépatique, alors que la polyploïdie 

cellulaire y est au contraire moins observée que dans les tissus non-tumoraux. De 

plus, la quantité d’hépatocytes mononucléaires polyploïdes est plus importante dans 

les CHC liés au VHB, peu différenciés et présentant une mutation du gène TP53. Ces 
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CHC polyploïdes sont très prolifératifs et de mauvais pronostic. L’ensemble de ces 

données suggère que la polyploïdisation serait un moteur du développement du CHC, 

au moins dans un contexte où le gène TP53 est muté (Bou-Nader et al., 2020). Les 

données génomiques montrent également cette polyploïdie des hépatocytes tumoraux 

(dans plus de 20% des CHC) (Guichard et al., 2012). Plus spécifiquement, des 

duplications du génome entier ont été retrouvées de façon récurrente dans les 

analyses de séquençage d’exome et génome (Letouzé et al., 2017; Totoki et al., 2014). 

 

- Aberrations chromosomiques structurales : 

En dehors des larges altérations impliquant des bras de chromosomes ou des 

chromosomes entiers, des CNA spécifiques de certaines régions ont été mis en 

évidence. Des amplifications focales ont été identifiées dans 25-30% des CHC, les 

deux loci les plus fréquemment amplifiés étant TERT et CCND1-FGF19. La fréquence 

des délétions homozygotes est plus variable (17% et 40% des CHC) mais ces 

événements entraînent tous des délétions de gènes suppresseurs de tumeurs tels que 

CDKN2A-CDKN2B, AXIN1 ou encore PTEN (Guichard et al., 2012; Totoki et al., 2014).  

Ces altérations focales du nombre de copies impactent généralement l’expression des 

gènes contenus dans les fragments amplifiés ou supprimés. Ces CNA sont par ailleurs 

souvent la conséquence de réarrangements structuraux tels que des délétions, 

duplications, inversions ou translocations, qui peuvent également impacter la structure 

des gènes (via la coupure d’un gène ou la fusion entre deux gènes) ou leur état 

chromatinien (ce qui influencera éventuellement leur expression). 

De la même façon que pour les mutations somatiques, il est possible de déterminer 

des signatures de réarrangements structuraux (RS). Ces réarrangements sont classés 

en 38 sous-catégories en fonction de la nature (délétion, duplication, inversion, 

translocation) et de la taille de l’événement. Une analyse des réarrangements présents 

dans 35 CHC du laboratoire par séquençage de génome entier a permis d’identifier 6 

signatures de variants structuraux, mais la détermination des mécanismes sous-

jacents est encore en cours. Néanmoins, la signature RS1 a été associée à des 

altérations des gènes CCNA2 et CCNE1 comme cela sera présenté dans la partie 

Résultats, et la signature RS2 est présente majoritairement dans les tumeurs 

présentant une mutation du gène TP53 (Bayard et al., 2018; Letouzé et al., 2017). 
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4) Clonalité et chronologie des altérations 

 

Les tumeurs sont la conséquence d’un processus séquentiel d’expansion et de 

sélection clonales de cellules. Au cours du temps, les cellules accumulent une série 

d’altérations génomiques et épi-génomiques qui vont déterminer leur comportement 

face aux pressions de sélection. Malgré l’hétérogénéité qui est donc observée dans le 

CHC, il est cependant largement admis que les cellules tumorales proviennent à 

l’origine d’une cellule commune portant les premiers événements moléculaires pro-

oncogéniques. Cet ancêtre commun possède donc déjà des altérations génétiques 

importantes qui seront nécessairement clonales et présentes dans toutes les cellules 

de la tumeur. Ces altérations du « tronc » peuvent être classées en deux types : les 

altérations « gatekeeper » (gardiennes) qui sont nécessaires mais pas suffisantes 

pour l’initiation tumorale et qui sont déjà présentes dans les nodules dysplasiques, et 

les altérations « driver » qui vont donner ensuite à la cellule un avantage prolifératif et 

qui sont donc présentes dans les CHC précoces. Lors de la progression tumorale, les 

cellules vont continuer à accumuler des altérations et seront plus ou moins 

sélectionnées en fonction des pressions de sélection, générant au final un ensemble 

de sous-populations avec des altérations dites « sous-clonales » qui donnent au CHC 

son hétérogénéité (Nik-Zainal et al., 2015; Torrecilla et al., 2017) (Figure 7). 

Figure 7 : Les altérations du « tronc » impliquées dans l’hépato-carcinogénèse     

(Adaptée de Torrecilla et al., 2017). 
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Une analyse des mutations clonales et sous-clonales a permis de déterminer que la 

plupart des mutations sous-clonales ne sont présentes que dans moins de 20% des 

cellules tumorales et que la proportion de cette sous-clonalité est plus élevée chez les 

patients jeunes et de sexe féminin et dans les tumeurs du foie bénignes suggérant que 

ce sont donc des tumeurs plus hétérogènes. La grande majorité des mutations dans 

les gènes connus comme étant « driver » est clonale (Letouzé et al., 2017).  

Plusieurs études ont étudié les altérations moléculaires présentes aux étapes initiales 

de la carcinogénèse hépatique, en comparant des nodules dysplasiques à des CHC 

de différents grades. Dans l’ensemble, le nombre de mutations somatiques augmente 

avec la progression tumorale, ainsi que le nombre d’aberrations chromosomiques plus 

tardivement (Schulze et al., 2015). La principale altération « gardienne » qui a été 

décrite est l’altération du promoteur de TERT, présente dans 25% des nodules 

dysplasiques (Nault et al., 2014). Il a aussi été montré que ces nodules précancéreux 

ont un génome très stable avec peu d’altérations chromosomiques par rapport aux 

CHC précoces. Seules des gains des bras 1q et 8q et des pertes du 8p ont été 

identifiées avec une fréquence de 3 à 7% dans ces nodules, et pourraient donc être 

également des événements initiateurs en altérant des oncogènes tels que MYC (8q), 

PARP1 (1q) et/ou MDM4 (1q). Des CNA focales ont en revanche été identifiées de 

façon récurrente dans des CHC précoces. Bien que plus tardive que pour TERT, les 

altérations de TP53 et CTNNB1 semblent exister aussi bien aux stades précoces 

qu’aux stades avancés et sont aussi des acteurs majeurs de la progression tumorale 

(Nault et al., 2020; Torrecilla et al., 2017). Les aberrations chromosomiques de grande 

ampleur telles que les gains synchrones de plusieurs chromosomes ou les duplications 

du génome entier, sont en revanche des événements très tardifs (Letouzé et al., 2017). 

 Enfin, il est important de souligner que l’analyse des altérations somatiques a souvent 

été réalisée dans des tissus tumoraux uniquement. De récentes études ont cependant 

montré la présence de mutations somatiques sous-clonales dans le tissu non-tumoral, 

mettant ainsi en évidence l’apparition de mutations récurrentes dans certains gènes 

du génome d’hépatocytes non transformés. Ces gènes ne sont cependant pas tous 

connus comme jouant un rôle dans l’initiation ou la progression tumorale. Les 

mutations sous-clonales du tissu non-tumoral favoriseraient donc la régénération 

hépatique mais pas nécessairement la transformation maligne, elles pourraient même 

au contraire avoir une fonction protectrice (Yizhak et al., 2019; M. Zhu et al., 2019). 
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C. Les voies de signalisation dérégulées 

 

Les études des altérations « driver » ont permis d’identifier les principaux gènes 

altérés dans les CHC et impliqués dans 6 grandes voies de signalisation (Schulze et 

al., 2015) (Figures 5 et 8). Les altérations des gènes TERT, TP53 et CTNNB1 sont les 

événements les plus récurrents. Elles sont retrouvées de façon ubiquitaire dans les 

cellules d’une même tumeur et fréquemment conservées entre une tumeur primaire et 

sa métastase intra-hépatique (dans plus de 80% des cas) (Torrecilla et al., 2017).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Figure 8 : CHC et voies de signalisation dérégulées (Zucman-Rossi et al., 2015). 
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1) Maintenance des télomères 

 

Les télomères sont des séquences répétées en tandem de 6 nucléotides (TTAGGG) 

situées à chaque extrémité chromosomique et liées à des protéines « shelterines » qui 

empêchent les mécanismes de réparation de l’ADN de considérer l’extrémité de ces 

séquences terminales comme des cassures double-brins. La réplication de l’ADN 

avant une division cellulaire induisant systématiquement une perte des nucléotides 

situés à l’extrémité de chaque chromosome, la présence de séquences télomériques 

répétées permet de prévenir la perte d’information génétique importante. Le 

raccourcissement des télomères lors des divisions cellulaires est donc un phénomène 

physiologique, qui déclenche, après un certain nombre de divisions, l’arrêt de la 

prolifération cellulaire, la sénescence et l’apoptose de la cellule. La télomérase est une 

enzyme clé de ce processus qui permet la survie des cellules en synthétisant de 

nouvelles séquences télomériques. Le gène TERT (Telomerase Reverse 

Transcriptase) code pour l’enzyme du complexe de la télomérase, également 

composé d’une amorce ARN (TERC) et de la dyskerine, une protéine qui stabilise le 

complexe. C’est l’expression de TERT qui garantit l’expression de la télomérase dans 

une cellule et permet ainsi son auto-renouvellement (Calado and Young, 2009). 

Dans la plupart des cancers humains, la réactivation de la télomérase est nécessaire 

pour permettre la prolifération des cellules tumorales. Plusieurs types d’altérations ont 

été identifiées dans les CHC et entraînent l’activation de la télomérase via la 

surexpression du gène TERT (Nault et al., 2019) (Figure 9) : 

- Les mutations du promoteur (30-60% des CHC), principalement à deux sites 

principaux, en positions -124 et -146 par rapport à l’ATG du gène, la mutation 

en -124 étant plus fréquente (95% des cas) que celle en -146. Ces mutations 

activent le gène en créant un site de fixation pour des facteurs de transcription 

des familles ETS (E-Twenty-Six) et TCF (Ternary Complex Factor). 

- Les insertions virales du VHB ou du virus AAV2 (10% des CHC), qui seront 

décrites plus en détail dans la partie III et dans la partie Résultats. 

- Les amplifications du gène (5-10% des CHC) qui sont provoquées par des 

mécanismes encore inconnus. 

- Les translocations du gène (3-4% des CHC) qui déplacent le gène et le 

positionnent sous le contrôle de promoteurs fortement exprimés dans le foie. 
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Figure 9 : Mécanismes d’activation de la télomérase via une stimulation de 
l’expression du gène TERT dans le CHC (Nault et al., 2019). 

 

Les mutations du promoteur de TERT constituent l’altération la plus récurrente mais 

elles n’induisent qu’une surexpression modérée du gène par rapport aux autres 

altérations dont elles sont exclusives. Ces mutations sont plus fréquentes chez des 

patients âgés, de sexe masculin, avec infection du VHC, mais significativement moins 

fréquentes chez les patients infectés par le VHB. Elles sont souvent associées à des 

mutations activatrices du gène CTNNB1, suggérant une potentielle coopération 

oncogénique entre les deux voies de signalisation (Ally et al., 2017; Totoki et al., 2014).  

La réactivation de la télomérase est retrouvée dans 90-95% des CHC, ce qui souligne 

son rôle clé dans la carcinogénèse hépatique. Elle est décrite à la fois dans les CHC 

sur foie cirrhotique et sur foie sain. Elle est notamment nécessaire pour la 

transformation maligne des adénomes hépatocellulaires, mais elle n’intervient que 

tardivement dans ce processus, alors qu’elle est au contraire un des mécanismes les 

plus précoces de la carcinogénèse sur foie cirrhotique (Zucman-Rossi et al., 2015).  

Les nodules cirrhotiques ont en effet la particularité d’être constitués d’hépatocytes 

sénescents avec des télomères courts. Comme cela a été mentionné précédemment, 

les maladies chroniques du foie consistent en des cycles répétés de nécrose et de 
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prolifération des hépatocytes, qui amènent à la cirrhose. Le foie adulte n’ayant pas 

d’activité télomérase, cette prolifération anormalement élevée induit la sénescence 

des cellules via le raccourcissement de leurs télomères. Dans ce contexte particulier, 

la réactivation de la télomérase est donc nécessaire pour empêcher la sénescence 

des hépatocytes et leur permettre de garder leur capacité de prolifération. L’altération 

de TERT est donc un événement « gatekeeper » de l’initiation tumorale (Rebouissou 

and Nault, 2020). Cela explique pourquoi TERT est le seul gène, parmi ceux qui sont 

fréquemment altérés dans les CHC, qui présente des altérations récurrentes dans les 

lésions précancéreuses. Des mutations de ce gène sont en effet observées dans 6% 

des nodules dysplasiques de bas grade, 19% des nodules de haut grade et 61% des 

CHC précoces (Nault et al., 2014, 2013). Dans les 5-10% des CHC sans altérations 

du gène TERT, la maintenance des télomères est probablement assurée par un 

mécanisme de prolongation alternative des télomères comme cela a été observé dans 

d’autres cancers, mais cela reste à investiguer dans le foie (Nault et al., 2019). 

La maintenance des télomères est également primordiale pour éviter la survenue 

d’une crise télomérique, un état de grande instabilité chromosomique. Cette crise 

survient lorsque les voies de signalisation des gènes suppresseurs de tumeur TP53 et 

RB1 sont altérées dans une cellule dont les télomères deviennent trop courts. La 

cellule ne recevant pas la signalisation pour entrer en sénescence, elle subit des 

altérations chromosomiques de grande ampleur provoquées par la structure anormale 

de ses télomères. Il peut s’agir de gains ou pertes de chromosomes, de translocations, 

d’amplifications de larges régions via des cycles BSB (Breakage-Fusion-Bridge), de 

duplications du génome entier, d’événements de kataegis (hypermutations groupées) 

ou de chromotripsis (multiples réarrangements groupés). La résolution d’une crise 

télomérique nécessite la réactivation de la télomérase, et génère ainsi un clone tumoral 

avec un génome fortement réarrangé (Maciejowski and de Lange, 2017). 

 

2) Contrôle du cycle cellulaire 

 

Des altérations des voies contrôlant le cycle cellulaire sont fréquemment observées 

dans les CHC et notamment des mutations des gènes suppresseurs de tumeurs TP53 

(12-48%) codant pour la protéine p53 et RB1 (3-8%) codant pour la protéine Rb 

(Rétinoblastome) (Zucman-Rossi et al., 2015). 
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- La protéine p53 agit comme un suppresseur de tumeur en déclenchant l'arrêt 

du cycle cellulaire, l'apoptose et la sénescence en réponse au stress cellulaire afin de 

maintenir l'intégrité du génome. La moitié des tumeurs humaines sont porteuses 

d’altérations codant pour une protéine p53 mutante qui favorise la carcinogénèse via 

l'augmentation de la prolifération et de la survie cellulaires ou qui régule négativement 

l’activité des protéines non mutées. La régulation de p53 est principalement effectuée 

par la protéine MDM2 (Murine Double Minute 2). En interagissant avec son domaine 

de transactivation, MDM2 bloque la régulation transcriptionnelle médiée par p53, et 

induit sa poly-ubiquitinylation et sa dégradation par le protéasome. p53 stimule par 

ailleurs la transcription de MDM2, formant ainsi une boucle de rétroaction 

autorégulatrice qui contrôle l'équilibre entre les deux protéines (Meng et al., 2014). 

Les mutations de TP53 identifiées dans les CHC se produisent principalement dans 

son domaine de liaison avec l'ADN, ce qui diminue son affinité pour se fixer sur les 

séquences spécifiques de ses gènes cibles, et impacte notamment la transcription de 

MDM2. La diminution de la régulation exercée par MDM2 entraîne alors par 

conséquent une quantité plus élevée de protéines p53 mutantes dans les cellules. Un 

« hotspot » principal a été décrit sur le troisième nucléotide du codon 249 du gène 

TP53 (substitution G>C induisant la mutation R249S). Parmi les CHC avec des 

mutations de TP53, cette mutation a été observée dans 30% des cas à l’échelle 

mondiale, et dans plus de 96% des cas en Afrique et en Asie du Sud-Est. Elle est ainsi 

fortement associée à l’exposition à l’Aflatoxine B1 (AFB1) et à l’infection par le VHB, 

deux facteurs très présents dans ces régions (Meng et al., 2014; Wang et al., 2019). 

Cette mutation est aussi associée à un moins bon pronostic par rapport aux autres 

mutations de TP53, potentiellement car elle arrive plus précocement dans la 

carcinogénèse si elle est induite par l’AFB1 (Woo et al., 2011). Le rôle synergique entre 

l’exposition à l’AFB1 et le VHB sur l’activation de p53 sera abordé dans la partie III.C.1. 

En utilisant l’expression de ses gènes cibles pour évaluer la fonctionnalité de p53, une 

étude a montré que les tumeurs ayant une protéine p53 faiblement fonctionnelle 

n’avaient pas toutes une mutation du gène TP53, suggérant l’existence d’autres 

mécanismes inactivant la protéine (Ally et al., 2017a). Des mutations ou des délétions 

homozygotes du gène IRF2 (interferon regulatory factor 2) (1-5%) et du gène ATM (2-

6%) ont notamment été observées dans des CHC. Les altérations de ces deux gènes 

induisant également une inactivation fonctionnelle de p53, elles sont exclusives des 
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mutations de TP53 (Fujimoto et al., 2012; Guichard et al., 2012). Les tumeurs ayant 

une protéine p53 inactive présentent une plus forte instabilité chromosomique (comme 

de fréquentes pertes du bras 4q) et une expression plus faible des gènes exprimés 

dans les hépatocytes matures. L’acquisition d’un profil d’expression semblable à celui 

des cellules progénitrices pourrait expliquer les caractéristiques agressives de ces 

tumeurs qui sont généralement associées chez les patients à un risque plus élevé de 

récidive et à un taux de survie plus faible (Ally et al., 2017a; Woo et al., 2011).  

- La protéine Rb (Rétinoblastome) codée par le gène RB1, contrôle la 

progression cellulaire en régulant la transition G1/S au cours du cycle. Lorsque cette 

protéine est active, elle forme un complexe de répression transcriptionnelle avec les 

facteurs de transcription de la famille E2F et diverses protéines modificatrices de la 

chromatine. Ce complexe bloque les cellules en phase G1 via l’inhibition de la 

transcription des gènes cibles des protéines E2F tels que CCNA2 ou CCNE1. En 

réponse à des stimuli de prolifération, le complexe CCND-CDK4/6 (cyclin D-cyclin-

dependent kinases 4/6) induit la phosphorylation de Rb pour la rendre inactive, libérant 

ainsi les facteurs de transcription E2F qui facilitent alors la transition vers la phase S. 

La phosphorylation de Rb peut notamment être inhibée par la protéine p16 codée par 

le gène CDKN2A (Kitajima and Takahashi, 2017; Sherr and McCormick, 2002). En 

dehors des mutations de RB1, des délétions homozygotes de CDKN2A (2-12%) et des 

amplifications du locus de CCND1 (5-14%) peuvent ainsi également altérer la 

régulation du cycle cellulaire effectuée par Rb et favoriser la prolifération des cellules 

tumorales. Comme pour la voie p53, les altérations de la voie Rb sont associées à des 

CHC de stades avancés et de mauvais pronostic et sont retrouvées plus fréquemment 

dans les CHC induits par le VHB (Ahn et al., 2014; Zucman-Rossi et al., 2015).  

Cette observation a été confirmée dans une étude récente du laboratoire, qui a identifié 

un pourcentage plus important de mutations des gènes RB1 et TP53 dans des CHC 

avancés que dans des CHC aux stades précoces, avec une cooccurrence fréquente 

des deux inactivations. Cela confirme que ces mutations semblent entraîner le 

développement de tumeurs particulièrement agressives (Nault et al., 2020). 

- Enfin, les gènes codant pour les protéines cycline-A2 et cycline-E1 ont aussi 

été décrits comme altérés dans les CHC et notamment par des insertions virales 

(Bayard et al., 2018). Cela sera détaillé dans la partie III et dans la partie Résultats. 
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3) La voie WNT/β-caténine 

 

La voie WNT/β-caténine a de très nombreuses fonctions physiologiques, elle est 

impliquée dans l'embryogenèse et notamment dans le développement hépatobiliaire, 

la maturation et la zonation hépatique, mais également dans la prolifération et la 

différentiation cellulaire, et dans l’homéostasie du foie. Dans les hépatocytes matures 

sains, la voie est inactive et la quantité cytoplasmique de β-caténine est maintenue à 

un niveau faible grâce à sa dégradation continue contrôlée par un complexe inhibiteur 

composé des protéines Axine, APC (Adenomatous Polyposis Coli), GSK3β (Glycogen 

Synthase Kinase 3β) et CK1α (Casein Kinase I α). Ce complexe permet à la β-caténine 

d’être phosphorylée progressivement au niveau de plusieurs résidus spécifiques (S45, 

T41, S37 et S33), puis ubiquitinée par l’enzyme β-TrCP et enfin dégradée par le 

protéasome. La voie est activée lorsqu’un liguant Wnt se lie à un récepteur frizzled, 

qui entraîne une dislocation du complexe inhibiteur. La β-caténine n’est plus dégradée 

et transloque dans le noyau où elle favorise la transcription de gènes impliqués 

notamment dans la prolifération et la migration cellulaires (Perugorria et al., 2019). 

La protéine β-caténine est codée par le gène CTNNB1. L’activation de la voie WNT/β-

caténine dans les CHC est due à des altérations de ce gène dans 11 à 37% des CHC. 

Il s’agit de mutations à des « hotspots » des exons 3, 7 et 8 ou de délétions de grande 

taille impactant l’exon 3, qui sont classées en trois groupes distincts associés à une 

activation de la voie plus ou moins importante (Rebouissou et al., 2016) (Figure 10) : 

- Le premier groupe (54% des CHC mutés CTNNB1) rassemble les altérations 

fréquentes : les mutations des résidus D32 et S37 de l’exon 3 et les larges 

délétions, qui induisent une forte activation de la voie en modifiant directement 

le site de liaison avec β-TrCP, empêchant alors la dégradation de la protéine.  

- Le deuxième groupe (14% des CHC mutés CTNNB1), composé des mutations 

de l’acide aminé T41 de l’exon 3, entraîne une activation modérée 

- Le troisième groupe (25% des CHC mutés CTNNB1) contenant les mutations 

des résidus S45 de l’exon 3, K335 de l’exon 7 et N387 de l’exon 8 ne déclenche 

qu’une activation faible. Une deuxième altération a cependant été retrouvée 

dans ces CHC, et consiste souvent en une duplication de l’allèle muté de 

CTNNB1, permettant ainsi d’augmenter la production de la protéine mutée et 

donc l’activation du signal. Par ailleurs, les mutations des exons 7 et 8, qui sont 
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très fréquentes dans les AHC, ne sont présentes que dans 5% des CHC mutés 

CTNNB1 et sont fréquemment associées à des mutations de TP53. 

 

Figure 10 : Fréquence des altérations du gène CTNNB1 impliqués dans 
l’hépato-carcinogénèse et contexte génomique (Rebouissou et al., 2016). 

 

Ainsi, une activation modérée ou forte de la voie semble nécessaire pour induire le 

développement d’un CHC, soulignant le rôle « dose-dépendant » qu’a la signalisation 

de la voie WNT/β-caténine dans la carcinogénèse hépatique (Rebouissou et al., 2016). 

En dehors des altérations de CTNNB1, des mutations inactivatrices des gènes AXIN1 

(5-15% des CHC) ou APC (1-2% des CHC) entraînent aussi l’activation de cette voie 

de signalisation (Llovet et al., 2016). Les CHC avec des mutations CTNNB1 et AXIN1 

ont cependant des caractéristiques différentes. En effet, alors que les CHC mutés 

CTNNB1 sont associés aux maladies  liées à l’alcool et présentent une surexpression 

des gènes cibles classiques de la voie WNT/β-caténine comme GLUL (codant pour la 

Glutamine Synthase), les CHC mutés AXIN1 sont associés au VHB, présentent une 

instabilité chromosomique et appartiennent à un groupe transcriptomique différent 

comme cela sera décrit dans la partie I.D (Boyault et al., 2007; Perugorria et al., 2019). 
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4) Autres voies de signalisation importantes dans la 

carcinogenèse hépatique 

 

Trois autres voies de signalisation ont été identifiées comme étant fréquemment 

altérées dans les CHC (Schulze et al., 2015; Zucman-Rossi et al., 2015) : 

- Les régulateurs épigénétiques : ils sont altérés dans les CHC via des mutations 

inactivatrices des gènes ARID1A (4-17%) et ARID2 (3-18%), deux gènes jouant un 

rôle dans le complexe de remodelage de la chromatine SWI/SNF (SWItch/Sucrose 

Non-Fermentable). Le rôle de ce complexe est de modifier la structure de la 

chromatine et la position de nucléosomes, ils peuvent donc avoir un rôle suppresseur 

de tumeurs en modulant la transcription des gènes. Des altérations récurrentes ont 

également été décrites dans les gènes MLL (3-4%), MLL2 (2-3%), MLL3 (3-6%) et 

MLL4 (2-3%), qui codent pour des protéines modifiant le méthylation des histones 

(Zucman-Rossi et al., 2015). Par ailleurs, une étude récente du laboratoire a décrit un 

sous-groupe homogène de tumeurs hépatiques présentant des altérations du gène 

BAP1 impliqué dans la modification des histones, qui est inactivé dans 5% des CHC 

par des mutations ou des translocations. Ces CHC montrent également une activation 

de la voie PKA (Protéine Kinase A) due à des gains ou pertes chromosomiques, ils se 

développement majoritairement sur des foies sains en l’absence d’hépatite chronique 

et présentent des caractéristiques histologiques fibrolamellaires (Hirsch et al., 2019). 

 

- La voie du stress oxydatif : une des voies de réponse au stress oxydatif est la 

voie NRF2/KEAP1 qui est altérée dans 5-15% des CHC par des mutations activatrices 

du gène NFE2L2 (codant pour la protéine NRF2, NFE2-Related Factor 2) ou 

inactivatrices du gène KEAP1 (Zucman-Rossi et al., 2015). NRF2 est un facteur de 

transcription sensible aux signaux de stress cellulaire comme la présence 

intracellulaire d’espèces réactives de l’oxygène (ERO), qui permet de maintenir 

l’homéostasie en déclenchant la transcription de gènes impliqués dans la réponse anti-

oxydante. La voie est normalement maintenue inactive grâce à la dégradation de 

NRF2 par le protéasome suite à son ubiquitinylation par le complexe formé par les 

protéines KEAP1 (Kelch-like ECH-associated protein 1) et CUL3 (Cullin 3). Les 

mutations induisant l’augmentation de l’expression de NFE2L2 ou la diminution de 

l’expression de KEAP1 entraînent donc une activation constitutive de la voie via 
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l’inhibition de la dégradation de NRF2. L’activité de cette protéine augmente alors la 

protection des cellules contre le stress induit par le microenvironnement (notamment 

en cas de maladie hépatique chronique) et diminue les niveaux d’ERO toxiques, 

permettant la prolifération et la survie des cellules tumorales (Sporn and Liby, 2012). 

 

- La voie AKT/mtor et map kinase : ces deux voies de signalisation intracellulaires 

peuvent être activées par des facteurs de croissance via des récepteurs tyrosine 

kinase. Le gène FGF19 code pour un de ces facteurs de croissance, et le gène MET 

pour un de ces récepteurs. Des amplifications des loci de FGF19 et MET ont été 

identifiées dans 5-10% et 1% des CHC respectivement et entraînent donc l’activation 

des deux voies de signalisation en aval (Nault et al., 2020; Zucman-Rossi et al., 2015). 

La voie PIK3/AKT/MTOR régule le métabolisme, l’inflammation, la motilité et la survie 

cellulaires. PI3K (Phosphatidylinositol-3-kinases) est un groupe de kinases qui peut 

déclencher une cascade de signalisation impliquant notamment l’activation d’AKT qui 

supprime l’effet inhibiteur qu’exerce le complexe TSC1/TSC2 sur un groupe protéique 

contenant la kinase mTOR (mammalian Target Of Rapamycin). Ce dernier complexe 

induit alors la synthèse de protéines et la survie cellulaire via l’activation en aval des 

protéines S6K (Kinases S6) et 4EBP (eukaryotic initiation factor-4E Binding Proteins). 

Cette signalisation peut être inhibée par le gène suppresseur de tumeur PTEN 

(Phosphatase and TENsing homolog) (Fruman and Rommel, 2014). En dehors des 

amplifications de FGF19, cette voie de signalisation est dérégulée dans certains CHC 

par des mutations activatrices de PIK3CA (0-2%) ou inactivatrices de TSC1 ou TSC2 

(3-8%) ou des délétions homozygotes de PTEN (1-3%) (Zucman-Rossi et al., 2015). 

La voie de signalisation RAS/RAF/MAP kinase consiste en l’activation successive des 

protéines RAF, RAS, MEK1/2, et ERK1/2, qui induit en aval la phosphorylation d’un 

grand nombre de protéines suscitant diverses réponses cellulaires telles que la 

prolifération, la différentiation, la survie et la migration (Lavoie and Therrien, 2015). 

ERK1/2 entraîne notamment la phosphorylation de la protéine RSK2, qui effectue un 

rétrocontrôle négatif de la voie. En dehors des amplifications de FGF19, une 

dérégulation de cette voie est générée dans certains CHC par de rares mutations 

activatrices des gènes de la famille RAS (0-2%) ou par des mutations inactivatrices du 

gène RPS6KA3 (2-9%) codant pour RSK2 qui suppriment le rétrocontrôle exercée par 

cette protéine (Zucman-Rossi et al., 2015). 
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D. Classification moléculaire des CHC 

 

L’ensemble des données moléculaires a permis d’effectuer une classification des CHC 

afin de répertorier les événements biologiques à l’origine de l’hépato-carcinogénèse. 

L’objectif est de définir d’éventuels biomarqueurs spécifiques en fonction des voies de 

signalisation altérées et d’en déduire si possible les traitements adaptés. Les CHC 

peuvent être divisés en deux groupes principaux : les CHC prolifératifs et les CHC non-

prolifératifs, regroupant respectivement les groupes G1-G3 et G4-G6 initialement 

définis par le laboratoire (Boyault et al., 2007; Calderaro et al., 2019; Hoshida et al., 

2009; Rebouissou and Nault, 2020; Zucman-Rossi et al., 2015) (Figure 11). 

 

Les CHC prolifératifs : tumeurs agressives, instables, peu différenciées (G1-G3) 

Cette première catégorie de CHC regroupe des tumeurs agressives ayant un mauvais 

pronostic, souvent associées à une infection par le VHB. Elles sont peu différentiées, 

et présentent une invasion vasculaire fréquente. Ces tumeurs sont également 

caractérisées par une instabilité chromosomique élevée et une hypo-méthylation 

globale de leur ADN, et par des mutations inactivatrices de TP53, et des amplifications 

du locus CCND1/FGF19. Elles montrent une activation fréquente des voies de 

signalisation favorisant la survie cellulaire, comme les voies liées au cycle cellulaire, 

les voies mTOR, RAS-MAPK et MET. Ce groupe est sous-divisé en deux classes :  

- Une classe « Wnt-TGFβ » (G2-G3) caractérisée par l’activation de ces deux 

voies de signalisation et par une réponse immunitaire « épuisée ». Elle contient 

un sous-groupe de tumeurs plus agressives qui ont un phénotype histologique 

« trabéculaire massif » (G3). 

- Une classe « progéniteur » (G1) définie par la surexpression de gènes et de 

protéines liés aux marqueurs des cellules hépatiques progénitrices, et associée 

à des mutations inactivatrices fréquentes de RPS6KA3 et AXIN1. 

 

Les CHC non-prolifératifs : tumeurs stables et différenciées (G4-G6) 

Cette deuxième catégorie plus hétérogène regroupe des tumeurs moins agressives, 

avec une stabilité chromosomique et principalement associées à une infection par le 

VHC ou à la consommation d’alcool. Ce groupe est aussi sous-divisé en deux classes : 
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- Une classe avec des CHC mutés CTNNB1 (G5-G6) caractérisée par une 

activation de la voie Wnt/β-caténine modérée ou forte, avec de fréquentes 

mutations du promoteur de TERT, et qui sont immunologiquement froides. 

- Une classe moins bien définie (G4) rassemblant notamment des tumeurs avec 

un phénotype histologique stéatohépatique, des tumeurs présentant une 

polysomie du chromosome 7, et des tumeurs avec une réponse immunitaire 

active sur-exprimant des gènes stimulés par l’interféron.  

 

Figure 11 : Classification moléculaire et pathologique des CHC              
(Rebouissou and Nault, 2020). 
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II. LE VIRUS DE L’HEPATITE B 

 

L’origine virale de certaines hépatites a été décrite pour la première fois en 1944 et 

deux types d’infections liées à deux agents pathogènes distincts furent caractérisées 

en 1947 et nommées Hépatite A et Hépatite B (Block et al., 2016). Mais ce n’est qu’en 

1965 que le généticien Baruch Blumberg identifie l’antigène ‘Australia’ (renommé plus 

tard antigène HBs) permettant de détecter spécifiquement l’infection par le virus de 

l’Hépatite B chez les patients. Il révéla ainsi l’existence de nombreux porteurs 

chroniques dans la population, mit en évidence la relation causale entre l’Hépatite B 

et le carcinome hépatocellulaire, et élabora le premier vaccin. Ses travaux ont été 

récompensés par le prix Nobel de physiologie ou médecine en 1976 (Blumberg, 2002). 

  

A. Biologie moléculaire du virus 

 

Le Virus de l’Hépatite B (VHB) appartient à la famille des Hepadnaviridae 

(Hepatrotropic DNA virus). Ces virus au tropisme hépatique ont une organisation 

génétique et un cycle de réplication communs, et ont la spécificité d’avoir un génome 

d’ADN circulaire partiellement double-brin et une activité de transcription inverse 

réalisée par une polymérase virale (Hu and Seeger, 2015a). Cette famille est 

constituée de trois grands sous-groupes : les orthohépadnavirus qui infectent les 

mammifères et dont fait partie le VHB, les avihépadnavirus qui infectent les oiseaux, 

et un nouveau sous-groupe groupe découvert récemment d’hépadnavirus infectant les 

poissons et les amphibiens (Dill et al., 2016).  

Le chimpanzé est le seul modèle d’infection naturelle par le VHB mais les expériences 

sur ces animaux étant interdites depuis 2013, deux autres modèles d’animaux infectés 

par des virus de la même famille ont beaucoup été utilisés pour étudier certaines 

caractéristiques de l’infection et notamment les mécanismes d’intégration : la 

marmotte infectée par le WHV (Woodchuck Hepatitis Virus) et le canard infecté par le 

DHBV (Duck Hepatitis B Virus). Récemment, des modèles de souris à foie humanisé 

ou de souris doublement humanisées (possédant un foie et un système immunitaire 

humain) ont été développés et permettent désormais d’étudier in vivo l’infection par le 

VHB d’hépatocytes humains (Allweiss and Dandri, 2016; Allweiss and Strick-

Marchand, 2020; Strick-Marchand et al., 2015). 
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1) Structure et organisation du génome 

 

Les particules infectieuses du VHB, nommées particules de Dane, ont été 

caractérisées dès 1970 par microscopie électronique et mesurent 42 nm de diamètre 

(Dane et al., 1970; Patient et al., 2009). Elles sont constituées (Figure 12A) : 

- d’une enveloppe composée de lipides et de 3 types de protéines de surface 

appelées Small (S-HBs ou antigène HBs), Medium (M-HBs) et Large (L-HBs)  

- contenant une nucléocapside composée de dimères (antigènes HBc)  

- à l’intérieur de laquelle se trouve le génome d’ADN viral lié de manière 

covalente à la polymérase virale.  

 

 

Figure 12 : Structure moléculaire du VHB. (A) Composition d’une particule de 
Dane. (B) Représentation schématique des ORFs. (C) Génome viral (sérotype ayw) 

avec les ORFs (en couleur) et les transcrits (en noir) (Lamontagne et al., 2016). 

 

Une particularité des infections par les hépadnavirus est la très grande production de 

particules subvirales qu’elles engendrent. Il s’agit de particules défectives, non-

infectieuses, constituée uniquement de l’enveloppe du virus (AgHBs) et donc sans 

génome viral. Ces particules subvirales sont produites en quantité 1000 à 100 000 fois 

supérieure par rapport aux particules complètes. Il existe deux types de particules 

subvirales : les sphères constituées uniquement des protéines M-HBs et S-HBs, et les 

filaments constituées des trois protéines de surface dans les mêmes proportions que 

dans des particules virales complètes (Valaydon and Locarnini, 2017). 
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Le Virus de l’Hépatite B (VHB) est un virus à ADN qui a une taille de 3,2 kilobases. 

Dans les particules virales infectieuses, l’ADN du VHB est circulaire et partiellement 

double-brin, sous une forme nommée ADN circulaire relâché (ADNrc). Le brin (-) est 

complet et contient une région répétée de 7 à 9 nucléotides à ses extrémités et le brin 

(+) est incomplet, de longueur variable (entre 50% et 100% de celle du brin (-)) et 

possède donc un « gap » au niveau de l’extrémité 3’. La polymérase virale est attachée 

de manière covalente à l’extrémité 5’ du brin (-), et une amorce ARN de 18 nucléotides 

est présente à l’extrémité 5’ du brin (+) (Hu and Seeger, 2015). Le génome viral est 

entièrement codant et composé de quatre cadres de lectures ouverts (Open Reading 

Frame, ORF) sur le brin (-) qui se superposent : l’ORF préS/S code pour les 3 protéines 

de surface, l’ORF préC/C code pour les antigènes HBe et HBc, l’ORF P code pour la 

polymérase virale et l’ORF X code pour une protéine impliquée dans la réplication 

virale nommée HBx (Valaydon and Locarnini, 2017) (Figures 12B et 12C). 

L’ADN viral peut aussi se trouver sous une forme linéaire double-brin (ADNdsl), ou 

sous une forme circulaire entièrement double-brin, appelée forme circulaire close de 

façon covalente (ADNccc). Ces formes seront détaillées dans la partie II.A.4.  

 

2) Eléments structuraux et régulateurs 

 

Le génome du VHB est le plus petit génome parmi les virus à ADN connus. Etant 

donné que ce génome est entièrement codant, les séquences structurelles et 

régulatrices se doivent d’être intégrées parmi les différents cadres de lecture. 

Eléments structuraux : Communs à tous les hépadnavirus, les éléments structuraux 

du VHB sont rassemblés au sein d’une courte séquence du génome qui se situe entre 

les extrémités 5’ des deux brins. La complémentarité du brin (-) complet et du brin (+) 

partiel sur cette région garantit la circularisation du génome viral. Cette zone est 

nommée « région terminale cohésive » et contient les motifs structuraux suivants : 

- Deux séquences répétées de 11 nucléotides appelés DR1 et DR2 (« Direct 

Repeat ») qui encadrent la région terminale cohésive et qui jouent un rôle 

essentiel dans le cycle de réplication du virus (Wei et al., 2010) (Figure 12C). 

- Un signal d’encapsidation ε (epsilon) situé en amont de la séquence DR1 à 

l’extrémité 5’ de l’ARNpg. C’est une structure secondaire tige-boucle nécessaire 
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à l’initiation de la transcription inverse de l’ARNpg et à l’encapsidation 

simultanée de l’ARNpg et de la polymérase virale (Pollack and Ganem, 1994). 

