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ABREVIATIONS

4EBP1: Eukaryotic Translation Initiation Factor 4E Binding Protein 1
ACACA: Acetyl-CoA Carboxylase Alpha

ACLY: ATP Citrate Lyase

ADN: Acide Désoxiribonucléique

AHC: Adénome Hépatocellulaire

AHC-H: Adénome Hépatocullaire inactivé pour HNF1A

AHCI: Adénome Hépatocullaire inflammatoire

AKT: Protein Kinase B

ANGPT1, Ang 1: Angiopoietin 1

ANGPT2, Ang 2: Angiopoietin 2

APC: Adenomatous Polyposis Coli

ARID1A: AT Rich Interactive Domain 1A

ARID2: AT rich interactive domain 2

ARN: Acide Ribonucléique

ARNmM: ARN messager

ATP: Adénosine Triphosphate

ATRX: Alpha Thalassemia/Mental Retardation Syndrome X-Linked
B-AHC: Adénome Hépatocellulaire muté pour la bété caténine
CCNDL1: Cycline D1

CDKNZ2A: cyclin-dependent kinase inhibitor 2A

CGH: Comparative Genomic Hybridization

CHC: Carcinome Hépatocellulaire

CRP: C-Reactive Protein

CTNNBZ1: Catenin beta 1

CYP1B1: Cytochrome P450 1B1

DAXX: Death-Domain Associated Protein

DGC: Dysplasie a grandes cellules

DPC: Dysplasie a petites cellules



ELOVL: fatty acid elongase

FABP1, L-FABP: Fatty Acid Binding Protein 1, liver
FADSL1: Fatty Acid Desaturase 1

FADS2: Fatty Acid Desaturase 2

FASN: Fatty Acid Synthase

FGF 19: Fibroblast grotwth Factor 19

FISH: Fluorescent In Situ Hybridization

G6PTL1: Glucose-6-Phosphate Transporter 1
GCKR: Glucokinase (hexokinase 4) Regulator
GNAS: GNAS complex locus

GPI: glucose-6-phosphate isomerase

GS, GLUL: Glutamine Synthétase

GSD: Glycogen Storage Disease

GSDI: Glycogen Storage Disease Type |

GSDla: lycogen Storage Disease Type la

GSK3p: Glycogen Synthase Kinase 3 beta

hTR: Human Telomerase RNA

HES: Hématéine-Eosine-Safran

HNF: Hyperplasie Nodulaire Focale

HNF1A (TCF1): Hepatocyte Nuclear Factor 1 alpha
IL-6: Interleukine 6

IL6R: interleukin 6 receptor

IL6ST: interleukin 6 signal transducer

JAK: Janus Kinase

LOH: Loss Of Heterozygotity

ME1: malic enzyme 1

MIARN: microARN

MLL: myeloid/lymphoid or mixed lineage leukemia
MN: Macronodule

MNBG: Macronodule en dysplasie de bas grade

MNHG: Macronodule en dysplasie de haut grade



MODY: Maturity Onset Diabetes of the Young

MODY 3: Maturity Onset Diabetes of the Young type 3

MYC: Avian Myelocytomatosis Viral Oncogene Homolog
NFE2L2: Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2

PCR: Polymerase Chain Reaction

PCKZ1: Phosphoenolpyruvate carboxykinase 1

PCK2: Phosphoenolpyruvate carboxykinase 2

PDFGFA: Platelet-derived growth factor subunit A

PDFGFRB: Beta-type platelet-derived growth factor receptor
PI3K: Phosphoinositide-3 Kinase

RPS6KA3: Ribosomal Protein S6 Kinase, 90kDa, Polypeptide 3
SAA: Serum Amyloid A

STAT: Signal Transducer and Activator of Transcription

STAT3: Signal Transducer and Activator of Transcription 3
SWI/SNF: SWItch/Sucrose NonFermentable

S6K1: Ribosomal protein S6 kinase beta-1

TGFp: Transforming growth factor

UGT2B7: UDP Glucuronosyltransferase 2 family, polypeptide B7

VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor
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PREMIERE PARTIE:

LES TUMEURS HEPATOCYTAIRES BENIGNES

1. Histologie normale du foie

Le foie normal a une structure lobulaire (1, 2). Le lobule classique est centré par la veine
hépatique terminale, et en périphérie il est délimité par les espaces portes (Figure 1, 2) (1,
2). Les hépatocytes s’organisent en travées, et joignent espaces portes et veines hépatiques
terminales (Figure 1, 2). Il convient de préciser qu'il existe d'autres modes de description de

I'architecture hépatique (lobule portal, acinus hépatique) (1, 2).

Figure 1. Aspect histologique d'un foie normal. A=artériole porte, VP=veinule porte, CB=canal biliaire,

H=hépatocytes, VHT=veine hépatique terminale.

En fonction de leur position dans le lobule hépatique (périportale, médiolobulaire ou
centrolobulaire), les hépatocytes ont des fonctions métaboliques différentes. En effet, les
hépatocytes périportaux sont impligués dans les mécanismes de néoglucogénese, de
détoxification de I'ammoniaque et de formation de l'urée, alors que les hépatocytes
centrolobulaires contribuent plus particulierement a la glycolyse et au métabolisme des
drogues et des xénobiotiques. Chaque espace porte comporte une artériole, une veinule

porte (vaisseaux afférents du foie) et un canal biliaire interlobulaire (Figure 1) (1, 2). Les
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artérioles et veinules portes sont issues de la ramification de I'artére hépatique et de la veine

porte, respectivement (1, 2).

Les capillaires sinusoides, situés entre les travées hépatocytaires, sont bordés par des
cellules endothéliales et drainent le sang qui provient des veinules portes et qui se jette dans
les veines hépatiques terminales. Le sang provenant des artérioles portes sert

principalement & vasculariser les voies biliaires (1, 2) (Figure 2).

Les sinusoides renferment d'autre part les cellules de Kipfer (macrophages résidents du

foie).

La bile est produite par les hépatocytes, sécrétée dans les canalicules biliaires qui
convergent pour rejoindre le canal biliaire interlobulaire qui est bordé de cellules biliaires (1,
2).

. ‘ ' ~ - Flux artériel
@ @ i:> Flux veineux

Figure 2. Organisation du lobule hépatique. A=artériole porte, B=veinule porte, CB=canal biliaire,

H=hépatocyte, VHT=veine hépatique terminale, VP= veinule porte.
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Les tumeurs bénignes hépatiques peuvent se développer a partir des différents sous types
cellulaires hépatiques: hépatocytes, cellules biliaires, fibroblastes, cellules endothéliales et

macrophages (1, 2).

Les tumeurs hépatocytaires bénignes sont dues a la prolifération bénigne de cellules
hépatocytaires, et comprennent les adénomes hépatocellulaires (AHC) et les hyperplasies
nodulaires et focales (HNF) (1, 2). Il existe d'autres tumeurs hépatiques bénignes

développées a partir de cellules biliaires ou conjonctives : elles ne seront pas abordées.

2. Hyperplasie nodulaire focale

L'HNF, décrite en 1958 par Edmondson, est la deuxieme tumeur hépatique la plus fréquente
aprés I'hémangiome (1-3). Elle survient le plus souvent entre 20 et 50 ans mais peut
s'observer a tout age, et présente une forte prédominance féminine avec un sex ratio estimé
a environ 1/8 (H/F) (1-5).

Les facteurs étiologiques de 'HNF sont peu connus.

Histologiqguement, il s’agit d’'une |ésion d’'architecture multinodulaire, composé d’hépatocytes
réguliers, sans atypies. Les travées peuvent étre tres discretement épaissies (1-3). L'HNF
typique est d’autre part caractérisée par la présence d'une cicatrice fibreuse centrale qui
comporte de nombreux vaisseaux dystrophiques associés a une prolifération cholangiolaire

marquée (Figure 3A) (1-3).
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Figure 3. A) Aspect histologique d'une HNF: la Iésion est centrée par une zone fibreuse (f)
comportant un infiltrat inflammatoire, des vaisseaux et une prolifération cholangiolaire (p) marquée.
Les hépatocytes s’organisent en nodules et ne présentent pas d’atypies cytologiques (h) (HES, X200).
B) La glutamine synthétase est exprimée, dans la Iésion (t), de fagon zonale, réalisant ainsi un aspect
dit en « carte de géographie ». Dans le foie non tumoral adjacent (nt), elle est uniquement exprimée
autour des veines hépatiques terminales, dans les régions centrolobulaires (X20).

Des études de clonalité (profil d'inactivation du gene X) ont montré que les HNF étaient
tumeurs polyclonales (6), et aucune mutation somatique de génes impliqués dans la
carcinogénése hépatique n'a jusqu’a présent été identifiée. Ceci explique que les HNF soient
plus considérées comme un processus réactionnel que comme une authentique lésion

néoplasique (5, 7).

Il a également été rapporté dans ces lésions des modifications significatives de I'expression
de génes impliqués dans les processus d’angiogénése, avec hotamment une augmentation
du rapport des transcrits ANGPT1/ANGPT2 (8). ANGPT1 est connu pour favoriser la
formation de néovaisseaux, alors quU’ANGPT2 agit comme un antagoniste d’ANGPT1 (8).
Ces anomalies suggérent que les HNF pourraient constituer des lésions réactionnelles a des

anomalies vasculaires (8, 9).

Les analyses transcriptomiques menées au laboratoire ont montré que les HNF sont
€également caractérisées par une surexpression de génes cibles de la voie Wnt/3-catenine,
comme GLUL (10), qui encode la Glutamine Synthétase (5). Dans le foie normal, la voie est
activée uniquement dans les régions centrolobulaires, autour des veines hépatiques
terminales (figure 3B). Dans les HNF, la voie est fortement activée en périphérie des
nodules, et I'on observe un marquage immunohistochimique caractéristique, dit en « carte de
géographie » (5) (figure 3B). A l'opposé, autour de la cicatrice fibreuse, on observe une
activation de la voie du TGFp, de PDGFA et PDGFRB, vraisemblablement & I'origine de la
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sécrétion des protéines de la matrice extra-cellulaire (5). De maniére intéressante, les zones
des HNF activées pour la B-caténine et pour le TGFB sont donc mutuellement exclusives,
respectivement situées en périphérie et au centre des tumeurs. Conformément a la nature
polyclonale de ces Iésions, il n’a pas jusqu’a présent été identifié de mutations activatrices

somatiques de CTNNBL1, le géne codant la B-catenine.

Les complications des HNF sont exceptionnelles et l'intervention chirurgicale n'est pas

indiguée dans la trés grande majorité des cas.

