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RESUME

Le carcinome hépatocellulaire (CHC) est le sixieme cancer en terme de fréquence et le
second en terme de mortalité par cancer a 1’échelle mondiale. II représente a lui seul 90% des
tumeurs primitives du foie et apparait dans 90% des cas sur une pathologie hépatique
préexistante : la cirrhose. Une trés grande disparité géographique demeure en termes
d’étiologies avec une forte incidence dans les pays pour lesquels le virus de I’hépatite B est
endémique. Les seuls traitements curatifs sont la transplantation et la résection hépatique.
Malheureusement, les techniques de diagnostic et de surveillance actuelles étant limitées, la
majorité des patients ne sont diagnostiqués qu’a un stade avancé et ne peuvent étre candidats
a la chirurgie. Les options thérapeutiques sont donc le plus souvent palliatives. La mortalité
est trés forte, avec une médiane de survie ne dépassant pas les six mois. L’errance
thérapeutique pourrait €tre compensée par un diagnostic plus précoce, c’est pourquoi le

développement de nouvelles stratégies diagnostiques est un veritable enjeu de santé publique.

L’ADN circulant plasmatique a récemment été mis en lumiére pour de nombreuses
applications. Le développement de cette « biopsie liquide » est en pleine expansion dans le
but d’une utilisation dans les examens de biologie médicale comme biomarqueur précoce de
la tumorigénese. Cette classe émergente de test moléculaire, qui a déja fait ses preuves pour
diverses applications, pourrait permettre d’obtenir un diagnostic plus précoce, un pronostic
plus précis, des informations théranostiques utiles dans le CHC et I’amélioration du confort

du patient restreignant la répétitivité des biopsies hépatiques.

Dans cette étude, quatre régions d’intérét ont été ciblées et sujettes au séquengage de
nouvelle génération (NGS) par la technique Mi-seq lllumina® a partir du plasma de 14
patients issus d’une cohorte de 155 patients porteurs d’'un CHC hospitalisés dans le service de
gastroentérologie du Nihon University Hospital. Les données obtenues portent sur deux
loci porteurs de mutations : d’une part, le promoteur du géne codant pour la transcriptase
inverse de la télomérase (TERT), muté dans 59% des CHC selon une étude de 2013, et d’autre
part, le géne CTNNBL1 codant pour la R-caténine, qui est muté dans 26% des lignées
cellulaires tumorales HepG2. De précédentes études révelent en effet un role majeur de la
voie Wnt/B-caténine dans le développement du CHC.

Plusieurs hotspots de méthylation se sont en outre avérés étre de marqueurs candidats
intéressants. Ce sont des genes dont les Tlots CpG, présents au niveau du promoteur, peuvent
subir une méthylation au cours du processus de carcinogenese. Pour la préparation de la

librairie NGS, une PCR bisulfite a été nécessaire dans le but de différencier les cytosines
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méthylées des cytosines déméthylées. Les deux promoteurs de gene candidats ont été
sélectionnés : CELF6 et RNF135, qui subiraient des modification épigénétiques au cours de la
carcinogenéese hépatique.

Ces premicres investigations sur 14 patients devront a 1’avenir étre comparées a un
plus grand pool de volontaires sains, et permettront d’¢largir 1’étude aux ADN circulants déja
extraits des 155 patients de la cohorte. Enfin, de nouvelles technologies de type NGS sont en

cours d’optimisation pour améliorer la sensibilité et étendre 1’étude a d’autres genes

candidats.
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10-20ng d’ADN circulant ¥
extraits de 2 ml
7
-
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-: 1 :
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Figure 1 : Résumé illustré du projet de recherche

Mots-clés : carcinome hépatocellulaire, ADN circulant, séquencage haut débit, PCR bisulfite,
promoteur TERT, B-caténine, méthylation
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INTRODUCTION

Chapitre 1: Le carcinome hépatocellulaire

A. Epidémiologie

1) Généralités

D’aprées 1’étude GLOBOCAN 2012, menée par 1’Agence Internationale de Recherche
sur le Cancer (IARC) de I’Organisation Mondiale de la Santé¢ (OMS), le cancer hépatique est
la seconde cause de mort par cancer sur le plan mondial aprées le cancer du poumon. En 2012,
il fut a Porigine de 746 000 déces (9% du total des décés par cancer). Son pronostic est
sombre avec un ratio global de mortalité de 0,95 soit un taux de survie a 5 ans de moins de
20%. Lorsque le diagnostic est posé tardivement, comme dans 80% des cas, la survie est alors
inférieure a un an. Ainsi les profils de morbidité et de mortalité sont superposables [Cancer
[ArFo, 2012] (1). Le rapport GLOBOCAN précédent datant de 2008, une nouvelle mise a
jour est attendue dans le courant de 1’année 2016.

Parmi les tumeurs bénignes qui ne sont pas considérées comme des tumeurs
hépatiques a part entiere on recense : I’hémangiome, 1’adénome hépatique, 1’adénome focal
hyperplasique, les kystes, lipomes, fibromes et leiomyomes.

Seuls deux types de tumeurs sont actuellement catégorisées comme cancers
hépatiques : le carcinome hépatocellulaire ou hépatocarcinome (CHC), et le
cholangiocarcinome intrahépatique. Le cholangiocarcinome est rare (5% des cancers
hépatiques) et trés localisé. Il sévit surtout au Nord-Est de la Thailande en raison de la
présence d’un parasite : Opisthorchis viverrini, une douve colonisant les canaux biliaires du
foie [Sripa et al., 2011] (2). L’hépatocarcinome, sujet unique de cette these, représente donc a
lui seul 95% des cancers primaires hépatiques.

En terme d’incidence, le cancer hépatique est la 5°™ cause de cancer chez I’homme
avec 554 000 cas, soit 7,5% des cancers. Chez les femmes, il s’agit de la 9%me cause avec 228
000 cas, soit 3,4%. Au total 782 000 cas soit 6% des cancers. La carte ci-dessous (figure n° 2)
présente la répartition mondiale de I’incidence du CHC en 2012 avec en bleu foncé les pays a
forte endémie: essentiellement [’Asie du Sud-Est et [’Afrique Subtropicale.

Malheureusement, étant donné le pronostic sombre du CHC, incidence et mortalité se

confondent, ¢’est pourquoi une seule carte est décrite.
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Figure 2: Carte estimant 1’incidence mondiale du cancer hépatigue chez I’homme en 2012
[GLOBOCAN, 2012] (1)
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2) Géographie
L’¢épidémiologie de 1’hépatocarcinome est tres variable sur les 5 continents. La figure
n°3 présente la prévalence des différents cancers dans les pays développés comparativement

aux pays en développement.
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Figure 3 : Incidence et mortalité pour 100 000 hommes dans les pays développés et pays en
développement (ou pays a hauts revenus et pays a revenus moyens a bas) [GLOBOCAN,

2002] (3)
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On constate sur cette troisieme figure que le statut économique du pays semble avoir
une influence sur les organes touchés. Le mode de vie et les facteurs de risque qui lui sont
associés sont a 1’origine de ces disparités. En outre, un bon nombre de cancers de haute
incidence dans les pays en développement sont associés a une survie relativement bonne :
prostate, cancers colorectaux et cancer du sein chez les femmes (données non présentées),
tandis que les cancers les plus courants dans les pays en développement sont associés a un

mauvais pronostic : foie, estomac et cesophage [Ferlay et al., 2010] (4).

Sur la figure n° 4 on observe une fracture Nord-Sud corrélée a la prévalence du facteur de
risque principal qu’est I’infection par le virus de I’hépatite B dans les pays en voie de
développement. Il est a ’origine de 80% des cas. Il en ressort également qu’indépendamment
de la localisation géographique, I’incidence chez la femme est moindre. Une explication de ce

phénomene sera proposée au chapitre 1 : B. Etiologies.

L) Famaie

Lot dvrvioped regeen

Wepr s

Warte

More developed regiant

B Ircicenice
B eurldicy

Figure 4 : Taux standardisé d’incidence sur I’4ge du CHC pour 100 000 habitants a risques

dans différentes régions du monde [GLOBOCAN, 2008] (4)

2.a) _Zones de faible incidence

En Europe, en Amérique du Nord et en Australie I’incidence est de 1 a 3 pour 100 000
cas par an. La figure n°5 montre que la tendance de I’évolution du CHC au cours du temps au
sein des pays européens représentés est similaire. Le pourcentage de la population atteint
d’hépatique B chronique est de 0,1 a 1%. Les facteurs de risques pour cette zone seront

I’infection par le VHC, 1I’éthylisme chronique et certaines maladies métaboliques associées au
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surpoids. Dans cette zone, la contamination par I’aflatoxine B1, une mycotoxine carcinogéne,
demeure faible en raison du climat et d’un contrdle strict.

L’age moyen d’apparition d’un cancer hépatique est entre 45 et 55 ans, mais dans les
pays développés il est plus tardif ; ceci est di encore une fois aux différences dans les facteurs

de risque.

2.b) Zones de moyenne incidence

En ce qui concerne I’Amérique du Sud, 1’ Afrique du Nord, le Japon, le Moyen Orient,
et ’Inde, I’incidence est entre 3 et 10 pour 100 000 habitants. La encore c’est I’infection
chronique par le VHB qui est majoritairement responsable, a I’exception du Japon (figure n°5,

droite), qui sera développé plus loin.
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Figure 5 : Courbe de tendance de I’incidence du cancer hépatique dans une sélection de pays
d’Europe et d’Asie (taux standardisés sur I’age pour 100 000 habitants) [GLOBOCAN, 2012]

1)

2.¢c) Zones d’incidence forte

83% des nouveaux cancers apparaissent chaque année en Asie du Sud-Est et en
Afrique subtropicale avec 90 a 150 cas pour 100 000 habitants. La Chine a elle seule en
représente 50% avec une incidence de 80 cas pour 100 000 [El Serag et Rudolph, 2007] (5).
Cette forte incidence sur le territoire asiatique est visible dans les figures n°4 et 5.
L’explication de ces chiffres tient au facteur de risque principal qu’est I’infection par le virus
de I’hépatite B, de trés forte incidence dans ces pays [Zhang et al., 2004] (6). L’ Afrique sub-
saharienne et 1’Asie orientale sont des zones endémiques avec une positivité €levée pour
I’antigene Hbs décelée dans plus de 8% de la population. Dans ces mémes pays, 1’incidence
du CHC est supérieure a 20 pour 100 000 habitants et 80 a 90% de ces cas résultent d’une

cirrhose engendrée par 1’un des deux virus [Fattovich et al., 2004] (7).
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La contamination des aliments par ’aflatoxine Bidans cette zone constitue un second
facteur de risque. Il a ét¢ montré que I’infection par le VHB et I’exposition a 1’aflatoxine B
agissent en synergie sur la carcinogénése hépatique [Wild ef al. 1992] (8)

Dans les pays développés les traitements proposés sont inefficaces pour les stades
avancés, et pour les pays susceptibles de plus forte incidence, il est fréquent qu’aucun

traitement ne soit disponible par manque de moyens financiers et de structures sanitaires.

2.d) France/Japon

La France est représentative de 1’Europe de 1’Ouest, tandis que le Japon est un cas
particulier en Asie Orientale. Les résultats a suivre ayant été obtenus dans un laboratoire
tokyioite, et la présente theése étant rédigée en francais, nous nous intéresserons plus
particuliérement a ces deux régions du monde. Le cancer est la 4°™ cause de décés par cancer
dans I’archipel japonais ; pour 100 000 habitants I’incidence était de 23651 nouveaux cas
(5,7% des cancers) et 20929 déces (9,4%) en 2012. Avec 6500 nouveaux cas en moyenne
chaque année (3,3%) et 5929 déces pour 100 000 (6,6%), le cancer hépatique se place aussi a
la 4°™ place dans I’hexagone. Ces données incluent uniquement la France métropolitaine.

En France, I’incidence annuelle est de 11 chez les hommes et 1,5 chez les femmes
pour 100 000 habitants pour les hommes et 1,5 cas pour 100000 pour les femmes soit environ
6000 nouveaux cas par an. Méme si la cirrhose hépatique due a une infection sous-jacente par
le VHC est en cause, la cirrhose alcoolique reste la cause majoritaire [Bouvier ef al., 2004]
9).

Plus de 60% des patients atteints de cancer hépatocellulaire sont infectés par le VHC
au Japon [Chen et al., 1997] (10). L’archipel japonais est le berceau du VHC, le génotype 1 y
ayant été mis en évidence pour la premiére fois en 1882. L une des explications pourrait étre
une variation d’incidence observée a partir des années 20, lors de la campagne de traitement
de la bilharziose par de 1’antimoine IV. Les seringues potentiellement contaminées seraient a
I’origine de cette épidémie [lida et al., 1999] (11). Cette contamination est ¢galement visible
en Egypte a partir de 1940 [Lambert et al., 2009] (12). En 1996, le gouvernement japonais
déclare I’éradication complete de Schistosoma japonica, 1’agent responsable de la bilharziose.
Aujourd’hui, au Japon, en ce qui concerne 1’origine de la transmission du VHC, une étude
montre que 40% de ces patients auraient été transfusés par le passé [Nishioka et al, 1991][
Tanaka et al., 2002] (13) (14).