- Un signal de polyadénylation situé au début de l’ORF C. Tous les transcrits sont 

polyadénylés à ce site et ils ont donc tous la même extrémité 3’ (Figure 12C). 

Eléments régulateurs : Le génome viral contient des éléments régulateurs agissant en 

cis : quatre régions promotrices situées en amont des régions Core, X, PréS1 et 

PréS2, ainsi que deux séquences « Enhancer » nommées Enh I (270 nucléotides) et 

Enh II (105 nucléotides) permettant le recrutement de facteurs de transcription 

ubiquitaires ou spécifiques au foie (Moolla et al., 2002; Quasdorff and Protzer, 2010). 

- Le promoteur Core contrôle la transcription de l’ARNpg et de l’ARNm de la 

protéine PréCore. Il est constitué du Promoteur Basal du Core (PBC) précédé 

d’une région régulatrice. Cette dernière contient une région CURS (Core 

Upstream Regulatory Region) pouvant activer le promoteur qui se superpose à 

la séquence de l’Enh II, et une région NRE (Negative Regulatory Element) 

encore plus en amont qui régule négativement l’activité du promoteur.  

- Les promoteurs préS1 et préS2 contrôlent la transcription des ARNs codant 

pour les protéines de surface. Le promoteur préS1 est plus faible et 

négativement régulé par le promoteur préS2. Cette différence entre les deux 

promoteurs garantit l’équilibre dans la synthèse des 3 protéines de surface. 

- Le promoteur X a peu été étudié et son activité semble être faible par rapport 

aux autres promoteurs viraux.  

 

3) Transcrits et protéines viraux 

 

Transcrits viraux : Le virus utilise l’ARN polymérase II de la cellule hôte afin de générer 

5 ARNs messagers (ARNm) de longueurs variables à partir de l’ADNccc. Ces ARNm 

se terminent tous en un site unique de polyadénylation (Figures 12C et 13). 

- Le transcrit utilisé comme matrice pour la réplication virale est l’ARN pré-

génomique (ARNpg), il mesure 3,5kb et sa taille est donc supérieure à celle du 

génome entier. Cet ARN permet également de synthétiser la polymérase virale 

et la protéine de capside nommée antigène HBc (AgHBc).  

- L’ARNm préC/C mesure également 3,5kb mais contient quelques bases de plus 

que l’ARNpg. Il code pour une protéine virale nommée antigène HBe (AgHBe). 
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- L’ARNm généré par les régions préS2/préS1/S et préS1/S font 2,4kb et 2,1kb 

respectivement. Le premier code pour la protéine de surface L-HBs, et le 

deuxième code pour les deux autres protéines de surface M-HBs et S-HBs. 

- Le plus petit transcrit de 0,7kb code pour la protéine HBx. 

 

  
 

Figure 13 : Description des 5 transcrits et des 7 protéines virales du VHB 

(Hadziyannis and Laras, 2018). 

 

D’autres transcrits peuvent être générés suite à l’épissage alternatif de l’ARNpg et 

représentés jusqu’à 30% des ARNpg totaux. Ces ARN épissés peuvent être rétro-

transcrits de la même façon que l’ARNpg et être retrouvés dans des particules virales 

qui sont alors défectives. Il a été montré que le nombre de particules défectives dans 

le sérum de patients infectés est corrélé avec la maladie hépatique et qu’il augmente 

avant le développement d’un carcinome hépatocellulaire (Bayliss et al., 2013). 

 

Protéines virales : Les ARNm décrits permettent la synthèse de 7 protéines virales. 

- L’ORF P correspond à 70% du génome viral et code pour la polymérase virale. 

Cette protéine est composée de quatre sous-domaines : une transcriptase inverse 

permettant la synthèse d’ADN à partir de l’ARNpg, une Ribonucléase H permettant de 

dégrader l’ARNpg ayant servi de matrice à la réplication, une région « Spacer » 

assurant la flexibilité de la protéine et une région terminale qui se lie de manière 

covalente à l’amorce d’ADN pendant la synthèse du brin (-) (Nassal, 2008). 
 

- L’ORF C code pour la protéine AgHBc qui a comme propriétés de gérer l’auto-

assemblage de la capside et de créer une interaction avec les protéines de surface 

pour former les particules virales. La séquence protéique contient également un motif 

de localisation nucléaire afin de faire entrer le génome viral dans le noyau des cellules 

hôtes et un domaine pour fixer l’ARNpg lors de l’encapsidation (Ludgate et al., 2016). 

Avec quelques acides aminés supplémentaires, la protéine préCore est codée par 
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l’ORF préC/C. Un clivage post-traductionnelle des régions N- et C-terminales de cette 

protéine donne lieu à une protéine soluble nommée antigène HBe (AgHBe). Le rôle de 

l’AgHBe n’est pas encore entièrement compris, elle n’est pas nécessaire à la 

réplication virale mais elle semble participer à la modulation de la réponse immunitaire 

de l’hôte et à l’établissement de l’infection chronique (Chen et al., 2005). 
 

- L’ORF préS1/préS2/S code pour les protéines de surface, les antigènes HBs 

(AgHBs) qui existent sous trois formes : S-HBs, M-HBs et L-HBs. La région S qui est 

commune aux trois protéines contient les domaines transmembranaires ainsi qu’un 

domaine antigénique qui rend ces protéines fortement immunogènes (Valaydon and 

Locarnini, 2017). La protéine S-HBs qui représente la majeure partie des protéines de 

l’enveloppe est indispensable à l’assemblage de l’enveloppe pour former les particules 

virales ou subvirales. Cela n’est en revanche pas le cas pour la protéine M-HBs dont 

le rôle est encore inconnu (Patient et al., 2009). Par ailleurs, la région préS1 qui est 

présente uniquement dans la plus grande protéine de surface L-HBs contient un site 

de myristoylation à son extrémité N-terminale qui permet la reconnaissance et l’entrée 

des particules virales dans les hépatocytes via le récepteur NTCP (sodium-tauchlorate 

cotransporting polypeptide). Dans une autre conformation, la protéine L-HBs permet 

aussi l’enveloppement de la nucléocapside (Glebe, 2007). 
 

- La région X permet la synthèse de la plus petite protéine virale, la protéine HBx. 

Le rôle de cette protéine a longtemps été débattu au sein de la communauté 

scientifique et de nombreuses fonctions lui ont été attribuées en fonction du contexte 

cellulaire et du modèle utilisés et de la quantité de protéines HBx exprimée. En réalité, 

HBx est synthétisée en très faible quantité au cours de l’infection virale (Wei et al., 

2010). Néanmoins, il est désormais avéré que cette protéine est indispensable à la 

transcription de l’ADNccc (Lucifora et al., 2011). HBx entraîne notamment la 

dégradation par le protéasome du complexe Smc5/6, et empêche ainsi l’interaction du 

complexe avec l’ADNccc qui inhibe la réplication (Decorsière et al., 2016). Par ailleurs, 

la protéine HBx jouerait également un rôle dans l’hépato-carcinogénèse, qui sera 

détaillé dans la partie III.A.3 de l’introduction. 

A ces 7 protéines, il faut ajouter une dernière protéine qui a été observée dans des 

biopsies du foie de patients atteints d’Hépatite B chronique. Cette protéine est issue 

d’un transcrit appelé SP1 généré par l’épissage alternatif de l’ARNpg et elle a donc été 

nommée HBSP (Hepatitis B Spliced Protein) (Soussan et al., 2003). Sa fonction n’a 
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pas encore été totalement déterminée mais elle favoriserait la persistance de l’infection 

du VHB en inhibant la réponse des cellules immunitaires (Duriez et al., 2017). 

 

4) Cycle de réplication 

 

Le cycle de réplication du VHB (Figure 14) peut être décomposé en plusieurs étapes 

regroupées en 3 groupes (étapes précoces, intermédiaires et finales) qui vont être 

détaillées ci-dessous (Nassal, 2015; Tu et al., 2017; Valaydon and Locarnini, 2017). 
 

 

Figure 14 : Cycle de réplication du VHB (Adaptée de Budzinska et al., 2018a). 

 

Etapes précoces : entrée du virus et formation de l’ADNccc 

- La première étape est l’entrée du VHB dans la cellule hôte. La particule virale 

s’attache d’abord à l’hépatocyte via des récepteurs HSPG (Heparan Sulfate 

ProteoGlycans) puis via le récepteur NTCP qui n’est exprimé que par les 

cellules du foie. C’est l’interaction de forte spécificité entre le domaine préS1 de 

la protéine L-HBs et ce récepteur NTCP situé à la surface des hépatocytes qui 

permet l’endocytose de la particule virale. 

- Une fois dans le cytoplasme, les protéines de surface du virion sont clivées, 

permettant la libération de la nucléocapside qui va être transportée jusqu’au 

noyau par l’intermédiaire des microtubules. 
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- La capside étant de petite taille, elle pénètre dans le noyau à travers les pores 

nucléaires et libère le génome viral qu’elle contient sous forme d’ADNrc. 

- L’ADNrc partiellement double-brin est alors converti en ADNccc entièrement 

double-brin. Après détachement de la polymérase virale liée à l’extrémité 5’ du 

brin (-), l’amorce ARN en 5’ du brin (+) et la séquence redondante du brin (-) 

sont éliminées. Le brin (+) est ensuite complémenté et ses extrémités liguées 

grâce à l’intervention de facteurs cellulaires de la cellule hôte et notamment de 

protéines impliquées dans les mécanismes de détection et de réparation des 

dommages à l’ADN. L’ADNccc se lie à des protéines virales et cellulaires 

(histones et non-histones) pour se compacter sous forme de mini-chromosome. 

Cette forme stable de l’ADN viral est à l’origine de la réplication et permet la 

persistance de l’infection dans les hépatocytes. L’ADNccc est produit très 

précocement, dans les 24 heures suivant l’infection, et sa quantité moyenne est 

d’une copie par cellule (alors que celle de l’ADNrc peut atteindre plus de 1000 

copies par cellule). La durée de vie d’une molécule d’ADNccc n’est pas encore 

connu précisément bien que des modèles d’héaptocytes primaires ont permis 

de déterminer une demi-vie de l’ordre de 30 à 60 jours, et sa persistance au 

cours des divisions cellulaires est encore largement débattue. 

 

Etapes intermédiaires : transcription de l’ADNccc et transcription inverse de l’ARNpg 

- L’ADNccc sert de matrice pour la transcription par l’ARN polymérase II de la 

cellule hôte des 5 transcrits décrits précédemment. Ces ARNm viraux sont 

ensuite transportés vers le cytoplasme pour être traduits par la cellule hôte et 

permettre ainsi la synthèse des différentes protéines virales. 

- Une fois synthétisée, la polymérase virale de lie se façon covalente à l’extrémité 

5’ de l’ARNpg au niveau de la structure secondaire ε, ce qui déclenche le 

recrutement des protéines de capside et l’encapsidation du complexe 

ARNpg/polymérase dans le cytoplasme. 

- A l’intérieur de la capside et en parallèle de sa maturation, l’ARNpg est rétro-

transcrit afin de reformer l’ADN viral (Figure 15). Cela est initié par la synthèse 

d’une amorce ADN de 3 nucléotides effectuée par la protéine terminale de la 

polymérase virale au niveau de la structure ε de l’ARNpg. Tout en restant liée 

de façon covalente à la polymérase, cette amorce est ensuite transloquée vers 

le motif DR1 à l’extrémité 3’ de l’ARNpg et la polymérase peut alors effectuer 
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une transcription inverse pour générer le brin (-) de l’ADN viral, tout en 

hydrolysant au fur et à mesure l’ARNpg ayant servi de matrice grâce à son 

domaine RNase H. Seule une séquence de 18 nucléotides en 5’ de l’ARNpg est 

préservée de la dégradation afin d’être utilisée comme amorce pour la synthèse 

du brin (+). Dans 90% des cas, cette amorce est transloquée vers le motif DR2 

permettant ainsi la formation de l’ADNrc, qui est circularisé grâce à la 

complémentarité des séquences des deux brins dans la région terminale 

cohésive. Dans les 10% restants, l’amorce est transloquée vers le motif DR1, 

ce qui aboutit à la formation de la forme ADNdsl qui reste linéaire. 

Figure 15 : Etape de rétro-transcription de l’ARNpg pour former l’ADNrc (90%) 

ou l’ADNdsl (10%) (Tu et al., 2017). 

 

- D’autres formes intermédiaires de particules virales peuvent également être 

formées et parfois sécrétées, telles que des nucléocapsides non-enveloppées 

contenant de l’ADNrc ou des nucléocapsides enveloppées contenant de 

l’ARNpg, mais le rôle de ces formes mineures n’est pas connu à l’heure actuelle. 
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- Une partie des nucléocapsides contenant de l’ADNrc ou ADNdsl va retourner 

dans le noyau de la cellule hôte pour être recyclées et ainsi permettre la 

maintenance d’un pool d’ADNccc dans le noyau. 

- Dans le noyau, l’ADN viral sous forme ADNdsl peut également être intégré dans 

le génome de la cellule hôte. Ce processus d’intégration ne joue cependant 

aucun rôle dans le cycle de réplication virale et sera détaillé dans la partie III.B. 

Etapes finales : assemblage et libération du virion 

- L’autre partie des nucléocapsides qui ne retourne pas vers le noyau migre vers 

le réticulum endoplasmique où les trois protéines de surface du virus sont 

synthétisées. L’assemblage est rendu possible par l’interaction entre les 

protéines HBc et les protéines L-HBs. 

- Les virions enveloppés sont alors conduits à la membrane cytoplasmique ou ils 

sont relâchés à l’extérieur de la cellule. Ils peuvent contenir l’ADN viral sous 

forme ADNrc ou sous forme ADNdsl.  

- Des particules subvirales formées par les antigènes HBs ainsi que des 

antigènes HBe sont également sécrétés à l’extérieur de la cellule hôte.  

Dans le cas d’une infection par un virion contenant de l’ADNdsl, ce dernier pourrait 

être complémenté pour former de l’ADNccc comme cela a été montré dans les 

modèles animaux. Ce nouvel ADNccc contenant des insertions, il ne permet pas la 

synthèse d’ADNrc mais pourrait représenter néanmoins une large proportion du pool 

d’ADNccc dans le noyau des cellules infectées. Par ailleurs, cet ADNccc modifié 

pourrait potentiellement être transformé en ADNccc « classique » via un mécanisme 

de recombinaison homologue (Yang et al., 1996; Yang and Summers, 1998).  

 

B. Biologie de l’infection 

 

Longtemps négligées par rapport à d’autres maladies infectieuses telles que la 

tuberculose, le paludisme ou le VIH, les hépatites virales ont été ajoutées en 2015 à 

la liste des maladies à combattre dans le cadre du Programme de développement 

durable à l’horizon 2030 de l’Organisation des Nations Unies (ONU).  

L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a donc adopté en mai 2016 une stratégie 

mondiale sur les hépatites virales pour les années 2016-2021. Le but est d’éliminer les 
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hépatites virales des problèmes de santé publique majeurs, en mettant l’accent sur les 

Hépatites B et C qui regroupent 95% des décès liés aux hépatites virales. L’OMS 

souhaite atteindre cet objectif en réduisant de 90% les nouvelles infections par ces 

deux virus et de 65% le taux de mortalité associé. Les moyens mis à avant pour 

l’Hépatite B sont l’augmentation de la couverture vaccinale dès la naissance, le test 

systématique des dons de sang, l’amélioration des conditions d’injections, 

l’augmentation du nombre de personnes diagnostiqués ainsi que du nombre de 

personnes sous traitement (World Health Organization, 2016a). 

 

1) Epidémiologie 

 

L’ensemble des hépatites virales (A, B, C, D et E) a été la cause en 2015 de 1,45 

millions de décès dans le monde. Environ 47% de ces décès étaient imputables au 

VHB, 48% au VHC et le reste aux virus des Hépatites A et E. Cette mortalité est 

comparable à celle liée au VIH ou à la tuberculose mais alors que dans ces deux 

derniers cas les chiffres sont en diminution d’année en année, le nombre de décès liés 

aux hépatites virales est encore en augmentation (Figure 16A). Ce nombre a en effet 

augmenté de 63% entre 1990 et 2013 (Stanaway et al., 2016). En 2015, le nombre de 

patients ayant une hépatite B chronique était estimé à 3,5% de la population mondiale 

(257 millions de personnes). Seulement 9% d’entre eux avaient été diagnostiqué (22 

millions), et seulement 8% de ces derniers (1,7 millions) bénéficiaient d’un traitement 

contre l’infection (Thomas, 2019; World Health Organization, 2017) (Figure 16B). 

 

 

Figure 16 : Epidémiologie du VHB dans le monde. (A) Evolution de la mortalité 

annuelle mondiale des principales maladies infectieuses. (B) Situation en 2015 et 

objectifs pour 2030 de la prise en charge de l’infection par le VHB (Thomas, 2019). 
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De plus, ces chiffres ont une grande disparité en fonction des régions du monde. Les 

régions de forte endémicité sont l’Afrique et le Pacifique occidental (regroupant l’Asie 

de l’Est et l’Océanie) qui rassemblent 68% des personnes infectées. Alors que la 

prévalence de l’infection est respectivement de 6,1% et 6,2% dans les deux régions 

mentionnées, elle n’est que de 0,7% en Amérique, 1,6% en Europe et 2% en Asie du 

Sud-Est. La prévalence et l’incidence de l’infection par le VHB sont respectivement 7,4 

fois et 9,2 fois plus élevées dans les pays à faible revenu que dans les pays à revenu 

élevé. Cependant la proportion de personnes diagnostiquées est de 0,8% dans les 

premiers contre 18% dans les derniers, et parmi ces personnes, la proportion qui est 

sous traitement est de 9% et 14% respectivement (World Health Organization, 2017). 

La mortalité liée à l’infection par le VHB peut être due directement à une infection aigüe 

mais elle est plus fréquemment causée par le développement d’une cirrhose ou d’un 

CHC chez les patients ayant une infection chronique, comme cela sera développé 

dans la partie suivante sur l’histoire naturelle de l’infection. En 2016, 11% des décès 

liés à l’Hépatite B faisaient suite à une infection aigüe, 50% à une cirrhose et 39% à 

un cancer du foie. Mais ces pourcentages sont également très variables suivant les 

régions du monde (World Health Organization, 2016b) (Figure 17). 

 

 
  

Figure 17 : Mortalité liée au VHB dans les six régions définies par l’OMS   

(World Health Organization, 2016b). 
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2) Histoire naturelle de l’infection 

 

Les virions peuvent être présents en grande quantité dans le sang (entre 105 et 1010 

copies/mL) mais également dans la salive, la sueur et dans les sécrétions (sperme, 

sécrétions vaginales, selles et urine) dans une moindre mesure (inférieur à 106 

copies/mL) (Kidd-Ljunggren et al., 2006). Le VHB se transmet donc via un contact 

direct ou indirect avec du sang ou du sperme de personnes infectées. Trois modes de 

transmission principaux ont été identifiés. Dans les régions très endémiques, le VHB 

est transmis majoritairement par voie périnatale, alors que dans les régions peu 

endémiques, ce sont les transmissions par voie sexuelle qui prédominent. La troisième 

source d’infection est liée à la réutilisation d’aiguilles ou de seringues ayant été en 

contact avec du sang contaminé ou à la transfusion de sang contaminé. Le VHB est 

un virus non-cytopathique : les dommages observés sur le foie sont provoqués par la 

réponse immunitaire de l’hôte infecté (Trépo et al., 2014). 

Au total, près de 30% de la population mondiale présente des marques d’infection par 

le VHB passée ou présente. L’histoire naturelle de l’infection est schématisée sur la 

Figure 18 ci-dessous. 

 

 

Figure 18 : Histoire naturelle de l’infection par le VHB                               

(Adaptée de Lampertico et al., 2017; Trépo et al., 2014; Yim and Lok, 2006). 
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Infection aigüe : 

Après contamination par le VHB, le temps d’incubation varie entre 2 et 3 mois (avec 

des extrêmes allant de 1 à 6 mois). L’incubation est suivie d’une période prodromique 

qui dure moins de deux semaines et dont les signes sont une légère fièvre, de la 

fatigue, des nausées et des douleurs abdominales. Il est très fréquent que l’infection 

passe du coup inaperçue auprès des patients. En effet, l’infection aigüe n’entraîne 

aucun symptôme clinique dans 60 à 80% des cas, ou souvent uniquement les 

symptômes non spécifiques mentionnés. Ils peuvent être accompagnés d’une jaunisse 

associée à une urine sombre (dans moins d’un tiers des cas) (Dény and Zoulim, 2010). 

Au niveau biologique, le premier marqueur à apparaître est l’AgHBs qui augmente 

avec la quantité d’ADN viral dans le sang et l’AgHBe qui est également détectable de 

façon transitoire. Les anticorps anti-HBc apparaissent peu après et restent stables tout 

au long de la vie du patient, ils témoignent du contact avec le virus. Simultanément, la 

cytolyse du foie est reflétée par une augmentation du niveau des enzymes 

transaminases dans le sérum : les ALanine AminoTransférases (ALT) et les ASpartate 

AminoTransférases (AST). La résolution de l’infection est caractérisée par la 

disparition de l’ADN viral dans le sérum et la séroconversion HBs, c’est-à-dire la 

disparition des AgHBs et l’apparition d’anticorps anti-HBs.  Dans moins de 1% des cas, 

l’hépatite aigüe progresse en hépatite fulminante, qui a un taux de mortalité de 80%  

en l’absence de transplantation hépatique (Trépo et al., 2014). 

L’infection aigüe peut se transformer en infection chronique si l’AgHBs persiste dans 

le sang pendant plus de six mois. Le risque de transformation en hépatite chronique 

diminue avec l’âge : il est de 95% chez les nouveau-nés, de 20-30% chez les enfants 

(âgés de 1 à 5 ans) et de moins de 5% chez les adultes (Trépo et al., 2014).  

Infection chronique : 

L’infection chronique est un processus dynamique qui reflète l’interaction entre la 

réplication virale et la réponse du système immunitaire de la personne infectée. Tous 

les patients ayant une infection chronique du VHB ne développent pas une hépatite 

chronique (Lampertico et al., 2017). L’évolution de la maladie chronique peut être 

décomposée en 5 phases qui ne sont pas nécessairement séquentielles et dont la 

terminologie a été modifiée en 2017 par l’EASL (European Association for the Study 

of the Liver) (Lampertico et al., 2017) (Figure 19). 
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Figure 19 : Les 5 phases de l’infection B chronique (Fanning et al., 2019). 

 

- Phase 1 : Infection chronique avec AgHBe positif, caractérisée par la présence 

d’AgHBe et d’une quantité d’ADN viral très élevée dans le sérum, ainsi que d’un 

niveau d’ALT normal. Pendant cette phase généralement asymptomatique, le 

virus réplique fortement et les patients sont très contagieux étant donné 

l’importance de leur charge virale. Il n’y a cependant pas ou peu d’inflammation 

et de fibrose dans le foie. Le taux de séroconversion spontanée de l’AgHBe à 

ce stade est très rare.  

 

- Phase 2 : Hépatite chronique avec AgHBe positif, caractérisée par la présence 

d’AgHBe et d’une quantité d’ADN viral élevée dans le sang, ainsi que d’un 

niveau élevé d’ALT. La réponse immunitaire s’intensifie et entraîne l’apparition 

de dommages hépatiques (inflammation et progression de la fibrose). La plupart 

des patients vont alors avoir une séroconversion de l’AgHBe (10-20% par an), 

mais avec ou sans contrôle de la réplication virale. 

 

- Phase 3 : Infection chronique avec AgHBe négatif, caractérisée par la présence 

d’anticorps anti-HBe, d’une quantité d’ADN viral faible ou indétectable, ainsi que 

d’un niveau d’ALT normal. Pendant cette phase, un équilibre s’installe entre la 

réplication virale et la réponse du système immunitaire. La réplication est donc 

limitée, l’inflammation et la fibrose dans le foie sont minimales, et les patients 
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n’ont donc qu’un risque faible de développer une cirrhose ou un CHC pendant 

cette phase de l’infection. Chez 1 à 3% de ces patients, l’AgHBs devient négatif 

spontanément, avec ou sans séroconversion. 

 

- Phase 4 : Hépatite chronique avec AgHBe négatif, caractérisée par la présence 

d’anticorps anti-HBe, d’une quantité d’ADN viral modérée ou élevée, ainsi que 

d’un niveau d’ALT élevé (de façon persistante ou intermittente). Le système 

immunitaire ne permet plus le contrôle de la réplication virale, l’histologie du foie 

témoigne d’une atteinte hépatique modérée ou sévère avec nécro-inflammation 

et fibrose. Le taux de séroconversion HBs et donc de rémission spontanée des 

patients à ce stade est très faible. 

 

- Phase 5 : Infection occulte (OBI – Occult B Infection), caractérisée par 

l’absence d’AgHBs dans le sérum et de la présence d’anticorps anti-HBc mais 

pas nécessairement d’anticorps anti-HBs. Le niveau d’ALT est normal, et l’ADN 

viral est en général indétectable dans le sérum. Cependant, de l’ADNccc reste 

présent dans le foie. Si l’AgHBs devient négatif avant le développement de la 

cirrhose, le risque pour les patients d’avoir une décompensation hépatique ou 

un CHC est minimal, mais le risque reste élevé pour les patients cirrhotiques. 

Enfin, une réactivation du virus peut être observée en cas 

d’immunosuppression. 

Cette histoire naturelle de l’infection B chronique est déterminée par un ensemble de 

facteurs liés au virus (génotype, mutations ponctuelles, quantité d’ADN viral), à 

l’individu infecté (sexe, âge, histoire familiale) et à l’environnement (co-infection avec 

d’autres virus comme les virus de l’Hépatite C, de l’Hépatite D ou le VIH, expositions 

à des toxines comme l’Aflatoxine B1, autres sources d’inflammation du foie comme 

l’alcool ou les syndromes métaboliques) (Croagh, 2014). 

Par ailleurs le risque d’évolution de l’infection chronique vers la cirrhose et le 

développement d’un carcinome hépatocellulaire (CHC) est variable et dépend 

fortement de la réponse immunitaire de l’individu infecté. Chez les patients atteints 

d’une Hépatite B chronique non traitée, l’incidence cumulée sur 5 ans de la cirrhose 

varie entre 8 et 20%. Chez les patients ayant déjà développé une cirrhose, le risque 

cumulé sur 5 ans de décompensation hépatique est de 20% et le risque annuel de 

développer un CHC est de 2 à 5% (Lampertico et al., 2017).  
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3) Prophylaxie et traitements actuels 

 

Vaccination : 

Les premiers vaccins ont été développés à la fin des années 1970 aux Etats-Unis et 

en France. Il s’agissait de vaccins contenant des AgHBs issus du sérum de patients 

ayant été infectés. Ils ont peu à peu été remplacés par des vaccins recombinants 

contenant les protéines d’enveloppe du virus. Une seconde génération a été mise au 

point dans les années 1980 à partir de la transfection de séquences codant pour la 

protéine S-HBs dans des levures. Ces vaccins recombinants sont désormais utilisés à 

l’échelle mondiale et leur efficacité est proche de 100%. Des facteurs peuvent 

cependant diminuer la réponse vaccinale chez certains patients (âge avancé, 

insuffisance rénale, co-infection par le VIH et immunosuppression). Les régions 

préS1/préS2 ayant aussi été décrites comme immunogènes, une troisième génération 

de vaccins contenant les deux protéines S-HBs et M-HBs avec ou sans L-HBs, a alors 

été générée et s’est avéré efficace pour ces groupes de patients (Shouval et al., 2015). 

La vaccination universelle à la naissance a été recommandée par l’OMS en 1991, et 

elle est désormais obligatoire dans de nombreux pays. En 2015, la couverture 

vaccinale mondiale était de 84%. Ces politiques ont permis une réduction considérable 

du nombre de transmissions du VHB. En effet, depuis que l’administration d’un vaccin 

a été largement mise en place dans le début des années 2000, la proportion d’enfants 

de moins de 5 ans devenant porteurs chroniques est passée de 4,7% à 1,3%. 

Cependant, la couverture vaccinale mondiale reste faible parmi les nouveau-nés, elle 

n’était que de 39% en 2015. Ces vaccinations à la naissance sont pourtant la meilleure 

prévention contre la transmission du virus de la mère à l’enfant qui constitue 

actuellement la majorité des nouvelles infections. Cela reste notamment un problème 

de santé publique très important en Afrique puisqu’en 2015 la couverture vaccinale 

des nouveau-nés n’était que de 10% et la proportion d’enfants de moins de 5 ans 

devenant porteurs chroniques était encore de 3% (World Health Organization, 2017). 

La vaccination est donc la meilleure arme pour lutter contre les nouvelles infections 

mais elle n’a aucun effet sur les personnes déjà infectées. La majorité des personnes 

ayant une hépatite B chronique actuellement est en effet née avant qu’un vaccin contre 

le virus ait été largement diffusé et administré dès l’enfance.  
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Marqueurs biologiques : 

Un test de dépistage du VHB analyse la positivité des marqueurs sérologiques 

suivants : AgHBs, anticorps anti-HBc et anticorps anti-HBs. La positivité des AgHBs 

indique que la personne est en cours d’infection, la positivité des anticorps anti-HBc 

témoigne d’un contact présent ou passé avec le virus, la positivité des anticorps anti-

HBs prouve que la personne est immunisée grâce à la vaccination ou suite à la 

résolution d’une infection passée (Davison and Strasser, 2014). 

Pour les patients atteints d’Hépatite B chronique, la décision de débuter un traitement 

dépend principalement des trois marqueurs suivants : la quantité d’ADN viral et les 

niveaux d’ALT dans le sérum et la sévérité des atteintes hépatiques. Les 

recommandations de l’EASL indiquent qu’il faut administrer un traitement aux patients 

en phase d’hépatite chronique, c’est-à-dire avec un niveau d’ALT élevé ou avec des 

atteintes hépatiques déjà importantes (qu’ils soient AgHBe positif ou négatif, et avec 

ou sans cirrhose). En revanche, les indications sont plus flexibles si le patient ne 

présente pas de dommage au foie. Il est néanmoins recommandé de mettre sous 

traitement un patient s’il a une charge virale élevé et qu’il est âgé de plus de 30ans, 

ou s’il a des antécédents familiaux de cirrhose ou de CHC (Lampertico et al., 2017). 

 

Traitements actuels : 

L’objectif du traitement est multiple : supprimer ou réduire à un niveau indétectable la 

quantité d’ADN viral dans le sang, induire la perte de l’AgHBe (indicateur d’un contrôle 

partiel de l’infection par le système immunitaire), stopper la progression des atteintes 

hépatiques (normalisation du niveau des ALT) et idéalement induire la perte de 

l’AgHBs (indicateur de la « guérison fonctionnelle ») (Lampertico et al., 2017). 

Il existe actuellement deux stratégies de traitement : par interféron-α pégylé (PegIFNα) 

et par analogues nucleos(t)idiques (NA), dont les principes et les avantages et 

inconvénients sont détaillés ci-dessous (Lampertico et al., 2017; Zoulim et al., 2016). 

- L’IFN-α pégylé est une cytokine de l’immunité innée qui induit l’expression des 

gènes ISGs (Interferon Stimulated Genes) codant pour des protéines aux propriétés 

antivirales, et qui favorise la différentiation et l’activation de cellules immunitaires. Chez 

les patients infectés par le VHB, l’IFN-α pégylé va notamment activer les cellules NK 

(Natural Killer) pour éliminer les cellules infectées, inhiber la transcription de l’ADNccc 
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grâce à une régulation épigénétique, bloquer l’assemblage de la capside, mais aussi 

directement dégrader l’ADNccc via l’activation du gène APOBEC3A. L’avantage 

principal du traitement par IFN-α pégylé est qu’il induit une réponse immunitaire à long-

terme via une stimulation immunitaire innée tout en étant administré sur une durée 

limitée (48 semaines). Il est cependant moins bien toléré, et les réponses sont très 

variables en fonction des patients. Il ne peut notamment pas être utilisé chez des 

personnes ayant eu une décompensation hépatique, une transplantation du foie ou 

sous immunosuppression. La suppression virale est atteinte chez 10 à 40% des 

patients, et la normalisation des niveaux d’ALT chez 35 à 50% des patients. La perte 

de l’AgHBs est observée dans 10% des cas au bout de 3 ans après traitement. 

 

- Les analogues nucleos(t)idiques (NA) ciblent directement le virus en inhibant 

l’activité de transcription inverse de la polymérase virale : ils entravent l’élongation de 

l’ADN viral simple-brin qui est synthétisé à partir de l’ARNpg. Les conséquences sont 

la diminution de la production de virions et du recyclage des capsides ainsi que 

théoriquement de la quantité d’ADNccc même si cette dernière affirmation n’est 

observée qu’après plusieurs années de traitement. Les NA n’inhibent pas cependant 

la formation de novo d’ADNccc dans les cellules nouvellement infectées. Ces 

traitements sont classés en deux catégories suivant l’émergence de mutations dans le 

génome du VHB qui rende le virus résistant : la lamiduvine, l’adéfovir et le telbivudine 

ont une barrière faible face à ces résistances alors que l’entécavir et le ténofovir ont 

une barrière forte. Ces derniers sont donc désormais largement recommandés, ils sont 

bien tolérés et ont une forte efficacité antivirale à long-terme chez une grande majorité 

des patients en diminuant rapidement la quantité d’ADN viral dans le sérum. La 

suppression virale est atteinte chez 60 à 75% des patients après 3 ans de thérapie, et 

la normalisation des ALT chez 75 à 80% des patients. La perte de l’AgHBs est 

observée dans 12% des cas après 7 ans de traitement au ténofovir.  

La négativité de l’AgHBs, principalement liée à une séroconversion et donc associée 

à l’apparition d’anticorps anti-HBs, est appelé « Guérison fonctionnelle » et permet en 

général l’arrêt des traitements antiviraux même si elle n’est que rarement atteinte. 

L’infection n’est cependant pas éradiquée à cause de la persistance dans le noyau 

des cellules hépatiques de l’ADNccc et d’ADN viral intégré, qui ne sont pas ciblé par 

les thérapies actuelles. Les patients restent donc à risque de développer un CHC et 

cela sera développé dans la partie III. 
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4) Enjeux et nouvelles cibles thérapeutiques 

 

L’enjeu des nouveaux traitements est à la fois de cibler le pool d’ADNccc qui persiste 

dans le noyau des cellules infectées pour supprimer le virus, et de parer au 

dysfonctionnement de la réponse immunitaire pour l’aider à supprimer les cellules 

infectées. Le fait qu’une « guérison complète » nécessite l’élimination du virus à 

l’intérieur des cellules infectées ou bien l’élimination totale de ces cellules n’est pas 

encore déterminé. De nouvelles cibles thérapeutiques ont été identifiées par la 

recherche académique et industrielle et ont font l’objet de nombreuses publications qui 

vont être résumées dans les paragraphes qui suivent (Fanning et al., 2019; Martinez 

et al., 2019; Revill et al., 2019) et qui sont représentées sur la Figure 20 ci-dessous. 

Certaines molécules sont d’ores et déjà évaluées dans des modèles précliniques ou 

dans les premières phases du développement clinique (Hepatitis B Foundation, 2020; 

Martinez et al., 2020). 

 

 

Figure 20 : Cibles thérapeutiques actuelles et futures du VHB. Les cibles 

antivirales sont dans la partie haute et les cibles immunologiques dans la partie  

basse de la figure (Revill et al., 2019). 
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Thérapies antivirales : La maintenance du pool d’ADNccc sous traitement peut être 

due à la réplication virale qui n’est pas totalement supprimée bien que la production 

de nouveaux virions soit suffisamment faible pour être indétectable avec les 

technologies de dépistage utilisées. Les particules virales nouvellement produites 

peuvent alors participer au renouvellement du pool d’ADNccc en infectant d’autres 

hépatocytes ou en étant recyclées directement à l’intérieur de la cellule. Les thérapies 

antivirales qui sont actuellement à l’étude suivent les stratégies suivantes : 

- Inhiber l’entrée du virus dans les hépatocytes en empêchant l’interaction entre 

le récepteur NTCP et les antigènes HBs (phase IIb) 

- Inactiver directement l’ADNccc en le clivant avec des nucléases ou en induisant 

des mutations ou délétions avec des endonucléases de type « CRISPR-Cas9 » 

(phase préclinique) 

- Inhiber la transcription de l’ADNccc en restaurant l’expression du complexe 

Smc5/6 (via l’inhibition d’HBx – phase I) ou en modifiant la structure 

chromatinienne de l’ADNccc (via la modification des interactions entre l’ADNccc 

et les histones – phase I) 

- Dégrader les transcrits viraux à l’aide d’ARN interférants (phase II), 

d’oligonucléotides antisens (ASOs) (phase II) ou de molécules déstabilisant les 

ARNs (phase I), pour limiter la production d’AgHBs synthétisés à la fois par 

l’ADNccc et par l’ADN viral intégré 

- Inhiber la transcription inverse avec des nucléos(t)ides analogues plus efficaces 

et plus rapides (phase III) ou avec des inhibiteurs de l’activité RNAseH 

- Inhiber l’assemblage de la capside (phase II) 

- Inhiber la production d’AgHBs avec des polymères d’acides nucléiques (NAPs) 

(Phase II) 

 

Immunothérapies : Les patients contrôlant l’infection par le VHB ont une activation 

coordonnée de leur immunité humorale et cellulaire contre le virus, et les deux types 

d’immunités sont a priori nécessaires. Etant donné que le VHB a la particularité 

d’échapper à la reconnaissance de l’immunité innée, réinstaurer cette immunité 

pourrait potentiellement permettre le contrôle de l’infection. Cela est observé dans les 

co-infections avec les virus de l’Hépatite C ou Hépatite D : ces virus entraînent, en 

déclenchant une réponse immunitaire innée, une diminution de la réplication du VHB. 
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Par ailleurs, les approches d’immunothérapies semblent pour l’instant peu efficaces 

pour stimuler l’immunité contre le VHB et cela peut s’expliquer par le fait que les 

cellules T spécifiques au VHB existent en faible quantité et ont un phénotype 

d’épuisement. Néanmoins, plusieurs thérapies sont actuellement étudiées 

pour remédier à la défaillance immunitaire et suivent les stratégies suivantes : 

- Activer la réponse immunitaire innée à l’aide de cytokines antivirales, 

d’agonistes des récepteurs Toll-Like (TLR) (TLR7 et TLR8 – Phase I) agissant 

dans les cellules immunitaires, ou d’agonistes de la protéine RIG-I agissant 

dans les hépatocytes 

- Activer la réponse immunitaire adaptative à l’aide d’anticorps bloquant 

l’interaction PD1-PDL1 ou de vaccins thérapeutiques (Phase I) 

- Utiliser des cellules T spécifiques au VHB modifiées (« engineered ») 

- Utiliser des récepteurs aux cellules T (TCR) solubles pouvant rediriger les 

cellules T endogènes vers les hépatocytes infectés 

L’environnement intra-hépatique des patients avec une infection B chronique 

(présence d’un infiltrat inflammatoire, fibrose, cirrhose) ainsi que la persistance 

d’antigènes viraux dans leur sérum et dans leur foie sur une durée longue, peuvent 

modifier leur profil immunologique et ainsi altérer l’efficacité de certains traitements. 