3. Adénomes hépatocellulaires

L'AHC, décrit pour la premiére fois par von Frerichs en 1861, est la troisieme tumeur
hépatique bénigne la plus fréquente aprés I'némangiome et I'nyperplasie nodulaire focale. Il
se développe dans la grande majorité des cas sur un foie histologiguement normal, sans
contexte d'hépatopathie chronique connue. Il est le plus souvent observé chez la femme
jeune, avec un sex ratio allant de 1 pour 8 a 1 pour 15 selon les études (11-14). Il s'agit
d’'une tumeur rare, son incidence étant estimée a environ 1 cas pour 100 000 habitants (11,
12).

Les AHC sont des proliférations monoclonales de cellules hépatocytaires, le plus souvent
uniques, parfois multiples. Le terme d'adénomatose est utilisé si le nhombre de tumeurs est

égal ou supérieur a 10 (15).

3.1 Facteurs étiologiques
Le principal facteur de risque connu est la prise de contraception orale (11, 13, 16).

L'incidence des AHC a fortement augmenté parallelement a l'introduction des contraceptifs
oraux, au début des années 1970. Les premiers cas d'AHC développés chez des femmes
prenant des contraceptifs oraux ont été rapportés en 1973 par Baum et collaborateurs (16),
et cette association a été par la suite confirmée par de nombreuses autres études (11, 13,
17-19). Il a été montré que ce risque était lié a la durée de la contraception: l'incidence,

estimée a environ 1/1 000 000 chez les femmes n’ayant pas utilisé de contraceptifs oraux
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ou pendant moins de 2 ans, est d'environ de 3 a 4/100 000 en cas d'exposition prolongée
(>5ans) (11, 13, 20).

La plupart des études épidémiologiques, menées dans les années 1970 et 1980, ont
rapportés des AHC associés a des contraceptifs fortement dosés en cestrogénes (17-19).
L'introduction, au début des années 1990, de pilules contraceptives faiblement dosées aurait
réduit le risque de développement d'AHC, et I'on estime que l'incidence des AHC chez les

femmes utilisant ce mode de contraception se rapproche de celle de la population générale.

D'autres facteurs étiologiques moins fréquents ont été incriminés dans le développement
d'AHC, comme notamment la prise de stéroides anabolisants (21, 22) et certaines maladies
métaboliques héréditaires rares, comme le diabéte MODY3 (Maturity Diabetes Onset of the

Young 3) (23-25) et les glycogénoses de type | (26, 27).

3.2 Aspects cliniques, diagnostic et complications des AHC.

La découverte d'un AHC est le plus souvent fortuite, lors d'un examen radiologique comme

une échographie ou une tomodensitométrie abdominale réalisée pour une autre indication.

Les cas symptomatiques sont plus rares, et les manifestations cliniques sont variables: géne
ou pesanteur abdominale, masse palpable, douleur aigue en cas de d'hémorragie intra-

tumorale ou intra-péritonéale.

Si le bilan biologique est le plus souvent normal, on peut parfois observer, en fonction du
sous type moléculaire de la tumeur, une augmentation modérée de la C-reactive protein

(CRP) et de la vitesse de sédimentation (marqueurs inflammatoires) (28).

L'imagerie joue un rdle capital dans la prise en charge des AHC, et dans certains cas ou les
Iésions présentent des caractéristiques radiologiques typiques (29), on peut s'abstenir de la

confirmation histologique du diagnostic (30, 31).

Une ponction biopsie est cependant réalisée dans la plupart des cas, et permet d'assurer un

diagnostic de certitude (30).

Les complications des AHC sont essentiellement I'hémorragie et la transformation en CHC
(1, 3). L'hémorragie intra-tumorale peut secondairement entrainer un hématome sous-
capsulaire, voire un hémopéritoine pouvant parfois conduire au décés du patient. La

transformation maligne en CHC est démontrée mais reste un événement rare dont la
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fréquence exacte reste difficile a déterminer (environ 5 a 10%). Ce risque dépend du sexe,
du sous-type moléculaire de 'AHC et des facteurs étiologiques (32-34). |l semble plus élevé
chez 'hnomme, en cas d'AHC présentant une activation de la voie Wnt/B-caténine, et pour les
AHC compliquant une administration de stéroides anabolisants ou une glycogénose de type
| (35-38).

La prise en charge des AHC est complexe et son but est essentiellement d'éviter la survenue
de ces deux principales complications. Dans tous les cas, la poursuite de la contraception
orale ou de la prise d'androgéne doit étre interrompue, des cas de régression des lésions

apres arrét de ce type de facteurs étiologiques ayant été rapportés (39-41).

Il n'y a pas a I'heure actuelle de consensus sur le traitement a adopter, et la décision se
fonde actuellement sur le sexe des patients, la taille et le nombre des AHC, et plus

récemment, sur leurs caractéristiques moléculaires et phénotypiques (30).

La résection chirurgicale reste le traitement de référence, cependant elle peut parfois étre
compliguée en cas de tumeurs volumineuses (42, 43), centrohépatiques ou multiples, et
depuis une dizaine d'années les techniques d'ablation percutanée (radiofréquence) ont

connu un développement important (43, 44).

3.3 Caractéristigues anatomopathologiques générales des AHC

Macroscopiquement, les AHC sont le plus souvent des tumeurs grossiérement arrondies,
relativement bien limitées et tres rarement encapsulées (3). Leur taille est extrémement
variable, allant de quelqgues millimétres jusqu'a 30 cm de grand axe. Leur aspect est
variable: jaune, brun, rougeatre (en cas de remaniements hémorragiques) ou vert (en cas de
production de bile par les cellules tumorales). Des zones de nécrose peuvent étre observées
(1, 3).

Microscopiquement, les AHC sont composés d'une prolifération d'hépatocytes d'aspect

sensiblement normal, organisés en travées fines ou discrétement épaissies (1, 3).

Les noyaux des hépatocytes tumoraux sont peu ou pas atypiques, les mitoses sont rares et

le rapport nucléo-cytoplasmique n'est pas augmenté (1, 3).

De nombreux autres aspects histologiques peuvent étre observés: vaisseaux dystrophiques
et télangiectasies, stéatose tumorale, infiltrats inflammatoires, foyers de dilatation
sinsusoidale ou encore formations pseudoglandulaires. lls dépendent du sous type

moléculaire de la lésion (1, 3, 34, 45, 46).
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4. Classification moléculaire des AHC

Il a longtemps été considéré que I'AHC était une entité homogéne. Au cours de ces quinze
derniéres années, différentes études moléculaires et phénotypiques ont mis en évidence le
caractére hétérogéne des AHC, et ont permis de mieux comprendre les anomalies qui sous
tendaient leur développement. Elles ont abouties a une classification des AHC, basée sur la
confrontation entre les altérations moléculaires et les caractéristiques anatomo-

pathologiques des lésions (3, 30, 45-47).

Cette classification est désormais utilisée en pratique diagnostique quotidienne, les lésions
étant typées par les pathologistes grace au développement de différents marqueurs

immunohistochimiques (3, 30, 45, 46).

4.1 Adénomes inflammatoires (AHCI)

Il s’agit du sous type le plus fréquent, représentant plus de 50% des adénomes. lls sont

caractérisés par une activation de la voie de signalisation JAK/STAT (30).

lls ont été initialement identifiés par la revue détaillée des caractéristiques histologiques des
AHC qui a révélé la présence d'infiltrats inflammatoires dans un sous-groupe d’adénome
(34). Par la suite, des analyses transcriptomiques ont mis en évidence que ce sous-groupe
d'AHC présentait une surexpression de plusieurs génes cibles de la voie JAK/STAT (48).
Cette voie est activée physiologiquement par l'interleukine 6 (IL6) : la transduction du signal
se fait la formation d'un complexe comprenant deux molécules d'IL6, deux IL6R (récepteur
de I'lL6) et deux GP130 (corecepteur de I'lL6). L'homodimérisation des protéines GP130
entraine une phosphorylation des JAK Kinases (JAK1 et JAK2). Ces kinases vont ensuite
assurer la phosphorylation du facteur de transcription STAT3 (Signal Transducer and
Activator of Transcription 3) (Figure 4), qui est transloqué dans le noyaux et va moduler
I'expression de genes impliqués dans la réponse inflammatoire (CRP, SAA), la prolifération
cellulaire, l'inhibition de Il‘apoptose, les interactions avec le micro-environnement et

I'échappement a la réponse immunitaire anti-tumorale (Figure 4) (49-51).
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Figure 4. Représentation schématique de la voie de signalisation de I'interleukine 6/Janus
Kinase/Signal Transducer and Activator of Transcription et des différents génes mutés dans les
adénomes inflammatoires. Le pourcentage de tumeurs mutées parmi les AHCI est indiqué. D'aprés
Nault et al., Gastroenterology, 2013.

Grace a des approches de type génes candidats, des mutations somatiques activatrices de
plusieurs effecteurs de la voie ont été découvertes (48, 52, 53). Les plus fréquentes (60%)
sont les mutations du géne IL6ST qui encode GP130. Il s'agit principalement de délétions et

de duplications en phase localisés dans I'exon 6 et intéressant le site de fixation de I'IL6 (48).
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Ces mutations sont responsables d'une activation constitutive du récepteur, méme en
'absence de son ligand (48). D'autres génes sont moins fréquemment mutés, comme
STAT3 ou GNAS (GNAS complex locus) (52, 53).

Les AHCI sont également caractérisés par un phénotype particulier (3, 34, 45, 46).
Macroscopiquement, ils présentent souvent des remaniements hémorragiques, fibreux ou

encore nécrotiques (Figure 5).

-----

Figure 5. A) Aspect macroscopique d'un AHCI: la tumeur est rougeéatre, congestive. B) Aspect
microscopique d'un AHCI: foyers de dilatation sinusoidale (d), artéres a paroi épaisse (v), et infiltrats
inflammatoires (i) (HES, x200). C) Expression de la CRP par les cellules tumorales (t) et absence
d’expression dans le foie non tumoral (nt). D) Expression de la SAA par les cellules tumorales (t) et
absence d’expression dans le foie non tumoral (nt).

Leur examen histologique met le plus souvent en évidence des vaisseaux dystrophiques
(arteres a paroi épaisse), des foyers de dilatation sinusoidale, des infiltrats inflammatoires,
des remaniements fibreux ainsi qu’une prolifération cholangiolaire (Figure 5) (3, 45, 46).
Certaines de ces caractéristiques histologiques sont également frequemment observées
dans les HNF, et expliqguent gu'une grande partie des AHCI étaient auparavant considérés
comme une variante d'HNF (« hyperplasie nodulaire et focale télangiectasique ») (54, 55).
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Sur le plan immunohistochimique, les AHCI se caractérisent par une surexpression de la C-
Reactive Protein (CRP) et la protéine amyloid A (SAA) qui sont codés par deux genes
régulés par STAT3 (Figure 5) (3, 30, 45, 46).