Depuis les années 90, dans les pays développés, on note une nette chute d’incidence
due a la prise de conscience d’une nécessité¢ de contrdle des conduites a risques [Chen ef al.,

2006] (15), notamment les échanges d’aiguilles, et le dépistage systématique des donneurs de
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sang et d’organe (1992 pour la France). Tous ces éléments pourraient expliquer la courbe en

cloche visible en figure n°5 pour le Japon.
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Figure 6 : Taux standardisé d’incidence sur I’4ge de I’HCC par ethnie basé sur le reqgistre de
1975 & 2007 [Mittal et al., 2013] (16)

Méme si les études ethniques sont aujourd’hui controversées, 1’histogramme de la
figure n°6, basé sur des données collectées jusqu’en 2007, laisse penser que des facteurs
génétiques pourraient influer sur 1’incidence du cancer. Sur un continent aussi
économiquement hétérogeéne que 1’Asie, d’aprés la figure n°2, il semblerait qu’aujourd’hui les
taux d’incidence soient proches malgré certaines différences au niveau des facteurs de risque
et des modes de vie. On remarque que la susceptibilit¢ accrue chez les hommes est
particulierement prononcée dans les populations asiatiques (figure 4), indépendamment du
statut économique. Les facteurs génétiques possiblement impliqués sont encore inconnus.
Certaines études se sont penchées sur le sujet mais aucun résultat ne s’est avéré significatif

[Yu et al., 1996](17).

3) Conclusion

Ces chiffres sont certainement largement sous-estimés en raison d’une errance
diagnostique dans les pays en développement. En tout, il pourrait y avoir plus d’un million de
cas par an dans le monde [El-Serag et al. 2003] (18).

Une baisse de I’incidence est observée dans les pays en voie de développement avec la
démocratisation de la vaccination contre le virus de 1’hépatite B et le contrdle strict de la
contamination sanguine pour 1’hépatite C. 4 contrario, on constate une hausse d’incidence
dans les pays développés due a I’augmentation des infections par le virus de 1’hépatite C et de

I’obésité. En effet, parmi les facteurs de risques les plus récemment établis, on compte les
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stéatoses hépatiques non alcooliques (SHNA), en anglais Non-Alcoholic Fatty Liver Disease
(NAFLD) inductrices de cirrhose. Ce phénomene, d’abord constaté aux Etats-Unis et au
Canada dans les communautés afro-américaines et hispaniques pourrait, a 1’avenir,
s’appliquer a I’ensemble des pays industrialisés [Mittal et al., 2013]. Cependant, cette
augmentation dans les pays développés serait le fruit du progrés notamment de moyens de

diagnostic plus précoces, et non une progression effective de 1’incidence.
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Etiologies

Les différences géographiques que nous venons de voir résultent en partie de
I’association du carcinome hépatocellulaire avec des facteurs de risques dépendants des
conditions sociodémographiques. Le CHC découle dans la grande majorité des cas d’une
pathologie hépatique chronique préexistante. Le risque de développer un cancer hépatique est
de 3 2 7 % par an pour un patient cirrhotique [Ikeda et al., 2006] [Sangiovanni et al., 2006]
(19) (20) ou atteint d’une fibrose avancée. En effet, 80 a 90% des patients développant un
CHC présentent déja une cirrhose [Murali ef al., 2013] (21).

Les agents infectieux sont a 1’origine de plus de 25% des cancers dans les pays en
développement, comme le papillomavirus pour le cancer du col utérin, Helicobacter pylori
pour le cancer de I’estomac, certains vers plats pour le cancer de la vessie ou le
cholangiocarcinome, et enfin, les hépatites B et C pour I’hépatocarcinome [Fattovich et al.,
2004] (7). La distribution géographique des virus des deux hépatites est approximativement la
méme au sein des pays en voie de développement.

Infection virale = Hépatite chronique

. ‘ Nodule dysplasique  CHC différencié Angiogénése
) de bas grade 2 moyennement Métastase ...
Aﬂa(oxm{: B: OH l < de hautgrade = peu différencié
Carcinogéne ‘,‘l i »"I? DY N Cellule initée O A
chimique _ | ) Z N / ( )
\ | \ ' \ { ) Co prde)
| ™ | . e —4".
i \_ .‘/., .J-,:“ Expansion '\',\&X.-./
, =) " al g
Hépatocyle Cirrhose clonsle

normal

Accumulation de dommages génétiques

Figure 7 : Mécanismes de la carcinogénése hépatigue

1) Le virus de ’hépatite B

Découvert en 1967, le virus de I’hépatite B est un virus enveloppé a ADN circulaire
partiellement double brin (3,2kb) de la famille des Hepadnaviridae du genre
Orthohepadnavirus. Sa taille fait environ 40nm de diametre.

Dans la population mondiale, 2 milliards de personnes ont déja été exposées au virus
de I’hépatite B et présentent une positivité¢ de 1’antigéne HBs au niveau sérologique, dont 350
millions de porteurs chroniques. Le virus de 1’hépatite B est environ 100 fois plus contagieux
que le virus du SIDA [Kiene ef al., 1994] (22) .

Bien que dans 30% des cas on ignore le mode de contamination, la transmission peut
se faire par le sang, les sécrétions génitales et la salive si présence de microlésions
intrabuccales. Elle peut étre verticale lors de la grossesse (périnatale lors de I’accouchement),

ou horizontale, le mode de transmission majoritaire. Un partage de brosse a dent, une piqare :
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insectes, tatouage, piercing, aiguilles voire méme par ’intermédiaire de petites plaies [INPES,
2012] [OMS, 2015] (23) (24).

Ce virus a un effet cancérigéne sur les hépatocytes sur différents modeles d’aprés des
expériences in vivo et in vitro. En effet, I’inflammation persistante engendrée peut évoluer
vers une cirrthose puis I’hépatocarcinome. Environ 60% des cancers primitifs du foie au
niveau mondial et 67% des cas au sein des pays en développement sont attribuables a une
infection chronique par le VHB [IARC, 2003] (25). Un individu présentant une hépatite
chronique a 20 fois plus de risque de développer un CHC [IARC, 1994] (26).

Chez les porteurs du VHB, le risque de CHC augmente avec différents types de
facteurs : I’ethnie (présence d’ancétres asiatiques ou africains), le sexe masculin (risque 4 fois
plus ¢€levé chez les hommes) [Chang et al., 2000] (27), I’age (>50 ans), la charge virale (étude
REVEAL-HBYV) [Chen et al., 2006] (28), la présence d’une cirrhose, la durée de 1’infection,
et la co-infection avec d’autres virus tels que I’hépatite C, D et le virus de ’immunodéficience
humaine [Fattovich et al., 2004] [Mittal et al., 2013] (7) (16).

Le ratio homme/femme s’explique par plusieurs constatations. L’utilisation d’une
contraception orale est un facteur de risque d’apparition d’un adénome hépatique. Ceci
s’explique par le fait que les adénomes possedent des récepteurs aux cestrogénes. Cependant,
I’utilisation de dérivés de la testostérone comme anabolisant est également un facteur de
risque de pathologies hépatiques chroniques : CHC et du cholangiocarcinome. A ce jour,
aucune ¢tude n’a pu prouver la significativité du lien entre les concentrations d’hormones
sexuelles et le développement du CHC [El Mahdy Korat T et al., 2016] [Maio ef al., 2016]
(29) (30). Cette différence entre les genres s’expliquerait par la plus forte consommation de

tabac et d’alcool chez les hommes [Chen ef al., 1997] (10).

Des facteurs environnementaux sont également impliqués — 1’exposition aux
contaminants alimentaires tels que 1’aflatoxine B1 [Cha et al., 2005] (31), le tabac, ou encore

I’alcool — et seront développés ci-aprés. Tous ces ¢€léments sont autant de cofacteurs

aggravants des hépatites.
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Figure 8 : Relation entre VHB et aflatoxine dans le CHC [IARC, 2003] (25)
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Le virus de I’hépatite B provoque le processus de carcinogénése des hépatocytes par la
désorganisation de leur génome. Premi¢rement, ’ADN viral peut s’intégrer a celui des
cellules, et pourrait influencer 1’expression de certains génes. Deuxiémement 1’antigene Hbx,
transactivateur et potentiellement oncogene, augmenterait la transcription du mitogene TGF-

a, méme si le mécanisme en jeu n’est pas encore totalement ¢lucidé [Kim et Rho 2002] (32).

Aujourd’hui dix différents génotypes du virus de I’hépatite B ont ét¢ mis en évidence,
allant de A a J. Leur distribution géographique spécifique sert de marqueur épidémiologique.
Le génotype G a été reporté en France, en Allemagne et aux Etats-Unis tandis que le génotype
J, découvert le plus récemment, est spécifique des iles Rylkyl au Japon. Il existe un lien entre
génotype et mode de transmission. En effet, les génotypes asiatiques B et C sont plus
fréquents dans les zones de transmission périnatale (ou verticale) du virus [Wagner et al,
2014] (33). De plus, le nombre de copies d’ADN viral dans le sérum détermine 1’évolution de
la pathologie hépatique. Le nombre de copies étant plus élevé chez les patients atteints du
VHB de génotype C, ce typage peut permettre de présager de ’efficacité du traitement et de
I’issue de I’hépatite [Lin et al., 2013] (34).

2) Le virus de I’hépatite C

Découvert en 1989, le virus de I’hépatite C (VHC) est initialement désigné par le nom
d’hépatite « non-A non-B » (NANBH). C’est un virus enveloppé a ARN de la famille des
Flaviviridae du genre Hepacivirus d’une taille d’environ 60nm de diamétre. Contrairement au
VHB, il ne s’intégre pas au génome de 1’hote.

La prévalence du VHC est différente de celle du VHB car elle reste relativement
¢levée dans les pays développés comme par exemple le Japon, I’Espagne, L’Italie, I’Egypte.
Ce virus constitue notamment la cause principale de CHC aux Etats-Unis. Généralement, le
CHC se développe entre une a deux décennies apres I’infection par le VHC. 1l est responsable
de 15 4 20% des CHC au niveau mondial [Mittal ez al., 2013] (16).

Alors que dans les pays en voie de développement 1’incidence du CHC est en train de
diminuer, on constate un doublement d’incidence et de mortalité du CHC aux Etats-Unis et en
Europe dans les années 2000 par rapport aux années 1980 [Deuffic et al.,1998] [El-Serag et
al., 2002] (35) (36) . Aux Etats-Unis entre 1975 et 2005, on constate méme un triplement de
I’incidence [Altekruse et al., 2009]. Cette augmentation peut étre expliquée par
I’accroissement de 1’incidence des infections par le VHC et de 1’obésité, mais pourrait étre

biaisée par les améliorations de la prise en charge des patients qui augmenteraient le nombre
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de diagnostics. La diminution d’incidence dans les autres pays au cours de cette méme
période est due en majorité a la mise en place d’une prévention vaccinale.

De la méme facon que pour I’hépatite B, la transformation maligne serait due a
I’inflammation des cellules infectées et a la formation de fibrose. Le génotype 1b du virus
causerait deux fois plus de CHC que les autres génotypes [Raimondi et al., 2009] (37) . En
France, chaque année, on compte au moins 4000 nouveaux cas de CHC, dont 30% sont liés a
I’hépatite C, mais la cause majoritaire reste la cirrhose alcoolique [Boudjema et al., 2006]

(38).

3) Aflatoxine

L’aflatoxine est un carcinogeéne produit par les champignons Aspergillus flavus
(aflatoxine B1 et B2) et A. parasiticus (B1, B2, G1 et G2) dans les céréales, le manioc, les
arachides, ou encore le soja fermentés conservés en régions et/ou dans des conditions chaudes
et humides. La contamination alimentaire est commune en Afrique Sub-saharienne, Amérique
du Sud, et en Asie de I’Est. De plus, dans certaines zones au sein de ces territoires, jusqu’a
20% des individus sont porteurs de VHB. Le risque de développer une CHC chez les patients
VHB est multipli¢ par 60 en cas d’exposition prolongée a I’aflatoxine B1 [Qian et al., 1994]
(39).

In vivo I’aflatoxine réagit avec les cytochromes pour former des adduits a I’ADN.
L’intoxication est observable par dosage des adduits sur I’albumine sérique ou urinaire. Dans
les régions concernées sus-citées, ces adduits sont détectables chez 95% de la population.
L’aflatoxine B1 provoque des mutations du gene suppresseur de tumeur TP53. Cette mutation
est une transversion de type G>T a la dernic¢re base du codon 249 de I’exon 7 (AGG>AGT
soit la substitution d’une arginine par une sérine). Elle provoque également des mutations sur
d’autres codons ainsi que dans d’autres génes impliqués dans la cancérogenése hépatique

[Bressac et al., 1991] (40) .