L’enjeu actuel repose donc principalement sur la mise au point de stratégies de 

combinaisons thérapeutiques adaptés aux patients afin d’améliorer la prise en charge. 

 

C. Influence des facteurs viraux sur l’infection : variabilité du 

génome et co-infections 

 

Comme cela a été mentionné précédemment, l’histoire naturelle de l’infection par le 

VHB est déterminée non seulement par les caractéristiques de l’individu infecté et de 

son mode de vie (sexe, âge, consommation d’alcool, syndrome métabolique…) mais 

également par des facteurs viraux liés au VHB ou à d’autres virus. En effet, les 

conséquences cliniques peuvent différées en fonction du génome du VHB à l’origine 

de l’infection et être impactées par la présence d’autres virus dans l’organisme en cas 

de co-infections par le Virus de l’Hépatite C (VHC), le Virus de l’Hépatite D (VHD) ou 

encore le Virus de l’Immunodéficience Humaine (VIH) (McMahon, 2009). 



INTRODUCTION 

77 

Par ailleurs, la diversité des génomes du VHB peut être divisée en deux catégories : 

une variabilité génotypique qui résulte de l’évolution progressive du génome en 

l’absence de pression sélective, et une variabilité phénotypique issue de l’adaptation 

du virus à des pressions sélectives (réponse immunitaire de l'hôte, vaccination, et 

traitements antiviraux). Les variants génotypiques sont sélectionnées s’il améliorent 

les capacités globales de réplication virale (la « fitness » du virus), alors que les 

variants phénotypiques ne peuvent être conservés que s’ils permettent au virus de 

résister face à des pressions antivirales précises (Kay and Zoulim, 2007). 

 

1) Variabilité génotypique 

 

La variabilité du VHB est liée au taux d’erreur associé à l’étape de transcription inverse 

effectuée par la polymérase virale, et par la très grande quantité de virions produits 

quotidiennement chez un individu infecté (jusqu’à 1012 particules virales par jour). La 

polymérase n’ayant pas d’activité 3’-5’ exonucléase permettant la correction de ses 

erreurs, le taux de mutation du génome viral est donc estimé entre 10-3 et 10-6 par site 

et par an, ce qui est considérablement plus élevé que chez les autres virus à ADN 

(Kramvis, 2014; Lazarevic, 2014). Ces mutations ne conduisent cependant pas 

nécessairement à des clones pouvant se répliquer. En effet, les différents ORFs du 

génome viral étant superposés, une mutation sur un gène viral n’entraînant pas de 

conséquences directes sur la protéine qu’il code peut néanmoins altérer 

considérablement le gène chevauchant ou impacter des séquences régulatrices ou 

structurelles du génome. Au final, le VHB ne peut donc tolérer qu’une faible diversité 

et l’émergence de mutants reste plus lente que chez des virus à ARN ayant le même 

taux de mutation comme le VIH ou le VHC (Kay and Zoulim, 2007). 

La première classification des souches du VHB était basée sur la définition de neuf 

sérotypes à partir de séquences présentes dans les déterminants antigéniques de la 

protéine AgHBs. Le développement du séquençage de nouvelle génération a permis 

d’effectuer une nouvelle classification basée sur la comparaison des séquences 

nucléotidiques entières des différentes souches virales. Huit principaux génotypes 

identifiés de A à H sont officiellement répertoriés dans les classifications taxonomiques 

et deux autres génotypes I et J ont été décrits plus récemment mais semblent plus 



INTRODUCTION 

78 

minoritaires. Ces dix génotypes ont ensuite été subdivisés en 38 sous-génotypes. 

Génotypes et sous-génotypes sont définis comme ayant plus de 8% et 4% de 

divergence respectivement dans leur séquence nucléotidique. Certains de ces sous-

génotypes sont des virus recombinants issus d’une co-infection entre plusieurs 

génotypes du VHB. Les jonctions entre les séquences des différents génotypes se 

situent principalement dans la région préCore/Core (Tong and Revill, 2016). La 

longueur des génomes des différents génotypes varie entre 3182 et 3248 nucléotides 

en fonction d’insertions ou délétions présentes dans les régions préS1 et C (Figure 

21). Il existe désormais plusieurs bases de données disponibles en ligne répertoriant 

les génotypes du VHB décrits dans la littérature et permettant des analyses 

phylogénétiques (McNaughton et al., 2020). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 21 : Différences entre les séquences nucléotidiques des différents 

génotypes du VHB. (McNaughton et al., 2020). 

 

La corrélation entre les génotypes et la répartition géographique des patients infectés 

a longuement été caractérisée (Figure 22). Les génotypes B et C sont majoritairement 

présents en Asie, le génotype E en Afrique sub-saharienne, les génotypes A et D en 

Europe et Amérique du Nord et les génotypes F et H en Amérique du Sud. Le génotype 

G a comme particularité d’être retrouvé principalement chez des hommes ayant des 

relations sexuelles avec d’autres hommes et d’être associé à une co-infection avec le 

Virus de l’Immunodéficience Humaine (VIH) (Tong and Revill, 2016). 
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Figure 22 : Répartition des génotypes du VHB dans le monde. La taille des 

lettres indique la prévalence relative de chaque génotype au sein d’une même région 

(Kao et al., 2010). 

 

Des études épidémiologiques ont montré que la variabilité génotypique du VHB est 

associée à la progression de l’infection et de la maladie hépatique ainsi qu’à la réponse 

aux traitements. Mais la majorité de ces études ayant été effectuée au sein d’une 

même région, cela ne permet pas la comparaison entre l’ensemble des génotypes. 

Ainsi en Asie, le génotype C est associé à une maladie hépatique plus sévère et à un 

risque plus élevé de développer un CHC par rapport au génotype B, et en Europe le 

génotype D est associé à un moins bon pronostic et à une plus grande incidence du 

CHC par rapport au génotype A (Valaydon and Locarnini, 2017). 

 

2) Variabilité phénotypique 

 

La variabilité phénotypique d’un virus apparaît suite à une pression de sélection 

(réponse immunitaire de l'hôte, vaccination, et traitements antiviraux) et va être à 

l'origine de l'émergence de mutants (Kay and Zoulim, 2007). La première étape de 

l’infection qui consiste à l’établissement d’une infection chronique est plus efficace 

lorsque les virus ne sont pas mutés car elle nécessite une tolérance immunitaire qui 

est favorisée par la présence d’AgHBe et d’un excès de particules subvirales. Les 
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mutations apparaissent par la suite, lorsque le système immunitaire est actif et 

commence à éliminer les cellules infectées. Les immunités humorales et cellulaires 

sont alors une pression de sélection importante qui participe fortement à l’émergence 

de ces mutants. Les mutations sélectionnées répondent ainsi à deux nécessités : 

réduire ou supprimer la production d’AgHBe et de particules subvirales afin de modifier 

les épitopes antigéniques des protéines virales et de permettre un échappement 

immunitaire, ou augmenter les capacités de réplication virale pour compenser la 

destruction des virions par le système immunitaire (Tong and Revill, 2016). 

 

Les conséquences des mutations varient en fonction des régions du génome : 

- Mutations de la région préCore/Core pour supprimer l’expression d’AgHBe 

Un nombre croissant de patients conservent une réplication virale malgré l’absence 

d’AgHBe dans leur sérum. Cela s’explique par la présence de mutations situées dans 

la région préC ou dans le promoteur de cette région. Plusieurs sites de mutations ont 

été décrits dans cette partie du génome, mais les altérations les plus fréquentes sont 

la double mutation A1762T/G1764A et la mutation G1896A (Tong and Revill, 2016). 

Les mutations A1762T et G1764A sont situées dans la région promotrice de l’ORF 

préC/C (dans le Promoteur Basal du Core (PBC)) et entraînent une forte diminution de 

l’expression de l’AgHBe ainsi qu’une augmentation de la réplication virale. Cette 

double mutation est associée à des atteintes hépatiques plus sévères chez les patients 

infectés, et favorise la progression de la maladie chronique vers une fibrose avancée 

et une cirrhose ainsi que le développement d’un CHC (Lazarevic, 2014).  

La mutation G1896A introduit un codon Stop dans la région préCore et inhibe donc 

totalement la synthèse de l’AgHBe. Son impact sur le développement de la maladie 

hépatique demeure cependant controversé. Certaines études montrent une 

association avec des lésions hépatiques sévères, d’autres relient au contraire cette 

mutation avec une meilleure évolution clinique en l’absence de mutations du PBC. Ces 

différences pourraient être liées à l’ethnicité des patients (Ducancelle et al., 2016).  

Les altérations du PBC et du préCore peuvent être associées entre elles, les mutations 

du PBC apparaissant a priori en premier, avant l’émergence des mutations du préCore 

pendant la séroconversion de l’AgHBe. Cette combinaison favorise par ailleurs la 

survenue d’hépatites fulminantes lors la phase aigüe de l’infection (Lazarevic, 2014). 
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- Mutations de la région préS/S pour altérer l’expression des AgHBs et échapper 

à la neutralisation des anticorps anti-HBs 

Des substitutions dans la région immunogène de l’ORF S peuvent avoir d’importantes 

conséquences sur la mise en place de l’immunité contre l’infection et peuvent 

notamment favoriser un échappement immunitaire après vaccination ou après 

traitement par immunoglobulines anti-HBV. La mutation la plus décrite est la 

substitution G145R qui permet un échappement vaccinal. Un autre effet des mutations 

de la région S est que les AgHBs produits peuvent ne plus être détectés par les tests 

diagnostiques utilisés en clinique, et certains patients ont donc un statut AgHBs négatif 

tout en ayant de l’ADN viral détectable dans le foie et/ou dans le sérum. Ces mutations 

constituent une des explications proposées pour les infections occultes, définies 

comme la présence d’ADN viral réplicatif en absence d’AgHBs (Lazarevic, 2014).  

Par ailleurs, de larges délétions ont été fréquemment détectées dans la région préS 

dans des tissus de CHC. Ces délétions entraîneraient une rétention des protéines 

d’enveloppe, déclenchant un stress oxydatif et des dommages à l’ADN, ce qui 

favoriserait donc la prolifération et transformation tumorale (Tong and Revill, 2016).  

- Mutations de la région P pour résister aux traitements antiviraux 

Comme cela a déjà été mentionné, les traitements antiviraux majoritairement utilisés 

à l’heure actuelle sont des analogues nucléos(t)idiques (N) qui inhibent la polymérase 

virale pendant l’étape de transcription inverse. Ces traitements devant être pris 

pendant des durées longues, ils favorisent l’émergence de variants de résistance 

situés au niveau du site catalytique de la transcriptase inverse. Les mutations primaires 

confèrent directement la résistance et des mutations secondaires ou compensatoires 

augmentent la capacité de réplication des mutants (Lazarevic, 2014). La lamiduvine, 

l’adéfovir et le telbivudine ont des barrières génétiques faibles et nécessitent souvent 

un changement de traitement (Lampertico et al., 2017). La lamivudine a le moins bon 

profil de résistance : des variants se développent dans 23% et 80% des patients après 

12 mois et 5 ans de traitement respectivement (Tong and Revill, 2016). L’entécavir et 

le ténofovir ont une barrière génétique plus forte et les mutations de résistance créées 

par ces traitements sont pour l’instant des événements rares : des mutations ont été 

décrites chez 1,2% des patients après 5 ans pour l’entécavir, et aucune mutation n’a 

été rapportée après 4 ans pour le ténofovir (Lazarevic, 2014) (Table 1). 
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Table 1 : Principaux variants de résistance du VHB face aux antiviraux actuels. 

Le profil des variants est indiqué par une lettre pour chaque traitement : S (sensible), 

I (susceptibilité intermédiaire/réduite), ou R (résistant) (Lampertico et al., 2017). 

 

Ces mutations de la région P peuvent également impacter la région S superposée et 

donc favoriser un échappement immunitaire chez ces patients (Tong and Revill, 2016). 

- Mutations de la région X dont l’impact n’est encore précisément déterminé 

Des mutations et des délétions de la région X ont été fréquemment décrites dans les 

CHC, et les formes intégrées du VHB sont en général tronquées à l’extrémité 3’ de 

l’ORF X. Ces altérations joueraient un rôle important dans le développement tumoral 

(Lazarevic, 2014), mais cela sera évoqué dans la partie III.B.3. 

 

3) Co-infections virales 

 

Des co-infections par le VHC, le VHD et le VIH sont fréquemment observées chez les 

patients infectés par le VHB. Tous ces virus utilisant les mêmes voies de transmission, 

deux infections peuvent parfois avoir lieu simultanément. Cependant, ces co-infections 

apparaissent généralement en deux temps, lorsqu’un patient ayant une infection 

chronique est infecté par un deuxième virus, déclenchant alors une « superinfection ». 

On parle d’effet dominant d’un virus lorsqu’il réplique plus activement et supprime la 

réplication du virus non-dominant. Les co-infections posent souvent des complications 

par rapport aux traitements administrés (Mavilia and Wu, 2018). 

  

- Co-infection VHB/VHC 

La co-infection VHB/VHC est principalement due à une superinfection du VHC chez 

des patients ayant une infection B chronique. Elle a une prévalence mondiale qui varie 

entre 1 et 15% mais qui serait probablement sous-estimée à cause de la présence 
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d’infections B occultes (OBI) qui ne sont pas diagnostiquées. En effet, des études 

estiment que jusqu’à 50% des patients ayant une infection C chronique aurait une OBI 

(Konstantinou and Deutsch, 2015; Mavilia and Wu, 2018). 

Bien que ces deux virus aient tous les deux un tropisme hépatique, leurs cycles de 

réplications sont très différents. Alors que le VHB est un virus à ADN répliquant dans 

le noyau, le VHC est un virus à ARN répliquant exclusivement dans le cytoplasme. 

Des études in vitro ont prouvé qu’ils peuvent donc répliquer simultanément dans une 

même cellule sans interférer. Cependant, les études cliniques montrent que la 

réplication virale du VHB est fréquemment supprimée par le VHC (chez presque 50% 

des patients, contre environ 20% de cas où les deux virus répliquent activement et 

seulement 14% de cas où le VHB est dominant sur le VHC), même si le mécanisme 

exact n’est pas bien compris. Il existe probablement une compétition entre les deux 

virus pour utiliser la machinerie cellulaire de réplication, et plusieurs théories ont été 

proposées pour expliquer la dominance du VHC sur le VHB : la protéine de capside 

du VHC se liant à la polymérase virale du VHB empêcherait l’initiation de sa réplication 

dans le noyau, l’expression du microARN-122 qui stimule la réplication du VHC 

inhiberait simultanément celle du VHB et enfin, l’infection par le VHC entraînerait la 

production d’interférons qui ont un effet antiviral sur le VHB (Mavilia and Wu, 2018). 

La majorité des études montrent un taux plus important de maladies hépatiques 

sévères (fibroses avancées, cirrhoses, décompensations hépatique) chez les patients 

co-infectés VHB/VHC que chez les patients mono-infectés par l’un ou de ces virus. Le 

risque de survenue d’un CHC est également plus élevé chez les patients co-infectés, 

le VHB étant dans ce cas a priori initiateur du processus néoplasique et le VHC 

accentuant et accélérant le développement tumoral (Konstantinou and Deutsch, 2015). 

Pour ces co-infections, les recommandations de traitement dépendent du virus 

dominant dont la réplication est active. Cependant, traiter les patients pour supprimer 

la réplication de ce virus dominant peut entraîner la réactivation du virus non-dominant. 

Ainsi la réactivation du VHB est souvent observée chez des patients traités pour le 

VHC, même si cela arrive plus rarement avec les nouveaux traitements antiviraux à 

action directe (autour de 10%) et même si cela ne déclenche pas toujours de signes 

cliniques. Une surveillance de la réplication du VHB doit dans tous les cas être mise 

en place sous thérapie anti-VHC (Mavilia and Wu, 2018). 
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- Co-infection VHB/VHD 

5% des personnes infectés par le VHB sont co-infectés par le VHD, mais ce chiffre 

demeure incertain car les patients n’étant pas diagnostiqués pour le VHD dans la 

majorité des pays, il est probablement plus élevé (World Health Organization, 2017). 

Le VHD est un petit virus à ARN dont le génome simple-brin de 1,7kb est contenu dans 

une nucléocapside formée par des protéines nommées antigènes HD (AgHD). Cette 

capside est elle-même entourée d’une enveloppe lipidique contenant les trois types de 

protéines de surface du VHB (Figure 23). Le VHD est donc un virus incomplet qui 

nécessite les AgHBs pour être pathogène. Une fois entré dans les hépatocytes de la 

même façon que les virions du VHB, le génome du VHD est libéré et transloqué vers 

le noyau où il utilise l’ARN polymérase II pour se répliquer. Cette réplication ne crée 

pas de formes ADN intermédiaires, mais est basée sur un mécanisme circulaire double 

(« Rolling-circle »). Une première étape génère un anti-génome complémentaire au 

génome du VHD et une deuxième étape utilise cet anti-génome pour reformer le 

génome initial qui sera enveloppé dans les nouveaux virions. Un ARN anti-génomique 

permet par ailleurs la synthèse des deux formes de l’AgHD : les protéines S-AgHD 

nécessaires à la réplication virale et les protéines L-AgHD qui permettent l’assemblage 

des virions en se liant aux protéines AgHBs (Koh et al., 2019). 

 

 

Figure 23 : Structure des virions du VHB et du VHD (Mentha et al., 2019). 

 

L’infection par le VHD entraîne généralement une diminution de la réplication virale du 

VHB, même si la dominance virale semble fluctuer dans le temps chez les patients. 
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Les mécanismes proposés pour expliquer cette dominance du VHD reposent sur les 

AgHD, qui induisent une régulation épigénétique de l’ADNccc du VHB réduisant la 

transcription de l’ARNpg, qui répriment les séquences « Enhancer » du VHB et enfin 

qui diminuent la stabilité des ARNs viraux du VHB. Une autre possibilité est que 

l’assemblage des virions du VHD soit favorisé dans les hépatocytes où le VHB ne 

réplique pas mais où des AgHBs sont néanmoins produits à partir des formes intégrées 

du virus. Enfin, comme le VHC, le VHD induit une forte réponse immunitaire produisant 

des interférons ayant un effet antiviral sur le VHB (Mentha et al., 2019). 

L’infection par le VHD est décrite aujourd’hui comme la forme la plus sévère et la plus 

rapide d’hépatite virale, bien qu’elle soit dépendante de la présence du VHB. La co-

infection simultanée des deux virus déclenche une infection aigüe qui se résout dans 

90-95% des cas même si le risque d’insuffisance hépatique est plus élevé que chez 

des patients infectés par le VHB seul. En revanche, la superinfection par le VHD d’un 

patient ayant une infection B chronique entraîne une double infection chronique dans 

plus de 90% des cas. Une progression vers la cirrhose est observée chez 10-15% de 

ces patients après 2 ans et chez plus de 80% des patients après 30 ans. Les 

observations cliniques récentes tendent à montrer que la co-infection augmente 

également le risque de survenue d’un CHC par rapport à une infection par le VHB seul 

mais le mécanisme moléculaire précis n’est pas connu (Mentha et al., 2019). 

Il n’existe pas à l’heure actuelle de traitement spécifique contre le VHD. Les traitements 

par analogues nucléos(t)idiques n’ayant pas montré d’amélioration clinique chez les 

patients co-infectés VHB/VHD, les recommandations consistent à administrer un 

traitement par IFN-α pégylé, afin réduire la progression de la fibrose et le risque de 

développement d’un CHC. Ce traitement a néanmoins beaucoup d’effets indésirables 

et ne montre qu’une efficacité limitée. Cependant, de nouvelles thérapies à l’étude 

semblent prometteuses, comme notamment les inhibiteurs d’entrée utilisés également 

pour les infections par le VHB seul, ou des inhibiteurs spécifiques de l’assemblage ou 

de la sécrétion des virions du VHD (Koh et al., 2019). 

 

- Co-infection VHB/VIH 

En 2015, 2,7 millions de personnes avaient une co-infection VHB/VIH, soit 7,4% des 

patients infectés par le VIH, et 1% de ceux infectés par le VHB. 71% de ces personnes 

co-infectées vivent en Afrique sub-saharienne (World Health Organization, 2017).  
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Le VIH est un virus à ARN qui infecte les cellules du système immunitaire et 

principalement les cellules T CD4+. L’infection par le VIH se caractérise donc par une 

chute du nombre de ces cellules et par un déclin progressif de la réponse immunitaire : 

le Syndrome de l’Immunodéficience Acquise (SIDA) (Zulfiqar et al., 2017). 

L’infection par le VIH altérant considérablement l’immunité innée et adaptative, elle 

affecte l’histoire naturelle de l’infection par le VHB. Dans un premier temps, elle 

augmente le risque de développement d’une maladie chronique après la phase aigüe 

de l’infection par le VHB : alors qu’il est inférieur à 5% chez les adultes non infectés 

par le VIH, ce risque est de 25% en cas de co-infection. Concernant l’évolution de 

l’infection, on observe chez les patients co-infectés VHB/VIH une quantité d’ADN viral 

dans le sérum plus élevé, notamment chez ceux ayant de faibles taux de cellules T 

CD4+, ainsi que des taux de séroconversions spontanées des AgHBe et AgHBs plus 

faibles que chez les patients infectés par le VHB seul. De plus, si ces patients co-

infectés ont déjà effectué la séroconversion de l’AgHBs, ils ont un risque plus élevé de 

réactivation du VHB suite à une perte des anticorps anti-HBs, alors que cet événement 

est très rare dans la population générale. Enfin, la co-infection accélère les dommages 

hépatiques provoqués par le VHB et la progression de la fibrose, et entraîne donc plus 

fréquemment le développement d’un CHC (Ganesan et al., 2019; Phung, 2014). 

Il semble paradoxal que les dommages hépatiques dus à une réaction immunitaire 

contre le VHB soient exacerbés chez des patients rendus immunodéficients par le VIH. 

Plusieurs hypothèses ont ainsi été proposées : le VIH entraînerait l’émergence de 

variants spécifiques du VHB associés à une maladie hépatique plus agressive, ou 

alors c’est la modulation par le VIH de la réponse immunitaire anti-HBV qui pourrait 

altérer l’environnement cytokinique du foie et donc y créer des dommages, ou enfin, 

c’est l’hyperactivation immunitaire qui s’installe suite à la translocation bactérienne 

favorisée par l’infection par le VIH qui aggraverait la maladie hépatique (Thio, 2009). 

Les traitements antirétroviraux actuels suppriment efficacement la charge virale du 

VIH. Certains montrent aussi une activité antivirale contre le VHB, comme le ténofovir 

qui a en plus une forte barrière génétique comme cela a déjà été abordé. Les patients 

traités gardent néanmoins un risque plus élevé de développer une cirrhose et un CHC. 

Enfin, des études récentes suggèrent qu’une proportion importante de patients 

infectés par le VIH ont une infection B occulte, mais il n’existe pas de recommandations 

précises de traitements pour ces patients pour l’instant (Sarmati and Malagnino, 2019). 
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III. LA CARCINOGENESE INDUITE PAR LE VHB 

 

Plus de 50% des CHC dans le monde sont liés à une infection par le VHB, et cette 

proportion atteint 85% dans les régions où le virus est endémique comme en Chine et 

en Afrique sub-saharienne. Ces nombres sont probablement aussi sous-estimés car 

certains CHC peuvent se développer dans le cadre d’infections occultes du VHB qui 

ne sont pas toujours identifiées. Le risque de développer un CHC est 15 à 20 fois plus 

élevé chez les personnes ayant une infection B chronique que pour la population non 

infectée. Ce risque augmente avec la progression de la maladie hépatique et parmi 

les patients cirrhotiques, l’incidence de développer un CHC sur 5 ans est de 15% dans 

les régions de forte endémicité et de 10% dans le reste du monde. Mais quelle que 

soit la gravité de la maladie hépatique sous-jacente, le risque de CHC chez les 

personnes infectées par le VHB est plus élevé dans les zones où le virus est 

endémique que dans les pays occidentaux, peut-être en raison d'une acquisition plus 

précoce de l'infection par le virus, d'une durée plus longue de la maladie ou d'une 

exposition à des toxines environnementales (Fattovich et al., 2004; Petruzziello, 2018). 

De nombreux facteurs favorisant l’infection par le VHB ou la carcinogénèse ont déjà 

été évoqués dans les deux parties précédentes. L’objectif de cette partie est donc de 

présenter plus spécifiquement les mécanismes de carcinogénèse induits par le virus 

et de donner une description génomique plus précise des CHC liés au VHB. 

 

A. Oncovirus et carcinogénèse viro-induite 

 

Selon les chiffres de l’OMS, 15,4% des cancers dans le monde sont dus à des 

infections et 9,9% plus spécifiquement à des virus. Onze pathogènes ont été classifiés 

comme des agents carcinogéniques pour l’humain par le Centre International de 

Recherche sur le Cancer (CIRC). Après la bactérie intestinale Helicobacter pylori, ce 

sont quatre virus qui causent le plus grand nombre de cancers : le papillomavirus 

humain (VPH), le Virus de l’Hépatite B (VHB), le Virus de l’Hépatite C (VHC) et le virus 

Epstein-Barr (VEB). Un virus est défini comme carcinogénique s’il possède les 

caractéristiques suivantes (Borozan et al., 2020) : 
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- Présence et persistance d’ADN viral dans les biopsies tumorales 

- Stimulation de la prolifération induite par les gènes viraux dans les modèles 

expérimentaux cellulaires ou animaux 

- Corrélation du phénotype malin avec l’expression continue de gènes viraux ou 

avec la modification des gènes de l’hôte 

- Evidences épidémiologiques que l’infection virale représente un risque majeur 

de développement d’un cancer 

Les cancers ayant une origine infectieuse permettent en principe de mettre en place 

des stratégies de prévention plus facilement que pour les autres types de cancers. Il 

suffirait en effet de protéger l’organisme contre les agents pathogènes identifiés ou 

d’entraver la persistance des infections pour prévenir l’apparition de ces cancers. Les 

vaccins contre le VHB et le VPH ont en effet ainsi permis une diminution considérable 

du nombre de CHC et de cancers du col de l’utérus respectivement, dans certains 

pays ayant mis en place des programmes de vaccination à grande échelle. Il existe 

cependant aujourd’hui de fortes disparités dans l'incidence de ces cancers entre les 

pays développés et les pays en développement soulignant l’importance de trouver des 

solutions pour appliquer ces mesures préventives à l'échelle mondiale et de continuer 

à mettre au point de nouveaux outils pour le contrôle des maladies infectieuses et des 

cancers associés (De Flora and La Maestra, 2015). 

 

1) Généralités sur les oncovirus 

 

L’existence d’une origine infectieuse à la carcinogénèse a été établie au début des 

années 1900 pour les cancers animaux et en 1964 pour les cancers humains quand 

Epstein et Barr ont découvert des particules virales dans des lymphomes de Burkitt. 

Aujourd’hui, six virus sont inclus dans le groupe 1 du classement du CIRC répertoriant 

les agents carcinogéniques pour l’humain : les virus VPH, VHB, VHC et VEB (aussi 

appelé virus de l’Herpès Humain 4 (HHV-4)) précédemment mentionnés, mais 

également le virus de l’herpès associé au sarcome de Kaposi (aussi appelé virus de 

l’Herpès Humain 8 (HHV-8)) et le virus du lymphome T humain de type 1 (HTLV-1). Le 

Virus de l’Immunodéficience Humaine (HIV) se trouve également dans le groupe 1 de 

cette classification mais il n’induit la carcinogénèse que de manière indirecte en étant 
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un cofacteur, notamment dans les infections des virus Herpès HHV-4 et HHV-8. Enfin, 

trois polyomavirus se trouvent aussi dans la liste du CIRC : le polyomavirus à cellules 

de Merkel qui est « probablement carcinogène », et les virus JC et BK qui sont 

« possiblement carcinogènes » (Bouvard et al., 2009; Gaglia and Munger, 2018). Ces 

six virus sont présentés en Table 2 avec les types de cancer associés. 

 

 
 

Table 2 : Caractéristiques des six virus classés carcinogéniques pour l’humain 

par le CIRC (Adaptée de Chen et al., 2014; Gaglia and Munger, 2018). 

 

Ces infections virales ne semblent cependant pas une condition suffisante pour initier 

la carcinogénèse, car l’incidence des cancers qu’ils provoquent est toujours très 

inférieure à la prévalence du virus dans la population. L’incidence du VPH par exemple 

est de 23% mais seulement 0,3%-1,2% des patientes infectées vont développer un 

cancer du col de l’utérus. Une autre illustration est le paradoxe important qui réside 

dans l’occurrence très rare des lymphomes de Burkitt, un cancer induit par le VEB qui 

infecte 95% de la population mondiale. L’infection par un virus oncogène n’implique 

donc pas nécessairement la survenue d’un cancer mais les personnes infectées 

peuvent néanmoins être considérées comme une population à risque. Les facteurs de 

risques communs au développement de ces cancers viro-induits sont la charge virale 

et la durée de l’infection (Chen et al., 2014). Par ailleurs, les études épidémiologiques 

montrent que ces cancers se développent plus fréquemment chez des personnes dont 

le système immunitaire est affaibli ou qui vivent dans de mauvaises conditions 

sanitaires et avec un accès limité aux soins (Gaglia and Munger, 2018). 
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Bien qu’ils aient des tropismes et des cycles de réplication très différents, ces virus ont 

comme point commun de tous mettre en place une infection persistante chez leur hôte. 

En effet, les cancers se développent généralement des années après l’infection qui 

est même souvent asymptomatique au début. Cette persistance virale nécessite de 

mettre en échec les réponses immunitaires innées et adaptatives pendant une durée 

longue et d’avoir un génome viral qui peut survivre longtemps ou se renouveler au 

cours du temps. Les virus Herpès sont néanmoins les seuls à avoir un mécanisme de 

latence, les autres virus se répliquent de façon continue dans les cellules infectées 

mais sans y générer d’effets cytopathiques (Gaglia and Munger, 2018). Les stratégies 

de réplication et de persistance du virus impliquent alors le détournement de voies de 

signalisation de la cellule-hôte (Mesri et al., 2014) : 

- Pour créer des conditions favorables à sa réplication, le virus stimule le cycle 

cellulaire, reprogramme le métabolisme de la cellule et induit l’angiogenèse 

- Pour assurer une réplication virale efficace et rapide, le virus recrute ou 

contraire inhibe les mécanismes cellulaires de réparation de dommages à l’ADN  

- Pour maximiser la production de virions infectieux, le virus empêche la 

destruction des cellules infectées en prévenant l’apoptose et en mettant en 

place un échappement immunitaire 

- Pour permettre la persistance de l’infection dans les cellules, le virus garantit la 

survie cellulaire et le maintien de la prolifération  

Ces mécanismes moléculaires déployés par les oncovirus impliquent ainsi l’acquisition 

de caractéristiques oncogéniques. Mais l’objectif de ces stratégies consiste dans tous 

les cas à favoriser la persistance de l’infection et non à déclencher la transformation 

tumorale. La carcinogénèse viro-induite n’est donc a priori qu’une conséquence rare 

et accidentelle de ces infections (Gaglia and Munger, 2018; Mesri et al., 2014). 

 

2) Mécanismes de carcinogénèse viro-induits 

 

La carcinogénèse viro-induite repose sur trois mécanismes principaux, communs à 

des oncovirus infectant des cellules différentes (Table 2). Il est intéressant de 

comprendre les voies dérégulées dans les différents types de cancers viro-induits pour 

en déduire les spécificités des CHC liés au VHB qui seront détaillées par la suite. 
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- Expression de protéines virales oncogéniques 

Les dérégulations dans les réponses cellulaires peuvent être directement causées par 

l’activité de protéines virales. C’est un mécanisme commun aux six oncovirus du 

groupe 1 de la classification du CIRC (Gaglia and Munger, 2018) (Table 2). 

L’exemple le plus évident est l’action des oncoprotéines E6 et E7 du VPH. Ce virus 

utilise la machinerie cellulaire de la réplication de l’ADN génomique pour pouvoir 

répliquer son propre ADN, il a donc besoin de maintenir la cellule infectée dans un état 

prolifératif. La protéine virale E7 entraîne la dégradation de la protéine Rb, qui est un 

suppresseur de tumeur régulant le cycle cellulaire, ce qui permet de forcer l’entrée des 

cellules en phase S et donc la prolifération des cellules différenciées. Mais cette 

dérégulation déclenche l’activation de la protéine p53, un autre suppresseur de 

tumeur, dont le but est d’induire l’apoptose pour éviter une prolifération aberrante et 

non-contrôlée. La protéine E6 du virus intervient alors pour induire la dégradation de 

p53 et permettre ainsi la survie des cellules infectées. Cette protéine virale augmente 

aussi l’activité de la télomérase pour garantir la maintenance des télomères malgré la 

répétition des divisions cellulaires. Les deux oncoprotéines E6 et E7 ont donc une 

action combinée sur la régulation du cycle cellulaire qui permet l’immortalisation des 

cellules infectées. La protéine virale E5 joue également un rôle dans ce mécanisme 

en coopérant avec E6 et E7. Le virus facilite ainsi l’émergence d’une population clonale 

de cellules avec un fort avantage prolifératif et ayant des conditions favorables pour la 

transformation et la progression tumorales. Ces protéines virales participent par 

ailleurs à la cancérogénèse en interagissant avec d’autres voies cellulaires, en 

induisant une instabilité génomique et en contribuant à l’échappement immunitaire des 

cellules infectées (Harden and Munger, 2017; Moody and Laimins, 2010). 

Un autre exemple est le virus HTLV-1 qui encode pour deux oncoprotéines intervenant 

à des moments différents du processus tumoral. D’un côté, la protéine Tax favorise la 

transformation maligne en stimulant la prolifération des cellules T, en garantissant leur 

survie via l’inhibition de l’apoptose et la réactivation de la télomérase, et en générant 

une instabilité génomique, mais elle n’est que peu exprimée une fois la tumeur formée. 

De l’autre côté, la protéine HBZ semble alors jouer un rôle dans la maintenance 

tumorale en modulant l’environnement intracellulaire des cellules infectées et en 

prévenant la sénescence cellulaire (Bangham and Ratner, 2015).  
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De nombreuses oncoprotéines des virus Herpès (VEB et HHV-8) augmentent 

l’expression de protéines et microARN cellulaires oncogéniques et activent notamment 

la voie de signalisation NF-κB qui induit la prolifération des cellules B ou des cellules 

endothéliales à l’origine de ces tumeurs (Gaglia and Munger, 2018).  

En ce qui concerne le VHC, bien que ces observations ne soient basées pour l’instant 

que sur des études en surexpression in vitro, certaines protéines semblent avoir des 

propriétés oncogéniques via l’activation de voies de signalisation cellulaires. Des 

études ont montré que la protéine de capside (Core) peut notamment déréguler le 

cycle cellulaire, induire des changements transformationnels dans les hépatocytes et 

augmenter l’activité de la télomérase. De plus, des protéines non-structurelles du VHC 

(NS3/4, NS5) actionnent différents mécanismes pour inhiber l’apoptose, accélérer la 

prolifération, et induire une instabilité génomique (Shirvani-Dastgerdi et al., 2016). 

 

- Etablissement d’une inflammation chronique 

La réponse inflammatoire est un élément essentiel de la défense antivirale mise en 

place par l’organisme pour contrer une infection. Elle permet l’induction de gènes 

indispensables impliqués dans l’activité antivirale, le recrutement de cellules 

immunitaires et la survie ou la mort cellulaire. Cependant, si l’infection persiste, 

l’inflammation peut devenir excessive et entraîner alors des dommages importants, 

notamment via un effet mutagène sur l’ADN (Read and Douglas, 2014).  

Ce mécanisme d’inflammation chronique est donc un mécanisme de carcinogénèse 

indirect médié par les cellules immunitaires. Il joue notamment un rôle primordial dans 

les infections par les virus au tropisme hépatique : le VHB et le VHC. En effet, comme 

cela a été mentionné dans la partie I, la répétition rapide de cycles de dommages et 

de régénération cellulaire causés par ces virus dans le foie entraîne une fibrose 

hépatique de plus en plus sévère pouvant aller jusqu’à la cirrhose. Cela s’accompagne 

d’une accumulation de mutations oncogéniques et de modifications épigénétiques 

pouvant induire le développement d’un CHC (Shirvani-Dastgerdi et al., 2016). Dans 

les hépatites chroniques, la majorité des cytokines pro-inflammatoires est produite par 

l’infiltrat lymphocytaire recruté dans le foie. Ces lymphocytes ayant une faible 

spécificité contre les virus, ils ne parviennent pas à résoudre l’infection mais leur fort 

niveau d’activation participe à la création d’un milieu inflammatoire via la production 

des cytokines IL-1β, TNF-α et IL-6, qui sont également sécrétées par les hépatocytes 
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infectés. Ces cytokines sont essentielles pour activer la prolifération et la survie des 

hépatocytes et donc permettre la régénération du foie, via notamment l’activation des 

voies NF-κB et STAT3. Par ailleurs, ces infections déclenchent un stress du réticulum 

endoplasmique générant une augmentation de la quantité intracellulaire d’espèces 

réactives à l’oxygène (ERO), ce qui renforce l’instabilité génomique et participe à 

l’accumulation d’anomalies et de mutations génétiques, et joue ainsi un rôle dans 

l’initiation de la cancérogénèse (Fallot et al., 2012; Read and Douglas, 2014). 

 

- Altérations du génome de la cellule hôte : instabilité, mutations, intégrations… 

L’instabilité génomique peut être générée par divers facteurs : l’expression 

d’oncogènes viraux ou cellulaires, des changements dans le microenvironnement, une 

hyperprolifération forcée des cellules, ou encore la présence d’importantes quantités 

d’ERO ou d’autres espèces réactives toxiques. Ce mécanisme a été décrit comme 

pouvant être un élément-clé de la carcinogénèse, et il est souvent déclenché ou 

accéléré par l’action des oncoprotéines virales déjà citées (Gaglia and Munger, 2018). 

Dans les infections par le virus HTLV-1 par exemple, la protéine virale Tax induit la 

survenue de grands réarrangements chromosomiques dans les cellules infectées en 

favorisant la multinucléation, les ponts de chromatine et l’aneuploïdie, entraînant ainsi 

le développement de leucémies à partir de cellules aux génomes instables. Tax génère 

par ailleurs la création de cassures double-brin pendant la réplication de l’ADN de la 

cellule hôte et empêche simultanément la réparation par recombinaison homologue. 

Ces cassures sont donc réparées par jonction d’extrémités non homologues, un 

mécanisme de réparation moins fiable qui génère fréquemment des mutations et des 

délétions. L’accumulation de ces erreurs de réparation, associée à l’augmentation de 

la prolifération des cellules T, augmente également considérablement le risque de 

transformation maligne (Bangham and Ratner, 2015; Baydoun et al., 2012). 

Les virus Herpès et le VPH créent également directement des cassures double-brin 

dans l’ADN mais dans le but de déclencher le recrutement des ADN polymérases 

cellulaires et de nucléotides que les virus pourront utiliser pour leur propre réplication. 