4.2 Adénomes inactivés pour HNF1A (Hepatocyte Nuclear Factor 1 Alpha)

Les AHC inactivés pour HNF1A (AHC-H) représentent le deuxiéme sous type d’AHC le plus

fréquent, représentant environ 30% des AHC (30).

Les études moléculaires ont mis en évidence, dans ce sous type d’AHC, des altérations

moléculaires inactivant le facteur de transcription HNF1A (47).

Ces altérations sont bi-alléliques, avec existence de deux événements mutationnels affectant
chacun des deux alléles du gene (47). Il s'agit de mutations ponctuelles et de délétions dans

90% et 10% des cas, respectivement (47).

Ces altérations entrainent une perte de fonction d’HNF1A, par I'expression de protéines
tronquées, de protéines avec substitution d’acide aminé dans des domaines fonctionnels ou

par une absence d’expression (transcrits instables).

HNF1A (ou TCF1), reconnait des séquences nucléotidiques palindromiques dans les régions
promotrices des génes et interagit avec I'ADN par la formation d’homodimeéeres ou
d’hétérodiméres avec la protéine HNF1B (56, 57). Il joue un rbéle majeur dans la
différentiation hépatocytaire et la régulation du métabolisme du glucose et des lipides (58-
61), et contrble notamment la transcription du geéne LFABP, qui code pour la Liver Fatty Acid

Binding Protein, protéine impliqué dans le transport intracellulaire des acides gras.

Une étude a mis en évidence que l'inactivation d'HNF1A avait de multiples conséquences
pouvant promouvoir la prolifération cellulaire et la carcinogénése : activation de la voie
PISK/AKT, augmentation de I'expression de la cycline D1 et diminution de la dégradation de
I'cestradiol (Figure 6) (62).
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d’assurer un environnement acide favorisant I'invasion tumorale et I'échappement tumoral
aux réponses immunitaires (64-66). La glycolyse permet d'autre part de maintenir, méme en
conditions hypoxiques, la génération de molécules d’ATP nécessaires aux cellules
tumorales (67-69). La synthése d’acides gras assure quant & elle la formation de substrats
indispensables a la production des membranes cellulaires (70). Des études fonctionnelles
ont montré que l'activation de la lipogenése de novo était nécessaire a la survie des cellules
tumorales, et que l'inhibition de la fatty acid synthase (FASN) entrainait une diminution de la

prolifération des cellules tumorales (70-72).

L'aspect macroscopigue des AHC-H est le plus souvent caractéristique, ces lésions étant

trés souvent de couleur jaunatre en raison de la stéatose (Figure 8).

Figure 8. A) Aspect macroscoplque dun AHC- H Ia tumeur est jaunatre B) La quaS| totallte des
cellules tumorales présentent une vacuole optiguement vide de stéatose (HES, x200). C) Absence
d’atypies cytonucléaires et rapport nucléocytoplasmique conservé (HES, x200). D) Perte d’expression
de la LFABP dans la tumeur (t) et expression normale dans le foie adjacent (nt) (HES, x100).

Histologiquement, les adénomes inactivés pour HNF1A constituent un groupe homogéne de

tumeurs caractérisées par des contours mal limités, lobulés, et par I'existence d'une stéatose
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le plus souvent marquée, responsable de leur aspect macroscopique jaunatre (Figure 8) (3,
45, 46, 73). lls sont souvent mal limitées et ne présentent pas d'atypie ni d'infiltrat
inflammatoire (Figure 8) (3, 45, 46, 73). Un critére diagnostique majeur des AHC-H est la
mise en évidence d'une perte d'expression immunohistochimique de la LFABP, protéine

codé par un géne dont I'expression est étroitement régulée par HNF1A (Figure 8).

4.3 Adénomes avec mutation activatrice de la béta-caténine

Les AHC avec mutations activatrices de CTNNB1 (B-AHC), le géne codant la B-caténine,
représentaient initialement 10 a 15% des AHC (30) ; ils sont plus fréquents chez 'homme et
peuvent survenir dans un contexte particulier comme la prise de stéroides anabolisants ou
I'existence d'une glycogénose de type | (30). lls constituent le sous type d'adénome le plus a

risque de transformation maligne (32-34).

Les mutations somatiques de CTNNB1 entrainent une activation de la voie de signalisation

Wnt/B-caténine (Figure 9). Ce géne est également muté dans 30 & 40% des CHC (74).

A I'état physiologique, cette voie joue régule I'expression de nombreux génes impliqués dans
la zonation hépatique et le métabolisme (GLUL, codant la glutamine synthétase, GLT-1,
OAT), la prolifération cellulaire (BCL1, c-Myc), les interactions intercellulaires, et la

régénération hépatique (Figure 9) (10, 75-77).
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Au niveau immunohistochimique, ils sont caractérisés par une expression nucléaire de la B-
caténine et une expression diffuse et forte de la glutamine synthétase, géne cible de la B-
caténine (Figure 11) (10).

4.4 Adénomes inclassés

Les AHC inclassés (AHC-U) sont le quatrieme sous-groupe d'AHC, et représentent environ

10% de ces lésions.

Ces tumeurs ne présentent pas d'anomalies moléculaires récurrentes connues, et les

altérations génétiques qui sous tendent leur développement restent a déterminer.

5. Altérations génétiques et prédisposition au développement d'AHC

Il existe plusieurs maladies pouvant prédisposer au développement d'AHC.

5.1 Diabétes héréditaires

Les MODY sont des formes héréditaires de diabéte non insulino-dépendants, et représentent
2 a 5% de ce type de diabéte (24). Ce sont des pathologies génétiques, a transmission
autosomique dominante, qui se caractérisent par la survenue d'un diabéte le plus souvent
avant I'age de 25 ans (24). Le MODY3, sous-type le plus fréquent de diabéte de type MODY,
est défini par la présence de mutations constitutionnelles monoalléliques d'HNF1A (25) et les
patients atteints de ce type de diabete présentent un risque accru de développer des AHC-H
(47, 85). On retrouve alors dans les tumeurs la mutation constitutionnelle ainsi qu'une

deuxiéme mutation somatique ("second hit").

5.2 Mutations constitutionnelles de CYP1B1

Il a été récemment mis en évidence qu'une autre altération génétique, les mutations
constitutionnelles hétérozygotes de CYP1B1, pouvait également prédisposer au
développement d'AHC-H (86). CYP1B1 est une enzyme de type monooxygénase impliquée
dans le métabolisme des cestrogénes et I'étude in vitro des conséquences fonctionnelles de
ces différents variants a montré qu’ils entrainaient tous une diminution significative de
l'activité enzymatique de la protéine (86). L'inactivation de CYP1B1 pourrait déréguler le

métabolisme des oestrogénes dans le foie, conduisant, de maniére hypothétique, a
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'accumulation d’'un dérivé génotoxique qui pourrait induire I'apparition de mutations
d’'HNF1A.

5.3 Syndrome de Mac Cune Albright

Le syndrome de Mac Cune Albright, également appelé dysplasie fibreuse des os, est une
maladie congénitale non héréditaire due a des mutations somatiques activatrices et
mosaiques du géne GNAS (87). Sur le plan clinique ce syndrome est caractérisé par des
Iésions osseuses, des troubles endocriniens et des anomalies cutanées (88). Il a été
récemment mis en évidence que ce syndrome prédisposait au développement d'AHC-I: en
effet les mutations activatrices de GNAS sont capables d'entrainer une phosphorylation de
STAT3 et donc d'activer la voie JAK/STAT (52).

5.4 Glycogénoses

Les glycogénoses de type | (GSDI) (et plus rarement, de type Ill) constituent probablement
les pathologies prédisposant le plus au développement d'AHC. Ce sont des affections
génétigues de transmission autosomique récessive dont I'incidence annuelle est d’environ
1/100 000 naissances (89). La GSDI, également appelée maladie de von Gierke, comprend
les type la (GSDla, 80%) et Ib (GSDIb, 20%), et se caractérise par une intolérance au jedne,
un retard de croissance et une hépatomégalie par accumulation de glycogéne et de graisse
dans le foie (90). Le glucose est le principal substrat énergétique des cellules et est stocké
par le foie et les muscles sous forme de glycogéne. Entre les repas, la glycémie diminue et
le foie hydrolyse progressivement le glycogéne (glycogénolyse) pour libérer du glucose dans
le sang et ainsi maintenir la glycémie. Au cours du jelne prolongé, la glycémie est
maintenue par la production de glucose a partir de substrats non glucidiqgue, comme le

lactate, glycérol et certains acides aminés (néoglucogenése) (Figure 12).

Les GSDI sont dues a des dysfonctionnement du systéme de la glucose 6 phosphatase,
enzyme qui catalyse la derniére étape de la glycogénolyse en hydrolysant le glucose-6-
phosphate en glucose. Des mutations du gene codant la sous unité catalytique de la glucose
6 phosphatase (G6PC) et du géne codant pour le transporteur du glucose 6 phosphate
(G6PT) sont a l'origine des GSDla et Ib, respectivement (Figure 12) (89). Ces mutations

aboutissent a une absence de production endogéne de glucose.

Une des principales complications de ces pathologies est le développement d'’AHC multiples,
mettant en jeu le pronostic vital des patients par rupture hémorragique ou par transformation
maligne en CHC (27, 35, 90-95). On estime qu'aprés 30 ans environ 80% des patients
développent un ou plusieurs AHC (90).
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Figure 12. Aprés le transport du Glucose-6-Phosphate (Glucose-6-P) dans le réticulum
endosplasmique par le G6PT (muté dans la GSDIb), la G6PC (mutée dans la GSDla) catalyse son
hydrolyse et assure ainsi la production de glucose.

Si le profil moléculaire des AHC développés dans le cadre de diabéte MODY ou de
syndrome de Mac Cune Albright est connu, le profil des tumeurs associées aux GSDI reste

a déterminer.
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DEUXIEME PARTIE:

TUMORIGENESE MALIGNE ET LESIONS PRENEOPLASIQUES DU
PARENCHYME HEPATIQUE CIRRHOTIQUE

Le carcinome hépatocellulaire, développé a partir des hépatocytes, est la tumeur maligne

hépatique primitive la plus fréquente (1, 3).