4) L’alcool

Un éthylisme chronique de plus de 10 ans peut engendrer un CHC par le biais du
développement d’une cirrhose alcoolique. C’est la cause majeure en Amérique du Nord et en
Europe, dont la France est représentative [Donato et al., 2002] (41). Malgré cela, le potentiel
carcinogéne de 1’alcool en lui-méme consommé de fagcon modérée n’a pas été prouvé. Dans le
CHC, il agit essentiellement en synergie avec les virus des hépatites en accélérant le
processus de fibrose. Le risque de cirrhose est multiplié par plus de 2 chez les patients VHC
ingérant plus de 40 & 160g d’éthanol par jour, correspondant a plus de 4 verres standardisés

par jour (4 unités d’alcool dans la pratique clinique). Le risque est multiplié par 3 pour le
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VHB [Hutchinson et al., 2005] (43). La prévalence des CHC chez les patients atteints de
cirrhose alcoolique varie de 7 a 13 % [Nalpas et al. 1992] (44).

5) Autres causes

I1 existe un lien entre le CHC et les syndromes métaboliques, en particulier I’insulino-
résistance ou diabéte [El-Serag et al., 2004] (45) et 1’obésité [Caldwell et al., 2004] (46) qui
peuvent, a terme, provoquer des stéatoses. C’est la cause principale de maladie hépatique
chronique aux Etats-Unis. Celles-ci porte le nom de stéatoses hépatiques non alcooliques
(SHNA ou NASH en anglais), faisant partie des NAFLD (Non Alcoholic Fatty Liver
Disease). Le risque de développer un CHC est limité avec une incidence inférieure a 2,5%. Il
est bien moindre qu’avec les autres cirrhoses, notamment celles dues au VHC [Arase et al.,
2012] [Kawamura et al., 2012] (47) (48).

Au niveau des facteurs génétiques, il a ét€ montré que certaines mutations dans les
genes de la GST (Glutathione S-transferase) (GSTM1 or GSTTI1) et du TNFa (Tumor
Necrosis Factor) augmenteraient le risque de CHC.

Certaines intoxications sont aussi impliquées : 1’exposition au Bétel (Noix d’Arec
machée en Asie), au chlorure de vinyle (utilis¢é dans la fabrication des plastiques) et a
I’arsenic favorisent I’angiosarcome hépatique. L’hémochromatose (surcharge histologique en
fer du foie), le déficit en al-antitrypsine, la tyrosinémie, les porphyries cutanea tarda, la
maladie de Wilson [Kowdley et a/, 2004] sont d’autant de facteurs pouvant aggraver le risque
de CHC.

Le role du tabac dans la carcinogénése hépatique a été suspecté mais reste encore
controversé [McGlynn et al., 2005] (49), de méme pour les contraceptifs oraux [Bosch ef al.,
1988](50) .

Le café quant a lui aurait un effet protecteur du CHC dans les consommations fortes a
modérées en réduisant la fibrose hépatique. Ceci s’expliquerait par la capacité a faire
diminuer le taux d’insuline réduisant ainsi le risque de diabéte. D’autres ¢tudes montrent que
le café en lui-méme aurait des propriétés anti-carcinogéniques [Modi et al., 2010] [Huxley et

al., 20097 (51) (52)..

Prévention

Mis au point en 1976, le vaccin contre 1’hépatite B est aujourd’hui obligatoire en
France pour le personnel soignant. Il est fortement recommandé chez les nourrissons, les
enfants/adolescents non antérieurement vaccings, et dans les populations a risque : entourage
d’une personne porteuse chronique de I’hépatite B, personnes ayant plusieurs partenaires

sexuels, toxicomanes, voyageurs en pays d’endémie.
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De nombreux pays dans le monde ont adopté la vaccination et son efficacité a été
prouvée par une réduction rapide de 1’hépatocarcinome dans la population. Le meilleur
exemple reste Taiwan ou 1’incidence du VHB a chuté a 1,2% et celle du CHC a été réduite de
70% en 20 ans chez les enfants vaccinés [Zanetti ef al., 2008] (53). L’interféron a, obtenu par
génie génétique, est une molécule utilisée dans le traitement des hépatites B et C chroniques.
En ce qui concerne I’hépatite B chronique, il n’a pas été prouvé que I’interféron o réduise
significativement 1’incidence du CHC [Bruix et al., 2011] (54) .

Malheureusement, il n’existe pas de vaccin contre I’hépatite C. Ce virus a ARN
présente différents génomes qui varient au cours du temps, ce qui s’avere problématique pour
la création d’un vaccin garantissant une immunité a long terme.

La prévention vis-a-vis de I’exposition a I’aflatoxine B1 en Afrique et Asie du Sud se
traduit par 1’amélioration des conditions de stockage des aliments susceptibles d’étre
contamingés par les micro-organismes produisant la toxine.

L’éthylisme chronique étant également un fléau quasi-universel, encourager une

consommation modérée semble étre une bonne mesure prophylactique.
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D. Aspects cliniques du CHC

1) Généralités

Le foie est I’organe le plus volumineux du corps humain. De forme triangulaire, il est
situé majoritairement dans la cavité droite abdominale au-dessus du duodénum et est divisé€ en
quatre lobes chacun séparés par un septum.

Ses fonctions sont des plus importantes. Il permet notamment le maintien de la
glycémie par la formation de glycogéne, synthétise 1'urée, I’albumine, les protéines de
I’hémostase, des vitamines, des apoprotéines pour le transport lipidique, secréte de la bile
dans le duodénum, détruit les hématies...

I1 est irrigué par ’artére hépatique apportant du sang riche en oxygene et par la veine
porte déversant le sang de I’intestin. Nous verrons qu’une chimiothérapie locale peut étre
injectée via ces vaisseaux.

En cas d’inflammation au niveau hépatique, au cours de la régénération des
hépatocytes provoquée par une pathologie virale chronique ou une cirrhose, on observe
I’apparition d’altérations génétiques et la formation de nodules d’hépatocytes dysplasiques. Il
faut quelques décennies pour observer une évolution en CHC. Les carcinomes sont des
tumeurs ayant une origine épithéliale, ils représentent 90% des cancers humains. Les
métastases hépatiques peuvent avoir une origine : colique, gastrique, pancréatique et sont
présents dans la majorité des cancers généralisés [IARC, 2005] (55) [Leroy et Cremoux,

2014] (57).

2) Sémiologie
Les symptomes du CHC sont ceux de la cirrhose, son aggravation est souvent révélée
par une hypertension portale ou une insuffisance hépatocellulaire (IHC). Les symptomes de
I’hypertension portale sont 1’ascite (épanchement de liquide au niveau abdominal), la
splénomégalie (augmentation du volume de la rate), les cedémes des membres inférieurs, une
circulation veineuse collatérale abdominale (veines apparentes) et les varices cesophagiennes.
Ceux de I’insuffisance hépatocellulaire peuvent étre un angiome stellaire (Iésion vasculaire
bénigne de la peau de forme étoilée), une érythrose palmaire, un hippocratisme digital (ongles
bombés hypertrophiés), un ictere (coloration jaune de la peau), un prurit (démangeaison), un
hypogonadisme, une leuconychie (ongles blancs). A terme, on peut voir apparaitre une
encéphalopathie.
Méme si 28% des patients sont asymptomatiques a la découverte d’un CHC, des signes
généraux de carcinogénese peuvent €¢galement amener le patient a consulter un médecin :

présence d’une masse palpable au niveau de 1’hypochondre droit, nausées, anorexie, malaise
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général ou plus rarement une fievre. Une tumeur sera palpable a partir de 10° cellules et

visible a I’échographie a partir de 108 cellules [Teicher, 2009] (58).

3) Biologique générale

Sur le bilan d’hémostase, I’insuffisance hépatocellulaire se traduit par une diminution
du TP (taux de prothrombine), du facteur V de la coagulation. On note aussi une baisse de la
bilirubine a prédominance conjuguée parfois mixte et dans les cas séveres, une
hypoalbuminémie. L’hypersplénie se traduit par une neutropénie, anémie et surtout une
thrombopénie.

Une augmentation de DPactivit¢é de la cirrhose, quant a elle, se refléte par une
augmentation des transaminases sériques: ASAT (ASpartate AminoTransférase) appelée
aussi TGO (Oxaloacetate Transaminase) et ALAT (ALanine AminoTransférase) ou
TGP (Glutamate Pyruvate Transaminase) [Fattovich et al., 2004] (7). Les yGT et les PAL
(Phosphatases ALcalines) peuvent étre normales a augmentées. L’ALAT est relativement
spécifique du foie, alors que I’ASAT est plus spécifique du cceur, bien qu’elle se retrouve
¢également dans les hépatocytes. Les ASAT seront supérieures aux ALAT en cas de cirrhose
alcoolique (rapport ASAT/ALAT>1).

Il est & noter qu’aucun facteur biologique n’est spécifique de la cirrhose et qu’un bilan

normal n’exclut pas son diagnostic.

4) Marqueurs tumoraux

De nombreuses tumeurs secretent des protéines dans la circulation générale qui
peuvent étre utilisées comme marqueurs tumoraux en pratique clinique. Les plus couramment
utilisés pour le diagnostic et le suivi sont : le PSA (Prostate Specific Antigen) dans le cancer
de la prostate, I’ACE (Antigene CarcinoEmbryonnaire) dans le cancer du cdlon, le CA 15.3
(Cancer Antigen) dans le cancer du sein, le CA 125 dans le cancer de I’ovaire, le CA 19.9
dans les tumeurs pancréatiques, le NSE (Neuron Specific Enolase) dans le cancer du poumon
a petites cellules, le CYFRA-21-1 (Fragment 21 de la Cytokeratine 19) dans le carcinome
épidermoide, le SCC (Squamous Cell Carcinoma) dans le cancer épidermoide et les
carcinomes des €épithéliums pavimenteux du col de ’utérus.

Le CA 19.9 (Carbohydrate antigen 19.9) a une valeur élevée dans 70% des tumeurs
pancréatiques mais aussi dans 50% des tumeurs hépatiques. Il est également ¢levé dans au
moins 25% des tumeurs coliques, gastriques, cesophagiennes mais également dans 10% des

tumeurs non digestives. Il n’est pas utilis€, car en raison d’un manque de spécificité et de
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sensibilité, il pourrait s’avérer dangereux en cas de valeur interprétée comme faussement
rassurante (faux négatif) [Steinberg et al., 1990] (59).

Chaque année I’on découvre de nouveaux marqueurs tumoraux protéiques. Tout
récemment, en aolt 2015, une équipe a mis en évidence un nouveau marqueur spécifique du
cancer pancréatique : le glypican-1 (GPC1). 1l s’agit d’une protéine de liaison membranaire
qui est surexprimée spécifiquement dans les exosomes dérivant des cellules pancréatiques
cancéreuses. Elle permet un diagnostic dés le stade le plus précoce de la maladie sur un
simple prélévement sanguin dans lequel on recherche les exosomes circulants de fagon tres
sensible et trés spécifique [Melo et al., 2015] (60).

L’ADN circulant est en phase de devenir un marqueur tumoral universel de nouvelle
génération. Pour lors, les marqueurs tumoraux actuels permettent une orientation du
diagnostic seulement dans certains cas, en raison de leur manque de spécificité. Ils ne peuvent

remplacer I’imagerie.

4.a) LAFP

L’alpha-feetoprotéine (AFP) est une glycoprotéine de transport tout comme
I’albumine, sa masse est de 67kDa. Elle achemine des acides gras dont I’acide arachidonique
dans les cellules. Elle est synthétisée au cours du développement embryonnaire et feetal par le
foie et le sac vitellin avec un pic entre la 12°™ et la 14°™ semaine de grossesse. En cas de
prématurité on note un taux augmenté a la naissance. Dans le sang maternel, cette protéine
provient du transfert placentaire et le taux augmente jusqu’a la 30°™ semaine puis diminue.
Apres I’accouchement, le taux chute : la demi-vie de ’AFP est de 5 a 7 jours. Un taux élevé
pendant la grossesse est toujours pathologique. Cette molécule est donc utilisée en obstétrique
pour la détection anténatale de la trisomie 21. Une concentration élevée hors grossesse a été
identifiée dans de nombreuses études comme prédictive du développement futur d’un CHC
[Ganne-Carié ef al., 1996] (61). Son dosage est généralement effectué¢ dans les laboratoires
d’hormonologie sur tube sec de sang ou de liquides divers (liquide de kyste, LCR et liquide
amniotique), par technique d’immunoanalyse ICMA (Immunochemiluminometric Assay ;
B63). Sa valeur est jugée physiologique si elle est inférieure a 10ng/ml. L’ AFP refléte la
destruction hépatocytaire avec les transaminases mais donne aussi une idée de la taille de la
tumeur. Plus la tumeur est de petite taille, plus la sensibilité est faible. Avec une sensibilité

faible (60%), ce n’est pas un bon moyen de surveillance.

L’ AFP n’est pas spécifique du CHC, elle peut étre élevée dans d’autres cas : grossesse,

mucoviscidose, hépatites aiglies ou chronique, hémochromatose, tyrosinémie, ataxie-
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télangectasie et certaines pathologies familiales. De plus, elle est augmentée dans de
nombreux autres cancers : cholangiocarcinome, hépatoblastomes, cancer du pancréas, des
voies biliaires, du colon, de 1’estomac, des testicules, voire méme dans les leucémies et
mélanomes.