De la même façon que pour HTLV-1, l’augmentation du nombre de dommages à l’ADN 

génomique peut cependant générer des aberrations chromosomiques importantes et 

notamment des translocations chromosomiques issues de cycles BSB (Breakage-

Fusion-Bridge) pouvant initier la cancérogénèse (Gaglia and Munger, 2018).  
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Des mutations oncogéniques peuvent également être générées par les enzymes de la 

famille des cytidine-déaminases appelées APOBEC3 (apolipoprotein B mRNA editing 

enzyme catalytic polypeptide-like 3) qui font partie des mécanismes de réponse aux 

infections. Le but de ces enzymes est de convertir les nucléotides cytosines des 

séquences virales en uraciles afin de les inactiver. Cette activité antivirale peut 

néanmoins causer également des mutations dans l’ADN génomique de la cellule hôte 

qui peuvent ensuite initier un développement tumoral. En particulier, un grand nombre 

de cancers associés au VPH présentent une signature mutationnelle spécifique due à 

l’expression d’APOBEC3 (Borozan et al., 2020; Roberts et al., 2013). 

Un dernier mécanisme important de la cancérogénèse viro-induite est l’intégration du 

génome viral dans le génome de la cellule hôte. Parmi les six virus oncogènes du 

groupe 1, seuls les VPH et le VHB ont cette caractéristique. Dans les tumeurs liées au 

papillomavirus, les séquences virales intégrées ne contiennent généralement que les 

gènes codant pour les oncoprotéines E6 et E7. Ces deux protéines peuvent donc être 

synthétisées en absence de la protéine virale E2 qui réprime normalement leur 

expression. De plus, les ARNs issus des formes intégrées ont été décrits comme plus 

stables que ceux issus des formes épisomales. L’intégration virale du VPH permet 

donc une forte surexpression des oncoprotéines du virus, mais elle induit également 

des réarrangements chromosomiques importants du génome de la cellule hôte 

(amplifications focales, délétions, translocations) (Harden and Munger, 2017). Une 

étude suggère que ces altérations sont notamment générées lors de la réplication de 

l’ADN à partir des origines de réplication présentes dans les séquences intégrées 

selon un modèle de « boucle » (« looping ») (Akagi et al., 2014). Par ailleurs, le 

laboratoire a récemment identifié la présence d’intégrations du virus AAV2 (Adeno-

Associated Virus 2) dans 2% des CHC. Ces insertions situées à proximité d’oncogènes 

entraînent leur surexpression et favorisent ainsi la cancérogénèse (La Bella et al., 

2020; Nault et al., 2015). Cela sera discuté plus en détails dans la partie Résultats. 

 

Mécanismes de carcinogénèse induits par le VHB : 

Les trois grands mécanismes de carcinogénèse viro-induits présentés peuvent être 

observés dans les CHC liés au VHB (Figure 23). En premier lieu, l’inflammation est un 

mécanisme indirect qui joue un rôle important dans l’hépato-carcinogénèse dans le 

cadre de nombreuses étiologies et notamment des hépatites virales. Cependant, alors 
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que les CHC liés au VHC se développent toujours sur des foies ayant un certain degré 

de fibrose et d’inflammation, un pourcentage important de CHC liés au VHB (10 à 30%) 

surviennent sans dommages hépatiques sous-jacents, soulignant ainsi l’existence de 

mécanismes oncogéniques directs forts induits par le VHB (Fattovich et al., 2004; 

Levrero and Zucman-Rossi, 2016). Un rôle oncogénique a ainsi principalement été 

attribué à la protéine HBx, qui a fait l’objet de nombreuses études et qui semble 

interagir avec un grand nombre de voies cellulaires favorisant le développement 

tumoral. Le deuxième mécanisme de carcinogénèse direct impliqué dans les CHC liés 

au VHB est l’intégration de séquences virales dans l’ADN génomique des hépatocytes 

infectés, pouvant altérer directement la structure ou l’expression des gènes adjacents. 

De plus, comme pour le VPH, ces insertions sont associées à des réarrangements 

chromosomiques et favoriseraient donc une instabilité génétique dans ces tumeurs qui 

s’additionnerait aux effets de l’activité de la protéine HBx. Enfin, les protéines 

d’enveloppe du VHB peuvent aussi stimuler la transformation tumorale si elles sont 

synthétisées en excès ou sous une forme tronquée, ce qui peut notamment être le cas 

lorsqu’elles sont produites à partir de formes intégrées de l’ADN viral. Afin de détailler 

plus précisément ces mécanismes oncogéniques, le rôle de la protéine HBx est 

présenté dans la partie suivante (III.A.3) et les intégrations virales dans la partie III.B.  

 

 

 

  
Figure 24 : Les différents mécanismes impliqués dans la carcinogénèse        

liée au VHB  (Adaptée de Bouchard and Navas-Martin, 2011). 
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3) Rôle de la protéine HBx  

 

La protéine HBx contient 154 acides aminés et elle est encodée par le plus petit ORF 

du génome viral du VHB. La majorité de la séquence protéique est essentielle aux 

fonctions de la protéine, mais la partie N-terminale semble être un élément régulateur 

négatif car sa délétion entraîne une augmentation des fonctions transcriptionnelles 

d’HBx. Cette protéine a fait l’objet de très nombreuses études et les résultats obtenus 

varient considérablement en fonction des modèles cellulaires et des conditions 

expérimentales utilisés. Une grande partie des travaux ont été effectués avec une 

surexpression très forte de la protéine HBx ou en l’absence des autres protéines 

virales, et ne reflètent donc pas nécessairement le contexte infectieux. Les fonctions 

de cette protéine sont donc encore très discutées mais peuvent être globalement 

réparties en deux groupes : le rôle d’HBx dans la réplication virale et son implication 

dans l’hépato-carcinogénèse (Bouchard and Navas-Martin, 2011) (Figure 25). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 25 : Interactions de la protéine HBx et conséquences sur la réplication 

virale et sur l’hépato-carcinogénèse (Levrero and Zucman-Rossi, 2016). 
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La localisation de la protéine HBx est également débattue et semblerait au final être à 

la fois cytoplasmique et nucléaire. Lorsqu’elle est faiblement exprimée, HBx est 

majoritairement présente dans le noyau des hépatocytes et c’est l’augmentation de la 

quantité de protéines qui entraîne son accumulation dans le cytoplasme. Cette fraction 

cytoplasmique semble cependant être dégradée beaucoup plus rapidement que la 

fraction nucléaire, qui serait protégée par l’interaction avec la protéine cellulaire DDB1 

(DNA Damage-Binding protein 1) (Benhenda et al., 2009). Dans le noyau, HBx interagit 

avec l’ADNccc et la machinerie cellulaire afin d’activer sa transcription. Dans le 

cytoplasme, HBx active divers promoteurs et « Enhancer » viraux et cellulaires pour 

favoriser la réplication virale, et altère notamment des facteurs affectant la survie, le 

métabolisme, la prolifération et la transcription (Slagle and Bouchard, 2018). 

 

Rôle dans la réplication virale et la persistance de l’infection 

Il est désormais admis que la protéine HBx est nécessaire à l’initiation et à la 

maintenance de la réplication virale. Bien qu’elle ne joue pas un rôle dans les étapes 

précoces de l’infection et notamment lors de l’entrée du virus dans les hépatocytes, 

elle est essentielle pour assurer la transcription de l’ADNccc. Une étude basée sur un 

modèle d’infection naturelle (avec des hépatocytes humains primaires et avec la lignée 

cellulaire HepaRG) montre en effet que l’ADNccc est inactif en absence d’HBx. Il est 

cependant intéressant de noter qu’HBx n’est pas impliquée dans la transcription de 

l’ADN viral linéaire pouvant notamment être présent sous forme intégrée, et qu’elle 

n’affecte pas la quantité d’ADNccc intracellulaire (Lucifora et al., 2011). 

Pour stimuler la réplication virale, HBx est recrutée dans le noyau au niveau du mini-

chromosome formé par l’ADNccc et induit alors des modifications épigénétiques des 

histones qui font partie de cette structure, tout en bloquant l’activité inhibitrice qu’ont 

des protéines cellulaires sur la transcription virale du VHB (Levrero and Zucman-Rossi, 

2016). HBx active en parallèle la transcription de gènes impliqués dans les voies de 

signalisation de l’endocytose et l’autophagie, deux mécanismes dont dépend la 

réplication virale. De plus, l’interaction entre HBx et la protéine cellulaire DDB1 permet 

la dégradation du complexe de maintenance de la structure des chromosomes 

Smc5/Smc6, qui se lie à l’ADNccc et inhibe sa transcription. HBx supprime ainsi 

l’activité répressive du complexe sur l’ADNccc et permet le bon déroulement de la 

réplication virale (Decorsière et al., 2016). 
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Rôle dans la carcinogénèse hépatique 

Le premier indice suggérant l’implication de la protéine HBx dans la carcinogénèse est 

l’absence du gène codant pour cette protéine chez les avihépadnavirus, les virus de 

la famille des hépadnavirus infectant les oiseaux, qui sont les seuls animaux infectés 

par des hépadnavirus à ne pas développer de tumeur hépatique. Différents modèles 

cellulaires et animaux ont été mis en place depuis cette observation, mais le rôle direct 

joué par HBx dans la transformation maligne demeure controversé. La majorité des 

études ont néanmoins acté que la protéine peut agir comme un cofacteur favorisant le 

développement tumoral. En effet, bien que la présence d’HBx seule ne montre pas 

d’effet oncogénique dans plusieurs modèles murins, elle peut coopérer avec d’autres 

agents carcinogènes. Mais HBx étant une protéine multifonctionnelle qui altère de 

nombreux processus cellulaires tels que la transcription des gènes, la transduction du 

signal intracellulaire, la prolifération, l’apoptose et la réparation de l’ADN, elle peut 

contribuer à la cancérogénèse via plusieurs de ses activités et il est difficile d’identifier 

précisément les mécanismes mis en jeu (Benhenda et al., 2009; Kew, 2011). 

De façon non-exhaustive, HBx dérégule notamment les mécanismes suivants : 

- Régulation de la transcription : HBx active ou réprime la transcription de 

nombreux gènes cellulaires via la modulation de modifications épigénétiques et 

l’interaction avec des facteurs de transcription, des enzymes modificatrices de la 

chromatine, ou des composants de la machinerie transcriptionnelle cellulaire 

(Levrero and Zucman-Rossi, 2016). En particulier, l’expression d’HBx dérégule 

les gènes codant pour les DNA méthyltransférases (DNMT) générant une 

hyperméthylation spécifique de gènes suppresseurs de tumeurs comme 

CDKN2A et une hypométhylation globale (Park et al., 2007; Zhu et al., 2010). 

- Régulation de la sénescence : HBx contribue à la réactivation de la télomérase 

pour éviter la sénescence des cellules en induisant une surexpression du gène 

TERT. Par ailleurs, la sénescence médiée par les protéines p53 et Rb est inhibée 

par HBx qui diminue l’expression, d’une part des gènes ASPP1 et ASPP2 qui 

sont des activateurs de p53 et d’autre part, du gène CDKN2A par méthylation de 

son promoteur qui permet l’inactivation de Rb (Levrero and Zucman-Rossi, 

2016). Enfin, des études montrent une interaction entre HBx et p53 entraînant 

une séquestration de p53 dans le cytoplasme et donc la répression de toutes ces 

activités transcriptionnelles (Kew, 2011). 
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- Régulation de l’apoptose : HBx possède à la fois des propriétés pro-apoptotiques 

et anti-apoptotiques, en fonction de son niveau d’expression et du contexte 

cellulaire. Dans les cellules infectées, HBx altère les voies de signalisation du 

calcium et les mitochondries, notamment via son interaction avec la protéine 

mitochondriale VDAC3 (Voltage-Dependent Anion-selective Channel protein 3). 

Cela induit une accumulation d’ions calcium Ca2+ dans les mitochondries, 

engendrant une augmentation des niveaux d’ERO et pouvant déclencher 

l’apoptose de la cellule. Cependant, une très forte expression d’HBx entraîne une 

activation de la voie NF-κB et bloque ainsi l’apoptose médiée par les voies TNF-

α, FAS, p53 et TGF-β, permettant aux hépatocytes infectés de survivre aux 

dommages générés par le système immunitaire (Levrero and Zucman-Rossi, 

2016). De plus, la répression des activités transcriptionnelles de p53 par HBx 

inhibe en particulier son rôle pro-apoptotique (Kew, 2011). 

- Réparation de l’ADN : HBx interagissant avec des protéines impliquées dans la 

réparation des dommages à l’ADN telles que DDB1 et p53, elle interfère avec 

certains mécanismes comme notamment la réparation par excision de 

nucléotides. L’expression d’HBx ne semble cependant pas augmenter le taux de 

mutations spontanées mais pourrait favoriser la cancérogénèse en stimulant la 

prolifération de cellules ayant un ADN endommagé (Benhenda et al., 2009).  

- Régulation du cycle cellulaire : HBx stimule en effet la progression du cycle 

cellulaire en activant des voies de signalisation telles que les voies des kinases 

MAP-Kinase, JNK ou Src. Mais des résultats contradictoires ont été présentés et 

cette régulation semble en réalité dépendre de l’état de différentiation des 

cellules. Par ailleurs, bien que le mécanisme moléculaire soit encore inconnu, il 

est avéré qu’HBx induit une dérégulation du processus mitotique et entraîne 

l’apparition d’importants défauts génomiques (duplication de centromères,  

formation de fuseaux multipolaires, ségrégation de chromosomes ou encore  

multinucléation des cellules), participant ainsi à l’induction d’une instabilité 

chromosomique dans les cellules (Benhenda et al., 2009; Fallot et al., 2012). 

Compte tenu de la diversité des activités d’HBx qui ont été reportées, son rôle dans la 

cancérogénèse n’est pas encore bien établi. De plus, une étude récente du laboratoire 

a observé la présence plus fréquente de mutations inactivatrices du gène HBx dans 

les CHC par rapport aux tissus non-tumoraux, suggérant l’existence d’une pression de 
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sélection spécifique durant la cancérogénèse qui favorise la prolifération des cellules 

dans lesquelles HBx est inactive. Ainsi, malgré les potentielles fonctions oncogéniques 

de la protéine qui ont été proposées, le gène HBx possède plutôt un profil de gène 

suppresseur de tumeur et c’est donc l’inactivation d’HBx qui jouerait potentiellement 

un rôle dans le développement tumoral hépatique (Amaddeo et al., 2015). 

 

B. Intégrations du VHB et conséquences oncogéniques 

 

L’identification d’une séquence du VHB intégrée dans l’ADN cellulaire d’un CHC 

humain a été décrite pour la première fois en 1980 (Brechot et al., 1980). De 

nombreuses études ont ensuite été réalisées pour investiguer plus en détails ces 

événements d’intégrations et ont permis de mettre en évidence de premiers gènes 

altérés par les insertions. Ces résultats étaient cependant limités par le faible nombre 

d’échantillons analysés, et par la technique utilisée qui identifiait les intégrations 

uniquement à proximité des séquences Alu. Le développement du séquençage haut-

débit a alors permis depuis 2012 de cribler des séries de CHC bien plus importantes 

et de donner une description plus complète des intégrations (Sung et al., 2012). 

La plupart des études a été effectuée sur des échantillons tumoraux de patients 

infectés par le VHB avec un statut AgHBs positif, et des événements d’insertions sont 

observés dans la quasi-totalité des tumeurs (80-90%) (Benhenda et al., 2009; Bréchot 

et al., 2000). Une publication plus récente montre que ce pourcentage est également 

très élevé (75%) parmi des échantillons tumoraux de patients ayant une infection B 

occulte (OBI) (Saitta et al., 2015). Ces intégrations sont donc une caractéristique très 

particulière des CHC liés au VHB mais les mécanismes précis sont encore peu 

compris alors qu’ils représentent des enjeux importants pour le traitement des patients. 

En effet, le risque de CHC lié à l’infection par le VHB persiste après la « guérison 

fonctionnelle » des patients (Yip et al., 2017). Bien que ce risque soit fortement associé 

à l'inflammation antivirale chronique, d'autres facteurs peuvent être à l'origine de la 

carcinogenèse, comme l'instabilité chromosomique due à des lésions génotoxiques 

antérieures, l'expression résiduelle de protéines virales oncogènes ou la présence de 

modifications génétiques pré-néoplasiques. Ces éléments peuvent tous être la 

conséquence du processus d’intégration virale du VHB (Budzinska et al., 2018a). 
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1) Place de l’intégration dans l’histoire naturelle de l’infection 

 

Le mécanisme d’intégration virale observé pour le VHB étant commun à l’ensemble 

des virus de la famille des hépadnavirus, des études in vivo ont d’abord été effectuées 

chez la marmotte et le canard. Des événements d’insertions du WHV et du DHBV ont 

ainsi été observés quelques jours après infection à une fréquence d’un événement 

parmi 103 à 104 cellules. D’un côté, la cartographie précise sur le génome du DHBV 

des extrémités des séquences insérées a permis de mettre en évidence que ces 

séquences virales étaient préférentiellement issues de formes linéaires du virus (Yang 

and Summers, 1999). D’un autre côté, des études sur des marmottes ayant développé 

une infection aigüe du WHV ont montré qu’au moins 95% des hépatocytes sont 

infectés par le virus et que, bien que la majorité de ces cellules soit rapidement 

éliminée par la réponse antivirale du système immunitaire, la proportion d’hépatocytes 

contenant de l’ADN intégré (0,01-0,1%) demeure stable. Cela suggère que les 

hépatocytes nouvellement générés sont en réalité issus du pool de cellules initialement 

infectées et des événements d’intégrations persistent donc dans l’ADN des cellules du 

foie après résolution de l’infection (Summers et al., 2003). Chez les marmottes ayant 

une infection chronique du WHV, le taux de cellules contenant de l’ADN viral intégré 

est plus élevé (1-2%). La plupart de ces hépatocytes est vraisemblablement issue de 

l’expansion clonale de cellules ayant un avantage sélectif particulier (leur permettant 

d’échapper à la réponse immune cytotoxique ou de proliférer plus rapidement) qui a 

eu lieu au cours de l’infection chronique, et qui n’est pas nécessairement liée à la 

présence d’un environnement cirrhotique (Mason et al., 2005).  

Plus récemment, une modélisation de l’infection par le VHB in vitro utilisant des 

hépatocytes primaires et des lignées cellulaires a permis de confirmer ces résultats 

pour le VHB. Des intégrations ont en effet été observées à une fréquence d’un 

événement parmi 103 cellules dans les 5 jours suivant l’infection (Tu et al., 2018). Des 

études effectuées aux différents stades de l’infection sur des patients infectés par le 

VHB ont alors analysé les intégrations présentes et ont utilisé ces données pour 

évaluer l’expansion clonale des hépatocytes pendant l’infection chronique. Des 

insertions virales ont été observés très précocement, chez des patients ne présentant 

pas d’atteintes hépatiques d’un point de vue histologique, et même chez des patients 

ayant eu une infection aigüe, confirmant ce qui a été observé dans les modèles in vivo 

et in vitro (Kimbi, 2005; Mason et al., 2016). Le nombre d’événements d’intégration 
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augmente ensuite avec la progression de la maladie hépatique, et on observe donc 

plus d’insertions virales dans les tissus de patients ayant une hépatite B chronique  

que dans ceux de patients ayant eu une hépatite B aigüe, et encore plus dans les CHC 

et tissus non-tumoraux adjacents (Yang et al., 2018). 

Pendant le processus de séroconversion de l’AgHBe, le nombre d’hépatocytes 

infectés diminue lentement, soulignant l’action persistante de la réponse immunitaire 

antivirale. La pression de sélection exercée par cette réaction immunitaire induit donc 

l’expansion clonale de cellules pouvant échapper à la réponse cytotoxique dans le foie 

de patients non-cirrhotiques. On observe en effet des clones de taille plus importante 

dans le foie des patients négatif pour l’AgHBe. Cet avantage sélectif pourrait 

potentiellement être dû à la disparition de l’infection active dans certaines cellules qui 

contiendraient de l’ADN viral intégré mais non réplicatif et qui ne seraient donc plus 

des cibles à éliminer. Mais les intégrations contenues dans ces clones ne semblent 

pas être directement à l’origine de leur expansion clonale via l’altération de gènes 

cellulaires en cis étant donné qu’aucun site récurrent d’insertion n’a été identifié. La 

possibilité que les insertions jouent un rôle via l’induction d’une instabilité 

chromosomique ou via la surexpression de protéines virales ne peut cependant pas 

être exclue (Magdalena A. Budzinska et al., 2018b; Mason et al., 2016, 2010; T. Tu et 

al., 2015).  

Par ailleurs, l’observation d’insertions clonales plus fréquentes dans un contexte 

cirrhotique peut s’expliquer par les mécanismes de régénération hépatique induits par 

la cirrhose et par la présence éventuelle de cellules dysplasiques possédant déjà un 

avantage prolifératif (Mason et al., 2010). Et ces événements d’intégrations clonaux 

sont donc aussi présents dans les CHC issus de la transformation maligne d’une 

cellule qui contenait initialement une insertion virale. Une étude récente de 

séquençage de cellule unique montre en effet l’uniformité des intégrations virales 

parmi des cellules tumorales distantes spatialement au sein d’un nodule, soulignant 

de nouveau le caractère précoce des insertions mais également leur très grande 

stabilité au cours du développement tumoral (Duan et al., 2018). 

L’expansion clonale d’hépatocytes contenant des intégrations virales est donc 

observée aux différents stades de l’infection chronique, mais le rôle direct joué par 

l’insertion dans l’initiation tumorale reste largement débattu. La taille des clones 

contenant de l’ADN intégré a tendance à augmenter avec l'âge, l'activité inflammatoire, 



INTRODUCTION 

103 

la progression de la fibrose et de l’infection, mais ils sont principalement constitués 

d’hépatocytes d’apparence normale, et leur taille ou fréquence ne diffèrent pas entre 

les patients avec et sans CHC coexistant (Levrero and Zucman-Rossi, 2016). Etant 

donné la fréquence des intégrations et dans l’hypothèse où elles seraient réparties 

uniformément dans le génome humain, des prédictions estiment cependant que 

chaque région de 1kb est altérée par une séquence virale dans au moins un 

hépatocyte. La probabilité qu’une de ces insertions contribuent donc à un moment 

donné à la transformation maligne est donc très élevée (Mason et al., 2016). 

Le modèle privilégié actuellement est schématisé sur la figure 26 ci-dessous :  

  

Figure 26 : Modèle du processus d’intégration de l'ADN du VHB au cours de 

l’hépatique chronique (Magdalena A. Budzinska et al., 2018a). 
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Ce modèle peut être résumé de la façon suivante : le virus s’intègre de façon aléatoire 

dans le génome des hépatocytes infectés. Ces hépatocytes sont alors soumis à une 

pression de sélection provoquée par la réponse immunitaire et l’inflammation 

chronique. Les cellules ayant un avantage sélectif (lié à des mutations génétiques ou 

des modifications épigénétiques) leur permettant d’être plus sensible aux facteurs de 

croissance, d’échapper à la réaction immunitaire ou de résister aux signaux pro-

apoptotiques ou pro-sénescence, vont alors subir une expansion clonale. Des cellules 

pré-néoplasiques peuvent ainsi être sélectionnées et initier la cancérogénèse. Bien 

que la majorité des insertions virales contenues dans ces cellules soient donc des 

altérations « passenger » très précoces, certaines intégrations oncogéniques vont 

favoriser la progression tumorale des cellules transformées et accélérer ainsi le 

développement d’un CHC (Magdalena A. Budzinska et al., 2018a, 2018b). 

 

2) Caractéristiques moléculaires des intégrations 

 

L’intégration du génome des hépadnavirus dans celui des cellules infectées provient 

principalement d’une recombinaison anormale de la forme linéaire double brin ADNdsl 

de l’ADN viral. Comme mentionné dans la partie II.A.4, cette forme est présente dans 

10% des virions et elle est issue d’une altération du processus de transcription inverse 

formant normalement l’ADNrc. L’intégration est un mécanisme indépendant du cycle 

de réplication du virus et qui ne dépend pas de l’expression des protéines virales 

(Seeger and Mason, 2015). D’autres formes d’ADN viral et notamment les 

intermédiaires de réplication ou les formes épissées pourraient aussi potentiellement 

servir de support pour l’intégration (Tu et al., 2017). Par ailleurs, dans les modèles 

d’infection de courte durée d’hépatocytes primaires et lignées cellulaires, l’inhibition de 

l’entrée des virions dans les hépatocytes via le récepteur NTCP bloque l’intégration 

alors que la suppression de la réplication virale n’affecte pas ce processus, suggérant 

ainsi que la majorité des séquences intégrées provient de l’ADN viral contenus dans 

les virions primo-entrants (Tu et al., 2018). La présence d’une infection active du VHB 

dans les tissus favoriserait donc de nouvelles intégrations, ce qui est également 

montré par la détection d’un nombre significativement plus élevé d’insertions dans les 

tissus non-tumoraux contenant une grande quantité d’ADNccc réplicatif. Cela est aussi 

observé dans les tumeurs mais sans être pour autant significatif (Yoo et al., 2017).  
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Plusieurs publications suggèrent que le VHB s’intègre au niveau de cassures double-

brin de l’ADN génomique. Une étude in vitro utilisant un modèle d’infection du DHBV 

dans une lignée cellulaire montre en effet que ce virus s’intègre préférentiellement aux 

sites de cassures induits de manière artificielle par une enzyme de restriction 

recombinante. Dans ce modèle, les cassures sont réparées par le mécanisme de 

jonction d’extrémités non homologues (NHEJ – Non-Homologous End Joining), ce qui 

induit parfois l’insertion d’une séquence virale linéaire (Bill and Summers, 2004). Pour 

le VHB, la majorité des intégrations semble également être générée par le mécanisme 

de réparation NHEJ, étant donné que les séquences virales intégrées ne partagent 

qu’une faible homologie avec les régions où elles s’insèrent. Cependant, les analyses 

in vitro et in vivo montrent que 30% des jonctions présentent une homologie de 2 à 6 

nucléotides, ce qui est bien supérieur au taux de 10% qui était attendu si la localisation 

des insertions était totalement indépendante des séquences. Cela suggère alors 

l’implication du mécanisme de réparation de jonction d’extrémités médiée par micro-

homologie (MMEJ – Microhomology-Mediated End Joining). Ces deux mécanismes 

peuvent avoir lieu tout au long du cycle cellulaire et le taux d’insertions n’est donc pas 

impacté par les éventuelles divisions cellulaires (Tu et al., 2018). Les études effectuées 

avec du séquençage haut-débit confirment l’implication du MMEJ dans une partie des 

événements d’intégration du VHB (Yan et al., 2015; Yoo et al., 2017; Zhao et al., 2016). 

Sites d’insertions dans le génome humain 

La majorité des études d’intégrations du VHB a cherché à décrire la distribution des 

sites d’insertions dans le génome humain dans les tumeurs (T) et dans les tissus non-

tumoraux (NT). Cependant, la détection des intégrations parmi les échantillons est très 

variable en fonction de la sensibilité de la technique utilisée et des analyses effectuées 

sur le traitement des données. Une description des différentes études d’intégrations 

basées sur le séquençage haut-débit est présentée dans la Table 3. 

Les intégrations dans les tissus non-tumoraux semblent suivre une distribution 

aléatoire, sans enrichissement d’une région particulière du génome (Tu et al., 2017). 

Par rapport aux intégrations dans les tumeurs, elles sont cependant davantage situées 

à proximité de gènes fortement exprimés dans le foie normal et qui sont donc dans un 

état transcriptionnel actif, suggérant que le VHB s’intègre plus facilement quand l’ADN 

est dans une configuration de chromatine ouverte (Furuta et al., 2018; Li et al., 2014). 
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(Ally et al., 2017a; Chiu et al., 2016; Ding et al., 2012; Dong et al., 2015; Fujimoto et al., 2016, 2012; 

Furuta et al., 2018; Jhunjhunwala et al., 2014; Z. Jiang et al., 2012; Kawai-Kitahata et al., 2016; Li et 

al., 2020, 2019; Shiraishi et al., 2014; Sung et al., 2012; Sze et al., 2020; Toh et al., 2013; Totoki et al., 

2014; Yan et al., 2015; Yang et al., 2018; Yoo et al., 2017; Zapatka et al., 2020; Zhao et al., 2016) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 3 : Etudes d’intégrations du VHB à partir de séquençage haut-débit.       

T, tissu tumoral et NT, tissu non-tumoral 
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Dans les tumeurs, plusieurs structures ont été détectées comme étant particulièrement 

enrichies en sites d’intégrations virales : 

- Les télomères (Zhao et al., 2016) et des longs ARNs non-codants impliqués 

dans la maintenance des télomères (Yang et al., 2017). 

- Les îlots CpG (Zhao et al., 2016), mais l’enrichissement spécifique dans les 

CHC par rapport aux tissus non-tumoraux est débattu (Budzinska et al., 2018b) 

- Les régions répétées telles que les Long Interspersed Nuclear Elements 

(LINEs) et Short Interspersed Nuclear Elements (SINEs) et les microsatellites 

(Ding et al., 2012; Yan et al., 2015) 

- Les promoteurs et exons de gènes codants, alors que les intégrations dans les 

tissus non tumoraux sont plutôt enrichies dans les introns. Mais il n’y a pas 

d’enrichissement spécifique autour des sites de liaison des facteurs de 

transcription ou des sites d’initiation de la transcription. Pour les tissus tumoraux 

et non-tumoraux, la majorité des insertions se situe cependant dans des régions 

intergéniques (Sung et al., 2012; Toh et al., 2013; Zhao et al., 2016). 

- Les régions fragiles et les régions denses où une augmentation du stress 

réplicatif peut induire une structure secondaire plus souple de l’ADN et des 

cassures plus fréquentes (Li et al., 2014; Yang et al., 2017; Zhao et al., 2016). 

La plupart des régions mentionnées comme étant enrichies en sites d’intégrations 

dans les tumeurs correspond à des sites riches en GC (télomères, CpG, motifs 

répétées, gènes codants), mais l’hypothèse que le contexte GC favoriserait les 

insertions du VHB n’a pas été formellement testé (Budzinska et al., 2018a). 

Points de jonctions dans l’ADN viral et séquences intégrées 

Etant donné que l’ADNdsl est le support majoritaire de l’intégration, les points de 

jonctions sur le génome viral sont principalement regroupés vers les extrémités de 

cette forme (autour de la position 1800) (Li et al., 2019; Sung et al., 2012; Zhao et al., 

2016) et la structure des séquences intégrées est nécessairement altérée. Seul l’ORF 

préS/S peut être intégré intact et rester sous l’action de son promoteur viral. Ce n’est 

en effet pas le cas des ORF P et préC/C qui, bien que pouvant être présents en entier 

dans les séquences intégrées, sont forcément séparés de leur promoteur. Il semblerait 

néanmoins que ce dernier peut être remplacé par un promoteur cellulaire car des 

transcrits codant pour les AgHBe et AgHBc ont déjà été décrits dans des CHC. 
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L’ARNpg ne peut pas être synthétisé et il ne peut donc pas y avoir de réplication virale 

à partir des séquences intégrées. L’ORF X est fréquemment tronqué à son extrémité 

finale lors de l’intégration et l’absence de codon stop peut donc générer la synthèse 

de protéines de fusion virus-hôte (S. Jiang et al., 2012; Tu et al., 2017) (Figure 27). 

 

 

 

Figure 27 : Position des ORF dans la forme ADNdsl du VHB (Tu et al., 2017). Les 

promoteurs et Enhancer viraux sont indiqués par des flèches sur la séquence virale. 

 
 

Enfin, des réarrangements complexes sont parfois observés dans les séquences 

intégrées, mais seulement dans une proportion limitée (autour de 10%) et pas 

spécifiquement dans les tissus tumoraux. Le fait que ces réarrangements aient lieu 

avant l’intégration (dans le cas d’insertions de génomes épissés ou déjà altérés) ou 

après l’intégration (en conséquence d’une l’instabilité chromosomique) est cependant 

encore inconnu (S. Jiang et al., 2012; Tu et al., 2017). 

 

3) Conséquences oncogéniques 

 

Etant donné que les événements d’intégration ont lieu dans les quelques jours suivant 

l’infection, des dizaines d’années peuvent s’écouler entre l’insertion virale et le 

développement d’un CHC. La fonction réelle des intégrations du VHB dans l’hépato-

carcinogénèse n’est donc pas encore tout à fait claire, mais trois mécanismes ont été 

proposés et vont être détaillés ci-dessous. 

- Mutagénèse insertionnelle 

Dans les échantillons non-tumoraux, un gène semble néanmoins être ciblé de manière 

récurrente par les intégrations du VHB dans les différentes séries, il s’agit du gène 
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FN1 (Fibronectine 1). Ce gène code pour la protéine Fibronectine 1 qui fait partie de 

la matrice extracellulaire et joue un rôle majeur dans l’adhésion cellulaire, la motilité, 

la cicatrisation des tissus et le développement embryonnaire (Ding et al., 2012). Ce 

gène est très exprimé dans le foie, et son niveau d’expression augmente avec la 

fibrogenèse. Ces intégrations semblent d’ailleurs se produire préférentiellement chez 

des patients ayant un stade de fibrose avancé (Yoo et al., 2017).  Des altérations de 

l’expression de FN1, de sa dégradation ou de sa structure ont été associées 

précédemment au cancer et à la fibrose, mais la conséquence de ces insertions dans 

le tissu non-tumoral reste indéterminée. L’analyse de l’expression de FN1 donne en 

effet des résultats contradictoires en fonction des échantillons et des études. Les 

conséquences de ces insertions pourraient donc potentiellement dépendre du 

contexte ou de la position de l’intégration dans le gène. Le ratio d’expression entre une 

tumeur et le tissu non-tumoral adjacent est très variable entre les échantillons, même 

parmi ceux qui n’ont pas d’insertion virale dans FN1. Dans tous les cas, aucune 

différence significative d’expression n’est observée entre les échantillons avec ou sans 

intégration dans ce gène (Ding et al., 2012; Sung et al., 2012). Des transcrits de fusion 

HBV-FN1 ont par ailleurs été décrits dans des analyses de transcriptomes mais leur 

rôle fonctionnel n’a pas été investigué (Furuta et al., 2018; Shiraishi et al., 2014). 

Dans les tumeurs, certaines intégrations induisent un changement important dans 

l’expression du gène. Une activation locale de la transcription est en effet observée au 

niveau des sites d’intégration pour la majorité des insertions situées dans des 

promoteurs, exons ou introns, et dans une plus faible proportion pour les insertions 

dans les régions intergéniques (Ally et al., 2017a; Z. Jiang et al., 2012; Toh et al., 

2013). Trois gènes sont notamment identifiés de façon récurrente dans l’ensemble des 

études : TERT, MLL4 et CCNE1, ils sont altérés par des intégrations dans 40 à 50% 

des tumeurs positives pour le VHB et induisent généralement une surexpression du 

gène concerné (Li et al., 2019; Sung et al., 2012).  

TERT est le gène le plus fréquemment altéré par les intégrations du VHB qui se situent 

principalement dans le promoteur. Ces insertions sont mutuellement exclusives des 

autres altérations et notamment des mutations du promoteur qui ont été décrites dans 

la partie I.C.1 (Fujimoto et al., 2016; Sze et al., 2020; Totoki et al., 2014). Par ailleurs, 

la surexpression du gène induite par la séquence intégrée est d'autant plus élevée que 

le site d’intégration est proche du site d’initiation de la transcription, suggérant que la 
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séquence virale agit alors comme un « Enhancer » (Toh et al., 2013). Deux études 

récentes ont en effet montré à l’aide de modèles cellulaires que la région « Enhancer 

I » de la séquence intégrée peut induire l’activation de TERT via le recrutement de 

facteurs de transcription. La première publication a mis en évidence que la séquence 

virale recrute le récepteur des androgènes qui active la transcription de TERT ou celui 

des œstrogènes qui la réprime, cette régulation étant dépendante du facteur HNF4α. 

Le récepteur des androgènes augmente également la transcription du gène lorsque le 

promoteur contient la mutation -124G>A, via la liaison entre le facteur GABPA et le 

promoteur muté. Ce mécanisme apporte une explication au fait que les intégrations ou 

mutations du promoteur de TERT sont retrouvées plus fréquemment et entraînent une 

surexpression du gène plus importante chez les hommes que chez les femmes (Li et 

al., 2019). La deuxième publication suggère que l’activation de TERT est liée au 

recrutement du facteur de transcription ELF4 (E74-like  ETS  transcription  factor  4), 

avec un degré différent en fonction de l’orientation de la séquence virale intégrée (Sze 

et al., 2020). Par ailleurs, des transcrits de fusion HBx-TERT ou HBs-TERT peuvent 

être générés si l’insertion se situe à l’intérieur du gène. L’ensemble de ces transcrits 

débutent dans la séquence virale intégrée et se poursuivent dans la séquence de 

TERT jusqu’au codon stop. Si l’intégration est intronique, des sites d’épissage dans la 

séquence du VHB permette généralement la synthèse de ces transcrits avec ou sans 

rétention d’une partie de l’intron (Furuta et al., 2018; Shiraishi et al., 2014). Enfin, les 

patients ayant une intégration du VHB dans TERT ont une survie moyenne plus courte 

par rapport aux autres patients ayant des CHC liés au VHB (Zhao et al., 2016). 

Pour MLL4, les intégrations sont situées entre les exons 2 et 6. Une surexpression est 

observée lorsque les insertions se situent dans les exons, probablement induite par le 

promoteur viral d’HBx. Les transcrits générés peuvent alors contenir la séquence virale 

entière sans épissage. Ces transcrits HBV-MLL4 modifiant cependant le cadre de 

lecture, ils entraînent probablement une perte de fonction du gène. Par ailleurs, les 

intégrations dans les introns induisent une expression aberrante des régions 

introniques et la formation de fréquents variants épissés du gène (Dong et al., 2015; 

Furuta et al., 2018; Shiraishi et al., 2014; Sung et al., 2012). La synthèse de protéines 

de fusion HBx-MLL4 stables a également été décrite (Saigo et al., 2008). 

Enfin, le laboratoire a récemment caractérisé les conséquences des insertions virales 

dans CCNE1, et cela sera développé dans la partie Résultats (Bayard et al., 2018). 
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D’autres études se sont concentrées sur les conséquences fonctionnelles d’insertions 

dans des gènes et ont montré l’existence de transcrits de fusion récurrents. Ainsi, un 

transcrit particulier a été identifié comme générant la synthèse d’une protéine HBV-

CCNA2 dans 12,5% des CHC d’une série de 48 échantillons. Cette protéine de fusion 

ne possédant pas le domaine N-terminal de la protéine CCNA2 normale qui permet sa 

dégradation, son accumulation engendre une progression aberrante du cycle cellulaire 

et une instabilité génomique (Chiu et al., 2016). Un autre exemple récent est 

l’identification d’un transcrit HBx-LINE1 dans 23,3% des CHC d’une série de 90 

échantillons. Ce transcrit favorise le développement de tumeurs in vivo, et augmente 

la prolifération tumorale en activant la voie Wnt/β-caténine in vitro. Enfin, sa détection 

dans les CHC a été associée à une plus faible survie des patients (Lau et al., 2014). 

Ces résultats n’ont cependant pas été confirmés dans d’autres séries. 

 

- Expression des protéines virales à partir de l’ADN intégré 

La présence de séquences du VHB dans le génome des hépatocytes permet la 

persistance de l’expression de certaines protéines virales et notamment des protéines 

d’enveloppe puisque l’ORF préS/S peut rester sous l’action de son promoteur. Un 

indice suggérant que les séquences intégrées contribuent au moins partiellement à la 

sécrétion d’AgHBs repose sur le fait que la quantité de transcrits de fusion identifiés 

dans le foie est corrélée au niveau d’AgHBs détecté dans le sérum (Yoo et al., 2017). 