Il représente le cinquiéme cancer le plus fréquent dans le monde et la troisiéeme cause de
mortalité liée au cancer (96). Son incidence est tres variable en fonction des zones
géographiques: elle est maximale en Asie du sud est et en Afrique sub-saharienne (20
cas/an pour 100000 habitants), intermédiaire dans les pays européen du bassin
méditerranéen (environ 15 cas/an pour 100000 habitants) et basse en Europe du Nord,
Ameérique du Nord et Océanie (moins de 5 cas/an pour 100000 habitants). Il existe une forte

prédominance masculine et I'age moyen au diagnostic est compris entre 50 et 70 ans (96).

Les principaux facteurs de risque du CHC sont les infections par les virus de I'hépatite B et
C, la consommation excessive d'alcool, les stéatohépatites non alcooliques, certaines
maladies génétiques comme I'hémochromatose et I'exposition a l'aflatoxine B1 (96). Ces
différents facteurs de risque ont pour point commun d'entrainer une inflammation chronique
du parenchyme hépatique. On estime qu'environ 80% des CHC se développent sur cirrhose,
la cirrhose représentant I'évolution terminale des hépatopathies chroniques, quelle que soit

leur étiologie (Figure 13).

Dans 20% des cas, le CHC peut se développer sur foie histologiguement normal, ou sur foie
fibreux non cirrhotiqgue. Ceci est notamment particulierement fréqguent chez les patients

atteints de stéatopathie hépatique non alcoolique.

Facteurs Etapes
de risque prénéoplasiques

Virus des
hépatites Bet C

Hépatite chronique ..
Alcool »
Diabéte/Obésité Cirrhose w)p-

et inflammation
Aflatoxine B1

F
igure 13. Différentes étapes de la carcinogénése hépatique sur cirrhose. La présence d'un ou de
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plusieurs facteurs de risque entraine une inflammation chronique du parenchyme hépatique qui peut
aboutir & une cirrhose et ensuite au développement d'un CHC.

La définition de la cirrhose est histologique: elle consiste en I'existence d'une fibrose diffuse
qui détruit I'architecture du foie et délimite des nodules hépatocytaires. C'est un processus

lent, qui se déroule le plus souvent sur plusieurs années ou décennies (Figure 14) (1).

La fibrose peut initialement se développer au niveau portal, périportal, périsinusoidal ou
centrolobulaire puis progressivement vont se constituer des septa fibreux reliant entre eux

espaces portes voisins ou espaces portes et veines centrolobulaires.
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Figure 14. Evolution de la fibrose hépatique. A : Architecture hépatique normale, sans fibrose,
caractérisé par une alternance d’espaces portes et de veines hépatiques terminales (3 lobules sont
représentés). B : Fibrose débutante et focale, développée autour de certains espaces portes et de
certaines veines hépatiques terminales. C : Présence de quelques septa fibreux joignant quelques
espaces portes entre eux. D : Nombreux septa fibreux joignant des espaces portes entre eux. E:
Fibrose diffuse, mutilante, concentrique, délimitant des nodules hépatocytaires.

Le processus de transformation maligne de la cirrhose en CHC est séquentiel, et passe par
différentes étapes prénéoplasiques (97, 98).

Nous aborderons, dans ce chapitre, les caractéristiques et les principales anomalies
moléculaires des différentes Iésions prénéoplasiques et du CHC.
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1. Lésions précancéreuses sur foie cirrhotique

Le processus de développement d'un CHC est séquentiel, et nécessite 'accumulation de
nombreuses altérations moléculaires. Plusieurs Iésions cirrhotiques sont considérées comme
précancéreuses (dysplasie a petites cellules, macronodules) ou associés au CHC (dysplasie

a grandes cellules).

1.1 Dysplasie hépatocytaire

Les lésions de dysplasie hépatocytaire ne sont pas identifiables par les examens d'imagerie
ou par I'examen macroscopique des piéces opératoires. Elles sont identifiees lors de

I'examen histologique des biopsies ou des prélévements chirurgicaux.

Il existe 2 types de dysplasie hépatocytaire de signification trés différente: la dysplasie a
grande cellules (DGC) et la dysplasie a petites cellules (DPC).

1.1.2 Dysplasie a grandes cellules

La DGC (aussi appelée «large cell change ») est une lésion fréquente, pouvant étre
retrouvée quelque soit I'étiologie de la cirrhose. Elle est définie par I'existence d’hépatocytes
atypiques et de grande taille. Leurs noyaux sont souvent hyperchromatiques, multiples,

nucléolés et le rapport nucléocytoplasmique n'est pas augmenté (Figure 15).

Figure 15. Foyer de dysplasie a grandes cellules avec noyaux volumineux et nucléolés, sans
augmentation du rapport nucléocytoplasmique.
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La taille des foyers de DGC est variable, et ils ne peuvent parfois intéresser que quelques

dizaines d’hépatocytes.

La signification de la DGC reste débattue mais elle est plutdt considérée comme une lésion
réactionnelle que précancéreuse. Les données soutenant la nature réactionnelle de la DGC
sont qu’elle est caractérisée par un faible degré de prolifération cellulaire, une augmentation
des marqueurs d'apoptose et par I'absence d'altérations moléculaires commune avec le
CHC (Tableau 1) (99-102).

Il semble cependant que la DGC soit une entité hétérogéne, une étude récente ayant mis en
évidence que certains foyers de DGC développés chez des patients infectés par le virus de
'hépatite B présentaient des anomalies particulieres pouvant suggérer une nature
prénéoplasique, comme un raccourcissement de la longueur des téloméres et une

augmentation du degré de prolifération cellulaire (Tableau 1) (99).

Plusieurs études ont d’autre part démontré que I'identification de foyers de DGC sur biopsies
de patients cirrhotiques avait une forte valeur prédictive de développement d'un CHC (103-
106).

1.2.3 Dysplasie a petites cellules

La DPC est caractérisée, sur le plan histologique, par une augmentation du rapport
nucléocytoplasmique des hépatocytes, un cytoplasme basophile et des travées

hépatocytaires parfois discrétement épaissies (Figure 16) (1, 3).
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Figure 16. Foyer de dysplasie a petites avec augmentation du rapport nucléocytoplasmique et de la
densité cellulaire.
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A l'inverse de la DGC, elle semble constituer une authentique Iésion précancéreuse.

En effet, ces Iésions sont caractérisées par une activité proliférative plus importante que le

parenchyme adjacent, un raccourcissement des téloméres ainsi qu'une diminution de

I'expression de protéines régulant le cycle cellulaire, comme pl16 et p21 (Tableau 1) (98, 99,

101, 107).

Techniques
employées

Lésion étudiée

Altérations moléculaires identifiées

Référence

Immunohistochimie,

Faible activité proliférative, promotion

Lee, Hepatology,

TUNEL DGC de l'apoptose 1997
, . . Marchio, Modern
CGH DGC Absence d'anomalies chromosomiques Pathology, 2001
In situ hybridization DGC Polysomie Terris, J Hepatol,
1997
Diminution de I'expression de p21, p27,
p16 plus importante dans la DPC par
rapport ala DGC ;
Acitvité proliférative (ki67) plus
Immunohistochimie, . 'mPOF‘ame dans la DPC ; Kim, Hepatology,
DGC et DPC Diminution de la longueur des
FISH . . . 2009
télomeres plus importante dans la DPC
par rapport ala DGC ;
Diminution de I'activité béta-
galactosidase dans la DGC et absence
dans la DPC
anomalies chromosomiques .
CGH DPC comparables a cellules retrouvées dans Marchio, Modern
. Pathology, 2001
les tumeurs adjacentes
. . Aspect régénératif (reticulum
I)/Ilcroso_cp|e DGC endosplamisque de grande taille, Watanabe, Cancer,
électronique ; . 1983
mitochondries abondantes
Roncalli,
Cytométrie en flux DGC Anomalies du contenu en ADN . International
journal of Cancer,
1989
Cytométrie en flux DGC Anomalies du contenu en ADN Thomas, Human
y Pathology, 1992
El Sayed,
Canadian Journal
Cytométrie en flux DGC et DPC Anomalies du contenu en ADN of
Gastroenterology,
2004
Diminution de la taille des téloméres
plus importante dans la DPC que la
Immunohistochimie, DGC et DPC DGC Plentz,

FISH

Réduction de I'expression de p16 et p21
dans la DPC par rapport au parenchyme
cirrhotique adjacent et a la DGC

Tableau 1. Principales études moléculaires des foyers de DGC et DPC

Hepatology, 2007
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2. Macronodules

Les macronodules (MN) sont des nodules dont I'aspect (couleur, taille) tranche avec le tissu
hépatique adjacent, attirant ainsi I'attention du radiologiste ou du pathologiste (Figure 17).
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Figure 17. Section d'une piece chirurgicale de segmentectomie hépatique: I'examen macroscopique

du prélevement met en évidence 3 macronodules distincts du parenchyeme adjacent par leur couleur
(1,2) et/ou leur taille (3).

Il existe plusieurs types de MN, classés en fonction de leur évolution vers une lésion
maligne: MN de bas grade (MNBG), MN de haut grade (MNHG), CHC précoce (ou "early
HCC", correspondant a un macronodule dysplasique avec foyer de transformation en CHC)
et petit CHC (ou "small and progressed HCC", CHC de petite taille, <2cm). Sur des
arguments pathologiques et cliniques, on considére qu’il existe une séquence
MNBG>MNHG>CHC précoce> petit CHC. En effet, les macronodules présentent, en
fonction de leur degré de dysplasie, des aspects histologiques se rapprochant de celui des
CHC.

2.1 Macronodules de bas grade

Le terme MNBG regroupe deux types de lésions: les MN de régénération et les MN en
dysplasie de bas grade.
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Les MN de régénération ont un aspect histologique comparable a celui du parenchyme

hépatique cirrhotique adjacent, et ne présentent pas d’atypie significative (1, 3).

48 L l'l

Figure 18. A: MN en dysplasie de bas grade, se démarquant du foie adjacent par sa taille (fleches).
B : Il est constitué de d’hépatocytes organisés en travées fines.

Les MN en dysplasie de bas grade présentent des anomalies histologiques mineures,
comme une discréte augmentation du rapport nucléocytoplasmique, la présence de
quelques artéres isolées, ou une discréte augmentation de I'épaisseur des travées
hépatocytaires (Figure 18) (1, 3, 97).