Méme si un seuil a partir de 200 a 400 ng/ml évoque un passage de la cirrhose au stade
CHC, une AFP supérieure a 400ng/ml ne permet pas a elle seule de poser le diagnostic
[EASL, 2012] (62).

Il existe une hétérogénéité moléculaire des différentes formes d’AFP en fonction de
leur degré de fucosylation, de leur taille et de leur charge électrique. Ainsi une séparation des
isoformes en électrophoreése d’affinité sur gel d’agarose traité par le LCA (Lens Culinaris
Agglutinin A) permet d’isoler 3 formes : L1, L2 et L3. Les isoformes L1 et L3 caractérisent
les patients atteints de CHC. Cette technique permettrait d’augmenter la sensibilité mais n’est
pas réalisée en routine [Ikeda et al., 1998] (43).

La pertinence de I’AFP laisse a désirer mais la combinaison du dosage de I’AFP avec
I’imagerie augmente la qualité de la surveillance. Elle peut s’avérer utile également dans le

suivi post-chirurgical.

4.b) La DCP (déycarboxyprothrombine)

Le foie permet la y-carboxylation de la prothrombine au niveau d'un résidu acide
glutamique. Cette réaction est dépendante de la vitamine K et est indispensable a la
coagulation sanguine. Dans le CHC, ce systéme de carboxylation est déficitaire (< 5 %),
méme sans déficit en vitamine K (PIVKA II : vitamin K absence II). Les métabolismes du
facteur IX de la coagulation et de la protéine C sont également altérés par ces mécanismes. La
prothrombine devient une dé-y-carboxyprothrombine : DCP. Selon les études publiées, sa
sensibilité serait de 28 a 90% et sa spécificité de 44 a 100% pour le diagnostic du CHC. Une
méta-analyse de 2014 montre que la DCP serait meilleure que I’AFP dans la différentiation
des patients avec un CHC de ceux ayant une pathologie hépatique chronique sans malignité.
La combinaison des deux n’aurait pas d’effet bénéfique pour les stades précoces [Li et al.,
2014] (63). Avec seulement 20 % de positivité pour des tumeurs inférieures a 3cm, le
marqueur de choix pour le carcinome hépatocellulaire reste a établir [Weitz et al., 1993] (64).

Une tres récente €tude japonaise de novembre 2015 a montré qu’une ¢élévation des
taux d’AFP et de DCP aprés 24 semaines de traitement par anti-VHB (Ribavirine et Interféron
alpha) est fortement associée au développement d’'un CHC indépendamment de la réponse
virale. Ces résultats sont d’autant plus probants chez les patients ayant déja été traités

auparavant pour un CHC (synonyme de rechute). Ceci suggere que 1’association de ces deux
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parametres aurait une bonne valeur prédictive dans des cas particuliers, tels que chez les

patients cirrhotiques atteints de VHB [Shakado et al., 2015] (65).

5) L’imagerie

5.a) L’échographie

Le moyen de dépistage de référence pour les patients a risque reste donc 1’échographie
abdominale associée au dosage de I’AFP. En effet, I’échographie est un moyen simple et
accessible dans le monde entier car peu onéreux. Elle a une sensibilité¢ de 65 a 80% et une
spécificité supérieure a 95%.

Un contrdle tous les 6 mois est recommandé par I’AASLD [Trinchet, 2011] (66) pour
les patients présentant une cirrhose ainsi que d’autres catégories de patients a risques comme
les porteurs chroniques du VHB. 1l permet le diagnostic précoce d’une masse hépatique
suspecte de type 1ésion nodulaire focale. Selon un essai randomisé effectué en Chine, un
controle régulier échographie + AFP permettrait de réduire de 37% la mortalité des CHC
(9371 patients) comparativement a une absence de surveillance (9443 patients). Le groupe de
témoins sans suivi se contentait d’un acces aux établissements de soin s’ils en ressentaient le
besoin [Zhang et al., 2004] (6).

Le dépistage du CHC chez les patients atteints de cirrhose est entré dans la pratique
dans la plupart des pays occidentaux [Chalasani et al., 1999] (67) mais reste contesté chez les
patients non cirrhotiques atteints d’hépatite chronique asymptomatique [Monge, 2016] (68).
L’échographie met difficilement en évidence la présence de petits nodules et le diagnostic de
CHC n’est pos¢é que dans 1 cas sur 3 [Trinchet ef al., 2011] (66). D’autres inconvénients sont
la difficulté de réalisation chez les patients présentant une obésité et son caracteére opérateur
dépendant.

Le scanner et I’IRM sont de meilleurs outils d’imagerie que 1’échographie, mais leur
utilisation est réservée a la classification de la tumeur plutot que pour la surveillance en raison

de leur cofit [Singal ef al., 2014] (69).

5.b) Lescanner

La tomodensitométrie est communément appelée Scanner (CT-scan en anglais pour
Computerised tomography). Un scanner thoraco-abdominal sera réalisé apres une échographie
montrant une masse suspecte ou un nodule sur le foie. La TDM avec injection de produit de
contraste permet d’apprécier les caractéristiques de cinétique de rehaussement de la masse
suspecte et de vérifier la présence ou I’absence d’autres nodules ou métastases ganglionnaires,

osseuses, pulmonaires, surrénaliennes, péritonéales.
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Radiologiquement, la cirrhose se définit par la visualisation du tissu fibreux et de
nodules de régénération, d’une dysmorphie hépatique, d’une hypertension portale (anomalie
morphologique).

Quant a un CHC, il se définit par « la présence d’un nodule hypervascularisé au
temps artériel précoce avec washout a la phase portale ou tardive par rapport au tissu sain
au scanner hélicoidal avec triple acquisition artérielle ». En des termes simples, il s’agit
d’une accumulation anormalement rapide et importante de produit de contraste suivie d’un
lavage également anormalement précoce par rapport au reste du parenchyme hépatique sain
apres injection intraveineuse du produit de contraste lors du scanner.

Les nodules hypodenses sont typiquement des macronodules cirrhotiques a surveiller
de pres car susceptibles de se transformer en CHC. Contrairement a la biopsie, I’imagerie ne

permet pas de différencier un CHC d’un cholangiocarcinome [EASL 2012] (62).

5.¢) Autres

L’IRM est plus sensible pour de plus petites tumeurs et donne des images plus précises
permettant de voir une éventuelle atteinte de la vascularisation hépatique. Une petite tumeur
est définie comme étant inférieure a 5 cm ou plusieurs nodules inférieurs a 3 cm.

La fibroscopie cesogastroduodénale est utilisée pour repérer la présence de varices
cesophagiennes ou stomacales résultant du CHC. Leur saignement peut provoquer a terme une

anémie. Elles doivent étre prises en charge.

6) Biopsie

La biopsie est un prélevement de cellules du tissu sain et du tissu tumoral. Elle se fait
par guidage échographique ou scannographique si le foie est supposé non cirrhotique. La
biopsie comporte un risque d’essaimage sur un foie cirrhotique. Elle est effectuée si les
examens précédents n’ont pas permis de mettre en évidence un CHC.

Le recours a des méthodes de diagnostic non invasives expose a un risque d’erreur. La
preuve histologique fait foi et sert de référence au diagnostic. 70% des CHC sont confirmés
lors de la biopsie. Malheureusement, elle est parfois difficilement réalisable. Elle doit étre
effectuée avec une aiguille de 14 a 18G, les aiguilles plus fines permettant une analyse
cytologique mais pas une analyse histologique correcte. Du tissu sain et du tissu tumoral
doivent étre prélevés en méme temps pour une comparaison. Ces tissus inclus en paraffine,
apreés analyse anatomopathologique et cytologique, pourront étre utilisés pour la biologie
moléculaire dans les laboratoires de biologie médicale pour identifier d’éventuels marqueurs

qui permettront d’orienter le traitement, de confirmer le diagnostic, voire d’établir une
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classification. C’est pourquoi I’absence de biopsie est pénalisante. Malgré tout, une biopsie
négative n’exclut pas le diagnostic. Elle permet toutefois de différencier le CHC des nodules
bénins ou non hépatocytaires (cholangiocarcinome) ainsi qu’un sous-typage de bas et hauts
grades en cas de nodules dysplasiques [Vullierme ef al., 2010] (70). Les nodules de
régénération précedent les nodules dyplasiques, qui précédent les nodules d’hépatocarcinome.
Un des risques de la biopsie est ’essaimage de la tumeur ; c’est pourquoi 1’aiguille
utilisée est coaxiale et bénéficie d’une protection du trajet pariétal. Ce risque est de 2% et la
décision doit étre prise en réunion pluridisciplinaire (RCP).
On s’affranchit de la biopsie dans les cas suivant : [Bruix, 2011] (54) selon I’AASLD
- Certitude du diagnostic de cirrhose
- Imagerie dans les bonnes pratiques d’utilisation
- Discussion en RCP
Les nodules inférieurs a 1 cm sont surveillés par imagerie tous les 3 mois. En cas de
disparition ou de stabilisation du diameétre pendant 2 ans, la surveillance se fera ensuite au

rythme habituel.

Nodule
chez patient cirrhotique

‘ Echo tous les 3 mois }-\ 7 Scanner ou IRM ‘
= Stable ‘ Image typique ‘
,| / _//
ification d’ f Non
MOC;!.I]CIC.EI’EIDH d’aspect | Diagnostic de
Ou / taille /

Biopsie ou CHC
autre imagerie

Figure 9 : Surveillance d’un nodule hépatique [inspiré de Stigliano et al., 2007] (71)

7) Surveillance

7.a) Criteres pronostics

Il n’y a pas de consensus sur la classification pronostique a utiliser. L’Association
européene pour I’étude du foie EASL (European Association for the Study of the Liver) ou
I’organisation européenne pour la recherche et le traitement des cancers EORTC (European

Organisation for the Research and Treatment of Cancer) recommandent une €chographie
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chaque semestre pour le dépistage chez les patients atteints de cirrhose sans dosage de
I’alpha-foetoprotéine. Ces mesures permettent le diagnostic a un stade curable dans plus de
70% des cas [EASL 2012 ; TNCD 2011] (62) (72).

L’AASLD (4American Association for the Study of Liver Deseases), 1’association
américaine pour I’étude des maladies du foie, quant a elle, rédige les critéres de surveillance
apres diagnostic d’une cirrhose :

-Masse <lcm : échographie tous les 3-4 mois
-Masse entre 1 et 2 cm : scanner + IRM sinon biopsie
-Masse> 2c¢m : scanner ou IRM + AFP sinon biopsie

Les méthodes alternatives Fibrotest®, Fibrometre®, Hepascore®, Fibroscan®

validées par ’HAS sont non-invasives, et diagnostiquent les cirrhoses induites par le VHC,

mais ne sont pas encore validées pour le CHC [HAS, 2013] (73).

8) Traitement
Les patients diagnostiqués a un stade précoce peuvent avoir une survie a 5 ans
supérieure a 70% apres transplantation et résection. En revanche, les patients diagnostiqués
tardivement sont ¢éligibles uniquement pour des traitements palliatifs et I’espérance de vie est

inférieure a 1 an [Bruix et al., 2011] (54).

8. a) Transplantation hépatique (TH)

Il s’agit de I'ablation totale du foie suivie du remplacement par un greffon sain apres déces
d’un donneur ou, plus rarement, issu d’un donneur vivant cédant une partie de son foie. Elle
permet de supprimer a la fois la tumeur mais aussi la cirrhose. C’est donc le seul traitement
curatif du CHC car la greffe prévient les rechutes et procure une survie a long terme.

D’apres le rapport d’activité de I’agence de biomédecine en 2014, le CHC représente 38%
des indications de transplantation hépatique. Cette méme année, le nombre de candidats a la
greffe hépatique en France était de 2,4 pour un greffon disponible alors qu’elle n’était que de
1,8 en 2007. La progression du CHC aggrave cette pénurie. Les délais d’attente s’allongent a
plus de 7 mois depuis 2012 ; 7 mois pendant lesquels la pathologie progresse. C’est pourquoi
le recours aux traitements anti-tumoraux s’accroit [Clavien et al., 2012] (74).

La promotion de la greffe partielle a partir de donneurs vivants pourrait pallier a ce
manque mais les patients ont rarement des donneurs potentiels dans leur entourage
probablement en raison du risque encouru lors du don : 0,5% de déces [Cherqui et al., 2002]

(75).

40



Les critéres de Milan, déterminant si un patient peut prétendre a une greffe, prennent
en compte la taille tumorale et le nombre de nodules et permettent de réduire le taux de
récidives apres transplantation hépatique a 20%. En raison du faible nombre de criteres
intégrés, le score obtenu est controversé. Depuis 2012, le « score AFP » qui combine des
critéres radiologiques et la concentration sanguine en alpha-feetoprotéine (AFP) est également
utilisé (Tableau 1). Le patient peut bénéficier d’un downstaging (reclassification) si une
réévaluation est effectuée le semestre suivant. Un score supérieur a 2 présage d’un risque de

rejet dans prés d’un cas sur deux et écarte la transplantation.