De plus, la quantité d’ARN total détectée dans les tumeurs n’étant en revanche pas 

corrélée à la quantité d’ADNccc, la majorité des transcrits proviennent a priori de l’ADN 

intégré (Halgand et al., 2018). Il a d’ailleurs été prouvé chez des chimpanzés avec 

infection chronique du VHB ayant un statut AgHBe négatif que la majorité des AgHBs 

synthétisés étaient bien issus des séquences virales intégrées et non de l’ADNccc 

(Wooddell et al., 2017). Enfin, dans une expérience in vitro, des lignées cellulaires 

n’ayant ni réplication active ni production de virions détectable mais contenant des 

insertions virales, ont permis la réplication du VHD qui nécessite les protéines 

d’enveloppe du VHB (décrit dans la partie II.C.3). Cette étude a ainsi démontré qu’une 

séquence intégrée du VHB peut produire des protéines L-HBs et S-HBs fonctionnelles 

permettant la formation de virions infectieux du VHD (Freitas et al., 2014).  

Cependant, des délétions de la région préS ont été identifiées dans les CHC et 

suppriment la partie C-terminale du domaine préS1 ou N-terminale du domaine préS2. 
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In vitro, l’expression de protéines d’enveloppe altérées induit un stress du réticulum 

endoplasmique, un stress oxydatif et des dommages à l’ADN, aboutissant à la 

progression du cycle cellulaire et à la transformation maligne. Ces formes mutantes 

peuvent également donner un avantage prolifératif à la cellule et donc stimuler 

l’expansion des hépatocytes (Su et al., 2014; Tong and Revill, 2016). 

Par ailleurs, l’ORF X est fréquemment altéré dans les séquences intégrées, et étant 

donné la structure de l’ADNdsl il est notamment tronqué à son extrémité C-terminale 

(Figure 27). Une séquence tronquée d’HBx est en effet identifiée dans au moins la 

moitié des CHC pour lequel ce gène est détectable (Sze et al., 2020) et cela aboutit à 

la synthèse d’un transcrit tronqué ou d’un transcrit de fusion. Ces modifications sont 

observées dans les tumeurs et dans le tissu non-tumoral mais dans des proportions 

différentes. Une étude décrit des transcrits de fusion dans 45,5% des T et 55,9% des 

NT mais des transcrits tronqués dans 33,3% des T et 11,9% des NT. Dans les 

transcrits altérés, les régions permettant l’interaction avec DDB1 et l’activité de 

transactivation sont généralement conservés, mais pas celle permettant l’interaction 

avec p53 (Toh et al., 2013). Les transcrits tronqués sont parfois détectés à un 

pourcentage très élevé dans les CHC (dans 46% ou 79,3% des cas). La surexpression 

d’une protéine HBx tronquée à son extrémité C-terminale a été associée dans des 

modèles in vitro et in vivo à des propriétés de cellules progénitrices, à la transformation 

maligne et l’inhibition de l’apoptose et à l’invasion tumorale (Ma et al., 2008; Ng et al., 

2016; Sze et al., 2013). Ces phénotypes peuvent cependant être dus à une 

surexpression de la protéine bien supérieure au niveau d’expression qu’elle a sous 

l’activité de son promoteur natif. De plus, comme cela a été mentionné dans la partie 

III.A.3, le rôle joué par la protéine HBx normale dans la cancérogénèse n’étant lui-

même pas encore bien établi, il est difficile de conclure sur le potentiel oncogénique 

de la protéine tronquée sans d’autres modèles d’infection (Slagle et al., 2015).  

De plus, bien que les intégrations ne semblent pas avoir de rôle dans la réplication du 

virus, le fait qu’elles aient lieu précocement laisse penser qu’elles pourraient être 

impliquées dans la modulation de la réplication ou dans la persistance de l’infection. 

L’ADN intégré constituant un réservoir stable et persistant de l’expression des 

protéines virales les formes intégrées du VHB pourraient en effet favoriser la 

transcription de l’ADNccc via une surexpression d’HBx et moduler la réponse 

immunitaire via une surexpression des AgHBs. (Tu et al., 2017). 
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- Intégrations et instabilité chromosomique 

L’enrichissement des insertions à proximité des sites fragiles, des régions répétées, 

des îlots CpG et des télomères, dans les tumeurs et non dans les tissus non-tumoraux 

suggère que les hépatocytes portant des altérations dans ces régions sont 

sélectionnés pendant la cancérogénèse et que ces intégrations favorisent donc le 

développement du CHC en induisant une instabilité génomique ou en modifiant les 

mécanismes de maintenance de la stabilité des chromosomes (Zhao et al., 2016). 

De plus, une partie significative des sites d’intégrations se situent à proximité de 

changements du nombre de copies de l’ADN génomique (CNA) (Sung et al., 2012; 

Totoki et al., 2014; Zapatka et al., 2020). Une étude plus précise d’une de ces 

intégrations a rapporté que la cassure de l’ADN induisant une large perte de copie d’un 

chromosome coïncide précisément avec le site de l’intégration virale. Cette perte 

chromosomique entraîne une diminution de l’expression des gènes situés dans la 

région perdue, et notamment des gènes codant pour des caspases qui jouent un rôle 

central dans les mécanismes d’apoptose et pourrait donc favoriser le développement 

tumoral (Z. Jiang et al., 2012). Le nombre d’intégrations est par ailleurs associé au 

nombre de variants structuraux dans une tumeur donnée (Fujimoto et al., 2016), et 

deux hypothèses ont été proposées pour expliquer cette association. Premièrement, 

l’instabilité chromosomique induite par un facteur extérieur peut favoriser le 

mécanisme d’intégration du virus. En effet, les insertions du VHB se produisant 

préférentiellement à des sites de cassures double-brins, des échantillons ayant un plus 

grand nombre de variants structuraux ont nécessairement plus d’opportunités 

d’acquérir des insertions virales (Fujimoto et al., 2016). Deuxièmement, l’intégration 

virale peut être « driver » et à l’origine de l’instabilité génomique induisant des variants 

structuraux. C’est notamment le cas lorsque l’intégration altère les gènes CCNA2 et 

CCNE1 comme cela sera discuté dans la partie Résultats (Bayard et al., 2018).  

 

C. Spécificités des CHC liés au VHB 

 

La vaccination universelle contre le VHB à la naissance est l’élément de prévention 

principal qui devrait permettre une diminution considérable de l’incidence du CHC liés 

au VHB dans les années qui viennent. Cela n’aura cependant que peu d’impact à court 
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terme étant donné que la plupart des tumeurs se produisent après 50 ans. Pour les 

personnes ayant déjà une infection chronique du VHB, la prévention réside alors dans 

la prise d’un traitement antiviral efficace qui réduit le risque de développement tumoral 

bien qu’il ne l’élimine pas. A l’heure actuelle, la caractérisation des CHC liés au VHB 

a donc pour enjeu de permettre une stratification précise des risques, d’aider à ajuster 

les thérapies antivirales, de définir une stratégie de surveillance, de déterminer le 

traitement adapté contre le CHC s’il survient, et enfin d’anticiper une éventuelle 

récidive (Voulgaris et al., 2020; Xu et al., 2017). 

L’objectif de cette dernière partie est de donner un aperçu global des facteurs de 

risques et des spécificités cliniques et génomiques qui sont caractéristiques des CHC 

liés au VHB ainsi que des conséquences que cela implique pour le suivi et le traitement 

des patients. Il est important de souligner que ce virus peut également entraîner des 

altérations épigénétiques pouvant jouer un rôle précoce dans l’hépato-carcinogénèse. 

Le VHB peut notamment induire une méthylation anormale de l’ADN dérégulant 

l’expression d’oncogènes ou de gènes suppresseurs de tumeurs, et provoquer des 

modifications post-transcriptionnelles des histones modulant le profil d’expression 

global des hépatocytes (Levrero and Zucman-Rossi, 2016; Tian and Ou, 2015). Cet 

aspect épigénétique ne sera cependant pas développé dans cette thèse.  

 

1) Bilan des facteurs de risque et scores prédictifs 

 

La plupart des facteurs de risque ont déjà été mentionnés dans les parties précédentes 

mais l’ensemble est résumé dans la Table 4. 

 

  
 

Table 4 : Liste des facteurs de risque associés au développement d’un CHC 

chez les patients infectés par le VHB (Fallot et al., 2012; Kao et al., 2010).  



INTRODUCTION 

115 

- Premièrement, parmi les facteurs viraux, l’existence de génotypes et de mutants 

associés à un risque plus élevé de développer un CHC a été discutée dans la partie 

II.C. Mais un autre facteur de risque important est la charge virale, représentative d’une 

réplication intense et persistante du VHB. En effet, le niveau d’ADN viral présent dans 

le sérum semble prédire fortement la progression de la maladie hépatique et le 

développement d’un CHC, de façon indépendante de la positivité de l’AgHBe, du 

niveau d’ALT et de la présence d’une cirrhose. La charge virale est ainsi corrélée à 

l’incidence du CHC de manière dose-dépendante et peut augmenter de 10 fois le 

risque pour les patients. Les patients ayant conservé l’expression de l’AgHBe ont 

également un risque plus important par rapport à ceux ayant eu une séroconversion. 

La quantité importante d’ADN viral et la positivité de l’AgHBe reflète directement la 

réplication active du virus qui augmente notamment la fréquence des intégrations 

virales, les atteintes hépatiques amenant vers la cirrhose, l’instabilité chromosomique, 

les dommages à l’ADN, l’inflammation et le stress oxydatif (Xu et al., 2017).  

 

- Ensuite, parmi les caractéristiques propres à l’individu, le risque de survenue 

d’un CHC est plus élevé chez les patients âgés (ou ayant eu une durée d’infection 

importante), de sexe masculin et cirrhotiques. La différence d’incidence du CHC entre 

les hommes et les femmes est une caractéristique générale des CHC mais elle est 

encore plus marquée parmi les CHC liés aux VHB. Des études ont ainsi montré que 

la séquence « Enhancer I » du VHB recrute des facteurs de transcription permettant 

aux androgènes d’activer la transcription du virus et aux œstrogènes de l’inhiber. Ce 

mécanisme pourrait donc expliquer l’existence d’un risque plus élevé de développer 

un CHC chez les hommes (Li et al., 2019). Par ailleurs, les personnes d’origine 

africaine et asiatique sont aussi plus susceptibles de développer un CHC liés au VHB 

bien qu’il ne soit pas encore clair si la différence avec les patients d’origine 

caucasiennes est due à des facteurs génétiques ou à un mode de transmission 

différent (Xu et al., 2017). En ce qui concerne les facteurs génétiques, plusieurs SNPs 

ont été associés à un risque plus élevé de développer un CHC parmi les patients 

infectés par le VHB mais comme cela a été décrit dans la partie I.B.1, seul le SNP 

STAT4 rs7574865 a pour l’instant été validé (Levrero and Zucman-Rossi, 2016; J. 

Yang et al., 2019b). Enfin, l’histoire familiale est importante car les parents au premier 

degré de patients ayant un CHC lié au VHB ont un risque accru de développer 

également une tumeur hépatique (Kao et al., 2010). 
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- En dernier lieu, parmi les facteurs environnementaux, les co-infections avec le 

VHC, le VHD et le VIH sont associés à un risque plus élevé de développer un CHC 

(comme décrit dans la partie II.C.3). La plupart des facteurs étiologiques connus 

agissent comme des cofacteurs dans le développement tumoral. C’est notamment le 

cas de la consommation d’alcool qui joue un rôle synergique avec l’infection par le 

VHB et des syndromes métaboliques (diabète et obésité) qui est un facteur de risque 

indépendant. Ces deux derniers facteurs augmentent de plus de 2 fois et 7 fois 

respectivement le risque de survenue d’un CHC. Le tabac et le risque de CHC sont 

également associés de façon quantitative (Levrero and Zucman-Rossi, 2016; Xu et al., 

2017). Enfin, deux derniers facteurs de risque importants liés à l’infection par le VHB 

sont l’exposition à l’Aflatoxine B1 (AFB1) et à l’Acide Aristolochique (AA). 

Les incidences les plus élevées de CHC et les patients atteints les plus jeunes sont 

retrouvés en Chine et en Afrique sub-saharienne, soit dans les régions où le VHB est 

fortement endémique et où le taux d’exposition à l’AFB1 est très élevé. De nombreuses 

études ont donc cherché à identifier une association entre ces deux facteurs de risque. 

Des résultats contradictoires ont été publiés montrant la présence ou l’absence d’une 

synergie mais sont réconciliés par la proposition selon laquelle l’AFB1 est un facteur 

de risque indépendant lorsqu’on y est très fortement exposé mais qui nécessite le VHB 

comme cofacteur lorsque l’exposition est faible ou modérée (Kew, 2003). D’un point 

de vue moléculaire, l’AFB1 est oxydé à l’intérieur des cellules par les enzymes CYP450 

pour former notamment un métabolite particulièrement instable qui réagit avec l’ADN 

et produit des adduits sur les résidus guanines. La majorité de ces adduits sont réparés 

par le mécanisme d’excision de nucléotide mais les lésions de l’ADN restantes peuvent 

générer des mutations, et majoritairement des transversions G-T. La substitution G>C 

sur le gène TP53 induisant la mutation R249S sur la protéine est identifiée dans la 

quasi-totalité des CHC dans les régions où l’AFB1 est présente, et est donc considérée 

comme une caractéristique de l’exposition à cette toxine. Sa forte incidence résulterait 

à la fois d’une affinité des métabolites de l’AFB1 pour ce site spécifique et d’une 

sélection biologique de cette mutation au cours de la cancérogénèse via l’inactivation 

de la voie p53 qui contrôle le cycle cellulaire. Plusieurs mécanismes ont été suggérés 

pour expliquer comment le VHB pourrait augmenter l’effet mutagène de l’AFB1 : le 

virus ou l’infection chronique augmenterait directement l’activité des enzymes 

CYP450, le stress oxydatif généré par l’infection chronique contribuerait également à 
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la génération de mutations, la pression de sélection liée à l’infection favoriserait la 

prolifération clonale des cellules contenant ces mutations, et enfin la protéine HBx 

dérégulant la réparation de l’ADN par excision de nucléotide pourrait empêcher la 

réparation des adduits à l’ADN (Gouas et al., 2009). Par ailleurs, une caractérisation 

génomique récente des CHC liés à l’AFB1 a identifié des mutations fréquentes du 

gène ADGRB1 (adhesion G protein−coupled receptor B1) en plus de celles décrites 

dans TP53. Ces CHC contiennent davantage de néo-antigènes et possèdent une forte 

infiltration lymphocytaire et une expression élevé de PD-L1 (Zhang et al., 2017). 

Le processus mutationnel lié à l’acide aristolochique a été bien moins étudié mais de 

la même façon que pour l’AFB1, c’est l’interaction entre des métabolites de cet acide 

et l’ADN qui génère la formation d’adduits sur des résidus adénine et entraîne ainsi 

l’apparition de mutations, et majoritairement des transversions A-T. Une étude 

épidémiologique récente menée à Taïwan a évalué que, l’AA ayant été prescrit comme 

traitement contre l’hépatite B chronique jusqu’en 2003, 59,4% des patients infectés 

par le VHB y ont été exposés. Ces travaux ont aussi mis en évidence une association 

dose-dépendante entre l'exposition à l'AA et le développement du CHC chez les 

patients infectés par le VHB. Cela suggère donc qu’il y aurait une coopération entre le 

VHB et l'acide aristolochique favorisant la cancérogénèse comme cela a été 

précédemment démontré pour l'AFB1 (Chen et al., 2018; Nault and Letouzé, 2019). 

 

Scores prédictifs 

Compte tenu de la forte association existant entre l’infection chronique par le VHB et 

la survenue d’un CHC, une surveillance des patients atteints d’une infection chronique 

est généralement recommandée mais elle est néanmoins modulée en fonction d’une 

estimation de leur risque présumé de développer un CHC et des analyses coût-

efficacité du dépistage propres à chaque contexte. Pour faciliter la mise en place de 

cette surveillance personnalisée, plusieurs études récentes ont donc cherché à 

développer et valider des scores prédictifs du risque de survenue d’un CHC parmi ces 

patients. A partir d’analyses univariées et multivariées, le poids des différents facteurs 

de risque est déterminé dans une cohorte de dérivation, permettant ainsi de construire 

un score, dont la précision est ensuite évaluée dans une cohorte indépendante de 

validation. Cependant, étant donné l’hétérogénéité des patients atteints d’une infection 

B chronique et la multiplication des scores prédictifs proposés, il est souvent compliqué 
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d’en choisir un pour la pratique clinique. La totalité des scores ont été créés à partir de 

cohortes de patients asiatiques à l’exception du score PAGE-B (Voulgaris et al., 2020). 

Ce score PAGE-B a été proposé en 2017 pour évaluer le risque de développement 

d’un CHC parmi des patients d’origine caucasienne ayant une infection chronique du 

VHB et traités avec des antiviraux oraux (entécavir/ténofovir). Il est très simple à utiliser 

en routine en clinique car il est uniquement basé sur l’âge, le sexe et le niveau de 

plaquettes des patients. L’ajout d’une information sur la cirrhose dans le score 

n’améliore pas sensiblement sa prévisibilité étant donné que le niveau de plaquettes 

est probablement déjà représentatif de la sévérité de la maladie hépatique. Les 

patients appartenant au groupe à faible risque (score inférieur à 10) qui représentent 

entre 11 et 25% des patients ne nécessitent pas a priori d’avoir une surveillance pour 

un CHC, à l’exception des patients cirrhotiques (4% de ce groupe). Ce score étant 

basé sur des paramètres qui ne sont généralement pas affectés par les traitements 

antiviraux, il pourrait être potentiellement utilisé pour des patients non-traités 

(Lampertico et al., 2017; Papatheodoridis et al., 2016). De plus, une étude de 2018 a 

validé ce score dans une cohorte asiatique et a proposé une version modifiée (score 

mPAGE-B) possédant une meilleure performance prédictive grâce à l’ajout des 

données sur le niveau d’albumine dans le sérum des patients (Kim et al., 2018). Les 

scores PAGE-B et mPAGE-B semblent donc représenter des scores simples qui 

peuvent être utilisés en pratique clinique pour identifier les patients atteints d’infection 

B chronique, non cirrhotiques et traités avec des antiviraux oraux, qui nécessitent une 

surveillance du CHC, tous les patients cirrhotiques devant avoir une surveillance dans 

tous les cas (Galle et al., 2018; Voulgaris et al., 2020). Concernant les risques de 

récurrence des CHC liés au VHB, différents facteurs de risque ont également été 

proposés. Le risque de récurrence précoce issue d’une dissémination de la tumeur 

primaire se développant dans les 2 ans après la chirurgie, est associé à des 

caractéristiques de la tumeur (invasion micro-vasculaire, marge chirurgicale positive, 

niveau d’AFP élevé). En revanche, le risque de récurrence tardive via le 

développement d’une tumeur de novo est associé à l’état inflammatoire du foie et à la 

quantité d’ADN viral (Hoshida, 2009; Wu et al., 2009). 

Les données génomiques ne sont jusqu’à présent que très peu utilisées en clinique 

pour la surveillance et le suivi des CHC liés au VHB. Ces tumeurs ont pourtant des 

caractéristiques particulières qui vont être présentées dans la partie suivante. 
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2) Caractéristiques génomiques 

 

Une étude du laboratoire a comparé une série de 86 CHC liés au VHB à 90 CHC dus 

à d’autres étiologies (40% liés à l’alcool, 23% au VHC, 7% à une hémochromatose et 

4% à une NASH). D’un point de vue clinique, les CHC liés au VHB se développent 

chez des patients significativement plus jeunes qui sont en général d’origine africaine 

ou asiatique. Ils ont des niveaux d’AFP plus élevés et les tumeurs sont généralement 

plus petites et moins différentiées (Amaddeo et al., 2015).  

 

Caractérisation virale : 

La comparaison entre les quantités d’ADN viral total et d’ADNccc présentes dans le 

tissu tumoral et dans le tissu non-tumoral adjacent a donné des résultats opposés en 

fonction des études. Ces divergences peuvent être dues à la région du génome viral 

ciblé par la technique de détection ainsi qu’aux profils virologiques et au degré 

d’atteintes hépatiques des patients étudiés. Il existe dans tous les cas une coexistence 

de formes intégrées et de formes épisomales dans les tissus hépatiques tumoraux et 

non-tumoraux (Amaddeo et al., 2015; Bai et al., 2013; Halgand et al., 2018).  

Une étude récente effectuée sur des patients traités ayant une virémie faible ou 

indétectable montre que l’ADNccc ne représente qu’un faible pourcentage de l’ADN 

total chez ces patients. La présence d’ADNccc dans les tumeurs suggère néanmoins 

qu’une réplication virale peut exister malgré le fait que les formes intégrées qui sont 

majoritaires ne permettent pas la transcription de l’ARNpg. En effet, de l’ADNccc et de 

l’ARNpg sont détectés dans 40% et 66% respectivement des CHC de cette étude, tout 

en étant à des niveaux bien plus faibles que dans le foie non-tumoral. Les tumeurs 

sont donc des tissus moins favorables à la réplication virale mais l’identification de 

souches virales différentes entre des CHC et le foie non-tumoral adjacent a prouvé 

qu’une réplication pouvait bien avoir lieu dans la tumeur. Par ailleurs, la présence 

d’ARNpg ou d’ADNccc est associée à une surexpression du NTCP, le récepteur 

d’entrée du VHB et à une diminution de l’expression de gènes impliqués dans le cycle 

cellulaire et la réparation des dommages à l’ADN. De plus, l’ADNccc contenu dans ces 

CHC code généralement pour des variants d’HBx ayant conservé leur activité 

transcriptionnelle et leur capacité à interagir avec le complexe Smc5/6. Au final, il a 

été observé que ces tumeurs permettant la réplication virale constituent un sous-
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groupe spécifique de CHC plus différenciés et moins invasifs, associé à un meilleur 

pronostic. La réplication virale dans les CHC nécessiterait donc une faible prolifération 

combinée une forte différentiation cellulaire (Halgand et al., 2018; Rivière et al., 2019). 

Concernant la séquence virale, les tumeurs sont caractérisées par la présence 

d’altérations fréquentes du gène HBx (mutations inactivatrices ou délétions de 

l’extrémité C-terminale), de délétions de la région préS, et de mutations de la région 

PréCore/Core, comme cela a déjà été mentionné dans les parties II.C.2 et III.B.3. Une 

étude rapporte que 39,5% des CHC contiennent des séquences virales qui ont été 

altérées par des délétions, inversions ou duplications, et qu’une grande partie de ces 

altérations se situent dans la région également enrichie pour les jonctions 

d’intégrations. Il n’est cependant pas précisé si ces séquences sont issues des formes 

intégrées ou épisomales du virus présentes dans les CHC (Toh et al., 2013). 

 

Altérations génomiques 

Une comparaison du profil mutationnel de CHC liés au VHB avec celui de CHC liés à 

d’autres étiologies a permis de déterminer, parmi les voies de signalisation qui sont 

fréquemment dérégulées dans les CHC (présentées dans la partie I.C), celles qui sont 

caractéristiques de l’infection par le VHB. En particulier, la voie p53 est très souvent 

altérée dans les CHC liés au VHB et notamment via des mutations inactivatrices des 

gènes TP53 (dans 41% des cas contre 16% dans les CHC liés à d’autres étiologies) 

et IRF2 (dans 7% des cas et uniquement dans les CHC liés au VHB), ces deux 

mutations étant mutuellement exclusives. Dans ces tumeurs liées au VHB, le spectre 

de mutations de TP53 a comme particularité d’avoir une forte fréquence de mutations 

sur le codon 249 (R249S), correspondant à la mutation provoquée par l’exposition à 

l’Aflatoxine B1. Cette mutation est par ailleurs associée à la présence d’une mutation 

inactivatrice d’HBx et elle est majoritairement observée dans des tumeurs peu 

différentiées qui se sont développées sur foie sain. Cela suggère donc une coopération 

entre la mutation R249S et l’inactivation d’HBx pouvant favoriser une cancérogénèse 

sans contexte cirrhotique. De plus, les mutations de TP53 sont associées à une survie 

plus faible parmi les patients ayant un CHC lié au VHB mais pas parmi ceux ayant un 

CHC lié à une autre étiologie, suggérant une valeur pronostic de ces mutations 

uniquement dans ce groupe spécifique de CHC particulièrement agressif. En 

revanche, les mutations des gènes NFE2L2 et CTNNB1 étant moins fréquentes dans 
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les CHC liés au VHB, les voies du stress oxydatif et Wnt/β-caténine semblent moins 

souvent activées dans ces tumeurs (Amaddeo et al., 2015; Schulze et al., 2015). 

Par ailleurs, une caractéristique génomique évidente des CHC liés au VHB est la 

présence d’intégrations fréquentes dans des gènes impliqués dans la carcinogénèse 

qui a été détaillé dans la partie précédente. Le promoteur de TERT est le site 

d’insertion le plus récurrent permettant la réactivation de la télomérase, suivi des  

gènes MLL4 et CCNE1 impliqués dans la régulation épigénétique et dans le cycle 

cellulaire respectivement (Levrero and Zucman-Rossi, 2016). Enfin, un nombre plus 

élevé d’aberrations chromosomiques est observé dans les CHC liés au VHB. Cela est 

probablement lié à la capacité du virus d’induire une instabilité génomique via les 

intégrations virales et via l’activité d’HBx ou à la fréquence des mutations des gènes 

TP53 et IRF2 liés à la maintenance de la stabilité des chromosomes (Guichard et al., 

2012; Levrero and Zucman-Rossi, 2016). 

 

Profil transcriptomique 

Dans la classification moléculaire présentée dans la partie I.D, les CHC liés au VHB 

sont retrouvées dans l’ensemble des sous-groupes, soulignant ainsi leur diversité 

génomique. Cependant, ils appartiennent majoritairement à la classe proliférative (G1-

G3), contrairement aux CHC liés au VHC ou à l’alcool. Il s’agit de CHC de grande taille 

et peu différentiés avec de fréquentes altérations inactivatrices d’AXIN1, IRF2 (G1-G2) 

et TP53 (G2-G3) et du gène HBx. Les CHC des groupes G1-G2 sont enrichis chez 

des patients jeunes de sexe féminim et caractérisés par une forte expression de gènes 

associés à des caractéristiques progénitrices (EpCAM, AFP, KRT19). Les tumeurs du 

groupe G3 sont des CHC agressifs avec invasion vasculaire (Amaddeo et al., 2015). 

Bien que minoritaires, des CHC liés au VHB ont néanmoins un profil non-prolifératif et 

plus différentié (G4-G6). Ils se développent généralement chez des patients plus âgés 

ayant un facteur de risque additionnel (infection par le VHC, ALD ou NASH). Ces CHC 

pourraient donc potentiellement avoir suivi un développement tumoral différent, au 

cours duquel les mécanismes de carcinogénèse directs du VHB n’ont eu qu’un rôle 

mineur par rapport au cofacteur et par rapport à l’accumulation normale de mutations 

somatiques liée au vieillissement. Les CHC des groupes G5-G6 se caractérisent plus 

spécifiquement par des mutations activatrices de CTNNB1 et une activation de la voie 

Wnt-β-caténine (Amaddeo et al., 2015; Levrero and Zucman-Rossi, 2016). 
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Les caractéristiques cliniques et génétiques des CHC liés au VHB sont présentées en 

fonction de la classification transcriptomique G1-G6 dans la Figure 28 ci-dessous. 

   

Figure 28 : Représentation schématique des différents sous-groupes de CHC 

liés au VHB définis par analyse transcriptomique. Les gènes écrits en rouge sont 

sous-exprimés et les gènes écrits en vert surexprimés (Amaddeo et al., 2015).  

 

 

3) Enjeux thérapeutiques : infections occultes et intégrations 

 

Deux points indépendants peuvent être considérés comme des enjeux thérapeutiques 

qu’il serait intéressant d’investiguer pour améliorer le suivi des patients infectés par le 

VHB et réduire l’incidence des CHC et d’éventuelles récidives : caractériser les 

infections occultes (OBI) et utiliser les données des intégrations virales en clinique. 

- Les infections occultes 

La « guérison fonctionnelle » repose sur la perte de l’AgHBs, principalement due à une 

séroconversion et donc associée à la présense d’anticorps anti-HBS, et à l’absence 

de détection d’ADN du VHB dans le sang. L’absence d’AgHBs reflète en effet une forte 

suppression de la réplication virale et de l’expression des protéines virales. Elle peut 
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arriver de façon spontanée grâce aux mécanismes immunitaires de l’hôte, quelques 

mois après l’infection lors la résolution d’une hépatite B aigüe ou après plusieurs 

années d’une infection chronique (chez 1 à 3% des patients avec infection chronique) 

mais c’est surtout l’objectif visé par les thérapies antivirales actuelles (Lampertico et 

al., 2017). Parmi les patients traités, cela reste cependant un événement rare. Les 

traitements permettent au moins une suppression complète de la réplication virale 

après 3 ans de traitement dans 70-80% des cas. Cette suppression est associée à un 

risque plus faible de développer un CHC ou un autre événement hépatique grave 

(complications cirrhotiques, transplantation hépatique, mortalité liée au foie). En 

comparaison, la perte de l’AgHBs n’impacte que le risque de survenue d’un CHC en 

le réduisant davantage. La diminution des dommages hépatiques chez les patients 

traités semble donc principalement liée à l’inhibition de la réplication virale, qui réduit 

l’inflammation, permet la régression de la fibrose et empêche ainsi la progression vers 

la cirrhose. En revanche, la perte de l’AgHBs semble être nécessaire pour diminuer le 

risque de survenue d’un CHC (Yip et al., 2019). Ce risque n’est cependant jamais 

totalement éliminé puisque le taux d’incidence du CHC après la perte de l’AgHBs est 

de 0,55% par an. Ce risque est par ailleurs plus faible si la séroconversion se produit 

lorsque le patient est jeune et/ou qu’il n’a pas de fibrose avancée (Kim et al., 2015). 

On parle de « guérison fonctionnelle » et non de « guérison totale » car, bien que la 

réplication virale soit supprimée, de l’ADN viral peut persister dans le foie des patients, 

sous forme d’ADNccc ou de séquences intégrées, et le virus n’est donc pas éradiqué. 

En revanche, les patients n’ayant pas d’AgHBs détectable dans le sang mais chez 

lesquels est détecté de l’ADN du VHB dans le sang et/ou de l’ADNccc réplicatif dans 

le foie sont décrits comme ayant une infection B occulte (OBI) (Raimondo et al., 2019, 

2008). La présence de séquences virales intégrées seules n’est donc pas considéré 

comme une infection occulte. Par ailleurs, la perte de l’AgHBs s’accompagne 

généralement de l’apparition d’anticorps anti-HBs et du maintien des anticorps anti-

HBc. Ces deux types d’anticorps peuvent donc être utilisés pour dépister les OBI, mais 

ils ne sont pas détectés chez 1 à 20% des patients ayant une OBI et pourraient donc 

avoir disparu progressivement au cours de l’infection ou même ne jamais avoir été 

présents (infection occulte primaire). Ainsi, étant donné la difficulté de dépistage, la 

prévalence de ces infections occultes n’est pas précisément connue dans la population 

générale, mais elle est plus élevée parmi les patients ayant une maladie chronique du 
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foie, et/ou ayant une co-infection par le VHC (15%-33%) ou par le VIH (10%-45%). 

Une OBI serait présente chez 40 à 75% des patients ayant un CHC sans expression 

d’AgHBs. Ces infections constituent un enjeu thérapeutique important car elles 

possèdent a priori les mêmes propriétés pro-oncogéniques qui sous-tendent le 

développement du CHC dans les infections « ouvertes » où l’AgHBs est positif. En 

effet, chez un patient ayant une OBI, l’ADN du VHB persiste dans les hépatocytes sous 

formes épisomales et intégrées mais le virus maintient son activité de réplication, de 

transcription et de synthèse des protéines virales bien qu'à des niveaux très bas, et 

l’infection peut générer en parallèle une nécro-inflammation faible mais continue 

pouvant favoriser une progression vers la cirrhose. L’OBI peut donc participer au 

développement tumoral via les mécanismes directs et indirects déjà décrits, mais le 

fait qu’elle soit réellement un facteur de risque n’a pas encore été confirmé (Pollicino 

and Saitta, 2014; Raimondo et al., 2019). Les intégrations virales sont observées dans 

75% des CHC de patients ayant une OBI et sont comparables à celles détectées dans 

les CHC liés à une infection ouverte en termes de fréquence des événements, de sites 

d’insertion dans le génome humain et de séquences intégrées. Elles peuvent donc 

jouer un rôle majeur dans la carcinogénèse liée aux OBI (Saitta et al., 2015). 

- Les intégrations virales 

La caractérisation des intégrations virales constitue un deuxième enjeu thérapeutique 

important pour les CHC liés au VHB car c’est un événement très précoce de la 

carcinogénèse. Le nombre d’intégrations dans les CHC est inversement corrélé avec 

l’âge des patients et il est associé avec leur niveau d’AFP mais également avec leur 

survie, les patients dont la tumeur contient un grand nombre d’intégrations ayant une 

durée de survie moyenne plus courte (Sung et al., 2012). Une étude suggère par 

ailleurs que non seulement le nombre d’intégrations mais également les sites 

d’insertions peuvent influer sur le pronostic des patients et notamment sur la survenue 

d’une récurrence après traitement chirurgical du CHC. Ces travaux ont identifiés parmi 

les gènes ciblés par les intégrations un enrichissement en gènes suppresseurs de 

tumeurs dans les tissus non-tumoraux de patients ayant eu une récurrence tumorale, 

mettant ainsi en avant que ces tissus peuvent contenir des informations permettant 

potentiellement de prédire une éventuelle récurrence (Yoo et al., 2017). Avec le même 

objectif, une étude récente a analysé le plasma collecté avant chirurgie et deux mois 

après chirurgie ainsi que le tissu tumoral de patients ayant eu un CHC lié au VHB. A 



INTRODUCTION 

125 

partir de l’intégration principale identifiée dans un CHC, un set de sondes spécifique a 

été créé pour chaque patient dont la tumeur contenait au moins une insertion, et a 

permis de détecter par Droplet Digital PCR des séquences d’ADN virus-hôte dans le 

plasma dans 98% des cas. La comparaison des plasmas collectés a alors montré que 

22,7% des patients avaient une signature identique avant et après chirurgie, révélant 

la présence de cellules tumorales résiduelles. Parmi ces patients, 90% ont développé 

une récurrence dans l’année contre 38,2% des patients pour lesquels l’intégration 

n’était plus détectable dans le plasma après chirurgie. Et pour 77,3% des patients, le 

plasma collecté lors du diagnostic de la récurrence avait la même signature que le 

plasma collecté initialement, indiquant que ce deuxième CHC était issu du même clone 

tumoral que la tumeur primaire. Ainsi, la présence de séquences d’ADN virus-hôte 

dans le plasma est un facteur de risque indépendant prédictif d’une récurrence. En 

résumé, la détection dans le plasma d’un patient de séquences caractéristiques d’une 

intégration virale présente dans sa tumeur pourrait être utilisée comme biomarqueur 

circulant permettant une surveillance personnalisée ainsi que l’identification d’une 

récurrence plus rapidement que par imagerie et plus spécifiquement que par détection 

des mutations somatiques de l’ADN tumoral circulant dans le plasma (Li et al., 2020). 

Enfin, l’analyse des intégrations virales pourrait aussi potentiellement permettre de 

mettre au point des immunothérapies personnalisées pour les CHC lié au VHB. Un 

traitement prometteur de ces CHC consiste à modifier des cellules T pour qu’elles 

ciblent spécifiquement les AgHBs et éliminent les cellules qui les expriment. Cette 

thérapie ne peut cependant pas être utilisée chez la majorité des patients traités chez 

qui la réplication virale a été supprimée et dont les cellules tumorales ne synthétisent 

donc plus d’AgHBs normaux. Cependant, une étude a montré que les séquences 

intégrées présentes dans les CHC induisent la synthèse d’antigènes altérés pouvant 

être reconnus et activés par des cellules T spécifiquement modifiées. Ainsi, en 

analysant les transcrits générés par les séquences du VHB intégrées dans un CHC, il 

est possible de modifier des cellules T en conséquence et de mettre en place cette 

immunothérapie personnalisée. Cela n’a pour l’instant été testé que sur deux patients 

et nécessite donc une validation dans une plus grande série, mais si les résultats 

encourageants sont confirmés, la caractérisation des séquences intégrées pourrait 

alors être utilisée pour traiter un grand nombre de patients ayant une sérologie AgHBs 

négative et donc notamment ceux ayant une OBI (Tan et al., 2019).
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CONTEXTE DU PROJET DE RECHERCHE ET OBJECTIFS 

 

Les infections virales représentent le facteur de risque principal des carcinomes 

hépatocellulaires dans le monde et notamment le virus de l’Hépatite B. Les CHC liés 

à ce virus ont comme spécificité par rapport à ceux liés au virus de l’Hépatite C de se 

développer dans 30% à 50% des cas en absence de cirrhose, ce qui suggère que le 

VHB possède des propriétés oncogéniques propres qui pourrait être directement à 

l’origine de la carcinogénèse. Cependant le rôle du virus dans l’initiation tumorale reste 

largement débattu et les mécanismes moléculaires qui favorisent le développement 

tumoral des années après l’infection ne sont pas encore bien compris.  

En ayant constitué une grande série de carcinomes hépatocellulaires, le laboratoire a 

pour objectif de mieux caractériser les altérations génomiques déjà décrites et 

d’identifier des biomarqueurs et de nouvelles cibles thérapeutiques afin d’améliorer la 

prise en charge et le suivi des patients. Les CHC liés au VHB ont fait l’objet d’une 

étude spécifique du laboratoire publiée en 2015 qui a comparé 86 tumeurs positives 

pour le VHB à 90 tumeurs liées à d’autres étiologies (Amaddeo et al., 2015). Dans ce 

projet, un séquençage ciblé des gènes HBs et HBx du virus et de neuf gènes du 

génome humain a permis de mettre en évidence l’hétérogénéité de ces CHC au niveau 

génomique, et l’analyse de l’expression de 37 gènes de les positionner dans la 

classification transcriptomique G1-G6 (Boyault et al., 2007). En parallèle de ces 

travaux, la découverte d’une séquence intégrée de l’Adénovirus Associé 2 (AAV2) 

dans le promoteur de TERT a incité le laboratoire à réaliser une capture virale sur près 

de 200 échantillons tumoraux et non-tumoraux dans le but d’identifier des insertions 

récurrentes de ce virus (Nault et al., 2015) 

Le premier objectif de mon projet de thèse était donc d’approfondir la caractérisation 

des CHC liés au VHB en utilisant des données de séquençage de nouvelle génération, 

et notamment en mettant au point au laboratoire une capture virale spécifique au VHB 

afin d’analyser une grande série de CHC. Cette technique a pour but de pouvoir 

identifier précisément les intégrations du virus dans les tissus hépatiques, qui peuvent 

avoir un rôle oncogénique majeur, et qui n’avaient pas été décrites auparavant dans 

la collection de tumeurs du laboratoire. J’ai donc réalisé une analyse intégrée de 

données moléculaires de tissus hépatiques tumoraux et non-tumoraux, issues de la 
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capture virale, de séquençage d’exome ou génome et de séquençage de 

transcriptome (RNAseq), en lien avec les caractéristiques cliniques des patients.  