2.2 Macronodules de haut grade

Les MNHG sont caractérisés par des atypies plus marquées que les macronodules en
dysplasie de bas grade: le rapport nucléocytoplasmique peut étre augmenté, les travées
hépatocytaires sont plus épaissies, il existe de nombreuses artéres isolées et parfois
quelques formations pseudoglandulaires (Figure 19) (1, 3, 97).
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2.3 Transformation maligne en CHC précoce et petit CHC

Il existe différents arguments supportant la nature prénéoplasique des macronodules et leur
évolution possible vers le CHC.

Sur le plan clinique, Les MNBG et MNHG sont plus fréquemment identifiées sur les piéces
de résection hépatiques chez les patients ayant un authentique CHC, et les patients
cirrhotiques avec MN ont un risque accru de développer un CHC, ce risque étant plus
important en cas de MNHG (108, 109). .

Au niveau anatomopathologique, l'aspect morphologique des MNBG et MNHG se
rapprochent progressivement de celui des CHC. Des études cliniqgues ont également montré
que les MNHG avaient un risque plus grand de transformation maligne que les MNBG (108,
109).

On désigne les MN présentant des microfoyers de transformation maligne par le terme CHC
précoce ("early HCC") et les nodules entierement composés de CHC mais dont la taille est
inférieure & 2cm par le terme petit CHC ("small and progressed HCC") (Figure 20).
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Figure 20. A : Petit CHC: le nodule est bien limité a faible grossissement (HES, X20). B : Le degré
d’atypie cytonucléaire est marqué, avec une augmentation du rapport nucléocytoplasmique et la

présence de nombreuses formations pseudoglandulaires (*) (HES, X200).

Des données immunophénotypiques supportent également cette voie de carcinogenéese
hépatique : en effet les MN expriment de maniére graduelle, en fonction de leur degré de
dysplasie, certains marqueurs immunohistochimiques fréquemment exprimés dans le CHC
(110).

Les trois marqueurs immunohistochimiques les plus utilisés dans I'évaluation des MN sont:
la glutamine synthétase (GS), le glypican 3 (GPC3) et I'heat shock protein 70 (HSP70) (110).

La glutamine synthétase est un géne cible de la B-caténine, et son degré d'expression refléte
l'activation de la voie Wnt/B-caténine, frequemment impliquée dans le CHC (10, 111). Une
forte expression de la GS est retrouvée dans 14% des MNHG, 70% des CHC précoces, et

59% des petits CHC. Son expression est faible ou négative dans les MNBG.

Le GPC3 est un protéoglycane de la famille des glypicans dont le r6le dans la prolifération
cellulaire et l'inhibition de l'apoptose a été démontré (112-116), et qui est actuellement
largement utilisé comme marqueur de malignité (110, 117, 118). Une expression du GPC3
est retrouvée dans 9% des MNHG, 60% des CHC précoces, et 72% des petits CHC (110).
Le GPC3 n'est pas exprimée par les MNBG (110).

HSP70 appartient a la famille des protéines chaperonnes qui préviennent l'agrégation des
protéines altérées, éliminent les protéines anormales et contribuent a la conformation
correcte des peptides nouvellement synthétisés (119-121). Elle est exprimée dans 0% des
MNBG, 4,5% des MNHG, 90% des CHC précoces et 73% des petits CHC (110).
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Les données moléculaires sont plus rares, car les MN sont de Iésions de petite taille, etily a

peu de centres réalisant de maniére systématique des prélévements congelés de ces

Iésions, ce qui limite les analyses réalisables.

Diverses altérations moléculaires suggérent cependant la nature prénoplasique des MN,

comme des anomalies de la ploidie, une augmentation de l'activité de la télomérase,

I'existence de nodules clonaux, ou des pertes d'hétérozygotie (Tableau 2) (122-129).

Techniques

employées et nombre Etiologie de la cirrhose

de cas étudiés

Altérations moléculaires

identifiées

Référence

Infections virales B et

Roncalli et al.,

PCR n=14 C, alcool, cirrhoses Pertes 1p, 4q, 13q, 18q Hepatology, 2000
cryptogéniques ' '
Infections par les virus Maggioni et al
PCR n=20 de I'hépatite B et C, Pertes 4q, 8p Hepatology 2060
alcool '
PC?Hrlgr?w(gls\g:n“gg(du nd Pertes 4q, 8p, Xq, Yeh et al.,

(HUMARA) n=7

Monoclonalité

Gastroenterology, 2001

CGH n=3

Infection par le virus de
I'hépatite B

Gains 132

Wong, Am J Pathol, 1999

PCR n=135

Infections par les virus
de I'hépatite B et C,
alcool, déficit en alpha-
l-antitrypsine,
cirrhoses
autoimmunes
cryptogéniques

Pertes 1p

Sun et al., Hepatology,

2000

CGH n=26

Infections virales B et C

Gains 1q, pertes 8p

Tornillo et al. Lab Invest,

2002

Analyse de la
longueur des
télomeéeres, TRAP
assay n=36

Infection par le virus de
I'hépatite B

Augmentation de l'activité

télomérase,
raccourcissement des
télomeres

Oh et al., J Hepatol, 2003

PCR quantitative

Infection par le virus de
I'hépatite B

Augmentation de
I'expression de I'ARN
messager de TERT

Oh et al.,, Am J
Gastroenterol, 2006

Southern Blot,
immunohistochimie

Infection par le virus de
I'hépatite B

Raccourcissement des

télomeéres, inactivation du
point de contrdle du cycle

cellulaire lié a
p21(WAF1/CIP1)

Lee et al., Mod Pathol,

2009

Table 2. Principales anomalies moléculaires identifiées dans les MN.

L'ensemble de ces données soutient I'existence d'une voie de carcinogénése associée aux
MN, et I'existence d'une séquence MNBG>MNHG>CHC précoce>petit CHC (Figure 21).
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Figure 21. A) Parenchyme cirrhotique constitué de nodules non dysplasiques, d’aspect identique. B)
Développement d'un MNBG & partir d’'un nodule pré-existant. C) Evolution du MNBG en MNHG. D)
Développement d'un foyer de CHC au sein d'un MNHG (CHC précoce).E) Nodule entiérement
transformé en CHC (petit CHC).

3. Carcinome hépatocellulaire
3.1 Aspects anatomopathologiques

Les caractéristigues macroscopiques du CHC sont trés variables (1, 3). Il peut s'agir de
nodules uniques ou multiples, dont la taille peut aller de quelques millimétres et a plus de 30
cm. Leur aspect peut étre blanc, jaune ou encore verdétre en cas de production abondante
de bile.

Sur le plan microscopique, ils sont constitués de cellules tumorales ressemblant plus ou
moins a des hépatocytes (1, 3). Elles peuvent se regrouper en travées, formations
pseudoglandulaires, massifs, ou encore en nappes diffuses, sans architecture particuliere (1,
3).

Différents aspects cytologiques peuvent étre observés: cellules pléomorphes (atypies
marquées avec noyaux multiples et/ou irréguliers, volumineux), cellules claires (cytoplasme
clair en raison de la présence de glycogene), aspect sarcomatoide (cellules fusiformes),

inclusions cytoplasmiques éosinophiles (1, 3).

Le stroma est le plus souvent peu abondant et consiste en des cavités vasculaires
ressemblant a des sinusoides. Dans certains cas, on peut observer un stroma fibreux, hyalin
@, 3).

39



3.2 Altérations moléculaires du carcinome hépatocellulaire
3.2.1 Altérations chromosomiques

Comme de nombreuses tumeurs solides, le CHC est souvent caractérisé par un caryotype

complexe, avec de nombreux réarrangements chromosomiques (79, 130-142).

Les anomalies les plus fréquentes sont les pertes 17p, 8p, 16q, 16p, 4q, 9p, 139, 1p, et 6q et
les gains 1q, 7q, 8q, et 17q (79, 130-142).

Le degré d'instabilité chromosomique est positivement corrélé aux mutations des genes
TP53 et AXIN1 (138, 143, 144)

Des amplifications de génes impliqués dans I'angiogénése (VEGFA), la prolifération et la
survie cellulaire (MYC, CCND1, RSPO2, FGF19) ont également été rapportées (145-148).

3.2.2 Oncogénes et génes suppresseurs de tumeur dans le CHC

Les récentes technologies de séquencage haut débit permettent d’analyser I'ensemble de la
séquence codante de génomes tumoraux en gquelques semaines. Ainsi, plusieurs études,
dont une réalisée par le laboratoire, ont affiné notre connaissance du paysage mutationnel et
des voies de signalisation impliquées dans la carcinogenése hépatique (Tableau 3) (79, 82-
84).

Ces études ont confirmé l'activation fréquente de la voie Wnt/B-caténine due aux mutations
activatrices de CTNNB1 (10-30%). La voie Wnt/B-caténine joue un rble majeur dans la
physiologie hépatique, en régulant la zonation, la prolifération et la différentiation des
hépatocytes (75-77). Les CHC mutés pour CTNNB1 sont connus pour présenter une stabilité
chromosomique, des altérations du métabolisme des acides aminés et pour surexprimer
différents oncogénes comme par exemple TBX3 (10, 80, 149). Audard et collaborateurs ont
d'autre part montré que les mutations de CTNNB1 étaient associées a un phénotype
particulier caractérisé par une bonne différentiation, la présence d'une architecture
microtrabéculaire, un faible degré d'atypie et la présence de cholestase tumorale (111). Les
mutations billaléliques inactivatrices d’AXIN1 (15%) peuvent également étre responsable
d'une activation de la voie Wnt/B-caténine, méme si les CHC mutés pour AXIN1 ont un profil
différent de ceux mutés pour CTNNB1 (150). En collaboration avec I'équipe de Christine
Perret (Institut Cochin, Paris) le laboratoire a en effet précédemment montré que
l'inactivation d'AXIN1 n'était pas équivalente a l'activation de CTNNB1 (150). A la différence

des tumeurs mutées pour CTNNB1, les CHC inactivés pour AXIN1 présentent d'autre part
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une forte instabilité chromosomique (143). L'expression de genes cibles classiques de
CTNNB1, comme GLUL, est également habituellement modérée dans les tumeurs mutées

pour AXIN1 (150).

Les génes impliqgués dans la régulation du cycle cellulaire sont également fréquemment
mutés : en plus des altérations déja connues de TP53 (18-35%) ou CDKN2A (7-10%), des
mutations récurrentes inactivatrices récurrentes d’ATM (5%) et d'IRF2 (5%) ont été
rapportées (147). ATM est une protéine impliquée dans la réparation des cassures double
brin de I'ADN et des études fonctionnelles réalisées par le laboratoire ont montré qu’'IRF2

agissait comme un régulateur de la voie p53 (79).