0

Taille <3cm

3-6cm 1
> 6cm 4
Nombre de <3 0
nodules >4 2
AFP (ng/ml) <100 0
100-1000 2

> 1000 3

Tableau 1 : Paramétres de calcul simplifié du score AFP [Duvoux et al., 20121 (76)

8. b) Résection hépatique

Malgré sa simplicité et son faible colit, la résection hépatique doit étre effectuée
uniquement dans les centres spécialisés. Il s’agit de retirer la tumeur avec une marge de tissu
non tumoral de plus d’1cm. La ccelioscopie est préférable a la laparotomie [Gigot et al., 2002]
(77). Les patients pouvant bénéficier de cette chirurgie doivent avoir une fonction hépatique
conservée (cf chapitre 1.D.3) et un CHC de petite taille et superficiel (Child-Pugh A,
MELD<10). Le score de MELD permet d’évaluer la gravité de la pathologie hépatique
chronique. 11 est calculé selon une formule qui prend en compte les paramétres suivants : la
bilirubinémie, I’INR, la créatininémie et I’étiologie. Le risque opératoire reste €levé : une
mortalité inférieure a 10% et une morbidité jusqu’a 50%. Les complications post-opératoires
sont courantes : hémopéritoine, IHC, hémorragie, infections. En effet, le foie cirrhotique, par
définition, a perdu sa capacité de régénération [TNCD 2011] (72).

L’intervention consiste si possible en une segmentectomie et/ou sous-segmentectomie

pour pallier a la dissémination portale et éviter les métastases. De nos jours, 65% des patients
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ont une survie a 5 ans [Lim et al., 2012] (78). Mais cette méthode ne prévient pas I’apparition

d’une tumeur de novo.

Calcul du score de Child-Pugh

1 point 2 points 3 points
Absente Grade [ et I1 Grade 111 et IV

Encéphalopathie (grade)

Absente Minime Modérée
> 35 282435 <28
> 50 40 a 50 <40

-entre 5-6 points : classe A

-entre 7-9 points : classe B
-entre 10-15 points : classe C
Tableau 2 : Calcul du score de Child-Pugh

8. ¢) Traitements percutanés

Les traitements percutanés visant a une destruction locale de la tumeur étaient
autrefois chimiques : alcoolisation et acétisation [Bruix ef al., 1999] (79). L’alcoolisation
consistait a injecter directement de I’éthanol a 90% au sein de la tumeur pour provoquer une
nécrose. En contrepartie de ses bons résultats, il y a nécessité¢ d’effectuer plusieurs séances
[Ebara et al., 2005] (80). Les traitements chimiques laissent place désormais a de nouvelles
techniques physiques.

Pour la radiofréquence, I’hospitalisation est de courte durée (<48h) et se fait sous
anesthésie générale. Cette ablation thermique consiste a introduire une électrode au sein de la
tumeur et la porter a des températures entre 60 et 100°C grace a un courant de 60 a 200W
délivré in situ pendant quelques dizaines de minutes. Le guidage se fait sous imagerie.
Contrairement aux méthodes chimiques, une seule séance peut suffire. De la méme fagon, on
peut utiliser les micro-ondes. Ici encore, la nécrose thermique n’est applicable que pour des
tumeurs de taille réduite (<4cm). Contrairement a la résection, cette technique est applicable a
des tumeurs de localisation plus profonde. Son risque est la dissémination de la tumeur sur le
trajet de ponction [Livraghi ef al., 2000] [Kalra et al., 2015] (81) (82).

Les techniques chirurgicales sont potentiellement curatives. Pour des tumeurs uniques
inférieures a deux centimétres il n’y aurait pas de différence entre les médianes de survie a 1
ou 2 ans entre la résection chirurgicale et 1’ablation (radiofréquence) [Takayama et al., 2010]

(83). Aucune étude n’a encore clairement mis en évidence la supériorité de 1’une sur I’autre.
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8.d) La radioembolisation

Le flux sanguin qui alimente la lésion hépatique provient quasi-exclusivement de
I’artere hépatique (80%). La radioembolisation procéde de la pose d’un cathéter dans 1’artére
fémorale que 1’on fait remonter jusqu’a I’artére hépatique. Puis I’on injecte des microsphéres
chargées d’un élément radioactif: I’Yttrim-90. Grace a leur densité proche de celle des
hématies, elles vont transiter jusqu’aux micro-vaisseaux proches de la tumeur. Une dosimétrie
pré-implantation effectuée une semaine avant 1’intervention permet au radiophysicien de
calculer la dose a injecter. Les sphéres peuvent étre en résine ou en verre, et la préparation des
solutions contenant ces sphéres est du ressort du radiopharmacien. Une scintigraphie post-
implantation controle, le jour méme, la localisation de cette radioactivité de type rayonnement
3. Les billes vont provoquer des radiations pendant plusieurs semaines et détruire la tumeur
localement. Une embolisation permettant de fermer les autres artéres autour de la tumeur
permet d’éviter la dissémination des billes. Les modalités de recours a la radioembolisation ne

sont pas encore clairement référencées [Salem et al., 2011] (84).

Tumeur
Microspheres a |90y
(artére hépatique)

Aorte
abdominale

Cathéter ’,
(artere fémorale)

Figure 10 : Traitement par radioembolisation

8. e) Chimioembolisation

Le BCLC (Barcelona Clinic Liver Cancer) est un systeme de classement international
des patients atteints de CHC composé de 5 classes : 0, A, B, C, D. Ces classes sont fonction
du statut tumoral : nombre, taille, invasion vasculaire, N1 (ganglions), M1 (métastase); de la

fonction hépatique (score de Child-Pugh) et de I’état général. La chimioembolisation
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transcathéter artérielle (TACE) est recommandée pour les patients de stades intermédiaires B.
Ce traitement palliatif permet d’éviter 1’échec postopératoire [Song, 2015] (85).

Comme pour la radioembolisation, il s’agit de poser un cathéter fémoral vers 1’artére
hépatique guidé par radiologie, par lequel un traitement chimiothérapique sera injecté
(anthracyclines, SFU, cisplatine...). Les molécules vont se fixer sur les cellules environnantes
grace a un adjuvant hydrophobe et radio-opaque : le lipiodol. Ce vecteur est composé d’esters
éthyliques d’acides gras iodés d’huile d’ceillette.

Le Lipocis® (laboratoire Cisbio international), lipiodol radioactif a I’lode 131 [Lau et
al., 2008] (86), quant a lui, n’est plus utilis¢é en raison de sa toxicité pulmonaire. Les
cytotoxiques seront a 1’avenir chargés sur des microsphéres pour une meilleure
biodisponibilité.

La encore, une embolisation de 1’artére hépatique temporaire concomitante est
effectuée, si possible, pour compartimenter la chimiothérapie. Ce traitement peut étre répéte,
mais méme s’il s’agit de la technique la plus utilisée en France, la chimioembolisation fait

encourir un risque d’ischémie des organes digestifs voisins.

8.f)  La chimiothérapie IV ou VO

Seuls 25% des patients peuvent bénéficier d’un traitement curatif. D’autres techniques
sont développées a visée palliative mais leur efficacité reste trés médiocre en raison de leur
toxicité sur un foie déja fragilisé. Le tamoxiféne, les anti-androgénes, ou encore ’interféron
n’ont pas prouvé leur efficacité [Bruix et al., 2011] (54). Aucune chimiothérapie de référence
n’existe pour le traitement des formes évoluées.

Le Sorafénib Nexavar® (laboratoire Bayer Schering) est un inhibiteur multi-tyrosine
kinase ayant un effet antiangiogénique. C’est le seul médicament a bénéficier d’'une AMM en
2007 sur le CHC comme traitement palliatif ; a I’international, son utilisation est approuvée
par la FDA (Food and Drug Administration). Néanmoins, son colit et ses effets indésirables
(diarrhées, hypertension artérielle, asthénie, syndrome main-pied) limitent son utilisation. Son
association au brivanib, a I’erlotinib ou au bevacizumab s’est avérée vaine [Yau ef al., 2012]
(87).

8. g) L’immunothérapie

Chez le feetus, c’est le foie qui joue le réle du thymus, encore immature. De ce fait, il
conserve quelques propriétés d’organe lymphoide dont un mécanisme qui lui permet
d’échapper a I'immunosurveillance de I’hote par activation du TGF-f1 et de I'IL-10
(Interleukine 10). Ces facteurs et cytokines protégent les cellules cancéreuses hépatiques de

I’apoptose et permettent leur différenciation et I’angiogenese.
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De nouvelles thérapies, appelées immunothérapies, utilisant les propriétés immunes du
foie sont en cours d’expérimentation. Le premier vaccin anti-AFP contient 4 peptides de
I’AFP et permet de générer une réponse des lymphocytes T a ces peptides. D’autres vaccins
(anti-GPC3), des anticorps contre des inhibiteurs de point de controle (anticorps PD-1/CTLA-
4) et la transfusion autologue de cellules immunitaires (ACT) en phase d’essais cliniques sont
prometteurs, surtout de fagon combinée [Hong et al., 2015] (88).

L’unité Inserm UMR991 « Foie, Métabolisme et Cancer » en partenariat avec 'UMR
6226 CNRS, [linstitut des sciences chimiques de 1’universit¢ de Rennes 1 travaille
aujourd’hui sur la possibilit¢ d’utiliser les nanoparticules pour le traitement du CHC. Un
groupe s’intéresse plus précisément a la captation de dérivés poly(acide-malique) par des
cultures d’hépatomes. Les nanoparticules constituent une piste intéressante a explorer dans de

nombreux domaines et particuliérement dans I’hépatocarcinome [Loyer et al., 2016] (2).
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Altération génétique et cancer : application au CHC

1) Cancer : définition

Une cellule cancéreuse se définit comme un clone cellulaire génétiquement instable
ayant une prolifération anarchique échappant au contrdle des mécanismes de régulation
habituels assurant I’homéostasie. Elle possede six caractéristiques principales : autonomie de
prolifération incontrélée indépendante des signaux de croissance endogénes et exogenes,
résistance aux inhibiteurs de croissance, a I’apoptose et aux mécanismes de réparation de
I’ADN, capacité¢ d’angiogenese, de métastase et d’immortalité. Cette immortalité peut &tre
conférée par une anomalie au niveau des télomeres et notamment des enzymes télomérases
qui seront décrites ci-dessous. Les lignées cellulaires continues utilisées comme modele en
recherche ont pour la plupart une origine cancéreuse. A partir de ces premiers événements
d’initiation, il faut attendre 30 divisions pour que la tumeur soit cliniquement détectable

[Hanahan ef al., 2000] (89).

2) Processus de carcinogénése

5% des cancers ont une origine héréditaire, c’est-a-dire la transmission d’une
altération génétique constitutionnelle. C’est le cas notamment pour le syndrome sein-ovaire et
le syndrome de Lynch prédisposant aux cancers colorectaux. Dans ces syndromes, on observe
un exces de cas au sein d’une méme famille par rapport a la fréquence moyenne observée
dans la population générale, avec des formes précoces et des localisations multiples. Les
autres cancers sont sporadiques.

Une seule altération de I’ADN ne suffit pas a provoquer le développement tumoral, il
s’agit d’une accumulation d’événements indépendants. Les anomalies extrinseques peuvent
étre génétiques ou épigénétiques. Au total, plus de 300 geénes peuvent étre impliqués dans la
carcinogénese. Ces anomalies apparaissent 90% du temps dans les cellules somatiques. Une
instabilité génétique, souvent liée a des anomalies chromosomiques, caractérise €galement les

cellules cancéreuses.

3) Instabilité chromosomique dans le CHC
Dans le CHC, les aberrations et instabilités chromosomiques sont plus couramment
rencontrées lorsque la tumeur est liée a une hépatite virale B ou C. Les altérations génétiques
structurales comme les amplifications ou les délétions de genes voire d’une partie d’un
chromosome se développent progressivement durant [’hépatite chronique et sont plus
abondantes dans les nodules cirrhotiques et les tumeurs. Les techniques de CGH array

(Comparative Genomic Hydridization) ou ACPA en francais (Analyse Chromosomique sur
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Puce a ADN), anciennement LOH (Loss Of Heterozygosity) de I’ADN du CHC ont montré¢ la
présence d’instabilit¢é chromosomique dans 80% des tumeurs associées au VHB. Les plus
courants sont des gains de chromosomes entiers ou partiels (brin court « p » ou brin long
«g»):1q,5,6p,7,8q, 17q et 20 autant que des pertes : 1p, 4q, 6q, 8p, 13q, 16, 17p et 21. Le
gain de copie du locus 8q24 conjointement a une surexpression du géne c-myc situé sur cette
région a été significativement associé aux hépatites et a la cirrhose alcoolique, mais pas aux
CHC sporadiques. Ceci suggere que les CHC pourraient étre classés en différentes classes

génétiques en fonction de leurs étiologies [Tornesello ef al., 2013] (90).