Un deuxième objectif était d’identifier de nouvelles altérations génomiques dans des 

tumeurs développées en absence de cirrhose, sans facteur étiologique connu ou dans 

le cadre d’une infection par le VHB. J’ai ainsi participé à la caractérisation des 

insertions virales et de leurs conséquences fonctionnelles dans un sous-groupe 

spécifique de CHC agressifs de patients non-cirrhotiques qui représente 7% des CHC. 

Ces tumeurs possèdent des altérations des gènes CCNA2 et CCNE1 et une signature 

de réarrangements chromosomiques bien spécifique induit par un stress réplicatif. 

Enfin, un dernier objectif de mon projet était d’investiguer la présence d’autres virus 

dans les tumeurs hépatiques et en particulier de décrire plus en détail l’infection par le 

virus AAV2 pour clarifier ses conséquences sur la carcinogénèse. J’ai donc pris part à 

l’élaboration et la mise en place de nouveaux outils expérimentaux et bio-informatiques 

pour caractériser des insertions virales dans leur globalité. Le but était d’identifier les 

formes virales présentes dans les tissus et de reconstruire les différents génomes. 

La collection de CHC et tissus hépatiques non-tumoraux disponible au laboratoire et 

l’analyse intégrée des données génomiques et transcriptomiques qui en sont issues 

représentent une opportunité unique de décrypter le mécanisme d’insertion virale et 

d’analyser les conséquences sur la carcinogénèse. Approfondir la caractérisation des 

CHC liés au VHB est un enjeu d’autant plus important qu’il n’existe pas à l’heure 

actuelle de traitement curatif pour cette infection. Les patients nécessitent donc un 

suivi et un traitement à vie et conservent sous traitement un risque élevé de développer 

un CHC (Coppola et al., 2016). 
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I. Caractérisation des intégrations du Virus de l’Hépatite B dans 

les tissus hépatiques tumoraux et non-tumoraux 
 

Le Virus de l’Hépatite B est le facteur de risque principal du carcinome hépatocellulaire 

et l’ADN viral possède la capacité de s’intégrer dans le génome humain bien que cela 

ne fasse pas partie de son cycle de réplication (Seeger and Mason, 2015). La 

carcinogénèse pouvant également être favorisée par les propriétés oncogéniques de 

la protéine virale HBx et par l’inflammation générée par l’infection chronique, le rôle 

joué par l’intégration du VHB dans l’initiation et/ou dans le développement tumoral est 

encore largement débattu à l’heure actuelle (Tu et al., 2015). De nombreux travaux ont 

ainsi cherché à décrire les intégrations du VHB et leurs conséquences oncogéniques, 

en utilisant le séquençage de nouvelle génération (Références dans la Table 3 de la 

partie Introduction). Cependant, les résultats présentés sont parfois contradictoires sur 

le nombre et la caractérisation des événements, et les études contiennent rarement 

des analyses intégrées des sites d’insertions, des formes virales présentes et de leurs 

séquences, des caractéristiques cliniques et moléculaires des patients et enfin des 

conséquences fonctionnelles de ces intégrations virales dans l’hépato-carcinogénèse. 

En utilisant la série de CHC liés au VHB disponible au laboratoire, nous avons ainsi 

cherché à réaliser une étude approfondie de ces événements d’intégrations. La 

première étape a consisté à constituer une cohorte de 1128 patients et à cribler les 

tissus hépatiques de ces patients par PCR quantitative pour sélectionner ceux ayant 

de l’ADN du VHB dans le foie ou ayant un statut sérologique positif pour le VHB. J’ai 

ensuite pu mettre au point une technique de capture virale afin d’identifier précisément 

les insertions présentes dans une sélection de tissus contenant une grande quantité 

d’ADN viral. La particularité de cette série de 190 échantillons analysés par capture 

est le pourcentage important de tumeurs développées chez des patients d’origine 

européenne (54%) et africaine (30%). En effet la très grande majorité des études 

publiées a été réalisée sur des patients d’origine asiatique infectés par des souches 

virales de génotypes B et C, et aucune information n’est disponible sur les intégrations 

des autres génotypes viraux (Fujimoto et al., 2016; Li et al., 2019; Zhao et al., 2016).  

Cette expérience a tout d'abord permis de mettre en évidence la présence d’un nombre 

plus élevé d’événements d’intégrations dans les tissus non-tumoraux par rapport aux 

tumeurs et notamment dans les tissus ayant une réplication active du virus chez des 
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patients jeunes et d’origine non-européenne ayant été infecté plus tôt dans leur vie. Le 

processus d’intégration viral a lieu préférentiellement dans des régions du génome 

fortement exprimées où la chromatine est ouverte et donc facilement accessible. Une 

expansion clonale est observée dans certains échantillons non-tumoraux et semble 

liée à un avantage sélectif de la cellule qui pourrait être indépendant des insertions 

virales qu’elle contient dans son ADN. 

Dans les tumeurs en revanche, les intégrations virales sont à l’origine de la grande 

majorité de l’ADN viral détecté et elles sont fréquemment localisées à proximité de 

gènes connus comme ayant un rôle « driver » dans l’hépato-carcinogénèse. Le 

promoteur de TERT est le site d’insertion le plus récurrent et contient une intégration 

clonale du virus dans un tiers des CHC de notre série. Ces insertions induisent une 

surexpression du gène via la séquence « Enhancer 1 » du génome viral, qui est 

indépendante de l’orientation de la séquence intégrée mais qui est d’autant plus élevée 

que le site d’insertion est proche de l’ATG du gène. La présence d’insertions du VHB 

dans le promoteur de TERT est plus fréquente parmi les CHC liés au VHB appartenant 

à la classe transcriptomique des tumeurs non-prolifératives tout comme la présence 

d’une mutation du promoteur. Cela peut s’expliquer par le fait qu’un nombre important 

de CHC prolifératifs ne contiennent aucune altération du promoteur et constituent un 

groupe spécifique de tumeurs développés en absence de cirrhose qui expriment 

fortement des marqueurs progéniteurs. Ce groupe rassemble des CHC ayant des 

intégrations du VHB dans le gène KMT2B (MLL4), des tumeurs de patients très jeunes 

d’origine africaine sans altération identifiée et des CHC ayant des mutations du gène 

TP53 souvent associées à une exposition des patients à l’Aflatoxine B1.   

La mutation ou délétion du gène TP53 est la deuxième altération la plus fréquemment 

observée après celle du promoteur de TERT dans les CHC liés au VHB. Elle est 

associée à une importante instabilité chromosomique qui est observée à la fois via un 

plus grand nombre de réarrangements structuraux dans le génome humain et un plus 

grand nombre d’insertions du VHB pouvant être impliqués directement dans ces 

réarrangements. En effet, un changement du nombre de copie d’une région 

chromosomique est identifié au site d’intégration dans un tiers des événements 

clonaux détectés dans les tumeurs. Ces réarrangements peuvent être situés dans les 

régions centromériques ou télomériques et induire la délétion de régions contenant 
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des gènes suppresseurs de tumeurs comme TP53 ou le gain de régions contenant 

des oncogènes comme MYC ou de la région du promoteur de TERT.  

Ce projet a donc montré que les intégrations du VHB ont lieu précocement dans 

l’histoire naturelle de l’infection et sont favorisées par la présence d’ADN viral réplicatif. 

Elles peuvent ne pas avoir de conséquences fonctionnelles mais rester présentes de 

façon stable dans des cellules suivant une expansion clonale induite par d’autres 

facteurs telle que la pression de sélection liée à l’inflammation chronique. Mais ces 

intégrations peuvent aussi avoir des conséquences oncogéniques directes en 

modifiant par mutagénèse insertionnelle la structure ou l’expression d’un gène, ou 

indirectes en induisant des pertes ou des gains de régions chromosomiques 

spécifiques et/ou en favorisant une instabilité chromosomique globale dans la cellule.  
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ABSTRACT 

 

Infection by Hepatitis B Virus (HBV) is the main risk factor for Hepatocellular Carcinoma 

(HCC) worldwide. HBV can directly drive carcinogenesis through integrations in human 

genome. This integrative analysis of a French cohort of 190 patients mainly coming from 

Europe and Africa provides a deep characterization of HBV integrations, in relation with viral 

and host genomics and clinical features. Clonal HBV integrations directly contribute to HCC 

development through alterations of cancer driver genes, either at distance when co-localizing 

with copy number alterations, either locally through viral Enhancers. Together, this analysis 

gives new insights on HBV-associated driver mechanisms involved in hepato-carcinogenesis. 
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INTRODUCTION 

 

Despite the implementation of vaccination programs and the strong decrease of new infections 

among children, the percentage of people living with chronic Hepatitis B Virus (HBV) infection 

worldwide remained as high as 3.5% of the global population in 20151. Moreover, only 9% of 

infected people were diagnosed and only 8% of them were under treatment, which makes 

Hepatitis B a major public health threat now prioritized by the World Health Organization1–3. 

The burden of HBV infection is closely related to the development in HBV-infected patients of 

Hepatocellular Carcinoma (HCC), the more frequent primary liver cancer and the fourth cause 

of cancer death worldwide4. Persistent HBV infection is actually responsible for more than 50% 

of all HCC cases worldwide and up to 85% in some areas where the infection is endemic5. Even 

patients receiving antiviral treatment who had maintained viral suppression remain at risk of 

developing a HCC6–9. 

 

HBV-related HCC occur not only in the setting of cirrhosis but also in normal liver10, 

underlying that the virus has its own oncogenic properties besides the induction of chronic 

inflammation in the liver. HBV is a small 3.2kb DNA virus that could integrate in human DNA 

and promote cell transformation by insertional mutagenesis or through expression of viral 

oncoproteins such as the protein HBx11–13. As HBV integrations occur early during infection14, 

it is a key factor reflected in the genetic landscape of HCC. Therefore, comparing the insertions 

occurring in normal hepatocytes and in tumor cells may enable to identify new genomic defects 

associated with tumor development.  
 

The development of next generation sequencing has given in the last decade the opportunity to 

characterize more precisely the role of HBV insertion in HCC initiation and development15–20. 

Cancer-related genes such as TERT, CCNE1 and KMT2B have been identified as recurrently 

targeted by HBV insertions in HCC, with specific functional consequences and clinical 

outcomes17,21–23. Thus, the presence of integrated HBV DNA in hepatocytes has been pointed 

out as a driver of hepato-carcinogenesis through the alteration of the expression or function of 

these genes13. But up to now, such identifications of HBV insertions in HCC have been mainly 

performed in Asian populations where HBV genotypes B and C are the most prevalent HBV 

strains24. Furthermore, as a significant proportion of HBV-related HCC does not contain any 

integration in a known cancer-related gene, two other independent mechanisms involving 

integrated HBV DNA have been proposed: induction of chromosomal instability and persistent 

expression of altered HBV genes25. However, the interactions between the three mechanisms 

mentioned and the precise role they might play individually or synergistically in HCC initiation 

and development remain to be fully elucidated. 

 

Therefore, in this work, we developed a reliable pipeline of analysis to characterize HBV 

integrations in a French cohort of 190 patients mainly coming from Europe (49%) and Africa 

(33%). We identified different integration profiles and HBV genome rearrangements in 234 

tumors and their corresponding non-tumor liver tissues, in relation with clinical features and 

viral characteristics: replicative forms, genotypes and variants. We also investigated the 

oncogenic consequences of recurrent HBV integrations on gene expression and chromosomal 

instability, involved in hepato-carcinogenesis occurring with or without underlying cirrhosis.  
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RESULTS 

 

HBV integrations occur in open chromatin regions and relate to viral replication in the 

liver. 

In 84% of non-tumor tissues (143 out of 170), we identified 6610 HBV integrations 

breakpoints at HBV/human junctions corresponding to unique (82%), subclonal (17%) or 

clonal (1%) events, involving similarly all HBV genotypes (Fig 1a; Supplementary Fig. 1; 

Supplementary Table 1). In the human genome, HBV integration breakpoints were enriched 

in active and open chromatin regions, and they were closed to early-replicated and highly 

expressed genes. Integrations were also more frequent in simple repeats, in particular in 

telomeric and sub-telomeric regions, but not in Alu motifs, fragile sites or LINE/SINE elements 

(Supplementary Fig. 2a). Reconstruction of 488 events of subclonal or clonal integrations in 

non-tumor tissues showed that they all contained a large part of the whole HBV sequence 

(median size=2912nt) and 42% of them were bordered by 1-to-8 nucleotide homology between 

the targeted human sequence and the integrated HBV sequence, suggesting the involvement of 

Microhomology-Mediated End Joining (Supplementary Fig 2b-2c). 

In the non-tumor liver tissues, recurrent clonal/subclonal insertions were identified in 

20 genes with the following characteristics: highly expressed (8/20, FPKM>70) or very large 

genes (8/20, >200kb), such as FN1 (14 cases), CPS1 (4 cases), KCNT2 or ADH1B (3 cases), 

ADH4 or ADH6 or ALB… (2 cases) (Fig. 1b). In FN1, 86 HBV breakpoints were distributed 

all over the gene, mainly in introns (78/86) and without specific hotspot. In RNA-Seq, two 

major types of fusion transcripts were identified: (1) out-of frame HBx-FN1 transcripts in the 

same or in the opposite direction (11 among 32 reconstructed transcripts), and (2) in-frame 

HBs-FN1 transcripts generated by a crytic splice site at position 458 in the S ORF (13 among 

32; Supplementary Fig. 3a). Overall, the diversity of the fusion transcripts HBs-FN1 starting 

at different exons of FN1 and the global lack of over-expression of the genes targeted by HBV 

integrations indicated that most of the clonal/subclonal insertions in non-tumor liver tissues 

were probably non-functional (Supplementary Fig. 3b). Interestingly, clonal insertions were 

observed in 11% of non-tumor samples, all in fibrotic livers (F2-F4) with a decreased 

inflammatory response and NF-κB/TNF signaling at the RNA level, suggesting a local 

proliferation of non-neoplastic hepatocytes (Supplementary Fig. 3c). 

In 170 analyzed non-tumor liver tissues, a high HBV copy number per cell was 

significantly associated with female gender, young age, African or Asian geographic origin, 

and positivity for HBsAg, HBeAg and HBV DNA in the serum. In contrast, presence of 

cofactors of chronic liver disease such as active HCV or HDV infection, alcohol consumption 

or metabolic syndrome was associated with lower copy number of HBV DNA. Only 19% of 

the samples contained replicative HBV DNA, they were enriched in Genotype A and showed a 

higher number of integrations, underlying that HBV replication and integration were linked 

processes (Fig. 1c-1d; Supplementary Fig. 1). In the same line, samples with high HBV copy 

number showed frequent mutations of the Basal Core Promoter (BCP; A1762T/G1764A) or the 

Reverse Transcriptase (RT) region: mutations known to favor viral replication (Fig. 1c). 

 

Complex HBV integrations and viral genome rearrangements are frequent in HCC 

In 88% of 177 analyzed HCC tumors, we identified HBV integrations in human genome 

totalizing 2199 breakpoints at HBV/human junctions, and 31% of them corresponded to clonal 

events (Fig 1a; Fig. 2a-2b). As in non-tumor tissues, the number of HBV integrations in HCC 

was highly correlated with the HBV copy number per cell (Fig. 2c). However, whereas tumors 
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showed a higher HBV copy number per cell, they harbored a lower number of integrations per 

sample than in their corresponding non-tumor tissues (12 versus 39, p<0.001) (Fig. 2d; 

Supplementary Fig. 4a-4b). In both types of tissues, the most frequent hotspot of HBV 

integration was observed in the C-terminal region of the HBx gene around the DR1 sequence 

(1817-1836) corresponding to the ends of the double-strand linear (dslDNA) form of HBV (Fig. 

2e). Yet, in tumors, only a part of the HBV genome was detected, corresponding to integrated 

HBV DNA with frequent truncation of the HBx gene (Supplementary Fig. 5a). In addition, 

HBV genomes in tumors contained a higher number of structural variants within the viral 

sequence (deletions, duplications, inversions; Fig. 2f) and only 3% of these structural variants 

in tumors were observed in the adjacent liver tissues (17/514). Finally, the localization of viral 

integration breakpoints in the human genome suggested more frequent chromosome 

rearrangements in tumors when compared with non-tumor tissues, suggesting a more complex 

integration process or post-integration structural modifications (Supplementary Fig. 5b). 

HBV replication was less frequent in tumors (8%) than in non-tumors (19%, p<0.001) 

(Fig. 2g). In addition, episomal forms in tumors accounted for a small proportion of HBV DNA, 

since most of HBV transcripts derived from integrated genomes with truncated HBx 

(Supplementary Fig. 5c-5d). Moreover, the majority of tumors with clonal HBV integrations 

had a positive mRNA expression level in the S region, comparable with tumors containing 

replicative HBV forms (Supplementary Fig. 5e). Finally, by analyzing the Variant Allele 

Frequency (VAF) of the HBV variants in the viral genome, the same major genotype was 

identified in the tumors and their corresponding non-tumor liver tissues in 138 out of 140 cases. 

Surprisingly, we observed a negative selection of HBeAg variants (A1762T and G1764A BCP 

variants, G1896A PC variant) and antiviral resistance-associated mutations (RT region) in the 

tumors, suggesting that emergence of variants in the HBV sequence aimed to improve the virus 

fitness but does not give specific advantage for tumor development (Supplementary Fig. 5f). 

Overall, these results suggest that HBV integrations in non-tumor and tumor liver tissues may 

reflect different viral dynamics and selection processes not directly correlated. 

 

Human chromosome rearrangements were recurrently delimited by HBV integrations. 

Among 522 clonal integrations identified from the capture, WES and/or WGS 

sequencing of 121 HCC, 183 events (35%) delineated precisely boundaries of chromosome 

copy number alterations (CNA) in the human genome, showing a direct relationship between 

the viral insertion event and a chromosome structural rearrangement (Fig. 3a). Precisely, three 

major types of CNA bordered by HBV integrations were observed in more than 10 samples: 

(1) large deletions of the chromosome 17p including the locus of the tumor-suppressor gene 

TP53 (15 tumors) and frequently related to centromeric insertions (7/15), (2) focal gains of 

TERT on the chromosome 5p (14 tumors), and (3) large gains at chromosome 8q including the 

oncogene MYC (13 tumors) and related to centromeric insertions (4/13) (Fig. 3b; see examples 

#1733T and #1597T in Fig. 3c-3d).  

In order to investigate more precisely how integrations and copy number alterations 

were associated, we re-constructed genomic sequences at the insertion breakpoints in three 

selected cases with long-read or Bionano sequencing. In #1151T, we identified 2 different HBV 

integrations on chromosome 8q that together with a whole duplication of the human genome 

resulted in a large 8 copies amplification of 57 Mb that included MYC oncogene. We 

reconstructed the two distinct integration events: (1) HBV integration resulted in an inter-

chromosome t(8q21;17p11) translocation inducing a large 17p deletion, and (2) HBV 

integration located in the 8q centromeric region bordered a duplication-inverted-like event 
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potentially reflecting an isochromosome iso(8q) (Supplementary Fig. 6a). In #1597T (Fig. 

3d), we identified a TERT amplification at 8 copies associated with multiple structural variants 

including two HBV integrations located within chromosome 1q (Supplementary Fig. 6b).  

Interestingly, even if HCC with integration-associated rearrangements had significantly 

a higher number of both HBV integrations and CNA in their genome, these two features were 

not correlated (Supplementary Fig. 7a), meaning that only a subset of the viral integrations 

were associated with chromosome rearrangement, in particular integrations located at 

centromeric or telomeric regions. Interestingly, centromeric integrations were enriched in 

young patients with African origin (Supplementary Fig. 7b); telomeric HBV integrations 

usually occurred directly or in proximity to telomere repeats (see examples #4229T and #4268T 

in Supplementary Fig. 7c) and were enriched in tumors with HBV replication and a high 

number of CNA (Supplementary Fig. 7a). As shown in #1994 with Bionano sequencing, 

telomeric HBV integration can support the translocation of a large chromosome region at the 

extremity of another chromosome (Supplementary Fig. 7d). These results showed that 

functionally, integration-associated rearrangements frequently altered a cancer driver gene, 

either at distance when associated with recurrent TP53 or MYC alterations, either locally with 

TERT alterations. 

 

HBV genomes can integrate in cancer driver genes with cis-activating consequences 

In tumors, HBV integrations followed a different distribution along the human genome 

when compared to non-tumors and HBV copy number/cell was associated with the number of 

clonal events (Fig. 2a; Fig. 4a). These clonal insertions were enriched around cancer driver 

genes, suggesting a strong functional selection of cells containing such events (Supplementary 

Fig. 8a). However, among the 248 genes harboring clonal integrations in their vicinity (+/- 

25kb), only three genes where recurrently found in more than two HCC: TERT (n=55), CCNE1 

(n=4), KMT2B (n=4). Five other genes had HBV integrations in two samples: AHRR, CTNND2, 

NRG1, TRIM16L and ST18 (Fig. 2a – Supplementary Table 1). 

All HBV integrations at the TERT locus were located in the promoter region and 5’UTR 

(Fig. 4b - Supplementary Fig. 8b). Most of the promoter integrations were in the same 5’>3’ 

orientation and contained both viral Enhancer regions (39 out of 55). Increased mRNA TERT 

expression was higher for HBV integrations situated closer to the TERT ATG (less than 800bp) 

but was independent of the orientation of the inserted sequence (Fig. 4b – Supplementary Fig. 

8c); they induced a higher over-expression than promoter mutations at the -124 and -146 

hotspots and structural variants inducing copy number alterations (Supplementary Fig. 8d). 

Modeling TERT promoter integration identified in #3885T in luciferase reporter vector 

(Supplementary Fig. 8e-8f), we confirmed that TERT activation was caused by the two viral 

Enhancers with Enhancer 1 providing a stronger activation compared to Enhancer 2 (Fig. 4c). 

HBV insertions in TERT promoter were exclusive from mutations or structural variations of the 

same region, and more frequent in tumors with a higher HBV copy number per cell driven by 

more HBV clonal insertions and more HBV replication. 

Three additional HBV integrations were identified in CCNE1 using RNA-seq, they were 

located in the promoter region of the gene and induced a significant overexpression but no 

transcript alteration at the mRNA level (Supplementary Fig. 9a-9b). HBV insertions in 

CCNE1 or CCNA2 genes were part of a homogenous group of HCC (CCN-HCC) characterized 

by a signature of specific chromosome rearrangements (templated-insertion cycles) induced by 

stress replication, as we previously described21. In addition, four KMT2B integrations were 

identified between exons 3 to 6, which increased the mRNA expression and altered the 
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transcript structure through alternative splicing of intron retention (Supplementary Fig. 9a-

9c). Overall, TERT promoter integrations were enriched in non-proliferative tumors (p=0.007; 

Fig. 4d). In contrast, CCNE1, CCNA2 or KMT2B integrated tumors were more frequently 

identified in non-cirrhotic patients (5/8) with African or Asian origin (6/8), in tumors belonging 

to the proliferative class of HCC associated with G1 (KMT2B) or G3 (CCN-HCC) 

transcriptomic subgroup. Interestingly, CCN-HCC showed TERT promoter alterations whereas 

KMT2B-integrated HCC did not show TERT promoter or any other driver genes alterations, 

suggesting different processes of carcinogenesis (Fig. 4d). 

 

Integrated analysis between clinical, HBV and human genomic alterations 

Compared with 135 HBV-negative tumors previously sequenced in our team21,26, the 

130 HBV-positive HCC were enriched in younger patients with African or Asian origin, with 

cirrhosis, and frequent HDV infection or carcinogens exposure (Fig. 5a, left). Indeed, the two 

sporadic mutational signatures 22 and 24, characteristics of acid aristolochic (AA) and 

Aflatoxin B1 (AFB1) exposure respectively, were more frequent within HBV-positive patients. 

Transcriptomic and genomic analysis revealed an association between HBV infection and G3 

transcriptomic class, more frequent TP53 mutations and less CTNNB1 mutations in tumors.  

In addition, in the series of 177 HBV-positive patients analyzed in capture, 60 had an 

African origin; they were younger patients and had HBV-related HCC characterized by AFB1-

mutational signature and a high expression of progenitor markers such as EPCAM (Fig. 5a, 

right). Interestingly, no specific viral feature identified in tumors were significantly associated 

with the geographic origin of patients, except for the HBV genotype. Among patients with 

cofactors, whereas AFB1 exposure was strongly associated with TP53 R249S mutation, 

HBV/HDV-related HCC harbor less TERT promoter or any other driver genes alterations. 

Finally, 10 patients had a negative HBsAg serology, they were negative for HBV DNA in the 

serum but positive in the liver; their tumors showed low number of HBV copies per cell and of 

HBV integrations and these HCC were enriched in G1 transcriptomic group. Of note, two of 

these HCC had a clonal HBV integration in the TERT promoter (#4229T and #4265T; 

Supplementary Table 1). 

Furthermore, tumors with a high number of HBV integrations (>10) were associated 

with a poor prognosis, independently from other features such as tumor size, microvascular 

invasion, differentiation status and transcriptomic groups (Fig. 5b-5c; Supplementary Table 

2). This association between the high number of integrations in tumors and poor survival was 

independent from the other features of HBV infection (Supplementary Table 2). However, 

these patients were significantly younger and with tumors harboring a high proportion of HBV 

integrations affecting cancer driver genes such as TERT (p=0.02) through an insertion in the 

promoter, TP53 (p<0.001) or MYC (p=0.03) through HBV-associated CNA (Fig. 5a). 
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DISCUSSION 
 

This study presents an integrative analysis of HBV genomes in non-tumor and tumor liver 

tissues of a large cohort of patients mainly coming from Europe and Africa. On one hand, HBV 

integrations in non-tumor tissues reflect an active viral replication and the expansion of 

hepatocytes with a low inflammatory response. On the other hand, HBV integrated sequences 

in tumors highlight a functional selection of cells presenting HBV-associated structural 

rearrangements or insertional mutagenesis as driver alterations. 
 

Our method of identification of HBV integrations based on viral capture coupled with WGS 

and WES on frozen tissues enabled to characterize integrations based on their clonality defining 

precisely the detected events as “clonal”, “sub-clonal” or “unique” with a quantitative method. 

In accordance with the clonal cell expansion during carcinogenesis and the selection of 

functional genomic alterations, more clonal HBV insertions were identified in tumors compared 

to the non-tumor liver tissues. Also, the lack of clear discrimination between clonal and non-

clonal insertion events may explain the discrepancies on the number of HBV integrations 

identified in previous NGS-based studies15,16,23,27. In the same line, we observed an important 

enrichment of HBV integrations in simple repeats, underlying the importance of filtering 

insertional events detected in viral capture to remove identical integrations. Therefore, we 

believe our study is based on a highly confident description of HBV integrations that can be 

used to provide a comprehensive view of the integration process in liver tissues. 
 

In non-tumor liver, we confirmed that integration events occur more frequently in regions of 

the human genome in an open chromatin state23,28 resulting in part from Microhomology-

Mediated End Joining16,29,30. More importantly, viral replication is related to the number of 

integrations reflecting either an increased number of infected cells, either a multi-steps 

integration process within a single cell. Both hypotheses are probably occurring concurrently 

in the liver. A recent in vitro study14 has shown that the integration rate within the first week 

after infection is not altered by replication suppression, suggesting that the majority of 

integration events occurs at primo-infection. However, all NGS-based studies, including ours, 

identified the presence of several clonal integrations in some cellular clones. Therefore, several 

HBV integrations must accumulate at a low rate in a single cell, promoted by active replication.  
 

Number of HBV integrations may increase over time within hepatocytes in normal liver and as 

in vitro and in vivo studies have shown that HBV integrations occur early after infection14,31,32, 

and a majority of events could be considered as passenger. Nevertheless, the presence of clonal 

integrations reflect the expansion of hepatocytes and this process appears to be different in non-

tumor tissues and in tumors. In non-tumor tissues, it might be explained by a selective pressure 

induced by chronic inflammation and the emergence of cirrhotic nodules in the liver but this 

process seems to be independent from integrations and viral replication as it has already been 

suggested33–35. Indeed, in our study, clonal integrations in these tissues do not appear to have 

functional consequences but are located in regions recurrently targeted by integrations (large, 

highly expressed genes), and are not associated with viral replication. Yet, as non-tumor tissues 

harboring clonal integrations showed a downregulation of genes involved in inflammatory 

response, it suggests that some hepatocytes with a selective advantage to escape immune 

antiviral response might undergo active proliferation and obtain a protective profile against 

malignant transformation. However, the low number of non-tumor samples with clonal 

integrations limits this analysis. 
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Although the majority of HBV integrations are passenger events and do not have any functional 

consequences, some can be driver and promote HCC initiation in cirrhotic or non-cirrhotic 

livers. We described in this work several strong oncogenic alterations due to HBV integrations. 

While integrations had already been associated with copy number alterations in previous 

studies15,20,36, we identified for the first time recurrent structural rearrangements associated with 

viral insertions in HCC. Through integrations often located around centromeric or telomeric 

regions, HBV is involved in large complex structural rearrangements frequently inducing gains 

of chr8q (including MYC locus) and chr5p (including TERT locus) and losses of chr17p 

(including TP53 locus). In tumors harboring these integration-associated rearrangements, HBV 

integrations are then associated with alterations of cancer-driver genes located at distance. As 

HBV DNA integration occurs at double-strand breaks25,37, the presence of HBV integrated 

sequences delimitating CNA may result from opportunistic mechanism. However, our data 

showed no correlation between the numbers of HBV integrations and of CNA in tumors, and 

highlighted the role of specific alterations due to integration-associated rearrangements in 

promoting selection of hepatocytes and HCC development. 
 

HBV integrations may also drive carcinogenesis by altering the closest gene from the viral 

integrated sequence through insertional mutagenesis. Our study confirmed that the TERT 

promoter is the main HBV integration hotspot in HCC, as one third of HBV-related HCC in 

our series harbor a clonal integration at this hotspot. In these tumors, the viral sequence induced 

a strong activation of TERT due to the presence of the viral Enhancers as it had already been 

reported17,38, at proximity of the ATG and in an orientation-independent manner. In addition, 

HBV integrations in CCNA2 or CCNE1 genes have already been investigated in a previous 

study of our lab21. HBV integrated sequence is either altering directly the structure of the gene 

(for CCNA2) or inducing a strong overexpression due to its Enhancer sequences (for CCNE1). 

Alterations of one of these two genes induce replicative stress and a signature of rearrangements 

directly promoting the development of a tumor belonging to a specific subgroup of HCC 

developed on non-cirrhotic livers (CCN-HCC). Finally, even if further investigation are needed 

to fully understand the functional consequences, tumors with HBV integrations in KMT2B are 

also mainly developing on non-cirrhotic liver with a high expression of progenitor markers, 

suggesting another strong direct mechanism induced by HBV integrated sequence. 
 

Overall, this study underlines the complexity of the interplay between HBV integrations, HBV 

replication and chromosomal instability in hepato-carcinogenesis, in addition to other cofactors. 

On one side, Aflatoxin B1 exposure, mainly present in Africa, may initiate directly HBV-related 

HCC development through TP53 R249S mutation39. On the other side, HDV infection limits 

HBV replication40 and viral integrations but accelerates chronic inflammation and fibrosis in 

young patients. Importantly, our series showed that the number of HBV integrations in tumors 

is the only marker within viral features associated with poor prognostic. 
 

In conclusion, this study described a new mechanism of alterations induced by HBV 

integrations in HCC: structural rearrangements associated with HBV integrations may drive 

carcinogenesis by altering cancer-driver genes at distance, through different mechanisms than 

cis-activating insertional mutagenesis. It underlined the heterogeneity of HBV-related HCC and 

the importance of molecular characterization to identify new specific therapeutic opportunities.    
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MATERIAL AND METHODS 

 

Patients and tissue samples 

A series of 1170 hepatocellular carcinoma and 1070 non-tumour counterparts from 1128 

patients was assembled and the study was approved by the local Ethics Committee (CCPPRB 

Paris Saint-Louis). Samples were collected in 12 academic hospitals in France (LICA-FR 

cohort) and frozen immediately at -80°C after resection or biopsy. DNA was systematically 

extracted, as RNA when the quantity of tissue was sufficient. The majority of tumor samples 

was from primary tumors except for 12 samples collected at relapse. Clinical features and 

serological data were gathered from each center and are summarized in Supplementary Table 

3. A flowchart of the study inclusion at each step is provided in Supplementary Fig. 10. 

Viral DNA screening 

Genomic DNA were screened to detect the presence of HBV DNA by quantitative RT-PCR 

(qRT-PCR) on Fluidigm 96.96 dynamic arrays using the BioMark Real-Time PCR system with 

TaqMan probe sets designed with Primer3Plus software. In total eleven probes were designed 

to detect specifically five viral regions for all the eight main HBV genotypes (Supplementary 

Table 4). Results were analysed using the Fluidigm Real-Time PCR Analysis software 

(V.4.1.3) and reported to HMBS as reference gene. A series of plasmids with known 

concentration was used to perform a quantification of the results. The values obtained were 

tested for bimodal distribution using normalmixEM function of mixtools package in R41. 

HBV viral capture 

Viral capture was performed for a selection of 220 HCC and 177 non-tumor liver tissues from 

177 patients with a known HBV etiology. 14 tumors and 8 non-tumor liver tissues from 13 

HBV-negative patients were used as negative controls. Single-stranded biotinylated probes 

were designed with Roche NimbleGen (SeqCap EZ Designs, Roche NimbleGen Inc., Madison, 

WI, USA), to target 40 HBV genotypes and 4 human regions (TERT promoter, CCNE1, 

CCNA2 and KMT2B). The reference of sequences used is shown in Supplementary Table 5. 

Samples containing 1ug of DNA were used for DNA library preparation. DNA was sheared 

mechanically in fragments with an average length of 1kb, before following the SeqCap EZ 

HyperCap Workflow developed by Roche. We used KAPA Dual-Indexed Adapters for sample 

indexing and we multiplexed library samples by using one capture probe set for 12 to 42 

samples. DNA samples were selected for multiplexing based on the HBV copy number per cell 

measured by qRT-PCR, in order to have similar viral loads between all library samples in one 

capture pool. A sample not containing HBV DNA was added in each pool as negative control. 

We performed a double capture with two successive hybridization steps to enrich twice for 

DNA targets and increase the specificity of capture, following an adapted protocol developed 

by Roche. Final libraries were quantified with KAPA Library Quantification Kit and controlled 

with a DNA High Sensitivity assay on Caliper LabChip GX. Two final libraries were merged 

to be sequenced using an Illumina MiSeq instrument with paired-end reads of 2 × 250 nt.  

Analysis of integration events and clonality definition 

Raw capture data obtained after sequencing were first aligned on the reference used (40 HBV 

sequences and 4 regions of HG19 genome) using Burrows-Wheeler Aligner (V.0.7.15)42. A 
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normalization factor was assessed based on the mean coverage of the targeted human regions 

and was corrected to remove capture biases. The main HBV genotype of each sample was 

determined as the sequence with the higher number of mapped reads. Read pairs with at least 

one read aligned on a HBV sequence were extracted using samtools (V.1.3)43, and realigned to 

a custom reference genome including the HG19 reference and the HBV sequence of the main 

genotype identified for each sample (one single reference was chosen for each of the 8 

genotypes A-H) (Supplementary Table 5).  

HBV copy number per cell was assessed from the ratio (multiplied by 2) of the mean read 

coverage of the HBV genome and the normalization factor, and was compared with the 

measures obtained by qRT-PCR (Supplementary Fig. 11a). We identified the HBV/human 

chimeric regions with at least one chimeric read supporting the junction and one read pair with 

a read mapping on HBV and its mate mapping on HG19. Coverage of reads were computed 

with bedtools multicov utility44 and the characteristics of junction breakpoints (position and 

sequence) were extracted from hard clipped reads with htslib package. Clonality of integration 

events was assessed from the ratio (multiplied by 2) of the coverage of reads at the junction 

breakpoint and the normalization factor. All viral insertions with a clonality greater than 0.03 

were validated by visual inspection on IGV (Integrative Genomics Viewer). Similar integration 

events (same position on HG19 and on HBV and same sequence) found in two independent 

samples within one single capture (and with at least a 10-fold difference in clonality) were 

considered as contaminations intra-capture and the event with the lowest clonality was removed 

from the analysis. Similar integration events found in the non-tumor and tumor tissues of the 

same patients were inspected specifically and considered as contaminations based on the very 

few number of reads detected in the non-tumor tissues compared to the tumors. Integration 

events located in repeated regions of the human genome with the same breakpoint and same 

orientation in HBV genome were considered as one unique event. The 9183 integration events 

identified were classified in 3 categories using the k-means method: (1)“clonal integrations” 

observed in more than 48% of cells, (2)“unique integrations” observed in less than 3% of cells 

and (3)”subclonal integrations” with intermediate copy numbers (Supplementary Fig. 11b).  

Integration events identified from viral capture were compared with those identified from WGS 

for 22 tumors and 20 non-tumor liver tissues (7 pairs tumor/non-tumor had already been 

published) (Supplementary Fig. 11c-11d). WGS was performed and analyzed as already 

described45. The bioinformatics analysis of HBV integrations was similar for WGS as for 

capture except for the normalization factor that was corresponding to the mean sequencing 

coverage for WGS (30x for non-tumor tissues and 60x or 90x for tumors).  

We annotated the integration breakpoints with the following genomic features: replication 

timing in HepG2 cell line (ENCODE46), highly expressed (top 20%) genes in non-tumor liver 

from HBV-positive patients, common and rare fragile sites47, repetitive sequences and CpG 

islands, and chromatin structure in adult liver (ROADMAP48). We defined an insertion as 

classic if we identified two breakpoints within 25kb in opposite direction, as local inversion if 

we identified two breakpoints within 25kb in the same direction, as large rearrangements if we 

identified one breakpoint and as cluster of insertions if we identified more than two breakpoints. 

Genomic DNA sequencing of driver genes 

A selection of 780 tumor samples were sequenced with WGS (for 62 tumors with their adjacent 

liver tissues: 43 already published and 19 new cases), Whole Exome Sequencing (WES, for 
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203 tumors with their adjacent liver tissues: 234 already published and 69 new cases), or 

targeted sequencing of 15 to 31 genes using Miseq (for 367 tumors) or Sanger (for 148 tumors). 

The genes targeted were TERT promoter, CTNNB1, TP53, ARID1A, ALB, APOB, AXIN1, 

MLL2, ARID2, ATM, BAP1, CDKN2A, NFE2L2, RPS6KA3, KEAP1, SETD2, MAP1B, 

CDKN1A, TSC1, TSC2, HNF1A, PIK3CA, IL6ST, GNAS, IRF2, KRAS, STAT3, JAK1, 

BRAF, HRAS, and NRAS. Protocols and primers of Sanger and MiSeq sequencing as well as 

the protocol and method of analysis of whole‐exome sequencing have previously been 

described26,45,49. In particular, all tumor samples without WGS were re-sequenced to search for 

TERT promoter mutation with Sanger or MiSeq sequencing as previously described50. 