De fréquentes altérations des génes codant pour des protéines impliguées dans la structure
de la chromatine ont également été mises en évidence. En particulier, des mutations
somatiques récurrentes inactivatrices d’ARID1A et d’ARID2 ont été identifiées dans environ
10% des CHC (79). Ces 2 génes, mutés dans de nombreux types de tumeurs humaines,
codent pour des sous-unités des complexes SWI/SNF, qui sont capables de modifier la
position des nucléosome le long des molécules d’ADN, et de réguler ainsi la transcription

des génes.

Voie de signalisation
impliquée
Maintien de la longueur
des téloméres

Altérations moléculaires Fréquence

Mutations du promoteur de TERT 60%

Insertion virale (VHB) dans le promoteur

Voie Wnt/B-caténine Mutations activatrices de CTNNB1 30-40%
Mutations inactivatrices d'AXIN1 15%

Voir p53/cycle cellulaire Mutations inactivatrices de TP53 18-35%
Mutations inactivatrices et délétions d'IRF2 5%

Amplifications de CCND1 5-10%
Délétions homozygotes de Rb1 3%

Délétions hompozygotes de CDKN2A 5-10%
Mutations inactivatrices d'ATM 5%

Epigénétique Mutations inactivatrices des génes MLL 17-20%

Mutations inactivatrices d'ARID1A 10-16%

Mutations inactivatrices d'ARID2 5-18%
Stress oxydatif Mutations activatrices de NFE2L2 6%
Mutations inactivatrices de KEAP1 8%
Voie PI3K/AKT Mutations activatrices de PI3KCA 2%
Voie JAK/STAT Mutations activatrices d'IL6ST 2%
Mutations activatrices de JAK1 9%
Voie des MAP-Kinases Mutations inactivatrices de RPS6KA3 9%
Amplifications de FGF19 5%

Tableau 3. Principaux génes mutés dans le CHC.
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Les conséquences fonctionnelles des mutations de ces génes sont complexes et encore peu
comprises. La restauration de l'expression de la forme sauvage de la protéine ARID1A dans
des lignées de cancer de l'ovaire mutées pour ARID1A inhibe la prolifération cellulaire in
vitro et in vivo (151). Huang et collaborateurs ont montré par des techniques d'ARN
interférence dans 4 lignées de CHC non mutés pour ARID1A qu'une diminution de son
expression était responsable d'une promotion de la prolifération et de la migration cellulaire
(84). D'autres travaux ont observé que les mutations d'ARID1A et/ou sa perte d'expression
immunohistochimique était des facteurs de mauvais pronostic dans de nombreux types de
tumeurs comme les adénocarcinomes gastriques, les cancers urothéliaux ou encore les
adénocarcinomes rénaux a cellules claires (152-156). Une corrélation entre les mutations ou
la perte d'expression d'ARID1A et l'activation de la voie PI3K/AKT, connue pour promouvoir
la prolifération et la survie cellulaire, a également été observée dans plusieurs sous types de

cancers humains (157-159).

D'autres génes impligués dans les phénoménes épigénétiques ont été identifiés comme
mutés de fagon récurrente dans le CHC: il s'agit de MLL (4,5%), MLL2 (4,5%), MLL3 (1%) et
MLL4 (7%) (83, 160). lls jouent un rdle majeur dans la méthylation et l'acétylation des

histones et sont ainsi également susceptibles de modifier la transcription de divers genes.

L'implication de la voie du stress oxydatif a également été identifiée par les nouvelles
techniques de séquencage, avec les mutations activatrices de NFE2L2 et inactivatrices de
KEAP1. NRF2, la protéine codée par NFE2L2, est un facteur de transcription qui a I'état
physiologique se fixe a KEAP1, et est ensuite dégradé par le protéasome (161, 162).
Lorsqu'il est activé, soit par l'augmentation d'especes réactives de l'oxygéne ou par des
mutations, NRF2 se dissocie de KEAP1, est transloqué dans le noyau et active la
transcription de nombreux génes impliqués dans la réponse au stress oxydatif (161, 162).
Cette activation confere aux cellules tumorales un avantage prolifératif et une résistance aux

agents anticancéreux (163-165).

Les autres voies impliguées dans la carcinogénése hépatique sont les voies JAK/STAT
(mutations activatrices d'IL6ST (2%) et de JAK1 (9%)), PIBK/AKT (mutations activatrices de
PI3KCA) et la voie des MAP-Kinases (mutations inactivatrices de RPS6KA3 (9%)).

De nouvelles informations ont également rapidement émergé de l'analyses des séquences
non-codantes : le laboratoire a ainsi mis en évidence des mutations somatiques de la

séquence promotrice du géne codant pour la télomérase transcriptase inverse (TERT) (166).
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d'adopter une classification moléculaire commune du CHC.
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CONTEXTE
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Tumeurs hépatocytaires bénignes

Les travaux effectués par le laboratoire avant mon arrivée ont permis d'établir une
classification moléculaire des AHC. La plupart de ces études avaient cependant été réalisée
sur des AHC sporadiques, et le profil moléculaire des AHC associés aux GSDI restait a
déterminer. La premiére partie de mon projet a donc consisté a étudier les caractéristiques
moléculaires de ces lésions, pour déterminer si ces maladies métaboliques prédisposent a
un sous type particulier d'AHC. Nous avons ainsi pu mettre en évidence que le profil
moléculaire des AHC développés chez des patients atteints de GSDI était différent de celui
des AHC sporadiques, avec une absence compléte d'AHC-H et une importante fréquence de
B-AHC. La deuxiéme partie du projet a permis de mettre en évidence des anomalies
métaboliques (activation de la glycolyse et de la synthése d'acides gras) communes au foies
non tumoraux des patients atteints de GSDI et aux AHC-H sporadiques. Ces anomalies sont
connues pour favoriser la prolifération cellulaire et pourraient expliquer au moins en partie le

développement d'’AHC chez ces patients.
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Lésions prénénéoplasiques hépatiques

Les récentes technologies de séquencage haut débit des séquences codantes ont permis
d'affiner notre connaissance du paysage mutationnel et des voies de signalisation
impliquées dans la carcinogenése hépatiques. lls ont permis de confirmer la fréquence des
mutations de CTNNB1, d'AXIN1 et de TP53, mais également d'identifier de nouveaux genes
comme ARID1A, ARID2, NFE2L2, RPS6KA3 ou encore MLL. De nouvelles informations ont
rapidement émergé de I'analyse des séquences non-codantes : ainsi il a été identifié a mis
des mutations somatiques de la séquence promotrice du géne codant pour la télomérase
transcriptase inverse (TERT). Ces altérations sont retrouvées dans environ 60% des CHC et

représentent a ce jour l'altération moléculaire la plus fréquente.

Nous avons cherché a identifier, dans une série de Iésions prénéoplasiques et néoplasiques

précoces, des mutations du promoteur de TERT pour déterminer a quel stade de la

carcinogénése hépatique elles pouvaient intervenir.
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PREMIERE PARTIE:

LES TUMEURS HEPATOCYTAIRES BENIGNES

Gréace aux progrés réalisés dans la prise en charge métabolique et nutritionnelle, les patients
atteints de GSDI atteignent le plus souvent I'dge adulte, et les AHC sont, avec I'insuffisance
rénale, la principale cause de morbidité/mortalité, par hémorragie ou transformation maligne
(90, 93, 95).

Notre étude a permis de mettre en évidence que le profil moléculaire des AHC développés
chez ces patients était différent de celui des AHC sporadiques. Il est caractérisé par une

importante fréquence de B-AHC et par une absence totale d’AHC-H.

Il est désormais bien établi que les B-AHC représentent le sous type d’AHC le plus a risque
de transformation maligne (32-34). Ces observations pourraient en partie expliquer le risque
accru de transformation maligne des AHC développés dans un contexte de GSDI : il a été en
effet rapporté que les AHC développés au cours des GSDI avait un risque de transformation
compris entre 10 et 20%, alors qu'il est estimé a environ 5% dans la population générale (30,
32, 36, 92, 174). Ces données sont cependant issues d'études portant sur un nombre limité

de patients et sont a valider sur des séries plus importantes.

Le spectre de mutation de CTNNB1 observé dans notre série était inhabituel, avec 3
mutations sur 7 localisées au niveau de I'exon 7 (K335I). Ce hot spot mutationnel ainsi qu'un
autre au niveau de l'exon 8 (N387) avait été précédemment été identifié par le laboratoire
dans le CHC (79). Nos résultats ont démontré que ces mutations pouvaient également
survenir dans les AHC, ce qui a ensuite été validé dans une série complémentaire plus
importante de 50 B-AHC (Figure 26) (175).
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Figure 26. Spectre de mutations de CTNNB1 dans une série de 50 B-AHC. ARM=amadillo;

TAD=transactivation domain. D’aprés Pilati et al. Cancer Cell, 2014.

Ces mutations n'intéressent pas les sites de phosphorylations codés par I'exon 3 qui
permettent la prise en charge et la dégradation de la B-caténine par le protéasome, et leur
signification précise reste a déterminer. Des expériences in vitro ont montré qu'elles étaient
capables d'activer la B-caténine mais de maniére plus faible que les mutations classiques de
I'exon 3 (175). Les études immunohistochimiques réalisées sur les B-AHC avec ce type de
mutations rares sont cohérentes avec ces résultats obtenus in vitro : ces lésions sont en effet
caractérisées par une absence d'accumulation nucléaire de la B-caténine et une expression
faible de la GS (Figure 27) (175).

Des études complémentaires devront déterminer si le risque de transformation en CHC est

différent en fonction de la localisation des mutations.

Glutamine Synthase (GS) staining
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Figure 27. Expression de la GS dans les b-AHC mutés au niveaux de I'exon 3, de I'exon 7 et dans un
AHC non muté pour CTNNB1. D’aprés Pilati et al., Cancer Cell, 2014.

Le profil moléculaire des AHC développé dans un contexte de GSDI était également
caractérisé par une absence complete d’AHC-H, alors que ce sous type d'AHC représente

environ 30% des AHC sporadiques.
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Cette absence d'AHC-H a également été identifiée par Sakellariou et collaborateurs qui ont
analysé, par technigue immunohistochimique, une série de 38 nodules développés chez 7
patients atteints de GSDI (94). Ces nodules correspondaient a des AHC-1 (69%, 26/38), des
AHC-U (18%, 7/38) et des HNF (13%, 5/38)

Contrairement a notre étude, ils n’ont identifié aucun B-AHC dans leur série. Cette différence
pourrait étre expliguée par 1) les différences de techniqgues employées dans la
caractérisation des lésions (immunohistochimiques dans leur cas et moléculaires dans le
notre) 2) une sensibilité insuffisante de I'immunohistochimie pour la détection des mutations
de CTNNB1, en particulier celles localisées au niveau des exons 7 et 8 et 3) par des biais
de recrutement (leur série comportait exclusivement des patients transplantés et la notre

était constitué de patients réséqués ou transplantés).