4) Anomalies génétiques

Les genes fréquemment impliqués sont les oncogenes et les génes suppresseurs de
tumeurs qui controlent essentiellement le cycle cellulaire et les génes de réparation de I’ADN.
Les oncogenes peuvent étre de type : facteurs de croissance et leurs récepteurs, agents de
transduction des signaux de prolifération, facteurs de transcription... Un adduit a I’ADN peut
étre provoqué par des agents endogenes ou exogenes. Les facteurs de risques peuvent étre de
nature chimiques (agents alkylants, amines aromatiques, hydrocarbures, aflatoxine BI,
chlorure de vinyl, nitrosamines), physiques (rayons X, UV), hormonaux, ou encore
microbiologiques (infection virale, parasitaire ou bactérienne).

En effet, certains virus eux-mémes peuvent avoir un pouvoir oncogene, il s’agit de
virus & ARN ou ADN qui s’intégrent au génome humain lors du passage a la chronicité,
comme par exemple : le virus HTLV (pourvoyeur de lymphomes et leucémies), le VIH
(Sarcome de Kaposi), le Papillomavirus (cancer du col de 1’utérus), le virus Epstein-Barr
(lymphome de Burkitt), et les virus des hépatites. Il en va de méme pour certaines bactéries :
Helicobacter pylori (carcinome gastrique) et parasites : Schistosoma haematobium (tumeur
vésicale).

Les changements dans I’ADN provoqués par ces agents a risque peuvent étre des
mutations (ponctuelles ou non), délétions chromosomiques, translocations, amplifications et
réarrangements géniques.

Les mutations peuvent également é&tre des substitutions : remplacement d’un
nucléotide par un autre ; des délétions : suppression d’un ou plusieurs nucléotides ; des
insertions : addition d’un ou plusieurs nucléotides. La délétion d’un nombre de nucléotides
n’étant pas un multiple de trois va décaler le cadre de lecture (frameshifting), provoquant tres
souvent I’occurrence in fine d’un codon stop précoce et donc la production d’une protéine
tronquée. Une délétion d’un multiple de trois nucléotides mene a une protéine dépourvue d’un
ou plusieurs de ses acides aminés. Au-dela, de plus grandes délétions peuvent provoquer la

suppression d’un exon entier, de plusieurs exons, voire d’un gene entier.
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Certaines mutations peuvent étre synonymes ou silencieuses : codant pour le méme
acide aminé dans le code génétique ; faux-sens : codant pour un acide aminé différent ; non-
sens : menant a un codon stop. D’autres mutations, dans les introns par exemple, peuvent
avoir un impact sur la traduction en compromettant 1’épissage alternatif ou la fixation de
régulateurs, surtout a proximité d’un des motifs consensus d’épissage en fin ou en début
d’intron. A titre d’exemple le triplet ATG, codant pour une méthionine, est en général le
premier codon a étre traduit sur le premier exon, une modification touchant ce triplet ou son

environnement est quasiment toujours délétere.

5) Mutations fréquentes dans le CHC

Dans cette étude, nous avons choisi d’étudier deux hotspots de mutation dans le CHC :
TERT et CTNNBI, dont la pertinence sera démontrée dans les paragraphes suivants.

Les autres geénes connus comme étant mutés de fagon récurrente dans le CHC sont :
TP53 (Tumor Protein p53), ARIDIA (AT-rich interactive domain), ARID2, RPS6KA3
(Ribosomal Protein S6 Kinase Polypeptide 3), NFE2L2 (Nuclear Factor Erythroid 2-like 2) et
KEAPI (Kelch like-ECH-Associated Protein 1). Cependant, ces génes ne sont pas mutés dans
les CHC précoces, et ne sont donc pas des candidats idéaux pour le développement d’une

méthode de diagnostic précoce.

Risk Prengoplastic Malignant
factors lesions CTNNB1 fumour
ARIDTA
Male ARIDZ
HBV - - — = k,,‘?e@K@a.)
HCV TP53
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Cirrhotic macronodules mutations HCOC
T r
ERT promota 25 o 65 6
mutations
Hepatocellular carcinoganesis in cirrhotic ground
Risk Benign Malignant
12Ctors tHmoLrs {umours
Female CTNNEBT
Oral _lLesT > CTNNB1 S
contracegtion STAT3
fae | HGNAS
Androgen
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mutations % A LA
Hepatocellular carcinogenesis in normal liver

Figure 11 : Génes impligués dans la carcinogénése hépatique [Nault et al., 2013] (91)
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5.a) TERT
TELOMERASE

Découverts en 1971 par un biologiste russe Aleksei Olovnikov, les télomeres (zelos .
terminal ; meros : segment) se définissent comme des régions d’ADN non codant répétitives
qui régissent I’intégrité chromosomique. Il s’agit de séquences riches en guanines, de 5 a 8
pb, répétées en tandem aux extrémités des chromosomes des eucaryotes. Chez les vertébrés,
le motif de ces complexes nucléoprotidiques est : TTAGGG. Ils peuvent étre répétés des
centaines de fois allant de 3 a 20 kilobases et se terminent par une extrémité 3’ simple brin.
Les télomeres coiffent et protégent 1’extrémité des chromosomes de la dégradation au cours
des cycles de réplication. Les télomeres sont eux-mémes protégés par un complexe Shelterin
visant a inhiber les mécanismes de réparation des dommages a ’ADN qui pourraient les
confondre avec une cassure double brin.

Le maintien de la longueur des télomeres est dépendant de 1’expression d’une
holoenzyme appelée télomérase. Celle-ci a pour role d’ajouter des unités répétitives a la fin de
chaque cycle de réplication. Sans activité télomérasique, les télomeres raccourcissent a
chaque division cellulaire. En effet, ’ADN polymérase est incapable de répliquer les
extrémités 3’ des chromosomes. C’est 'un des signes majeurs du vieillissement cellulaire,
découvert par Hayflick en 1965. Il démontre que le nombre de divisions possibles dans la vie
d’une cellule avant d’entrer en sénescence est limité a 52 pour ’Homme. Lorsque que le
raccourcissement des téloméres devient critique, une cascade de signalisation cellulaire
impliquant les protéines p53 et p21 est activé et engendre inéluctablement la mort cellulaire.
C’est la limite de Hayflick [Hayflick et al., 1965] (92). 1l est cependant important de noter

que la téelomerase n’est inactive que dans les cellules en phase terminale de différentiation.

Telomerase

RNAtemplate s A i ¢ ¢ ¢ A B
DNA TTA . a ‘ ‘

Nucleotides

Figure 12 : Activité enzymatique d’une télomérase [Kyell et al. , 2011] (93)

Plus tard, la capacité des cellules issues des lignées cellulaires cancéreuses a se diviser
indéfiniment viendra nuancer cette théorie. Elle est attribuée a 1’hyperactivation de la
télomérase, présente dans les cellules cancéreuses mais pas dans les cellules normales [Zhang
et al, 1999] (94). Ainsi, les cellules cancéreuses conservent leur capacité

d’autorenouvellement. Un mécanisme moléculaire indépendant de la télomérase, ’ALT
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(Alternative Lengthening of Telomerase) peut également étre impliqué, si bien que plusieurs

voies sont possibles pour I’immortalisation des cellules cancéreuses [Killela et al., 2013] (95).

LE PROMOTEUR TERT

TERT est un gene localisé sur le chromosome 5 (5pl15-33), qui code pour la
transcriptase inverse de la télomérase (TElomerase Reverse Transcriptase). Au cours de la
transformation maligne, de nombreuses altérations génétiques s’accumulent a ce niveau. Avec
le composant ARN de la télomérase TERC (Telomerase RNA Component), ils promeuvent
I’élongation des télomeres et la prévention de 1’érosion chromosomique in vitro.

La dérégulation des télomérases est ubiquitaire dans les tumeurs humaines avec plus
de 90% des cancers présentant une hyperactivation de cette enzyme. Une augmentation
d’activité ou une réactivation de TERT est connue comme étant une condition fondamentale
pour la transformation cancéreuse mais les mécanismes sous-jacents restent mal compris. Il
existe deux moyens de maintenir la longueur des téloméres : une régulation épigénétique de
I’activité télomérasique similaire a celles des cellules souches capables d’autorenouvellement
et des mutations somatiques du promoteur de 7ERT [Heidenreich et al., 2014] (96).

Ces mutations sont trés fréquemment présentes dans les pathologies dermatologiques.
C’est d’ailleurs dans les mélanomes qu’elles ont pour la premiére fois été recensées, puis dans
le sarcome dermique pléiomorphe, le liposarcome et les carcinomes basocellulaires. Elles ont
ensuite ¢été mises en relief dans d’autres cancers tels que les tumeurs biliaires, urothéliales,
thyroidiennes, les gliomes, les mésothéliomes et plus récemment dans le cancer hépatique.
Des mutations de TERT peuvent avoir lieu dans d’autres types de cancers mais avec une
fréquence bien moindre [Vinagre et al., 2013] (97). En effet, on considere qu’elles ont lieu
principalement dans les tumeurs dérivant de tissus composés de cellules différenciées avec un
faible potentiel d’autorenouvellement.

Au cours de la carcinogénese hépatique, les mutations ponctuelles sont principalement
retrouvées au niveau de deux centres de mutagénese ou hotspots. Le premier est situé -124 pb
et le second a -146 pb en amont du codon d’initiation ATG du géne TERT, et sont porteurs de

substitutions G>A ou plus rarement G>T.
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Figure 13 : Mutations somatigues du promoteur TERT [Nault et al., 20131 (91)

Plus précisément, la plus fréquente des mutations est celle située en -124. Dans 1’étude
de Nault en 2013, 93% des CHC étaient mutés G>A (soit 166 cas) et 1% G>T (soit 2 cas) a
cette position. Sur le second hotspot, 6% (soit 11 cas) étaient mutés G>A (Figure n° 13). Ces
deux hotspots étant mutuellement exclusifs, aucune tumeur ne présentait les deux mutations
de fagon concomitante. En effet, ces mutations engendrent une séquence consensus de liaison
ETS-TCF (E-Twenty Six-Ternary Complex Factor) de type CCGGAA qui suffit a
I’expression de TERT. Contrairement aux mélanomes, nous ne retrouvons pas de mutation en

tandem de type GG>AA qui sont typiques des mélanomes induits par les rayons ultra-violets.

Le promoteur de 7ERT est I’élément de régulation le plus important pour 1’expression
de la télomérase. Sa forte teneur en GC autour du site d’initiation de la transcription permet
une régulation épigénétique via la méthylation des ilots CpG et des modifications de la
chromatine.

Il contient un cceur de 260 pb qui peut étre la cible de nombreux facteurs de régulation
et est dépourvue d’une boite TATA ou de séquence similaires. Parmi ces facteurs, on compte
c-myc et d’autres oncogenes, hormones et cytokines qui peuvent se fixer sur les boites GC et
E. La boite GC possede une séquence GGGCGG située 50 nucléotides en amont du gene,
quand a a boite E ou E-box (Enhancer Box) sa séquence spécifique est un palindrome de type
CANNTG (ou N peut étre n’importe quel nucléotide). La mutation sur le promoteur de TERT
augmente la prolifération cellulaire, diminue 1’apoptose, régule la réponse aux dommages de
I’ADN, régule le statut chromatinien et allonge la durée de vie cellulaire.

Dans la majorité des cas, les mutations germinales sur TERT sont liées a la cirrhose.

Une réactivation télomérasique est alors nécessaire a la progression tumorale.
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L’équipe de Nault met en évidence une prévalence de 59% de mutations sur le
promoteur 7ERT chez les patients atteints de carcinome hépatocellulaire. Elle est présente
dans 6% des dysplasies de bas grade, 19% des dysplasies de haut grade, 61% des CHC
précoces et 42% des CHC évolués.

La chronologie des 1ésions malignes passe d’abord par le nodule dysplasique de bas
grade, puis de haut grade, s’ensuivent le CHC précoce et le CHC avancé. Sur le plan
immunohistochimique les pathologistes ont développé trois marqueurs permettant de
distinguer les CHC précoces des nodules dysplasiques de haut grade (HDGN): GPC3
(Glypican 3), GS (Glutamine Synthase) et HSP70 (Heat Shock Protein 70).

La mutation du promoteur de TERT est donc la plus fréquente et la plus précoce des
altérations génétiques récurrentes identifiées dans les cirrhoses prémalignes. De plus, son
implication dans le processus de transformation maligne de la cirrhose est avérée. Les
mutations sur le promoteur du géne TERT sont donc de bons biomarqueurs d’identification
précoce de CHC chez les patients a risque. Le promoteur de TERT est 1’altération génétique la
plus fréquente dans le CHC, le premier géne muté de facon récurrente dans les 1ésions

cirrhotiques prénéoplasiques et 1’étape finale de la transformation maligne de I’adénome.

Les données épidémiologiques concernant les mutations sur le promoteur TERT
montrent que dans le CHC, leur fréquence est supérieure chez les patients de sexe masculin
présentant un taux faible d’AFP sérique, une petite tumeur (<5cm), une mutation du gene
CTNNBI, et qui sont sans lien avec le virus de I’hépatite B. Une étude de 2014 montre que les
mutations sur le promoteur TERT apparaissent plus fréquemment sur les CHC liés au virus de
I’hépatite C. L’absence d’infection a 1’hépatite B est d’une maniere générale associ¢e de
fagon significative a la présence de mutation sur le promoteur 7ERT. Ces données suggérent
que ces facteurs étiologiques seraient impliqués dans les différents mécanismes de maintien
des télomeres durant la carcinogénése [Chen ef al., 2014] (98).