Detection of HBV episomal form 

A specific DNAse/TaqMan-based assay was adapted from protocol by Werle-Lapostolle et al 

to detect HBV episomal form and performed as previsouly described for AAV2 episomal form 

detection51. All samples from the Capture series with enough DNA material were screened for 

the presence of HBV episomal form: 198 tumors and 155 non-tumor liver tissues from 169 

patients. The HBV probes used are listed in Supplementary Table 4. When the results were 

not conclusive, a second step of digestion was performed. The difference between HBV Ct 

values without and with one or two steps of PS-DNase digestion was analyzed to determine the 

presence of viral episomal form, or the digestion of the linear viral DNA. 

Viral mRNA and specific genes mRNA screening 

For viral mRNA, eight specific probe sets were designed to detect HBV mRNA and are listed 

in Supplementary Table 4. Probe sets also designed to detect HCV and HDV mRNA. For 

TERT expression analysis, we used human catalogue TaqMan probes. We performed qRT-PCR 

using BioMark Real-Time PCR system. Expression data were normalized with the 2−ΔCt method 

relative to ribosomal 18S (Hs03928990_g1). Five normal tissues were used as reference. 

RNAseq and transcriptomic analysis 

A selection of 265 tumors (130 HBV-positive and 135 HBV-negative) and 25 HBV-positive 

non-tumor tissues were sequenced using Illumina TruSeq or Illumina TruSeq Stranded mRNA 

kit on HiSeq2000 sequencer by IntegraGen, Evry, France21. Among the 25 non-tumor samples, 

we used the Bioconductor limma package52 to test for differential expression, between samples 

harboring a HBV clonal integration and other HBV-positive non-tumor tissues, of all genes 

expressed. We applied a q-value threshold of ≤ 0.05 to define differentially expressed genes. 

We used an in-house adaptation of the GSEA method53 to identify gene sets from the MSigDB 

(v. 6.0) database overrepresented among up- and down-regulated genes. 

In addition, qRT-PCR of 190 genes using BioMark Real-Time PCR system was performed on 

the 220 HBV-positive tumors sequenced in viral capture, in order to classify them in the G1-

G6 classification as previously described for the LICA-FR cohort54,55. 

HBV variants analysis 

From viral capture, we extracted the number of each base per position of the HBV sequence. 

The positions on all HBV genotypes were modified to use the EcoR1 restriction site as the +1. 

We considered the positions 1762 and 1764 of the Basal Core Promoter region, 1896 of the 

PreCore region and the positions 646, 667, 670, 671, 739, 741, 836 and 877 of the Reverse 

transcriptase (RT) domain of HBV polymerase. For RT mutants, we considered the mutations 
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inducing the following amino acids changes: V173L, L180M, A181T, A181V, M204V, M204I, 

N236T and M250V24,56. Only samples with a coverage greater than 20 reads at the selected 

position were used for analysis. A sample was considered as mutated if the number of reads 

harboring the mutation was greater than 20 or represented more than 10% of the total coverage. 

Cell culture, transfection and dual luciferase assay 

HuH7 cells were purchased from the American Type Culture Collection (ATCC) and cultured 

in Dulbecco’s Modified Eagle Medium supplemented with 10% fetal bovine serum and 

100U/mL penicillin/streptomycin. Cells were co-transfected using Lipofectamine 3000 (Life 

Technologies) with a pGL3 plasmid containing the wild-type TERT promoter or promoter with 

the two hotspot mutations, or different HBV sequences (normal or scrambled) controlling a 

firefly luciferase reporter gene and a plasmid encoding Renilla luciferase (Promega). 

Luminescence from firefly luciferase was normalized on the corresponding Renilla luciferase 

activity as previously described57. A fold change was then calculated relative to the values 

obtained for the construct containing the wild-type TERT promoter. 

Long-read sequencing 

Three HBV-positive tumors were selected to perform long-read sequencing using the 

technology SMRT (single molecule real time technology) with a PacBio-SMRTcell system 

(ICGex NGS platform, Curie Institute, Paris, France). Samples were selected based on the 

results of Fragment Analyzer to have an average length of DNA fragments of 10kb. Libraries 

were prepared based on the PacBio template Prep kit protocol. For analysis, error-prone raw 

subreads were firstly merged to obtain unique polymerase reads with the Consensus Circular 

Sequencing (CCS2) algorithm (Pacific Biosciences). The consensus reads obtained were 

aligned using minimap2 aligner (V.2.16)58 on a custom reference genome including the HG19 

reference and the HBV sequence of the main genotype previously identified for each sample. 

Bionano whole-genome mapping 

Two pairs of tumors and non-tumor liver tissues were selected to perform whole-genome 

mapping using Bionano technology (Bionano Genomics, La Jolla, California, USA). 30mg of 

tissue were used to extract long molecules of DNA, labeled with Bionano reagents by 

incorporation of fluorophores at a specific sequence motif along the genome. The labeled 

genomic DNA was linearized in the SaphyrChip using NanoChannel arrays and single 

molecules were imaged and digitized. As molecules are uniquely identifiable by distinct 

distribution of sequence motif labels, they were then assembled by pairwise alignment into de 

novo genome maps. Genome-wide Structural Variant (SV) calling was performed in tumor 

samples by aligning these maps and molecules to a reference genome, and SV calls are 

annotated using the corresponding non-tumor tissue from the same patient. 

Statistical analysis 

For statistical analysis, we used R version 3.6.0 (R Development Core Team, R: A language 

and environment for statistical computing. R Foundation for Statistical Computing, Vienna, 

(http://www.R-project.org). Wilcoxon, Fisher, Chi-square or Pearson’s correlation statistical 

tests were applied with respect to the type of variable. Survival analysis was performed in 

patients treated for a primary HCC tumor by R0 liver resection as previously described26. We 

assessed overall survival defined by the interval between surgery and death. Survival curves 

http://www.r-project.org/
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were represented using the Kaplan-Meier method compared with the Log Rank test. 

Multivariate analysis was performed using Cox model. A p value <0.05 was considered as 

statistically significant. 

Data availability 

The sequencing data of the LICA-FR cohort reported in this paper have been deposited to the 

EGA (European Genome-phenome Archive) database (RNA-seq accession 

[EGAS00001001284], [EGAS00001002879], [EGAS00001003310], [EGAS00001003837] 

and [XXX]; WES accessions [EGAS00001000217], [EGAS00001001002], 

[EGAS00001003063], [EGAS00001003130], [EGAS00001003837] and [XXX]; WGS 

accessions [EGAS00001000706], [EGAS00001002408], [EGAS00001002888], 

[EGAS00001003063], [EGAS00001003837] and [XXX]), through the ICGC (International 

Cancer Genome Consortium) data access committee. 
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II. Identification d’un sous-groupe spécifique de CHC agressifs 

présentant des altérations des gènes CCNA2 et CCNE1 

 

L’un des premiers événements oncogéniques d’intégration du Virus de l’Hépatite B à 

avoir été décrit dans un CHC était une intégration d’une séquence virale dans un intron 

du gène CCNA2 (Wang et al., 1990). Cette étude de 1990 avait alors observé une 

augmentation de la quantité d’ARNs messagers dans la tumeur étudiée par rapport au 

tissu non-tumoral adjacent. Plusieurs études de CHC liés au VHB utilisant le 

séquençage haut-débit pour détecter les intégrations virales ont permis plus 

récemment de décrire le gène CCNA2 comme un site d’insertion récurrent dans les 

tumeurs (Li et al., 2019; Sze et al., 2020; Zhao et al., 2016). Ces mêmes travaux ont 

également identifié de fréquentes intégrations du VHB dans le promoteur de CCNE1 

induisant une surexpression du gène dans des CHC développés principalement sur 

des foies non-cirrhotiques. Ces deux gènes CCNA2 et CCNE1 codant pour des 

protéines qui jouent un rôle majeur dans la régulation du cycle cellulaire, l’ensemble 

des études publiées ont avancé l’hypothèse que l’altération d’un de ces gènes serait 

à l’origine ou favoriserait le développement tumoral en absence de cirrhose. 

Cependant, le mécanisme moléculaire reliant les intégrations du VHB à la 

carcinogénèse n’avait pas été précisément exploré. 

Par ailleurs, le laboratoire a décrit en 2015 des insertions du virus Adéno-Associé 2 

(AAV2) dans des CHC et plus de la moitié des événements observés étaient situées 

à proximité d’un de ces deux gènes (7 tumeurs sur 11) (Nault et al., 2015) dans des 

CHC développés sur foie sain et induisaient leur surexpression. Ainsi, à partir du 

séquençage des exomes ou génomes d’une série de 160 CHC du laboratoire et de 

deux séries de données publiques (Ally et al., 2017a; Fujimoto et al., 2016), nous 

avons criblé spécifiquement ces deux gènes afin d’en caractériser les différentes 

altérations et de mieux comprendre leur implication dans l’hépato-carcinogénèse. 

Nous avons alors découvert dans plusieurs CHC la présence de réarrangements 

structuraux situés aux mêmes loci que les intégrations virales du VHB ou d’AAV2 : 

autour de l’intron 2 du gène CCNA2 ou dans le promoteur du gène CCNE1. Ces 

différents types d’événements induisent tous une surexpression de l’ARN messager 

du gène altéré. D’un côté, les altérations de CCNA2 affectent directement la structure 
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du gène et entraînent la synthèse d’une protéine cycline-A2 tronquée ne possédant 

pas le domaine de régulation de la protéine normale. D’un autre côté, les altérations 

de CCNE1 modifient la région régulatrice du gène et ont comme conséquence de le 

placer sous le contrôle d’un « enhancer » fort pouvant être viral dans le cas d’une 

intégration ou humain dans le cas d’un réarrangement structural. 

L’analyse des caractéristiques moléculaires et cliniques a mis en évidence que les 

CHC ayant des altérations des gènes CCNA2 ou CCNE1 forme un sous-groupe 

homogène de tumeurs nommé CCN-CHC. Ces tumeurs sont des CHC de grande taille 

et de mauvais pronostic qui se développent majoritairement en absence de cirrhose. 

Par ailleurs, bien qu’elles possèdent moins de mutations que l’ensemble des autres 

CHC, leur nombre de variants structuraux est beaucoup plus élevé. La classification 

de ces variants selon le type, la taille et la proximité des réarrangements a alors révélé 

que les CCN-CHC présentent une signature très spécifique (RS1) caractérisée par des 

duplications en tandem et des translocations inter-chromosomiques. Ces 

réarrangements sont plus fréquemment situés dans des régions décrites dans le foie 

normal comme étant répliquées précocement, contenant des gènes fortement 

exprimés et dans un état chromatinien actif. Enfin, le seul locus du génome qui contient 

des réarrangements récurrents et dont l’altération semble donc sélectionnée dans les 

CCN-CHC est le promoteur de TERT, ce qui induit la surexpression du gène. 

Ce projet a donc permis de mettre en évidence l’existence d’un sous-groupe agressif 

de CHC développés dans des contextes non-cirrhotiques. Dans ces tumeurs, 

l’activation des gènes CCNA2 et CCNE1 par des intégrations virales ou des 

réarrangements structuraux entraîne une entrée prématurée des cellules en phase S. 

Cette dérégulation du cycle cellulaire génère alors un stress réplicatif à l’origine de 

réarrangements caractéristiques qui peuvent altérer le promoteur de TERT et favoriser 

directement le développement tumoral. 
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Article 2: Cyclin A2/E1 activation defines a hepatocellular carcinoma subclass with a 

rearrangement signature of replication stress. 
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Les données supplémentaires (tables) sont disponibles à l’adresse suivante : 

https://www.nature.com/articles/s41467-018-07552-9#additional-information   
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III. Histoire naturelle et potentiel oncogénique de l’adénovirus-

associé 2 (AAV2) 

 

L’adénovirus-associé est un virus à ADN simple-brin de petite taille possédant une 

capside non-enveloppée (Gonçalves, 2005). C’est un virus défectif car il nécessite la 

présence d’un autre virus pour se répliquer (un adénovirus ou un herpès simplex virus) 

et établit dans le cas contraire une infection latente (Schultz and Chamberlain, 2008; 

Smith, 2008). Ces virus AAV sont transmis par voie respiratoire et présents chez 30 à 

80% de la population générale. Douze sérotypes distincts ont été décrits et AAV2 est 

le plus fréquent chez l’humain (Boutin et al., 2010). Ils sont considérés comme non-

pathogéniques pour l’homme et la transfection de vecteurs AAV recombinants ayant 

une grande efficacité et une faible immunogénicité, ces virus sont largement utilisés 

en thérapie génique (Kotterman and Schaffer, 2014).  

Des intégrations clonales récurrentes d’AAV2 ont cependant été identifiées dans 5% 

d’une série de près de 200 CHC du laboratoire en 2015. Les tumeurs associées à ces 

événements s’étant développées dans un contexte non-cirrhotique et en absence de 

facteur étiologique connu, l’intégration virale semble être chez ces patients 

directement à l’origine du développement tumoral via un mécanisme de mutagénèse 

insertionnelle (Nault et al., 2015). Bien qu’il ait été montré que le foie est le site principal 

d’infection des virus AAV (Gao et al., 2004), peu d’information était alors disponible 

sur l’histoire naturelle de l’infection et sur le rôle précis joué par l’intégration virale dans 

la transformation maligne. 

Ainsi nous avons voulu étudier de façon approfondie l’infection par AAV2 en criblant 

par PCR quantitative une série de tissus hépatiques tumoraux et non-tumoraux du 

laboratoire provenant de 1319 patients afin de détecter la présence d’ADN viral dans 

le foie. La cohorte constituée était composée à la fois de tumeurs malignes 

(principalement des CHC) et de tumeurs bénignes (principalement des adénomes 

hépatocellulaires). Les tissus fortement positifs ont ensuite été séquencés de façon 

ciblée par capture virale pour identifier précisément les formes et séquences virales. 

De l’ADN viral d’AAV a été détecté chez 18% des patients, plus fréquemment dans les 

tissus non-tumoraux que dans les tumeurs, et principalement chez des patients jeunes 

de sexe féminin n’ayant pas de cirrhose. La reconstruction des génomes entiers du 
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virus dans les tissus hépatiques de 57 patients ayant des tumeurs malignes ou 

bénignes ont permis de mettre en évidence la présence de deux génotypes viraux : le 

type AAV2 déjà décrit et une séquence recombinée des types AAV2/AAV13.  

Afin de caractériser les formes virales, nous avons mis au point une expérience de 

PCR quantitative utilisant une DNase digérant l’ADN sous forme linéaire pour décrire 

la présence de formes épisomales dans 26% des tissus non–tumoraux contenant de 

l’ADN d’AAV, qui était fortement associée à l’expression d’ARN viraux et suggère donc 

que le virus est transcriptionnellement actif dans le foie de ces patients. AAV ayant 

besoin d’un autre virus pour se répliquer, un deuxième criblage des virus décrits dans 

la littérature a permis d’identifier le virus de l’Herpès Humain 6 (HHV-6) comme 

principal virus co-infectant les tissus hépatiques permettant l’infection active d’AAV. 

Seulement 8% des tumeurs analysées contenaient de l’ADN viral d’AAV, et la 

proportion était identique entre les tumeurs malignes et les tumeurs bénignes. 

Cependant, les tumeurs malignes avaient une quantité d’ADN plus importante induite 

par une fréquence plus élevée d’intégrations virales clonales dans ces tissus. Au total, 

19 intégrations clonales ont pu être identifiées dans des tumeurs (dont 11 avaient déjà 

été décrites dans l’étude de 2015) et presque aucune forme épisomale du virus. Les 

gènes altérés par la mutagénèse insertionnelle d’AAV étaient CCNA2, CCNE2, TERT, 

TNFSF10, KMT2B et GLI1/INHBE. La présence dans la séquence virale intégrée de 

régions « Enhancer », de sites de liaison à des facteurs de transcription et d’un site 

poly-A, entraîne dans les tissus une surexpression du gène cible et la synthèse de 

transcrits en excès ou sous une forme tronquée, qui ont des conséquences 

oncogéniques spécifiques. 

Ce projet a donc permis de décrire les formes virales d’AAV présentes dans les tissus 

hépatiques tumoraux et non-tumoraux afin d’améliorer la compréhension de l’histoire 

naturelle de l’infection de ce virus chez l’homme. Bien que cela soit un événement 

rare, l’intégration virale d’AAV à des régions précises du génome humain peut induire 

ou favoriser la carcinogénèse hépatique dans un contexte non-cirrhotique. Ces 

résultats ont donc confirmé qu’AAV est le troisième virus associé à la survenue de 

CHC avec le VHB et le VHC, via un mécanisme de mutagénèse insertionnelle.  
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I. Rôle de l’intégration virale dans l’infection et la carcinogénèse 

 

Le rôle joué par les intégrations du VHB dans l’histoire naturelle de l’infection et dans 

la carcinogénèse reste encore très controversé. Premièrement, elles ne font pas partie 

du cycle de réplication viral (Valaydon and Locarnini, 2017) et ne semblent donc pas 

avoir de fonction directe dans l’établissement de l’infection. Deuxièmement, les 

intégrations ayant lieu dans les heures suivant l’infection (Tu et al., 2018) et les 

tumeurs se développant des années plus tard, il apparaît comme surprenant qu’elles 

puissent être directement à l’origine de l’initiation tumorale. La question de la fonction 

de ces intégrations est donc un sujet central de la recherche sur le VHB, et les travaux 

réalisés dans le cadre de cette thèse ont cherché à apporter des éléments de réponse. 

 

A. Intégration ou réplication virales : deux destins incompatibles ? 

 

Une contradiction étonnante liée aux intégrations du VHB réside dans le fait que l’ADN 

viral sous forme intégrée a perdu sa capacité de réplication, et l’intégration constitue 

donc a priori une impasse pour le virus. Notre étude a en effet confirmé que les formes 

intégrées dans les tissus non-tumoraux ont une taille et des extrémités correspondant 

à la forme virale linéaire double-brin (ou une forme intermédiaire ou épissée ayant les 

mêmes extrémités) (Article 1, Fig. 2e) et elles ne peuvent donc pas servir de matrice 

pour la transcription de l’ARNpg permettant la réplication. Cependant, l’intégration 

étant un mécanisme commun à l’ensemble des hépadnavirus et donc conservé dans 

l’évolution (Hu and Seeger, 2015b), il est peu probable que cela diminue les capacités 

globales (« fitness ») du virus. Cette observation suggère donc que les intégrations 

jouent un rôle dans l’histoire naturelle de l’infection, et deux hypothèses sont 

envisageables : les intégrations influent indirectement sur la réplication virale, ou 

modulent les conséquences de l’infection en agissant sur la réponse immunitaire. 

Les échantillons non-tumoraux que nous avons étudiés et pour lesquels nous avons 

caractérisé les formes virales sont exclusivement issus de patients ayant développé 

un CHC et ne sont donc a priori pas représentatif des premiers stades de l’infection. 

En effet, selon les données cliniques, seulement 88% des patients de la série que nous 
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avons analysée en capture virale ont un statut négatif pour l’AgHBe, ces patients sont 

donc majoritairement à un stade avancé de l’infection B chronique (Article 1, Supp 

Table 1). Etudier et décrire les formes d’ADN viral dans ces tissus apporte néanmoins 

des connaissances complémentaires pouvant aider à mieux décrire la dynamique des 

intégrations. Dans notre étude de capture virale sur 170 échantillons non-tumoraux, 

nous avons notamment mis en évidence que le nombre d’intégrations était plus élevé 

dans les tissus hépatiques contenant de l’ADN viral réplicatif (Article 1, Fig. 1c), 

révélant donc l’existence d’une association entre intégration et réplication virales.  

Tout d’abord, il semble attendu que la réplication virale augmente directement le 

processus d’intégration via une augmentation du nombre d’hépatocytes infectées par 

des virions contenant de l’ADNdsl et/ou via une augmentation de la quantité d’ADNdsl 

nouvellement synthétisé à partir de l’ARNpg. Des études in vitro et in vivo ont 

cependant montré que le taux d’intégration était de 10-3 événements par cellule et qu’il 

était impacté par l’inhibition de l’entrée des virions dans les cellules mais pas par la 

suppression de la réplication virale, indiquant que dans le modèle utilisé, les formes 

intégrées détectées provenaient majoritairement des virions entrés initialement et ne 

dépendaient pas de la réplication pendant les premières semaines après infection 

(Budzinska et al., 2018a; Tu et al., 2018). De plus, des travaux sur le virus DHBV chez 

le canard ont montré qu’une superinfection par le DHBV était impossible, suggérant 

un phénomène d’exclusion de la superinfection médiée par la protéine L-HBs pour 

l’ensemble des hépadnavirus même si aucune étude n’a été publiée pour le VHB à ce 

jour (Walters et al., 2004). Un même hépatocyte ne pourrait donc a priori ne contenir 

qu’une seule intégration tant qu’il contient de l’ADNccc et qu’il synthétise L-HBs.  

Dans les échantillons non-tumoraux de notre série, le nombre de copies d’ADN viral 

par cellule est pourtant compris entre 10-3 et 100, suggérant donc la présence de 

plusieurs intégrations du génome viral au sein d’un même hépatocyte. Le fait d’avoir 

défini précisément la clonalité des intégrations dans notre série nous a permis de 

confirmer que 5 échantillons non-tumoraux sur les 21 ayant des intégrations clonales 

en contenaient plus d’une. Cela suggère donc que les intégrations s’accumulent au 

cours du temps dans les hépatocytes de la même façon que les mutations, 

potentiellement sur des durées longues, et ce processus est nécessairement favorisé 

par la persistance d’une infection active dans le foie. Il serait alors intéressant de 

corréler le nombre d’intégrations au cours du temps chez des patients pendant les 
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premières phases après infection. Dans notre cohorte, les patients ayant le plus grand 

nombre d’intégrations dans leur foie non-tumoral sont en réalité parmi les patients les 

plus jeunes, mais étant donné qu’ils ont pu être infectés dès leur naissance, il est 

possible qu’ils aient néanmoins subi un temps de réplication active du virus très long. 

D’un autre côté, une revue sur les intégrations virales a récemment suggéré que les 

séquences intégrées pourraient favoriser la réplication virale via la synthèse de la 

protéine HBx. En effet, comme cela a été décrit dans la partie III.A.3 de l’Introduction, 

HBx est nécessaire à l’initiation et à la maintenance de la réplication virale. 

L’expression de protéines HBx a été détectée dans le foie de plus de 50% de patients 

infectés par le VHB ayant une cirrhose, bien que cette expression soit faible par rapport 

à celles des autres protéines virales (Slagle and Bouchard, 2018; Su et al., 1998; Wei 

et al., 2010). Des protéines transcrites à partir de séquences intégrées pourraient donc 

a priori jouer un rôle dans la persistance de l’infection. Néanmoins, un précédent projet 

du laboratoire a mis en évidence que 33% des échantillons non-tumoraux de patients 

infectés par le VHB contiennent des mutations inactivatrices du gène HBx (Amaddeo 

et al., 2015), et notre étude a montré que dans 28% des tissus non-tumoraux exprimant 

un transcrit HBx, ce dernier est tronqué. Dans notre série, le niveau d’expression de 

l’ARN HBx est comparable dans les échantillons contenant des intégrations sous-

clonales ou clonales en absence de réplication et dans les échantillons ayant de l’ADN 

réplicatif pour une sonde située en 5’ du gène HBx mais est bien inférieur pour une 

sonde située en 3’, indiquant que les formes intégrées permettent bien la synthèse de 

transcrits HBx en absence de réplication mais en partie tronqués (Figure 29).  

 

 

 

 

 

 

Figure 29 : Niveau d’expression des transcrits HBx en 5’ (gauche) ou 3’ (droite) 

dans 157 tissus non-tumoraux de notre série analysée en Capture. 

ns p<0.001 p<0.001 p<0.001 
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Bien qu’une étude récente ait montré que les variants d’HBx peuvent avoir conservé 

leur fonctionnalité (Rivière et al., 2019), des travaux plus approfondis sur l’expression 

protéique d’HBx dans des tissus non-tumoraux sont nécessaires pour conclure sur son 

réel impact sur la réplication. La présence d’une forme virale réplicative restant 

minoritaire parmi les échantillons non-tumoraux de notre série contenant des formes 

intégrées et ayant un transcrit HBx non tronqué (28%, 26 sur 93), l’effet potentiel causé 

par la protéine sur la réplication n’est dans tous les cas pas suffisant pour l’initier. 

Comprendre le lien entre intégration et réplication virales représente un enjeu 

primordial pour le traitement de l’infection par le VHB et la surveillance de la survenue 

d’un CHC. En effet, les traitements antiviraux actuels ne permettent pas l’élimination 

totale du virus dans le foie des patients mais suppriment ou réduisent très fortement 

ses capacités réplicatives. Si le nombre d’intégration est directement lié à la durée 

pendant laquelle le virus est réplicatif, il est impératif de traiter les patients le plus 

précocement possible pour limiter intégrations et conséquences oncogéniques.  

 

B. Les séquences intégrées du VHB face à la réponse immunitaire 

 

La deuxième hypothèse concernant le rôle joué par les intégrations virales est liée à 

l’interaction entre virus et réponse immunitaire. Les séquences intégrées pourraient 

en effet contribuer à l’atténuation de la réponse immunitaire en induisant une forte 

expression d’AgHBs. La synthèse d’AgHBs par des séquences intégrées du virus en 

absence de réplication a déjà été identifiée dans un modèle d’infection chronique chez 

le chimpanzé (Wooddell et al., 2017) et dans des lignées cellulaires infectées par le 

virus HDV (Freitas et al., 2014). Par ailleurs, de nombreuses études ont prouvé qu’un 

niveau élevé d'AgHBs peut avoir un rôle immunosuppresseur sur l'immunité innée et 

adaptative contre le VHB (Kondo et al., 2013; Ma et al., 2019; Tsai et al., 2018). Les 

différents mécanismes sont décrits ci-dessous et illustrés sur la Figure 30 :  

- (1-2) l’épuisement des réponses des cellules T et des cellules B spécifiques à 

l'AgHBs faisant suite à une stimulation continue par les AgHBs, qui se 

caractérisent par une surexpression de PD-1, de CTLA-4 et de TIM3 

- (3-4) l’atténuation de l'immunité innée via l'inhibition de la signalisation médiée 

par les TLR et l'induction de l'interleukine-10 (cytokine anti-inflammatoire) dans 

les cellules endothéliales sinusoïdales (LSEC) et les cellules de Kupffer (KC). 
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Figure 30 : Mécanismes de suppression des réponses immunitaires innées et 

adaptatives par les AgHBs. (Ma et al., 2019). 

 

La présence de séquences intégrées dans les tissus non-tumoraux générerait donc 

ainsi une production d’AgHBs plus importante qui impacterait la réponse immunitaire. 

Notre étude a confirmé l’expression de transcrits préS2-S complets dans la grande 

majorité des échantillons de notre série (74%), bien que le niveau d’expression de 

l’ARN préS2-S générant l’AgHBs soit un peu moins élevé dans les échantillons 

contenant des intégrations sous-clonales ou clonales en absence de réplication que 

dans les échantillons ayant de l’ADN réplicatif (Figure 31).  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 31 : Niveau d’expression des ARNm de la région préS2 dans 157 tissus 

non-tumoraux de notre série analysée en Capture. 

p=0.001 p<0.001 
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Le laboratoire a également montré précédemment la présence de mutations dans le 

gène HBs (Amaddeo et al., 2015) et ces mutations pourraient potentiellement favoriser 

un échappement immunitaire (Lazarevic, 2014), même si cette hypothèse reste à 

démontrer. Une autre analyse intéressante serait d’analyser le profil immunologique 

des échantillons de notre série en fonction de la présence ou de l’expression du 

transcrit préS2-S. Une analyse préliminaire basée sur les score immunologique 

(méthode MCP-counter (microenvironment cell population) adaptée au RNA-Seq ; 

Becht et al., 2016) montre que les tissus exprimant des transcrits du VHB semblent en 

effet contenir moins de cellules B et T mais l’analyse est limitée par le nombre 

d’échantillons (n=26) et il serait important de prendre en compte les caractéristiques 

histologiques du foie non-tumoral. 

Enfin, de par leur structure, les intégrations du VHB peuvent générer des AgHBs 

immunosuppressifs mais pas d’AgHBe qui sont ciblés par les anticorps anti-HBe après 

séroconversion. Les séquences intégrées donneraient ainsi un avantage sélectif aux 

cellules contenant des séquences intégrées par rapport aux hépatocytes ayant de 

l’ADN viral réplicatif en échappant à la réaction immunitaire face au VHB. 

La présence d’insertions clonales dans 11% des tissus non-tumoraux de notre série 

nous a amenés à approcher cette notion d’avantage sélectif. Ces échantillons 

contenaient tous un degré significatif d’atteinte hépatique (Score METAVIR F2-F4), et 

l’analyse des gènes dérégulés dans ces tissus a montré une diminution de l’expression 

des gènes liés à la réponse inflammatoire ainsi que des gènes liés à la voie de 

signalisation TNFα/NFκB (Article 1, Suppl Fig. 3c). Ces résultats suggèrent donc que 

la pression de sélection exercée par la réponse immunitaire envers les cellules 

infectées favorise la prolifération locale de cellules échappant au système immunitaire. 

Les sites d’insertion clonaux dans le génome humain des hépatocytes non-tumoraux 

étant très variables et différents de ceux observés dans les tumeurs, ces résultats 

suggèrent que les intégrations dans ces échantillons n’ont pas de conséquences 

fonctionnelles directes impliquées dans la sélection, en ce qui concerne l'altération du 

génome humain. On peut cependant remarquer que 88% d’entre eux (14/16) 

contenaient des transcrits préS1 pouvant générer des AgHBs et 19% (3/16) des 

transcrits preC pouvant générer des AgHBe avec la double-mutation du Promoteur 

Basal du Core (PBC). Il est donc envisageable que les séquences intégrées jouent un 
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rôle indirect dans l’expansion clonale de ces hépatocytes en influant sur la réponse 

immunitaire via la surexpression d’AgHBs et l’absence d’AgHBe non mutés. 

Au final, les intégrations du VHB dans les tissus non-tumoraux peuvent atténuer la 

réponse immunitaire de façon active, et la sélection clonale de cellules présentant une 

intégration dans le foie non-tumoral témoigne indirectement de cet échappement 

immunitaire, pouvant être favorisé par l’intégration. 

 

C. Intégration et réplication du VHB par rapport à la carcinogénèse 

 

L’identification d’intégrations virales dès la phase aigüe de l’infection par le VHB et 

l’augmentation de leur nombre au cours de l’ensemble des différentes phases de 

l’infection chronique a souligné le caractère commun de ce processus dans l’histoire 

naturelle de l’infection et a confirmé l’accumulation de ces intégrations au cours du 

temps dans les tissus hépatiques (Kimbi, 2005; Mason et al., 2016; Yang et al., 2018). 

Ces intégrations pouvant participer activement ou passivement à une expansion 

clonale, il serait possible qu’elles soient également « driver » dans la carcinogénèse. 

L’ensemble des études d’intégration du VHB a mis en évidence des profils différents 

entre les intégrations dans les tissus tumoraux et les tissus non-tumoraux (Furuta et 

al., 2018; Sung et al., 2012; Yoo et al., 2017; Zhao et al., 2016). Curieusement, nous 

n’avons pas trouvé de forte association entre le nombre d’intégrations identifié dans 

les tumeurs et les caractéristiques des génomes viraux dans le foie non-tumoral 

adjacent, suggérant que tumeurs et tissus non-tumoraux suivent des processus 

d’évolution différents et potentiellement indépendants. De plus, dans notre série 

analysée en capture, aucun gène contenant des insertions clonales dans les N n’est 

retrouvé parmi les gènes contenant des insertions clonales dans les T, indiquant que 

les processus d’expansion clonale sont différents et reposent sur des mécanismes a 

priori exclusifs dans ces deux types de tissus. Le lien entre intégration, réplication et 

expansion clonale ayant été discuté pour les tissus non-tumoraux dans les 

paragraphes précédents, la même question se pose pour les tissus tumoraux. 

Une majorité des CHC liés à une infection par le VHB contiennent des intégrations 

(entre 51% et 100% en fonction des études ; les chiffres sont détaillés dans la Table 3 
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de la partie III.B.2 de l’Introduction). Notre étude ayant défini précisément la clonalité 

de ces événements, nous avons pu identifier la présence d’intégrations clonales dans 

82% des 177 CHC de notre série et sans association particulière avec le degré 

d’atteintes hépatiques (Article 1, Fig. 2b). Les cellules infectées diminuant au cours de 

l’infection chronique du VHB (Mason et al., 2016), cette forte proportion de CHC 

contenant des insertions clonales chez les patients infectés suggère que ces 

intégrations jouent un rôle direct ou indirect dans la carcinogénèse. 

Par ailleurs, nous avons identifié des formes réplicatives dans seulement 7% des 

échantillons, et sans nécessairement détecter de formes réplicatives dans le foie non-

tumoral associé (Article 1, Suppl Fig. 4a). Deux éléments semblent ainsi indiquer que 

la réplication virale n’est pas directement impliquée dans le développement tumoral :  

- Les différents variants du VHB ayant été décrits comme favorisant la réplication 

virale et la persistance de l’infection (partie II.C.2 de l’Introduction) sont contre-

sélectionnés dans les tumeurs (Article 1, Suppl Fig. 5f) 

- Les génotypes identifiés diffèrent entre le génome et le transcriptome dans des 

tumeurs contenant des formes réplicatives, suggérant que les séquences 

clonales intégrées et les séquences réplicatives ne proviennent pas de la même 

souche virale, les intégrations se seraient produites précocement alors que la 

réplication pourrait être issue d’une nouvelle infection plus récente 

 
 

L’initiation tumorale ferait donc suite à l’apparition d’altérations « driver » dans des 

hépatocytes contenant des intégrations en absence de réplication. Il faut cependant 

préciser que la persistance de la réplication virale augmentant le degré d’atteintes 

hépatiques, cela impacte nécessairement de façon indirecte la carcinogénèse en 

accélérant l’accumulation d’altérations (mutations et intégrations). 

Au final, étant donné le nombre d’événements d’intégration identifiés dans les tumeurs, 

la majorité d’entre eux sont a priori « passenger » mais très schématiquement, le rôle 

joué par les intégrations dans la carcinogénèse peut être décrit selon deux scénarii : 

- L’intégration du VHB à un endroit précis du génome induit ou accentue une 

altération fortement oncogénique directement à l’origine de la transformation 

maligne et déclenche la survenue d’un CHC agressif sur foie non-cirrhotique 
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- L’accumulation d’intégrations et de mutations dans un contexte d’inflammation 

chronique accentué par une réplication active du VHB donne un avantage 

sélectif à l’origine de la progression tumorale 

Ces scénarii vont alors être discutés dans la partie suivante.  

 

II. Conséquences oncogéniques des intégrations et diversité des 

CHC liés au VHB 

 

Comme cela a été détaillé dans la partie III.B.3 de l’Introduction, trois mécanismes 

oncogéniques liés aux intégrations du VHB ont été décrits :  

- La mutagénèse insertionnelle altérant des gènes associés au CHC 

- L’induction d’une instabilité chromosomique 

- L’expression de protéines virales à partir des séquences intégrées 

 

La grande majorité des études portant sur les intégrations du VHB à partir de 

séquençage nouvelle génération s’est concentrée sur le premier mécanisme en 

décrivant les conséquences fonctionnelles des insertions virales à des sites récurrents 

tels que dans le promoteur de TERT (Li et al., 2019; Sze et al., 2020) ou dans le gène 

KMT2B (Dong et al., 2015; Saigo et al., 2008). Dans le cadre de cette thèse, nous 

avons confirmé l’impact joué par la mutagénèse insertionnelle du VHB sur la 

carcinogénèse mais nous avons également abordé le lien entre les intégrations du 

virus et l’instabilité chromosomique, qui n’avait été que brièvement décrit dans la 

littérature (Sung et al., 2012; Totoki et al., 2014; Zapatka et al., 2020). Nous n’avons 

cependant pas analysé les conséquences des intégrations sur les protéines virales, 

qui nécessiteraient de réaliser une analyse plus spécifique des échantillons tumoraux 

de notre série par la suite. 

 

A. Intégrations du VHB et instabilité chromosomique 

 

Une étude génomique des CHC liés au VHB réalisée au laboratoire a montré qu’une 

caractéristique importante de ces tumeurs est leur forte instabilité chromosomique. En 
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effet, au sein de la classification transcriptomique G1-G6, les CHC liés au VHB font 

essentiellement partie des groupes G1-G3 rassemblant les CHC prolifératifs 

(Amaddeo et al., 2015; Boyault et al., 2007; Rebouissou and Nault, 2020). Cette 

instabilité est directement associée à la présence d’altérations du gène TP53 dans ces 

CHC, un gène suppresseur de tumeur pouvant déclencher l’arrêt du cycle cellulaire, 

l’apoptose et la sénescence en réponse à un stress cellulaire (Zucman-Rossi et al., 

2015). En effet, parmi les six grandes voies dérégulées dans les CHC, c’est la voie de 

signalisation cellulaire p53 qui est la plus fréquemment altérée dans les CHC liés au 

VHB, principalement via des mutations inactivatrices du gène TP53 dans 41% de ces 

tumeurs (Amaddeo et al., 2015; Schulze et al., 2015).  

Cette association entre l’infection par le VHB et l’altération de TP53 est généralement 

expliquée par le nombre important de patients infectés par le VHB qui ont été exposés 

à l’Aflatoxine B1 (AFB1), une toxine qui induit notamment des mutations du codon 249 

de TP53 (Gouas et al., 2009). En caractérisant les mutations par séquençage haut-

débit (génome entier ou exome entier) et l’exposition à l’AFB1 par analyse des 

signatures mutationnelles (Letouzé et al., 2017) dans notre cohorte de 265 patients 

(130 étant infectés par le VHB), nous avons pu vérifier partiellement cette corrélation. 

En effet, parmi les 24 CHC de patients (dont 22 d’origine africaine) pour lesquelles 

nous avons pu identifier la signature 24 caractéristique de l’AFB1, seulement 11 

avaient la mutation R249S, et réciproquement, 12 tumeurs portaient cette mutation 

sans avoir une signature (dont 5 provenant de patients d’origine européenne). En 

revanche, tous les patients ayant la mutation 249S avaient une infection par le VHB, 

et plus globalement il a déjà été montré que des mutations inactivatrices de TP53 sont 

plus fréquentes chez les patients infectés par le VHB (Amaddeo et al., 2015). 

L’association entre l’infection virale et l’altération de TP53 est donc forte mais ne 

s’explique pas exclusivement par une exposition à l’AFB1.  