L'absence compléte d'AHC-H chez les patients atteints de GSDI nous a conduits a essayer
d’identifier d'éventuelles anomalies communes entre les foies non tumoraux des patients
atteints de GSDI et les AHC-H.

Une étude du laboratoire avait précédemment mis en évidence que les AHC-H présentaient
différentes anomalies métaboliques : inhibition de la néoglucogénése et activation de la

glycolyse et de la synthése d’acides gras (63).

Comme attendu, en raison des mutations de la G6PC ou de G6PT, les foies non tumoraux
des patients sont caractérisés par une inhibition de la néoglucogenése. De maniére
intéressante nous avons également observé, comme dans les AHC-H, une activation de la
glycolyse et de la synthése d’'acides gras. Notre analyse de clustering hiérarchique non
supervisé a également montré que les foies non tumoraux des patients se regroupaient avec
les AHC-H et avaient un profil différent de celui des foies non tumoraux de patients non
atteints de GSDI.

Le lien entre pathologies métaboliques et carcinogénése hépatique (bénigne ou maligne) est
désormais clairement établi (96). Il a été notamment démontré que l'obésité était un facteur
de risque de CHC mais également d'’AHCI (176)..Bien que le risque relatif des patients
obéses de développer un CHC soit relativement faible en comparaison a des patients
exposés aux autres facteurs de risque, son impact a I'échelle de la santé publique pourrait

étre considérable compte tenu de la prévalence mondiale croissante de I'obésité.

Si les anomalies métaboliques constituent d'importants facteurs de risque, elles sont

également trés souvent des caractéristiques intrinséques aux tumeurs.
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Il est en effet établi que la plupart des cellules tumorales sont caractérisées par une
activation de glycolyse, quelles que soit les conditions métaboliques, aérobies ou anaérobies
(65, 67, 68). Ce phénoméne, appelé «l'effet Warburg », permet aux cellules tumorales de
générer rapidement des molécules d'ATP ainsi que des éléments (ribose-5-phosphate

notamment) nécessaires a la synthése d'acides nucléiques (67, 68) .

Il a été d’autre part été démontré plus spécifiquement dans la carcinogénése hépatique que

les anomalies métaboliques jouaient un r6le probablement majeur (69, 177, 178).

Ma et collaborateurs ont observé que les CHC humains étaient caractérisées par une
inhibition de la néoglucogenése, et, en utilisant un modéle murin d'allogreffe, que le
rétablissement de la néoglucogénese par I'administration de dexaméthasone, une hormone

corticoide de synthése, avait une activité antiproliférative significative (69).

Par des approches de type spectrométrie de masse sur une série de CHC humains, Beyoglu
et collaborateurs ont identifi¢ une augmentation d'un facteur 4 de la glycolyse et une
diminution d'un facteur 2 de la néoglucogénése (177). Si les mécanismes de ces
modifications métaboliques restent peu connus, il a été montré que l'activation de la voie
JAK/STAT, fréiquemment observé dans le CHC, régulait négativement la néoglucogenese en
induisant la surexpression d'un microARN, mir23a, qui cible directement deux génes codant

pour des enzymes impliquées dans la néoglucogénése, dont la G6PC (179).

L'activation de la synthése des acides gras est également l'une des principales
caractéristiques métaboliques des cellules cancéreuses (70-72). Une surexpression de la
FASN, enzyme clé de la voie, est observée dans de trés nombreuses tumeurs humaines et

son inhibition a démontré une activité anti-tumorale significative (70, 72).

Certains facteurs de risque de CHC, comme linfection par le VHB, le VHC, ou les
hépatiques alcooliques sont également associés a une surexpression de FASN (180-182).
Calvisi et collaborateurs ont mis en évidence que le niveau de lipogenése dans le CHC était
positivement corrélé a Il'activation d'une voie majeure de la carcinogénése humaine, la voie
PISK/AKT (183). lls ont également mis en évidence qu'une lipogénése accrue était corrélé a

un mauvais pronostic et a un phénotype agressif (183).

Les conséquences biologiques de l'activation de la lipogénése ne sont pas complétement
comprises, elle pourrait jouer un réle antiapoptotique par stabilisation du potentiel de
membrane mitochondrial et assurer la formation de substrats indispensables a la synthése

de nouvelles membranes cellulaires (70).

152



Les différents points communs que nous avons observé entre les foies non-tumoraux des
patients atteint de GSDI et les AHC-H sont également concordants avec les travaux
d’'Hiraiwa et collaborateurs, qui avaient montré dans un modéle murin qu’HNF1A régulait de
maniére positive la transcription de G6PT et que les manifestations cliniques des patients
atteints de GSDI (retard de croissance, hépatomégalie, insuffisance rénale, hyperlipidémie)

étaient également observées chez les souris HNF1A-/- (184).

Le réle crucial du métabolisme dans le développement des AHC chez les patients atteints de

GSDI est supporté par plusieurs travaux fondamentaux ou cliniques.

Lee et collaborateurs ont montré qu'une correction des anomalies métaboliques par thérapie
génique (vecteur de type adénovirus) prévenait la formation des AHC (185). Une étude
rétrospective de 117 patients suggére qu'il existe une association entre les anomalies
métaboliques sanguines (taux de triglycérides) et la formation des tumeurs, et de rares cas
de régression de tumeurs hépatiques aprés traitement nutritionnel ont été rapportés (186,
187). Il faut cependant préciser que pour certains de ces cas le diagnostic de tumeur avait

été porté uniquement sur des critéres radiologiques, sans confirmation histologique.

En conclusion, les altérations métaboligues communes observées dans les hépatocytes
déficients pour G6PC, G6PT ou HNF1A pourraient expliquer I'absence d’AHC-H en cas de
GSDI et conférer des propriétés prénéoplasiques aux hépatocytes des patients atteints de

GSDI, expliquant le développement de multiples adénomes.

Notre approche ciblée n'a pas permis d'identifier des anomalies somatiques propres aux
AHC développées sur GSDI: de nouvelles études par séquencage haut débit (exome,
séquencage des transcrits ou du génome entier) pourront dans le futur déterminer si des

genes sont impliqués de maniére spécifiqgue dans les AHC développées dans ce contexte.

Un travail collaboratif a d'autre part été amorcé avec I'équipe du Dr Rajas (Inserm U855,
Lyon Est) qui a récemment mis au point un modéle murin d'atteinte hépatique de GSDla, en
invalidant le gene G6PC spécifiguement dans le foie, grace a une stratégie Cre-lox inductible
(souris L-G6pc-/-) (188). Ces souris L-G6pc-/-, contrairement aux souris completement
invalidées pour G6PC, sont viables et reproduisent la pathologie hépatique de la GSDla,
avec notamment le développement de tumeurs hépatiques (AHC et CHC) aprés environ 9
mois d'invalidation (188). De I'ARN des tumeurs et du foie non tumoral des souris est en
cours de typage, et nous espérons pouvoir démontrer qu'il s'agit d'un modéle relevant

pouvant étre utilisé pour des tests thérapeutiques, préventifs ou curatifs.
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DEUXIEME PARTIE:

TUMORIGENESE MALIGNE ET LESIONS PRENEOPLASIQUES DU
PARENCHYME HEPATIQUE CIRRHOTIQUE

Bien que le modéle de transformation maligne MNBG>MNHG>CHC soit largement accepté,
peu de données moléculaires le soutenaient. Des travaux avaient mis en évidence des
anomalies chromosomigues ou une augmentation de I'activité télomérase dans ces lésions,

mais le statut mutationnel des principaux génes mutés dans le CHC restait inconnu.

Dans notre étude, nous avons montré que les mutations du promoteur de TERT étaient un
événement précoce dans la carcinogénése hépatique sur cirrhose. L'incidence de ces
mutations augmentait avec le degré de dysplasie : leur taux de survenue était de 6% dans
les MNBG, 20% dans les MNHG, 59% dans les CHC précoces et 42% dans les petits CHC
(une précédente étude du laboratoire avait observé un taux de survenue de 60 % environ
dans les CHC de plus grande taille ((166) Article 7). Les mutations du promoteur de TERT
étaient positivement corrélées a des marqueurs de malignité histologiques (formations
pseudoglandulaires, atypies cytologiques, artéres isolés) et immunohistochimiques
(expression de GPC3 et HSP70).

L'ensemble de ces observations soutient I'existence d'une séquence de transformation
maligne MNBG>MNHG>CHC précoce>CHC qui avait été initialement proposée sur des

criteres anatomopathologiques.
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Dans les 31 MNBG, MNHG, et CHC précoces analysés, nous n’'avons d’autre part identifié
aucune mutation dans 10 génes fréquemment mutés dans le CHC, ce qui renforce le rble
précoce et probablement déterminant des mutations du promoteur de TERT dans la

transformation maligne des Iésions préneoplasiques.

La survenue de ces mutations dans des lésions considérées comme prénéoplasiques
(MNBG et MNHG) est particulierement intéressante, et suggere que ces mutations seraient
étre nécessaires mais pas suffisantes pour la transformation maligne en CHC: elles
joueraient ainsi un réle "gatekeeper" dans la carcinogénése hépatique sur cirrhose, comme

par exemple les mutations d'APC dans la carcinogénése colique.

Des études complémentaires sont nécessaires pour déterminer si les mutations du
promoteur de TERT jouent également un réle dans les foyers de DPC. En effet, la DPC est
considérée comme une lésion prénéoplasique, et la présence de mutations du promoteur de
TERT pourrait permettre de confirmer cette hypothése. Il serait également important de
s'assurer que les foyers de DGC, considérés comme régénératifs ou réactionnels, ne soient

pas mutés.

La survenue précoce des mutations du promoteur TERT au cours de la carcinogénése a été
également observée dans d'autres organes. En effet, si elles sont extrémement fréquentes
dans de nombreux cancers, elles ont également été identifiées dans diverses lésions
prénéoplasiques ou de bas grade, comme les adénomes vésiculaires de la thyroide ou le

carcinome in situ et les tumeurs superficielles de bas grade de la vessie (189-191).