Le faible taux de mutation TERT chez les patients VHB peut s’expliquer par une
différence dans le mécanisme de carcinogéneése, la transcription de la télomérase étant induite
par I’insertion de I’ADN viral du VHB. Dans notre cohorte environ 40% des patients
présentaient une sérologie positive pour 1’hépatite C et 20% pour 1’hépatite B. Ce qui est
représentatif des CHC dans la population japonaise. Les tumeurs des 14 patients dont I’ADN

circulant a été étudi¢ mesurent de 14 a 130 mm (Tableau 16 §Résultats.A.1).
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5.b) CTNNBI (f-caténine)
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Figure 14 : Voie de signalisation de la famille Wnt

La famille Wnt, telle qu’on la nomme, est une somme de glycoprotéines sécrétées qui
constituent I’un des mécanismes les plus fondamentaux qui régissent la polarité cellulaire, la
prolifération cellulaire et le sort des cellules dans I’embryogénése et I’homéostasie tissulaire.
Toute mutation dans cette voie peut étre la cause d’une anomalie congénitale ou d’un cancer.
La voie canonique de la famille Wnt régule le coactivateur transcriptionnel de la B-caténine
qui controle les programmes d’expression des genes développementaux clés. Cela fait 20 ans
que cette signalisation Wnt/B-catenine est étudiée [De la Coste et al, 1998] (99). Sans
expression de Wnt, la protéine cytoplasmique B-caténine est dégradée par le complexe AXIN.
Ce complexe est composé par la protéine axine, le produit du gene suppresseur de tumeur
APC (Adenomatous Polyposis Coli), de la caséine kinase 1 (CK1) et de la glycogene synthase
kinase (GSK3). CK1 et GSK3 sont capables de phosphoryler la région terminale de la -
caténine (Figure n° 14). De cette manicre, la B-caténine peut subir une ubiquitination et une
dégradation par le protéasome. L’¢limination constante de la B-caténine empéche celle-ci
d’atteindre le noyau et par 1a, sa cible Wnt [Mac Donald ef al., 2009] (100).

Quand un ligand Wnt et Fizzled (Fz), un récepteur transmembranaire a 7 hélices, se

lient avec le co-récepteur LRP6 (Low-Density Lipoprotein Receptor related Protein 6) : la
53



voie Wnt/ B-caténine est activée. Ce complexe recrute la protéine de matrice Dishevelled
(Dvl) et la phosphorylation de LRP6 a lieu. Le complexe axine est ensuite recruté jusqu’au
récepteur. Ce phénomene conduit a I’inhibition de la phosphorylation de B-caténine médiée
par ’axine ce qui stabilise cette derniére. Dés lors, la B-caténine s’accumule au sein du
cytoplasme et parvient jusqu’au noyau pour se fixer & TCF (7T-cell specific Transcription
Factor) et la famille LEF (Lymphoid Enhancer-binding Factor). Ainsi elle active 1’expression
des génes cibles de Wnt.

La B-caténine controle le maintien de 1’adhésion cellule-cellule, la quiescence des
cellules stellaires hépatiques, le phénomene de zonation, la signalisation tyrosine kinase et
I’expression des régulateurs du cycle cellulaire tels que la cycline-D1, primordiale pour la
prolifération cellulaire, de méme que I’oncogéne c-myc [Nejak-Bowen et al., 2010] (101). Ce
phénomene est amplifié par le fait qu’en plus de phosphoryler la B-caténine, les deux
phosphorylases GSK3 et CK1 phosphorylent I’axine et APC. Ceci conduit a une
augmentation de la fixation de I’axine et ACP a la B-caténine ce qui augmente la
phosphorylation et la dégradation de cette derniére.

La voie de signalisation Wnt joue un rdle dans la pathobiologie du foie, en dépit du
fait qu’il soit quiescent la plupart du temps chez l’adulte. Cette voie cruciale dans le
développement de l’organe régule également le processus de prolifération cellulaire, de
survie, de différenciation et de régénération hépatique normale ou anormale. Une activation
aberrante peut mener a une tumeur : un hépatoblastome ou un CHC, étudié ici.

Récemment, il a été montré que parmi les tumeurs bénignes, les adénomes qui portent
des mutations activatrices du gene CTNNBI sont plus a risque de transformation maligne et
au développement d’'un CHC sur un foie normal, méme si une mutation sur CTNNBI ne suffit
pas au développement de ce type de tumeur [Nault et al., 2013] (91).

A titre d’exemple, chez les souris transgéniques de type c-myc/TGF-8 et c-myc/E2F1
servant de modele pour le CHC, D’activation de la voie de signalisation Wnt/p-caténine
provoque une carcinogénese accélérée ou agressive. Cette activation apparait dans les stades
les plus précoces de la carcinogénese [Calvisi et al., 2001-2005] (102) (103). De plus, la
moitié des souris transgéniques mutées sur c-myc ou H-ras présentaient soit une mutation
ponctuelle, soit une délétion dans le géne de la B-caténine [De la Coste ef al., 1998] (99).

Dans les carcinomes hépatocellulaires, les mutations dans la télomerase transcriptase
inverse et les mutations activatrices de la B-caténine (CTNNBI) sont associées de facon
significative méme si aucun mécanisme par lequel elles pourraient s’influencer directement

n’est connu [Nault ez al., 2013] (91).
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C’est pourquoi nous avons estimé que la qualification et la quantification des
mutations au sein de ces deux cibles dans le plasma de patients atteints de CHC était

pertinente.

6) Anomalies épigénétiques

En grec, epi signifie « sur, au-dessus ». Les cellules somatiques d’un méme individu
ont le méme génome mais différent de par leurs caractéristiques épigénétiques. Les
modifications épigénétiques regroupent entres autres la méthylation de I’ADN au niveau des
ilots CpG, les modifications post-traductionnelle des extrémités des histones, ainsi que les
changements de variants d’histones, et peuvent étre régulées par I’intervention d’ARN non-
codants. C’est un processus biologique normal qui influe sur la régulation de 1’expression des
genes et sur ’architecture de la chromatine au sein des cellules eucaryotes. La séquence
d’ADN en elle-méme n’est pas modifiée, mais 1’épigénome qui lui est associé est héritable
d’une division cellulaire a I’autre [Berger ef al., 2009] (104).

Dans le noyau, la chromatine existe sous deux conformations différentes :
I’euchromatine et 1’hétérochromatine. L’euchromatine est une conformation ouverte et
décondensée qui correspond généralement aux régions transcriptionnellement actives. A
I’inverse, I’hétérochromatine est la forme condensée, resserrée ne permettant que peu ou pas
de transcription. L’hétérochromatine constitutive est toujours sous forme compacte et
correspond généralement a des régions riches en séquences répétitives, notamment les
téelomeres. L’hétérochromatine facultative garde son potentiel de transcription de par la
possibilité d’étre décondensée en euchromatine en cas de besoin [Woodcock et Ghosh, 2010]
(105).

Les modifications chromatiniennes jouent donc un réle crucial dans le développement
des mammiferes, et la présence d’aberrations dans ce systéme peut conduire a de nombreuses
pathologies. En effet, lors de la tumorigénése, le modele épigénétique global est caractérisé
par une vaste hypométhylation des régions riches en séquences répétitives et une

hyperméthylation locale des régions géniques associées aux ilots CpG.

6.a) Lesilots CpG
Un site CpG (Cytosine-Phosphate-Guanine) est un dinucléotide CG. Ces dinucléotides

se distinguent des autres de par leur répartition. Ils sont regroupés en fréquence constante en
des amas dits « ilots CpG », séquences d’environ 1 kilobase ou ils représentent plus de 60%
de la séquence. En général, ils sont particuliecrement sous-représentés dans le génome ; en
effet, les méthyl-cytosines subissent fréquemment une mutation menant a une transition de

CpG vers TpG [Gardiner-Garden et al., 1987] (106). C’est pourquoi on ne retrouve que 1% de
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ces motifs, alors que statistiquement, ils devraient constituer de 4 a 6% du génome [Takai et
al., 2002] (107). Une large fraction de ses ilots (37%) est localisée au sein de la région 5’
régulatrice en amont des genes, soit au sein des promoteurs, avec approximativement 60% des
genes constitutifs humains ayant un lot CpG entre -2 kilobases (kb) et +1 kilobase de leur site
d’initiation de la transcription.

Chez les vertébrés, les résidus cytosines peuvent &tre méthylés de fagon post-
réplicative sur le carbone C5 de leur cycle pyrimidique. Cette 5-méthylcytosine est obtenue
par transfert d’un groupement méthyle issu du cofacteur SAM (S-Adénosyl-Methionine ou
AdoMet) par une ADN méthyltransférase (DNMTs). Il en résulte la formation d’un SAH (S-
adénosylhomocystéine) résiduel. Dans la famille des méthyltransférases, quatre membres
peuvent étre impliqués : DNMT1, DNMT3A, DNMT3B, DNM3L [Fernandez al., 2012]
(108). Cette méthylation provoque une inhibition de I’expression du geéne correspondant.
Dans les cellules humaines normales, la majorité des groupements CpG sont méthylés (70%)

[Bestor et al., 2000] (109).
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Figure 15 : Méthylation des cytosines

Les sites de méthylation créent des sites d’ancrage reconnus par des protéines MBP
liant ’ADN méthylé (Methyl-Binding Protein). Elles vont recruter un complexe protéique
contenant des enzymes de modification covalentes des histones comme les histones
désacétylases (HDAC), qui ont la capacité de retirer les groupements acétyles de 1’extrémité
des histones pour rendre 1’hétérochromatine inaccessible au complexe de transcription. Des
complexes co-répresseurs peuvent maintenir cette conformation chromatinienne fermée. Il en
est ainsi des protéines HP1 (Protéine de 1’Hétérochromatine 1), qui se lient avec une haute

affinité aux histones H3 méthylés en K9 (Lysine 9) [Fuks, 2005] (110).
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Figure 16 : Représentation schématigue des facteurs impligués dans la condensation de la
chromatine

Les différentes modifications des histones (acétylation, méthylation, phosphorylation,
sumoylation, ubiquitinylation), loin d’étre mutuellement exclusives, se combinent pour
donner naissance a un « code histonique » au niveau duquel les ARN non-codants jouent un
role majeur qui ne fera pas 1’objet de la présente thése. En effet, seule la méthylation a été
prise en compte au cours des manipulations effectuées. Il en va de méme pour les nombreuses

enzymes qui interviennent dans la régulation de 1’architecture chromatinienne.

6. b) Modifications épigénétiques dans le CHC

RNF135 (Ring Finger Protein 135), est une protéine également connue sous le nom de
Riplet, Reul, MMFD ou encore RIG-I E3. 1l s’agit d’un capteur cytoplasmique de la présence
de virus @ ARN au niveau intracellulaire par un mécanisme de détection des monobrins
négatifs. L ubiquitine ligase est importante pour son activation. Les protéases du virus de
I’hépatite C clivent RNF135, ce qui a pour conséquence l’inhibition de la production de

I’interféron IFN de type 1 [Oshiumi ef al., 2013] (111). Ce geéne code pour une protéine qui
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contient un domaine ring finger (annulaire) connu pour étre impliqué dans les interactions
protéine-protéine et acides nucléiques-protéine, et qui est fréquemment délétée dans la

neurofibromatose [Douglas et al., 2007] (112).

CELF6 (CUGBP, Elav-Like Family Member 6), aussi connue sous le nom de
BRUNOLSG, est une protéine liant I’ARN qui non seulement régule I’épissage alternatif de
I’ARN pré-messager, mais qui est aussi capable d’éditer la séquence ARN messagers au
niveau post-transcriptionnel (C>U). Cette protéine régule également la traduction dans de
nombreux tissus [Ladd et al., 2004] (113). Une erreur dans ce gene peut conduire a la
perturbation des neurones sérotoninergiques, et il a également été montré que CELF6 aurait
un lien avec I’autisme [Dougherty et al., 2013] (114).

Les promoteurs de RNF'135 et CELF6 sont riches en ilots CpG. A ce jour, rien n’a été
publié sur leur implication dans le diagnostic du carcinome hépatocellulaire, mais de toutes
nouvelles données montrent qu’ils pourraient étre des cibles de premier choix. Ces marqueurs
ont été¢ brevetés en 2014 par 1’équipe du laboratoire dans lequel mes expériences ont été
menées [Nagae et al, 2014] (115). C’est pourquoi nous avons décidé¢ d’étudier leur

pourcentage de méthylation sur de I’ADN circulant de patients porteurs d’un CHC.
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Chapitre 2 : ADN tumoral circulant

1) Dénominations

L’ADN circulant est connu sous différentes dénominations, telles qu’acides nucléiques
circulants CNA (Circulating Nucleic Acids), ADN tumoral circulant ctDNA (circulating
tumor DNA), ADN libre ou extracellulaire cfDNA (cell-free DNA) ou encore en anglais small
amounts of circulating nucleic acids in the plasma and serum (cfDNAPS). Parmi ces
dénominations alternatives nous garderons délibérément I’expression d’ADN circulant tout au
long de cette thése qui se réfere a I’intégralité des ADN non encapsulés de la circulation
sanguine. Ils peuvent étre de nature : fragments d’ADN, ADN mitochondrial, ADN ou ARN
viraux, ARNm (ARN messager) ou encore miRNA (microARN) circulant dans le plasma et le
sérum [Gonzélez-Masid et al, 2013] (116). Ils sont présents chez I’Homme et semblent
également conservés a travers les régnes animaux et végétaux [Fleischhacker et al, 2007]

(117).