Notre étude a mis en évidence une autre altération récurrente du gène TP53 dans les 

CHC liés au VHB, consistant en une intégration virale sur le chromosome 17p associée 

à une perte d’une région chromosomique contenant le locus de TP53 et allant du point 

de jonction avec la séquence virale jusqu’au télomère du bras 17p. Cet événement a 

été spécifiquement identifié dans 15 tumeurs au sein de notre série de 122 CHC liés 

au VHB (Article 1, Fig. 3b-3c). Il constitue donc la deuxième altération la plus fréquente 

associée à une intégration du virus, après les intégrations dans le promoteur de TERT 
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dont nous parlerons par la suite. Cependant, la délétion d’une région du chromosome 

17p contenant TP53 est une altération fréquente (retrouvée dans 50% des CHC de 

notre série) qui n’est pas significativement associée à l’infection par le VHB, bien qu’il 

s’agisse de l’étiologie largement majoritaire parmi les CHC présentant ce type 

d’altération (56%). Cette altération récurrente liée à l’intégration du VHB reflète donc 

dans ces tumeurs un réarrangement structural qui n’est pas spécifique de l’infection 

virale. Mais les CHC liés au VHB ayant par ailleurs plus fréquemment des mutations 

de TP53, ils sont globalement plus susceptibles d’acquérir deux hits à ce locus, 

entraînant alors l’inactivation totale du gène ou la synthèse de protéines mutantes 

exclusivement. En effet, dans notre série de 265 CHC, la présence d’altérations 

« double hit » est significativement associée à l’infection du VHB (p=0.009). Enfin, 

nous avons remarqué que les 4 patients de notre série ayant été exposés à l’Aflatoxine 

B1 et ayant une délétion d’une copie du gène TP53 liée à une intégration faisaient 

partie des patients les plus jeunes de la cohorte (entre 32 et 42 ans), soulignant le 

caractère précoce des altérations et l’agressivité de ces tumeurs TP53-altérées basée 

sur l’apparition d’une forte instabilité. 

Un autre type d’altérations générant une instabilité chromosomique dans les tissus 

hépatiques et favorisant ainsi la carcinogénèse est l’altération des gènes CCNA2 ou 

CCNE1. Ces deux gènes codent pour des protéines cyclines jouant un rôle clé dans 

la régulation du cycle cellulaire et des altérations dans ces gènes ont été décrites dans 

le développement de plusieurs tumeurs, comme le cancer du sein, le cancer du 

poumon non à petites cellules et le cancer colorectal (Deshpande et al., 2005). En 

analysant spécifiquement ces deux gènes dans une série de 751 CHC issus de 3 

différentes cohortes, nous avons mis en évidence la présence d’altérations localisées 

à ces loci dans un groupe spécifique de CHC, appelé CHC-CCN et représentant 7% 

de l’ensemble des CHC. L’activation de ces gènes peut être induite par différents types 

d’altérations : un réarrangement structural ou une intégration virale du VHB ou du virus 

AAV2. Bien que les CHC-CCN forment un sous-groupe homogène de tumeurs (Article 

2, Fig. 3A), les mécanismes d’activation sont différents suivant le gène considéré :  

- Les altérations de CCNA2 sont localisées dans l’intron 2 et induisent toutes la 

synthèse d’une protéine tronquée à son extrémité N-terminale, qui ne possède 

pas le domaine de régulation de la protéine normale (Article 2, Fig. 1). 
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- Les altérations de CCNE1 sont localisées en amont du gène et ont pour 

conséquences de positionner une séquence Enhancer d’un génome viral ou 

venant d’une région distante du génome humain dans la région régulatrice de 

CCNE1 (Article 2, Fig. 2). 

 

Ces mécanismes entraînent une surexpression de ces protéines, et une dérégulation 

du cycle cellulaire induisant un stress réplicatif à l’origine de l’instabilité 

chromosomique. Cette étude nous a permis de mettre en évidence que les intégrations 

du VHB dans l’un de ces deux gènes avaient des conséquences fonctionnelles qui 

n’étaient pas spécifiques au virus mais communes à d’autres types d’altérations 

localisées aux mêmes loci. Pour CCNA2 notamment, bien que l’intégration du VHB 

puisse générer la synthèse de protéines de fusion HBs-CCNA2 (Figure 32), les 

similitudes entre les transcriptomes issues des différentes altérations laissent penser 

que c’est principalement la synthèse de la protéine tronquée qui a un impact sur la 

dérégulation du cycle cellulaire et qui induit la signature de réarrangements observée. 

 

  

Figure 32 : Prédiction des transcrits et analyse par western-blot du gène 

CCNA2 dans le CHC #3798T (intégration du VHB dans l’intron 2). 

 
En ce qui concerne CCNE1, l’intégration du VHB induit la surexpression du gène via 

la séquence Enhancer du génome viral qui est présente dans la séquence intégrée, 

mais de nouveau, le mécanisme semble identique que pour les autres altérations.  

Dans les CHC-CCN comme dans les CHC TP53-altérés (avec un double-hit sur TP53), 

l’intégration du VHB est donc un moyen d’altération qui favorise l’initiation de la 
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cancérogénèse mais sans spécificité particulière liée au virus lui-même. Les 

conséquences observées aux niveaux transcriptomique et protéique sont en effet 

similaires dans ces tumeurs quel que soit le type d’altération qui en est à l’origine. De 

plus, ces CHC ont comme point commun d’être des tumeurs dont le génome est très 

instable et ils présentent donc un nombre plus élevé de réarrangements 

chromosomiques et d’altérations du nombre de copies. Les altérations des cyclines et 

de TP53 impliquant des mécanismes différents, elles ne sont pas exclusives et parmi 

les 19 CHC-CCN de notre série de 265 CHC, 4 tumeurs possèdent également un 

double-hit sur le gène TP53 (dont une tumeur liée au VHB). Ces deux mécanismes 

oncogéniques forts ont la particularité de déclencher un processus de carcinogénèse 

chez des patients majoritairement non-cirrhotiques. 

 

B. Caractérisation et spécificité des réarrangements 

 

Il est intéressant de constater que les deux types d’altérations présentés dans le 

paragraphe précédent (de TP53 ou des gènes CCNA2/CCNE1) induisent deux 

signatures de réarrangements différentes. Un projet du laboratoire ayant analysé le 

génome de 35 CHC par séquençage de génome entier a mis en évidence que le type 

et le nombre de réarrangements structuraux pouvaient varier considérablement entre 

les tumeurs (Letouzé et al., 2017). La classification de ces réarrangements en 38 

catégories a permis de montrer l’existence de 6 signatures de réarrangements 

différentes notées RS1 à RS6, et cette étude a été approfondie par la suite en ajoutant 

10 nouvelles tumeurs (Article 2, Fig. 4A). Les signatures RS1 et RS2 sont toutes deux 

caractérisées par des duplications en tandem mais de tailles différentes : RS1 est 

enrichie en petites duplications (<100kb) alors que RS2 regroupe principalement de 

grandes duplications (>100kb). Ces deux signatures sont justement associées aux 

deux sous-groupes de tumeurs exposés précédemment : le nombre d’événements 

attribués à la signature RS1 est en effet très élevé dans les CHC-CCN (Article 2, Fig. 

4B) et la signature RS2 a été associée à la présence de mutations TP53 non 

seulement parmi les CHC analysés (Letouzé et al., 2017) mais également parmi une 

série de 560 tumeurs du sein (Nik-Zainal et al., 2016). Les signatures RS1 et RS2 ont 

aussi la particularité d’être enrichies en variants structuraux situées dans des régions 
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répliquées précocement et fortement transcrites (Letouzé et al., 2017), des régions où 

l’on retrouve également un plus grand nombre d’intégrations du VHB (Article 1, Suppl 

Fig. 2a). Les CHC liés au VHB ayant des altérations des gènes CCNA2, CCNE1 ou 

TP53 possèdent d’ailleurs un nombre d’intégrations significativement plus élevé par 

rapport aux autres CHC. Cela suggère donc que l’instabilité chromosomique générée 

dans ces tumeurs entraîne par la suite une multiplication de réarrangements pouvant 

être couplés à des intégrations virales.  

Une question qui découle de cette observation est de savoir si dans les tumeurs liées 

au VHB, le virus induit directement des réarrangements en interférant avec la 

machinerie cellulaire lors de la réplication ou s’il s’intègre de manière opportuniste 

lorsqu’un réarrangement se produit spontanément dans une cellule infectée en 

perturbant les mécanismes de réparation. Certains oncovirus comme les virus herpes 

et le papillomavirus humain peuvent générer des cassures double-brins dans l’ADN 

génomique afin de favoriser le recrutement de la machinerie cellulaire nécessaire à 

leur réplication (Gaglia and Munger, 2018). Concernant le VHB, des études effectuées 

dans des modèles in vitro suggèrent plutôt l’association inverse, c’est-à-dire que les 

intégrations du VHB se produisent préférentiellement à des sites de cassures double-

brins de l’ADN génomique qui sont induits par des mécanismes extérieurs (Bill and 

Summers, 2004; Dandri, 2002). Les modèles utilisés étant basé sur des transfections 

de l’ADN viral, il serait cependant intéressant de confirmer cette observation dans un 

modèle d’infection réelle, comme par exemple en générant avec le système CRISPR-

Cas9 des cassures dans l’ADN de cellules pouvant être infectés par des virions du 

VHB. Dans notre série de 265 tumeurs, nous pouvons remarquer que le nombre de 

variants structuraux n’est pas significativement plus élevé dans les CHC de patients 

infectés par le VHB que dans ceux de patients non-infectés, au sein des sous-groupes 

CHC-CCN et CHC TP53-altérés, suggérant que le virus n’est probablement pas à 

l’origine de ces réarrangements. Il est néanmoins probable que la séquence virale 

intégrée modifie ou accentue les conséquences du réarrangement au milieu duquel 

elle se trouve et que l’intégration contribue ainsi au développement tumoral. Les CHC 

comportant une intégration dans CCNE1 montrent bien l’impact direct que peut avoir 

la séquence intégrée puisque c’est la présence de la région Enhancer du génome viral 

qui permet la surexpression du gène et donc déclenche l’initiation tumorale. 
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Une particularité des réarrangements structuraux associés aux intégrations est leur 

enrichissement dans les régions centromériques et télomériques. Ces régions sont 

impliquées dans des réarrangements complexes se produisant lors de la division 

cellulaire, comme les cycles BSB (Breakage-Fusion-Bridge) suite à une cassure 

télomérique ou les iso-chromosomes résultant d’une fission centromérique (Figure 33).  

         

 

 

 

 

Figure 33 : Exemples de réarrangements chromosomiques complexes : cycle 

BSB (gauche, Yi and Ju, 2018) et iso-chromosome (droite, Gardner et al., 2011). 

   

Grâce au séquençage long-read, nous avons notamment pu identifier dans une tumeur 

de notre série la présence d’un iso-chromosome iso(8q) dans la tumeur #1151T 

(Article 1, Suppl Fig. 6a) associée à une intégration virale dans le centromère. Cette 

anomalie caractérisée par le gain du bras 8q et la perte du bras 8p est en réalité 

fréquemment observée dans les CHC (dans environ 50% des cas ; Figure 34). 
 

  
Figure 34 : Fréquence des gains et délétions dans 35 CHC (Letouzé et al., 2017) 

Y 

 

Cela semble de nouveau renforcer l’hypothèse que les intégrations du VHB sont 

associées à des altérations chromosomiques qui sont retrouvées dans l’ensemble des 

CHC et qui sont donc sélectionnées fonctionnellement de par leurs conséquences 

oncogéniques sans nécessairement avoir de lien direct avec la présence du virus. 
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C. Activation de TERT par la séquence intégrée du VHB 

 

Le promoteur de TERT est le seul locus à être altéré par les réarrangements 

structuraux induits dans les CHC-CCN à une fréquence plus élevée que celle attendue, 

indiquant une sélection positive de cette altération dans les tumeurs du sous-groupe 

(Article 2, Fig. 2E). Dans notre série de CHC liés au VHB analysée par capture virale, 

nous avons identifié 5 tumeurs ayant une intégration dans CCNA2 ou CCNE1 (dont 2 

décrites dans l’Article 2) et toutes ont une altération du promoteur de TERT : 2 ont une 

translocation vers un autre chromosome et 3 ont une autre intégration du VHB. 

Les intégrations du VHB dans le promoteur de TERT ont comme point commun avec 

les intégrations dans CCNE1 d’induire une surexpression du gène liée à la présence 

d’une séquence Enhancer du génome viral, et notamment la région Enhancer I qui 

induit une activation plus forte que la région Enhancer II (Article 1, Fig. 4c). Cette 

observation avait déjà été décrite dans la littérature dans deux études utilisant des 

modèles cellulaires qui ont montré que la région Enhancer I permettait le recrutement 

de facteurs de transcription induisant l’activation de TERT (Li et al., 2019; Sze et al., 

2020). Les facteurs de transcription mis en évidence diffèrent néanmoins dans les 

deux études : la première publication observe le recrutement des récepteurs des 

hormones sexuelles (Li et al., 2019) et la deuxième étude du facteur de transcription 

ELF4 (E74-like  ETS  transcription  factor  4) (Sze et al., 2020). Nous avons regardé le 

niveau d’expression de ces facteurs dans notre série de tumeurs à partir des données 

de RNA-Seq, et observé que le récepteur des androgènes (AR) a un niveau 

d’expression significativement plus élevé dans les CHC ayant une altération du 

promoteur de TERT, ce qui pourrait suggérer une sélection fonctionnelle d’hépatocytes 

ayant une forte expression d’AR induisant une forte expression de TERT. Cependant, 

l’expression de TERT n’est pas associée au sexe masculin dans notre série, quel que 

soit le type d’altération. De plus, nous n’avons pas noté de différence d’expression liée 

à l’altération du promoteur de TERT pour les gènes du récepteur des œstrogènes 

ESR1 et ELF4. D’autres investigations seraient nécessaires pour confirmer ou infirmer 

le rôle des facteurs de transcription dans l’activation de TERT, et peut-être un jour 

envisager la privation d'androgène comme thérapie possible du CHC. 
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Par ailleurs, l’activation du gène en cis par la séquence virale peut également être 

amplifiée lorsque l’intégration est associée à un réarrangement structural induisant un 

gain de cette région chromosomique. Cependant, l’expression de TERT étant déjà très 

élevée dans les tumeurs ayant une intégration du VHB, elle n’augmente pas de 

manière significative lorsque l’intégration est associée à un gain du locus du gène. 

L’altération de TERT est un événement qualifié de « gatekeeper » dans le 

développement tumoral (Rebouissou and Nault, 2020). En effet, elle est nécessaire 

pour permettre la réactivation de la télomérase et ainsi empêcher le raccourcissement 

des télomères qui déclencherait la sénescence des hépatocytes lors de leur 

prolifération. Comme cela a été décrit dans la partie I.C.1 de l’Introduction, des 

mutations du promoteur de TERT ont été détectées dès les étapes précoces de la 

carcinogénèse sur foie cirrhotique : dans 6% des nodules dysplasiques de bas grade 

et 19% des nodules de haut grade (Nault et al., 2014). Cependant, dans les CHC-

CCN, l’événement le plus précoce est a priori l’altération du gène CCNA2 ou CCNE1 

qui à l’origine de l’instabilité qui va induire par la suite des réarrangements dans le 

promoteur de TERT (pouvant être associé à une autre intégration du VHB), et ces 

CHC ont été principalement identifiés chez des patients sans cirrhose hépatique. 

L’altération du promoteur de TERT serait donc plutôt dans ces tumeurs un deuxième 

hit. Le processus de carcinogénèse chez ces patients semble donc plus proche de 

celui observé dans la transformation maligne des adénomes hépatocellulaires (AHC). 

En effet, des mutations du promoteur de TERT ont été observées dans 44% des AHC 

transformés mais pas dans les AHC sans dysplasie, indiquant que l’altération de TERT 

est alors la dernière étape déclenchant la transformation maligne (Nault et al., 2013). 

Dans le processus de carcinogénèse sur foie sain en général, l’altération du promoteur 

de TERT interviendrait donc plutôt dans un deuxième temps. 

En ce qui concerne les CHC TP53-altérés, ils ne sont pas significativement enrichis 

en altérations du promoteur de TERT. En réalité, 18% (22 sur 121) des tumeurs liées 

au VHB de notre série analysée en capture et en RNA-Seq ne présentent aucune 

altération de TERT. 41 CHC (34%) ont une intégration du VHB dans le promoteur de 

TERT, 48 CHC (40%) ont une mutation du promoteur en -124, -146 ou -57, et 10 (8%) 

ont un gain (dont 5 pour lesquels un variant structural a été identifié). Un projet du 

laboratoire a analysé spécifiquement les altérations de TERT dans une série de 256 

CHC provenant de 210 patients avec différentes étiologies, et a identifié un 
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pourcentage similaire (21%) de tumeurs sans altération de TERT (Ningarhari et al., 

Non publié). Ces travaux ont notamment étudié les associations entre les mécanismes 

d’altérations du promoteur et les caractéristiques cliniques et moléculaires (Figure 35). 

 

 

Figure 35 : Associations entre les mécanismes d’altérations de TERT et les 

caractéristiques des patients et des tumeurs (Ningarhari et al., Non publié) 

 

Dans cette cohorte de patients, la majorité des tumeurs ayant une intégration virale 

dans le promoteur de TERT sont des CHC liés au VHB, alors que cette étiologie est 

minoritaire dans les groupes ayant un autre type d’altération. Ainsi, si l’on effectue la 

même analyse au sein des tumeurs liées au VHB, on ne retrouve pas de 

caractéristiques cliniques significativement différentes entre les CHC ayant une 

intégration du VHB et ceux ayant une mutation comme mécanisme d’activation (ni 

l’âge, le sexe ou l’origine géographique des patients, ni la présence de cirrhose). En 

ce qui concerne les facteurs viraux en revanche, la présence d’une intégration dans 

TERT est associée à un nombre d’intégrations clonales et un nombre de copies du 

VHB par cellule plus élevés, ainsi qu’avec la présence de réplication virale. La 

carcinogénèse semble donc plus étroitement liée à la dynamique de l’infection dans 

ces tumeurs. Mais la présence d’une mutation du promoteur est associée à l’existence 

d’autres facteurs étiologiques chez les patients, comme la consommation d’alcool, un 

syndrome métabolique ou une co-infection par le VHD. Cela confirme donc ce qui avait 

été suggéré précédemment par le laboratoire, à savoir que ces tumeurs ayant d’autres 

facteurs de risque ont suivi un processus de carcinogénèse différent, lors duquel le 

virus n’a eu a priori qu’un rôle oncogénique mineur (Amaddeo et al., 2015). 

Par ailleurs, le groupe de CHC de notre série ne possédant pas d’altération de TERT 

présente certaines caractéristiques similaires à celui présenté dans la Figure 35 

(Ningarhari et al., Non publié). La grande majorité (77% ; 17 sur 22) a une expression 
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de TERT substantielle malgré l’absence d’altération. Il s’agit de tumeurs développées 

chez des patients majoritairement jeunes et de sexe féminin, ayant une origine 

africaine et sans fibrose (score METAVIR F0-F1). Nous avons cherché des altérations 

dans les gènes « driver » associés au CHC et nous avons identifié un enrichissement 

en mutations AXIN1 (7 tumeurs sur 22). Ce groupe de CHC regroupe également des 

tumeurs présentant des mutations TP53 (9 tumeurs dont 3 ont également une mutation 

AXIN1), et des tumeurs présentant des intégrations du VHB dans le gène KMT2B (2 

tumeurs n’ayant aucune autre altération « driver »).  

Le point commun principale entre ces CHC est que d’un point de vue transcriptomique, 

ils appartiennent au groupe G1 comme cela apparaît sur la Figure 35 et ils se 

caractérisent par une forte surexpression de gènes cibles exprimés par les cellules 

progénitrices hépatiques et impliqués dans la vie embryonnaire et fœtale, comme 

EPCAM ou IGF2 (Article 1, Fig. 4d). Les tumeurs ayant des mutations BAP1 ont été 

décrites comme ayant un profil transcriptomique similaire sans présenter d’altération 

de TERT (Hirsch et al., 2019; Ningarhari et al., Non publié), mais aucun CHC lié au 

VHB ne présentant d’altération du gène BAP1, cela suggère deux mécanismes 

différents. Il est possible que le profil « progéniteur » de la tumeur reflète la nature de 

la cellule d’origine qui a subi la transformation maligne, car les cellules progénitrices 

peuvent maintenir leurs télomères sans altération du promoteur (Lin et al., 2018). Alors 

que les tumeurs mutées BAP1, qui présentent des caractéristiques proches des 

tumeurs fibrolamellaires, seraient issues d’une dé-différentiation d’un hépatocyte 

mature suite à l’inactivation de BAP1 (Hirsch et al., 2019), les tumeurs liées au VHB 

du même sous-groupe transcriptomique proviendraient de tumeurs initiées chez des 

patients jeunes où l’infection aurait potentiellement pu bloquer la maturation de cellules 

hépatiques immatures. Par ailleurs, ce sous-groupe G1 contenant également les CHC 

ayant des intégrations dans le gène KMT2B, codant pour une protéine modifiant la 

méthylation des histones, il est possible que des mécanismes épigénétiques soient 

impliqués. 

Enfin, mieux caractériser ce sous-groupe de CHC nous paraît d’autant plus un enjeu 

important dans la compréhension de la carcinogénèse liée au VHB que le groupe 

transcriptomique G1 est associée dans notre série à une sérologie AgHBs négative et 

donc à de potentielles infections B occultes : 11% (5/44) et 57% (4/7) des CHC sont 

du groupe G1 parmi les patients AgHBs-positif et AgHBs-négatif respectivement. 
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III. Similitudes et spécificités du VHB parmi les oncovirus 

 

Trois mécanismes principaux impliqués dans la carcinogénèse viro-induite ont été 

décrits dans la partie III.A.2 de l’Introduction : l’expression de protéines virales 

oncogéniques, l’établissement d’une inflammation chronique et l’induction d’altérations 

génomiques de la cellule hôte dont font partie les intégrations virales. Parmi les six 

virus inclus dans le groupe 1 du classement du Centre International de Recherche sur 

le Cancer (CIRC) répertoriant les agents carcinogènes pour l’humain, seuls le VHB et 

le VPH ont la capacité de s’intégrer dans le génome de la cellule qu’ils infectent. Mais 

plus récemment, des séquences intégrées de deux nouveaux virus ont été 

découvertes : le polyomavirus à cellules de Merkel intégré dans des carcinomes à 

cellules de Merkel (Feng et al., 2008), et le virus AAV2 intégré dans des CHC (Nault 

et al., 2015). Cela pose donc des questions sur les points communs et les spécificités 

existants entre les mécanismes d’intégrations de ces 4 virus et notamment entre les 

rôles que peuvent jouer les différentes séquences intégrées dans la carcinogénèse.  

 

A. Intégrations virales et carcinogénèse : VHB versus VPH 

 

Le VPH et le VHB sont les deux virus à l’origine du plus grand nombre de cancers viro-

induits à l’échelle mondiale : en 2018, le CIRC a recensé 690 000 cas de cancers liés 

au VPH (principalement des cancers du col de l’utérus) et 360 000 cas de CHC liés au 

VHB (de Martel et al., 2020). Le mécanisme d’intégration du VPH a donc également 

été investigué dans de nombreux travaux et notre étude sur le VHB nous a alors permis 

de mettre en lumière les similitudes et différences entre les deux virus.  

Une étude du TCGA a identifié des intégrations du VPH dans 83% des échantillons 

tumoraux analysés (The Cancer Genome Atlas Research Network, 2017), ce qui est 

du même ordre de grandeur que pour le VHB dans les CHC (82% dans notre série de 

177 tumeurs en capture virale et 84% dans l’étude du TCGA sur 44 CHC liés au VHB ; 

Ally et al., 2017), mais le nombre d’événements détecté par tumeur est globalement 

plus faible (~1,5 et ~6,1 intégrations par tumeur pour le VPH et le VHB respectivement, 

entre les deux analyses du TCGA à partir de données RNA-Seq). Les conséquences 

oncogéniques des intégrations présentent également des différences notables. 
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- Expression des protéines virales :  

Comme pour le VHB, l’intégration du VPH ne fait pas partie du cycle de réplication 

virale et les séquences intégrées ne possèdent pas de capacité de réplication. Mais 

alors que dans les CHC liés au VHB, le rôle oncogénique joué par HBx est très discuté 

(étant donné son faible niveau d’expression et la présence de fréquentes mutations 

inactivatrices du gène dans les séquences intégrées), une conséquence majeure des 

intégrations du VPH consiste en l’expression des oncogènes viraux E6 et E7 combinée 

à l’absence d’expression du gène E2 qui réprime normalement E6/E7. Cela favorise 

donc la prolifération cellulaire, dérégule le contrôle du cycle cellulaire et provoque une 

instabilité génétique progressive. La persistance de certains cancers liés au VPH a en 

effet été décrite comme dépendante de l’expression de ces oncogènes (Goodwin et 

al., 2000). Cependant, des études récentes ont montré que le développement tumoral 

pouvait également avoir lieu sans expression des oncogènes E6/E7, suggérant 

l’implication d’autres mécanismes (Hu et al., 2015). 

 

- Mutagénèse insertionnelle : 

De la même façon que pour le VHB, les intégrations du VPH peuvent altérer la 

structure ou l’expression de gènes cellulaires impliqués dans la carcinogénèse : en 

augmentant l’expression d’oncogènes via un promoteur viral ou en entraînant une 

perte de fonction d’un gène suppresseur de tumeurs. Cependant, alors que le 

promoteur de TERT représente un important « hotspot » contenant une intégration 

virale dans un tiers des CHC de notre série, aucun site récurrent d’intégration n’a été 

identifié dans les cancers liés au VPH (Akagi et al., 2014; Zapatka et al., 2020). 

L'intégration du VHB induisant la présence d’une région Enhancer virale dans le 

promoteur de TERT et ainsi l’expression du gène est donc un mécanisme spécifique 

au VHB permettant la réactivation de la télomérase. Dans les cancers liés au VPH, 

cette réactivation est induite par l’interaction de la protéine virale E6 avec le promoteur 

de TERT et avec le complexe de la télomérase directement (Liu et al., 2009).  

 

- Instabilité chromosomique : 

Une forte association entre la localisation de points d’intégrations du VPH et de 

variations structurales génomiques a été mise en évidence dans des cancers liés au 

VPH présentant des séquences virales intégrées, de façon similaire aux intégrations 

du VHB dans notre série (Akagi et al., 2014; Holmes et al., 2016). Un motif particulier 
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de réarrangements a été identifié et repose sur un mécanisme de « boucle » (looping 

ou rolling-circle) générant des amplifications de large régions chromosomiques, qui se 

produit lors de la réplication de l’ADN à partir de fourches de réplication localisées 

dans la séquence virale (Figure 36) (Akagi et al., 2014; Yi and Ju, 2018). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 36 : Profil génomique et schéma du mécanisme d’amplification en 

« rolling circle » lié à l’intégration d’ADN du VPH (Yi and Ju, 2018) 

 

Nous n’avons pas identifié spécifiquement ce mécanisme dans les 3 tumeurs 

séquencées en long-read, mais une analyse plus précise avec un plus grand nombre 

d’échantillons serait nécessaire pour détecter ce réarrangement particulier. Les 

variants structuraux associés à des intégrations virales que nous avons pu mettre en 

évidence dans des CHC liés au VHB impliquent très fréquemment des réarrangements 

à l’intérieur même de la séquence virale intégrée. En effet, un événement de 

« duplication-inversée » (Article 1, Fig. 3d) nécessite une inversion dans la séquence 

virale pour obtenir généralement une séquence intégrée dupliquée en miroir. 

A notre connaissance, des réarrangements internes au génome du VPH n'ont pour 

l’instant pas été décrits dans les séquences intégrées, et cette caractéristique 

d’instabilité supplémentaire serait donc potentiellement spécifique au VHB. Dans notre 

série de CHC liés au VHB, nous avons identifié un nombre considérable de 

réarrangements au sein d’une même tumeur (la tumeur #1987T présente 43 

réarrangements pour 13 intégrations clonales ; Figure 37).  



DISCUSSION 

267 

 

Figure 37 : Profil des réarrangements structuraux internes aux génomes du 

VHB présents dans la tumeur #1987T 

 

La caractérisation précise de ces réarrangements est donc nécessairement rendue 

complexe par le nombre d’intégrations clonales présentes au sein d’un même 

échantillon. Mais concernant la dynamique de ces réarrangements, deux arguments 

nous laissent penser qu’ils ont lieu pendant ou après l'intégration. Tout d’abord, étant 

donné la très petite taille du génome viral (3,2kb), il est peu probable que ces 

réarrangements aient eu lieu suite à des cassures double-brins aléatoires dans 

l’ADNccc ou ADNdsl présent dans les cellules infectées, de la même façon que cela 

arrive spontanément dans l’ADN génomique. De plus, le petit nombre d’échantillons 

analysés par séquençage long-read nous a permis d’observer que chaque 

réarrangement n’est présent que dans une seule séquence intégrée et n’apparaît pas 

dans l’ensemble des intégrations de la tumeur. Au final, il serait intéressant d’étudier 

plus précisément ces variants structuraux viraux pour déterminer s’il existe une 

corrélation entre les types de réarrangements observés dans le génome viral et dans 

le génome humain (en lien avec les six signatures de réarrangements structuraux 

identifiées dans les CHC ; Letouzé et al., 2017) et pour éventuellement identifier  des 

positions du génome viral plus susceptibles de générer ces variants (ce qui pourrait 

induire la synthèse de transcrits altérés récurrents des gènes viraux). 

 

B. Hépato-carcinogénèse et virus : VHB, VHC et aussi VHD et AAV 

 

Pendant longtemps, l’hépato-carcinogénèse viro-induite a été exclusivement associée 

aux virus de l’Hépatite B et de l’Hépatite C. Cependant, comme décrit dans la partie 

II.C.3 de l’Introduction, 5% des personnes infectés par le VHB sont co-infectés par le 
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VHD dans le monde et des études cliniques ont montré que le risque de survenue du 

CHC était plus élevé chez les patients co-infectés que chez les patients infectés par le 

VHB seul (Mentha et al., 2019; World Health Organization, 2017). Cependant, aucune 

étude génomique décrivant le profil mutationnel et transcriptomique des tumeurs liées 

à des co-infections VHB-VHD n’a été publiée à l’heure actuelle (Puigvehí et al., 2019).  

Dans notre cohorte de patients ayant développé des CHC liés au VHB, nous avons 

identifié la présence d’ARN viraux du VHD dans 10% des tumeurs (16/158) et 9% des 

tissus non-tumoraux adjacents (15/159), chez 23 patients. D’un point de vue clinique, 

la co-infection VHB/VHD était associée significativement dans notre série à un âge 

jeune, et à la présence de cirrhose. Par rapport aux facteurs viraux, aucun patient 

ayant une co-infection VHB/VHD ne présentait de réplication virale du VHB dans le 

foie non-tumoral ou dans la tumeur, confirmant ainsi une dominance du VHD sur le 

VHB (Mentha et al., 2019). De plus, les tissus non-tumoraux de patients co-infectés 

présentaient un faible nombre de copies du VHB par cellule et un faible nombre 

d’intégrations (Article 1, Fig. 1d), mais nous n’avons pas retrouvé ces associations 

dans la tumeur. Cela suggère que ces patients ont a priori d’abord été infectés par le 

VHB puis par le VHD qui a bloqué la réplication virale du VHB mais après son 

intégration dans le génome humain. D’un point de vue moléculaire, nous n’avons pas 

identifié d’altérations récurrentes parmi les tumeurs VHB/VHD de notre série et elles 

n’appartiennent pas à un groupe transcriptomique spécifique dans la classification G1-

G6. Leur développement semble principalement lié à la présence d’une inflammation 

chronique induite par la réplication active du VHD, et la co-infection augmenterait donc 

le risque de survenue d’un CHC en accélérant la progression vers la cirrhose. De ce 

fait, le VHD pourrait être considéré comme un virus oncogénique via son action 

inflammatoire sur le microenvironnement hépatique, au même titre que le VHC. Ces 

tumeurs nécessiteraient cependant une étude spécifique pour être mieux 

caractérisées. Parmi les patients co-infectés de notre série, 3 avaient une sérologie 

AgHBs négative et donc une potentielle infection occulte, ce qui montre l’intérêt fort 

que pourrait avoir une caractérisation précise de ces tumeurs. 

Enfin, une partie de cette thèse a consisté à étudier l’infection par le virus AAV2 comme 

nouveau facteur de risque du CHC. Malgré la forte prévalence d’AAV2 dans la 

population générale (entre 30 et 80% en fonction des génotypes ; Boutin et al., 2010), 

l’intégration clonale de séquences d’AAV2 est un événement rare qui a été identifié 
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dans 2% des CHC d’une série constituée au laboratoire. Néanmoins, AAV2 a comme 

point commun avec le VHB de pouvoir induire un développement tumoral en absence 

de cirrhose et donc via un événement oncogénique fort lié aux intégrations. 

Les intégrations clonales d’AAV2 dans les CHC ont été identifiées dans des gènes 

également ciblés par le VHB : TERT, KMT2B et CCNE1 (Article 3, Fig. 4D – Fig. 5), 

suggérant que les séquences intégrées des deux virus induisent des conséquences 

similaires, aboutissant à une sélection fonctionnelle des hépatocytes contenant des 

intégrations dans ces gènes. Dans le sous-groupe des CHC-CCN, l’activation des 

gènes CCNA2 et CCNE1 est dépendante de la localisation de l’intégration et de la 

présence d’une séquence Enhancer pouvant provenir du génome du VHB ou d’AAV2, 

ou d’une région du génome humain suite à un réarrangement structural. Ces gènes 

sont donc étroitement liés au processus d’hépato-carcinogénèse quelle que soit 

l’étiologie sous-jacente. Le nombre total d’intégrations d’AAV2 dans le génome humain 

est cependant plus faible que pour le VHB et cela peut s’expliquer par le fait que le 

nombre de copies du virus par cellule dans le foie non-tumoral est plus faible pour 

AAV2 que pour le VHB (10-5 à 0,04 et 10-3 à 100 pour AAV2 et HBV respectivement ; 

Article 3, Fig.1A). Le processus d’intégration est donc probablement beaucoup plus 

fréquent pour le VHB. De plus, plusieurs génomes viraux différents sont généralement 

détectés dans une tumeur liée au VHB (plusieurs intégrations clonales et présence 

éventuelle d’une forme réplicative), alors qu’aucun CHC ayant une intégration clonale 

d’AAV2 ne contient de formes épisomales du virus. La carcinogénèse liée à AAV2 est 

donc a priori uniquement liée aux conséquences de la mutagénèse insertionnelle.  

Une dernière spécificité importante d’AAV2 est que nous avons identifié la présence 

de formes épisomales virales dans des tissus de tumeurs bénignes (adénomes 

hépatocellulaires et hyperplasies nodulaires focales) et cela plus fréquemment que 

dans les tissus de tumeurs malignes, suggérant que la présence d’une infection active 

d’AAV est associée au développement de tumeurs bénignes. Une intégration clonale 

a cependant été identifiée dans une hyperplasie nodulaire focale mais dans une région 

intergénique sans conséquence au niveau transcriptomique. 

Au final, la caractérisation de ces nouveaux oncovirus a permis de mieux comprendre 

le rôle joué par les infections virales dans les mécanismes d’hépato-carcinogénèse 

indirects comme l’inflammation et directs comme la mutagénèse insertionnelle.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 

 

Nos travaux ont permis d’apporter un nouvel éclairage sur les mécanismes 

d’intégrations du virus de l’Hépatite B et sur les conséquences oncogéniques de ces 

événements. A partir d’une analyse intégrée de données provenant d’échantillons 

hépatiques d’une cohorte de patients ayant développé un carcinome hépatocellulaire 

lié à une infection B chronique, nous avons pu caractériser précisément les formes 

virales présentes dans les tissus hépatiques tumoraux et non-tumoraux.  

En particulier, nous avons mis en évidence un lien direct entre réplication et 

intégrations virales qui peut avoir un impact clinique important pour le traitement 

précoce des infections par le VHB et la surveillance des patients. Plus globalement, 

nous avons décrit les facteurs principaux liés aux intégrations virales dans le foie non-

tumoral et les processus impliqués dans la sélection clonale des hépatocytes infectés, 

qui peut résulter ou non d’une transformation maligne. Enfin, nous avons montré pour 

la première fois que l’association directe entre des intégrations du VHB et des 

réarrangements structuraux peut avoir des conséquences en cis ou en trans favorisant 

l’initiation et le développement tumoral. 

Etant donné la diversité des CHC liés au VHB, beaucoup de questions restent 

néanmoins ouvertes pour avoir un aperçu complet de la carcinogénèse induite par ce 

virus. La richesse de notre série de données pourrait alors permettre par la suite 

d’investiguer plus en détails certains sous-groupes de tumeurs spécifiques. 

L’identification du sous-groupe des CHC-CCN regroupant 7% des CHC a en effet 

montré l’importance de réaliser une caractérisation précise des altérations 

moléculaires dans les tumeurs pour comprendre les voies de signalisation altérées et 

en déduire de potentielles opportunités thérapeutiques personnalisées. Définir les 

CHC-CCN comme des tumeurs particulièrement prolifératives et liées à un stress 

réplicatif permet d’envisager pour les patients des thérapies ciblant principalement les 

cellules en divisions cellulaires (chimiothérapies) ou les voies de réponse au stress 

réplicatif (inhibiteurs de la voie ATR). Il est donc primordial de poursuivre cette 

description moléculaire des CHC liés au VHB, et il serait notamment intéressant 

d’étudier plus précisément les CHC liés à une co-infection VHB/VHD (14% des CHC 

notre série), les CHC ayant un profil « progéniteur » appartenant au groupe 
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transcriptomique G1 mais dont les altérations sont encore mal définies (14%), ou bien 

les CHC développés chez des patients ayant une sérologie AgHBs négative (8%), ces 

groupes n’étant pas exclusifs entre eux.  

Ce dernier sous-groupe constitue un enjeu particulièrement important pour le suivi des 

patients, car à l’heure actuelle la séroconversion de l’AgHBs est considérée comme 

l’objectif de « guérison fonctionnelle » à atteindre. Le risque de développer un CHC 

chez les patients « guéris » est faible mais reste non nulle, et la caractérisation des 

intégrations et des formes virales présentes chez ces patients pourrait potentiellement 

permettre d’affiner le calcul de ce risque, pour diagnostiquer le plus précocement 

possible un éventuel CHC. Une perspective de ce travail repose ainsi sur l’analyse du 

VHB dans les plasmas de certains patients disponibles au laboratoire, pour comparer 

leurs profils d’intégrations avec les tissus hépatiques et identifier d’éventuels 

biomarqueurs permettant une surveillance plus adaptée des patients (Li et al., 2020) 

Pour conclure, les infections virales sont en plein cœur des considérations actuelles 

mais le Virus de l’Hépatite B est resté longtemps dans l’ombre de maladies 

infectieuses plus célèbres comme la tuberculose, le paludisme ou le SIDA. Il concerne 

pourtant 3,5% de la population mondiale et provoque un million de morts chaque 

année. Au final, en comparaison au nouveau coronavirus à l’origine de la pandémie 

actuelle, le VHB n’a jamais beaucoup attiré l’attention internationale et probablement 

parce qu’il n’existe plus que dans les pays en développement. Malgré l’existence d’un 

vaccin efficace et de traitements supprimant la réplication virale, cette « épidémie 

silencieuse » augmente donc encore aujourd’hui, notamment en Afrique (Graber-

Stiehl, 2018; Lemoine and Thursz, 2017), avec une mortalité liée dans 39% des cas 

au développement d’un CHC. La totalité des publications sur les intégrations du VHB 

sont basées sur des cohortes de patients d’origine asiatique (à l’exception de quelques 

patients européens). Nos travaux ont donc aussi cherché à remédier à une absence 

de données qui était contradictoire avec la répartition actuelle et l’évolution de 

l’infection à l’échelle mondiale, en étant la première étude caractérisant les intégrations 

du VHB dans une cohorte de patients dont 30% étaient d’origine africaine.
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