Nous pouvons émettre I'hypothése que les MN avec mutations du promoteur de TERT ont
un risque accru de transformation en CHC. La recherche de ces mutations dans les MNBG
et MNHG pourrait permettre d'évaluer leur potentiel d'évolution et ainsi d'adapter la prise en
charge des patients. Nous avons d'autre part montré que l'identification de ces altérations
moléculaires était réalisable non seulement sur tissu congelé mais également sur tissu fixé
en formol et inclus en paraffine, ce qui pourrait permettre d'utiliser plus facilement ce

biomarqueur dans les laboratoires de pathologie.

Les MNHG sont actuellement le plus souvent traités comme des CHC, et il sera trés
important dans le futur de déterminer si les MNBG mutés doivent également étre traités

comme des CHC.

Il sera d’autre part intéressant d’affiner notre connaissance des relations entre génotype et
phénotype, en particulier par I'étude de nouveaux cas de MNBG mutés et non mutés pour le
promoteur de TERT. La comparaison des caractéristiques cliniques, morphologiques et

immunohistochimiqgues des MNBG mutés et non mutés pourrait permettre d’identifier
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certaines caractéristiques propres a ces lésions, et ainsi d'affiner la classification des

macronodules.

Dans les lésions complétement transformées, le laboratoire avait retrouvé une association
entre les mutations du promoteur de TERT et les mutations de CTNNB1, suggérant que
l'activation de la voie Wnt/B-caténine pourrait initier la carcinogeneése hépatique lorsqu'elle

survient dans des cellules dysplasiques déja mutées pour TERT.

I a d'autre part ét¢é mis en évidence qu'environ 50% des AHC avec des foyers de
transformation en CHC présentaient une mutation du promoteur de TERT et une mutation de
CTNNB1, renforcant ainsi I'hypothése d'une coopération entre TERT et la voie Wnt/B-
caténine et la carcinogénese hépatique, quel que soit le contexte (parenchyme sain ou

fibreux).

Si les mutations du promoteur sont un événement particulierement fréquent, elles ne
permettent pas d'expliquer que l'activité télomérase et/ou les niveaux d'’ARN messager de
TERT sont rapportés comme augmentés dans la majorité des CHC et des MN (192-196).
D'autres mécanismes doivent exister pour assurer une augmentation de I'expression et/ou

de l'activité de la télomérase.

Dans les cas de CHC liés a l'infection par le VHB, une augmentation de I'expression de la
télomérase sans mutation du promoteur de TERT peut s’expliquer par les fréquentes

insertions d'ADN viral dans la séquence promotrice du géne (197, 198).

Certains cancers ne surexpriment pas la télomérase, et il existe d'autres mécanismes
permettant d'assurer le maintien de la longueur des télomeéres, sans augmentation de
'expression et/ou de l'activité de la télomérase: les cellules peuvent mettre en place un
mécanisme alternatif d’élongation de I'ADN télomérique, I'ALT (Alternative lengthening of
Telomeres), fondé sur des recombinaisons homologues entre chromosomes. Ce
phénoméne peut étre mis en évidence par des expériences de Telomere FISH: les cellules
présentent alors un phénotype particulier caractérisé par la présence de téloméres trés

volumineux émettant un signal trés intense et de grande taille.

Certains travaux suggérent que la voie ALT pourrait étre impliguée dans le maintien de la

longueur des télomeéres dans le CHC (199).

Une étude récente a en effet mis en évidence qu'un sous groupe de CHC, caractérisés par
un aspect morphologique particulier (“chromophobe HCC with abrupt anaplasia)

présentaient par une activation de ALT (Figure 28) (199).
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Figure 28. A) Telomere FISH dans un cas de CHC avec phénotype ALT : les signaux flurorescents
sont intenses et de grande taille. B) Telomere FISH dans un cas de CHC sans phénotype ALT : les
signaux sont de plus petite taille (D’aprés Wood et al., Modern Pathology, 2013).

L'acquisition du ce phénotype pourrait étre attribuée a des mutations des génes ATRX ou
DAXX: Heaphy et collaborateurs ont montré dans une série de tumeurs neuroendocrines
pancréatiques que l'activation de ALT était frequemment associée a des altérations de ces
genes (199). ATRX et DAXX sont cependant mutés de facon trés rare dans le CHC (<1%)

mais pourraient contribuer, dans un faible nombre de cas, a l'acquisition de ce phénotype.

Le réle probablement majeur de la télomérase dans l'initiation de la carcinogénése hépatique
suggére qu’elle pourrait étre un trés bon candidat a des thérapeutiques ciblées. Le fait que
son expression dans les cellules normales soit limitée a certains compartiments particuliers
(cellules germinales, souches) pourrait également faire de I'inhibition de la télomérase une

thérapie tumeur-spécifique, et ainsi limiter ses potentiels effets secondaires.

Plusieurs stratégies d’inhibition de l'activité de TERT ont été envisagées et développées
(167) (Tableau 4).
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Principe

Avantages éventuels

Inconvénients

Inhibition de la
télomérase

Inhibition directe de

I'activité enzymatique

de la télomérase

Synthése
pharmacologique simple
et rapide

Délai entre administration et
réponse effective
Inhibition longue probablement
nécessaire

Immunothérapie

Développement d'une
réponse immunitaire

contre les cellules
exprimant la
télomérase

Effets prolongés
Utilisation préventive
chez sujets a haut
risque?
Synthése difficile et
colteuse

Effets compromis par
I'immunodépression relative
des patients atteints de cancer?

Agents altérant la
structure des
télomeéres

Altération de la
structure des

téloméres entrainant

une incapacité des

téloméres a se lier ala

télomérase ou une
mort cellulaire
immédiate

Réponse rapide possible

Toxicité probablement élevée

Thérapie
"Suicide-gene"

Administration, via par

exemple un vecteur
viral, d'un géne
entrainant la mort

cellulaire et controlé

par le promoteur de
télomérase

Réponse rapide possible

Administration du vecteur viral
difficile
Réponse immunitaire anti-
vecteur possible

Agents bloquant
I'expression de la

Administration
d'agents entrainant
une diminution

Approche directe

Délai entre administration et
réponse effective
Inhibition longue probablement

télomérase d'expression de la nécessaire
télomérase (ARN Administration de agents
interférents) difficile

Tableau 4. Principes, avantages et inconvénients des différentes stratégies thérapeutiques ciblant la

télomérase. D'aprés Harley, Nat Rev Cancer, 2008.

Le GRN163L (Imetelstat®) est une des molécules les plus prometteuses. Développée par

Asai et collaborateurs (200), il s’agit d'un oligonucléotide dont la séquence est
complémentaire de celle de 'ARN hTR utilisé par la télomérase pour ajouter des nucléotides
aux extrémités des téloméres. Cet oligonucléotide s’hybride a la séquence d’ARN au niveau
du site actif et empéche la fixation des téloméres (Figure 29) (200). Son efficacité anti-
tumorale in vitro a été mis en évidence dans de nombreuses lignées cellulaires tumorales
dérivées de tumeurs solides (adénocarcinome du poumon, du pancréas, de la prostate,

glioblastome), ou hématologiques (myélome multiple) (167, 201).
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Telomere shortening
Telomere end 4 Telomere length-independent effects?
~-TTAGGGTTAGGGTTAG-3’ Cell arrest or death
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~Anchor site

Telomen inding =g

F
igure 29. Mécanisme d’action du GRN163L. L'oligonucléotide GRN163L se fixe sur la séquence
d’ARN complémentaire hTR, empéchant ainsi la fixation de I'extrémité télomérique et bloquant

l'activité enzymatique de TERT. D’'aprés Harley, Nat Rev Cancer, 2008.

En utilisant deux lignées dérivées de CHC (Hep3b et Huh7), Djojosubroto et collaborateurs
ont démontré que le GRN163L avait une efficacité anti-tumorale in vitro et in vivo dans un
modele murin de xénogreffes (202). lls ont également observé que I'administration de

GRN163L pouvait également accroitre la sensibilité de ces lignées cellulaires a un agent

anticancéreux conventionnel comme la doxorubicine (202).

Les essais thérapeutiques de phase | ont montré que le GRN163L est relativement bien
toléré par les patients, avec une toxicité acceptable, essentiellement hématologique
(neutropénie, thrombocytopénie, immunodépression et troubles de la coagulation). Des
essais de phase Il sont en cours dans le myélome multiple, les adénocarcinomes

mammaires et pulmonaires, les lymphomes ou encore la thrombocytémie essentielle.

L'efficacité des traitements anti-télomérase pourrait cependant étre compromise par le
développement de mécanismes de résistance (167, 203). Il existe en effet des mécanismes
de maintenance de la longueur des télomeres indépendants de la télomérase, comme le
mécanisme ALT évoqué précédemment. Des associations d'agents anti-télomérase et anti-
ALT pourraient alors éventuellement permettre de s'affranchir du développement de

résistances (203).
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La télomérase joue d'autre part un role important dans les capacités d'autorenouvellement
des cellules souches et progénitrices normales, et il sera indispensable d’identifier dans le

futur les éventuels effets a long terme des thérapies anti-télomérase sur ce compartiment

cellulaire.
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CONCLUSION ET PERPECTIVES
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Le travail mené sur les AHC liés a la GSDI a permis de mettre en évidence que cette
maladie génétique héréditaire prédisposait a des AHC de profil moléculaire particulier.
Cependant, pour affiner la caractérisation de ces lésions, d'autres approches, plus globales
(exome, séquencage des transcrits ou génome entier) seront indispensables pour mieux
déterminer I'ensemble des anomalies moléculaires qui sous tendent leur développement. Ce
type de technique pourrait permettre de savoir si au sein d'un méme sous type d'AHC, il
existe des particularités propres aux lésions développées chez les patients atteints de GSDI.
Elles pourraient également permettre d'identifier des cibles thérapeutiques.

La caractérisation du modele murin de GSDla permettra également probablement de mieux
comprendre les mécanismes qui sous-tendent la carcinogénése hépatique dans ce contexte

métabolique.

La seconde partie de mon travail a permis de mettre en évidence que les mutations du
promoteur de TERT étaient un événement précoce et probablement déterminant de la
progression tumorale sur parenchyme cirrhotique. Avec les progrés des examens d'imagerie,
de plus en plus de macronodules sont détectés lors des protocoles de surveillance des
patients cirrhotiques. La caractérisation radiologique de ces lésions est souvent difficile, et ils
sont parfois biopsiés pour établir un diagnostic de certitude. Des études complémentaires
devront étre réalisées pour valider l'intérét éventuel de la recherche de cette altération
moléculaire sur matériel biopsique pour évaluer le potentiel de transformation maligne des

macronodules.

Il serait également intéressant de déterminer si une autre lésion considérée comme
prénéoplasique, la dysplasie a petites cellules, peut présenter ce type d'altération

moléculaire.
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