2) Histoire

Ce sont deux frangais, Mandel et Métais, qui mentionnérent pour la premiére fois le
terme dans un journal dans les années 40 [Mandel et Métais, 1948] (118). Ils mirent en
lumiére la présence d’acides nucléiques libres dans le plasma sanguin chez I’homme. Il a
néanmoins fallu attendre presque 30 ans pour acquérir une meilleure compréhension de ces
fragments d’ADN. Dans les années 70, I’ADN circulant est mis en évidence chez des patients
atteints de maladies auto-immunes [Koffler et al., 1973] (119). Par la suite, une équipe
ameéricaine reportera un taux plus élevé d’ADN circulant dans le plasma des sujets atteints de
cancer pancréatique. Cette méme équipe reporta €galement dans certaines tumeurs une
diminution considérable des quantités d’ADN circulant apreés chimiothérapie ou radiothérapie
[Leon et al, 1977] (120).

L’ADN circulant est retrouvé dans d’autres fluides biologiques tels que 1’urine, le lait
maternel, les lavages bronchiques dépourvus de cellules, 1’ascite, la moelle osseuse, les sucs
gastriques et biliaires, les selles, les fluides lymphatiques, péritonéaux, cérébrospinaux et
prostatiques efc, ¢léments qui ne seront pas développés dans cette thése [Fleischhacker et al.,

2007] (117).

3) Caractéristiques
L’ADN circulant est une molécule double brin de faible poids moléculaire qui est
fragmentée en de courts brins avec une taille moyenne comprise entre 140 et 170 paires de

base (pb). La taille des fragments a été observée des 1998 grace a la microscopie €lectronique

59



[Giacona et al, 1998] (121). Elle peut parfois avoisiner les 70 pb, mais peut aller jusqu’a 30
kilobases.

Il est a noter que ’ADN génomique qui s’enroule autour des 8 histones d’un
nucléosome est d’environ 146 pb (ce qui correspond a un tour trois quart) et la région
internucléosomique est d’environ 60 pb,

La distribution de la longueur des fragments d’ADN circulant posséde un pic
dominant a environ 167 pb qui coincide avec la longueur de I’ADN associ¢é a un
chromatosome. Un chromatosome est constitué du nucléosome associé a une histone de
liaison. Sur les fragments d’une longueur comprise entre 100 et 160pb on note une périodicité
de décroissance d’environ 10,4 paires de bases. C’est a dire qu’en moyenne, I’ADN circulant
est clivé toutes les 10 paires de bases, correspondant au pas de I’hélice, soit la longueur d’un
tour complet d’hélice d’ADN. Les protéines du cceur nucléosomique protégent 1’ADN
circulant du clivage par ’endonucléase DNase 1 : NCP (Nucleosome Core Particule), ainsi
que I’histone de liaison (histone linker), qui protége 20 paires de bases supplémentaires
(147+20 = 167) [Lo et al., 2010] [Snyder et al., 2016] (122) (123).

Le mode¢le de clivage par la DNase I a mis en évidence deux classes dominantes : de
longs fragments associés a un clivage entre les nucléosomes et de courts fragments associés a
un clivage adjacent aux sites de liaison des facteurs de transcription (TFBS : Transcription
Factor Binding Site). Les espaces internucléosomiques nus peuvent étre considérés comme
des sites d’hypersensibilité a la DNase [ (DHS : DNase I Hypersensibility Site) car ils ne sont
pas protégés [Schep et al., 2015] (124).

Figure 17 : Dégradation de ’ADN circulant [inspiré de Lo et al., 2010] (122)

Cet ADN est présent en quantité¢ infime, y compris chez les sujets sains ; seuls 10 a
100 ng/ml soit 10° a 10* copies peuvent étre amplifiés par millilitre de sang, dont seule une
fraction sera potentiellement utile au diagnostic [Wu et al., 2002] (125). Ces fragments sont
libérés sous forme de complexes nucléoprotéiques augmentant leur stabilité. Ces protéines
spécifiques protegent ’ADN de la dégradation par les nucléases présentes dans la circulation

sanguine [Stroun et al., 2000] (126).
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En étudiant la durée de présence d’ADN circulant feetal dans le sang maternel en post-
partum des femmes ayant donné naissance a un gargon (la présence d’ADN du chromosome
Y facilitant le tragage de I’ADN circulant feetal), il a été déterminé que la demi-vie de I’ADN
circulant était de 30 minutes maximum, avec une moyenne de 16,3 minutes [Lo ef al., 1997]
(127). C’est pourquoi il est primordial de centrifuger et de congeler les échantillons dans les
plus brefs délais apres le prélévement sanguin.

Il a été montré que 3,3% de I’ADN total d’une tumeur maligne est introduit dans le
sang quotidiennement. Pour une tumeur de 30g dans laquelle seulement 1,3% des 4000
fragments d’ADN circulant par millilitre de plasma sont porteurs d’une mutation, on estime
que 0,15% d’ADN tumoral est relargué chaque jour dans la circulation [Diehl et al., 2005]
(128). Les répercussions physiologiques de la présence d’ADN circulants d’origine tumorale
dans le sang restent méconnus, mais ils sont 1’objet d’études pour évaluer de possibles

applications en terme de diagnostic.

4) ADN circulant et cancer

Il fallut encore quelques années supplémentaires pour que I’importance de I’ADN
circulant soit reconnue, avec la mise en évidence de la présence de matériel issu de tumeurs
dans le sang : cellules, protéines, acides nucléiques. On ignore encore a partir de quel stade
tumoral ou a partir de quelle taille de tumeur la détection d’ADN tumoral serait quantifiable
avec certitude par les techniques actuelles. La présence, sur cet ADN circulant, de mutations
sur les oncogenes a été reportée pour la premicre fois en 1994 avec le géne K-ras chez les
patients atteints de cancer pancréatique ou colorectal [Sorenson et al., 1994] (129), N-ras dans
le syndrome my¢élodysplasique (MDS) et les leucémies myéloides [Vasioukhin ef al., 1994]
(130). Par la suite, des mutations sur des genes suppresseurs de tumeurs tel que 7P53 ont
également été décelées sur de I’ADN circulant [Gonzalez ef al., 2000] (131). S’ensuivirent de
nombreuses €tudes sur les cancers touchants différents tissus : nasopharyngés, cesophagiques,
gastriques, thyroidiens, hépatiques, rénaux, pulmonaires, cutanés, mammaires, ovariens,
utérins, prostatiques, cérébraux et hématologiques [Stroun ef al., 1989] (132).

Cependant, méme si en moyenne les sujets sains ont une concentration en ADN
circulant plus faible (13 ng/ml de sang ; de 0 a 100 ng/ml), que des sujets atteints de cancer
(180 ng/ml ; de 0 a 5000 ng/ml), les taux ne sont pas constants dans le temps mais fluctuent.

I1 a été montré que ces concentrations étaient plus élevées chez les patients présentant
des métastases que chez ceux présentant une tumeur locale [Anker et al., 1999] (133). De plus
il existe une corrélation entre la concentration d’ADN circulant des patients et le pronostic

dans les cancers pulmonaires. En effet, des concentrations élevées avant traitement sont
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associées a une diminution de la survie. Ceci souligne le potentiel diagnostique de ces
molécules [Sozzi et al., 2001] (134).

Il est important toutefois de noter que ces concentrations peuvent refléter des
processus physiologiques et pathologiques non-spécifiques des tumeurs. En effet, la
concentration d’ADN provenant de tumeurs peut augmenter en cas de diabéte, AVC,
inflammation, infection, auto-immunité, exercice physique intense et chez les patients agés
atteints de pathologies chroniques [Swarup et al., 2007] (135), ces paramétres sont donc a
prendre en compte lors d’un éventuel diagnostic.

Enfin, comme décrit plus haut, des acides nucléiques foetaux peuvent étre retrouvés
dans le sang maternel au cours de la grossesse, ce qui s’aveére utile dans les stratégies de
diagnostic génétique prénatal.

Les altérations de I’ADN circulant peuvent étre de type : mutations ponctuelles,
hyperméthylations de I’ADN, réarrangements chromosomiques, instabilités microsatellitaires
(MI), perte d’hétérozygotie (LOH), intégrations de génome viral et mutations dans I’ADN
mitochondrial.

Elles sont, pour la plupart, identiques a celles que porte la tumeur initiale, ce qui
permet de retracer I’origine tumorale de I’ADN circulant [Esteller et al., 1999] (136). Une
hypo- ou hyperméthylation globale est fréquemment retrouvée au niveau des lots CpGs des
régions promotrices de certains génes dans la tumeur. Dans ce travail, nous nous intéresserons
a la méthylation de deux ilots CpGs sur des échantillons d’ADN circulant provenant de
patients sains et atteints d’hépatocarcinome. De méme, nous étudierons deux mutations

ponctuelles sur des promoteurs d’intérét.
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Figure 18 : Composition du plasma aprés extraction d’ADN circulant [Brock et al., 2015]

(137)

5) Origine

L’origine exacte de I’ADN et de I’ARN présents dans le plasma reste encore
hypothétique. Chez les sujets sains, ils sont issus de la lyse des tissus avoisinants et des
cellules nucléés circulant librement dans du sang. Chez les patients atteints de cancer, une
partie de I’ADN circulant total possede les mémes caractéristiques que I’ADN tumoral, avec
des anomalies telles qu’un défaut de stabilité des brins, la présence d’oncogenes, d’instabilité
microsatellitaire ou de modification du statut de méthylation [Stroun et al., 2000] (126).

A partir de 1a, deux hypotheses sur l’origine de cet ADN sont plausibles : un
phénomene actif et un passif. Premiérement, 1’origine de I’ADN circulant pourrait étre le fruit
du relargage spontané de matériel génétique par les tissus ou tumeurs lors du renouvellement
et/ou de la croissance cellulaire. Ainsi, une partie des cellules tumorales relarguées dans la
circulation sanguine subira une mort cellulaire par le méme mécanisme que les cellules
sanguines et tissus sains. Le phénomene passif comprendrait de méme la diffusion dans le
systtme vasculaire de I’ADN issu de cellules tumorales subissant une nécrose ou une
apoptose directement au sein de la tumeur en croissance [Schwarzenbach et al., 2013] (138).
En effet, le profil de migration de I’ADN circulant chez des individus sains sur électrophorese
ressemble a celui de ’ADN de cellules en apoptose [Giacona et al, 1998] (121). La
dégradation de micrométastases circulantes serait donc une source d’ADN circulant de méme

nature que la tumeur d’origine.
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Par ailleurs, il a également été prouvé que I’ADN pouvait étre transporté a travers les
membranes par un processus actif [Anker et al., 1976] (139). Les exosomes, ou vésicules
d’exocytose lipidiques de 90 a 200nm contenant des acides nucléiques et des protéines,
seraient également compris dans les processus actifs de production d’ADN circulant. Les
exosomes permettent aux cellules d’éliminer du matériel en exces, ou servent de moyen de
communication entre des entités biologiques distantes. Il a ét¢é montré que certaines tumeurs

utilisent des vésicules dans le processus métastatique [Rodriguez et al., 2015] (140).

.\\\‘h\i\“
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Figure 19 : Mécanisme hypothétigue du relargage actif et passif des acides nucléiques
circulants [Schwarzenbach et al., 2011] (138)

L’hypothese d’un relargage soit passif, soit actif reste soumise a controverse et divise
les spécialistes. Sorenson remet notamment en cause 1’idée de la lyse cellulaire, car le nombre
de cellules tumorales circulantes serait trop faible pour maintenir la quantité d’ADN circulant
observée chez les sujets cancéreux [Giacona ef al., 1998] (121). En effet, les ADN circulants
dans le sang sont considérés comme relativement instables, au vu de la courte demi-vie de
I’ADN circulant feetal dans le sang maternel. Un relargage actif constant par la tumeur serait
donc nécessaire au maintien d’une forte concentration d’ADN circulant chez les patients
atteints de cancer. Cependant, une possibilité n’excluant pas 1’autre, les deux phénomenes

pourraient étre concomitants.
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6) ADN circulant au niveau hépatique

Les pourcentages d’ADN tumoral dans I’ADN circulant total varient en fonction de la
tumeur [Gormally et al., 2007]. Des études ont ét¢ menée jusqu’ici sur des tumeurs touchant
de nombreux organes : cesophage [Hibi et al., 2001] (141), colon [Kopreski et al., 1997]
(142), poumon [Usadel et al., 2002] [Paci et al., 2009] (143) (144).

Dans 1’é¢tude de I’équipe de Paci, il a été montré que la concentration en ADN
circulant chez les sujets présentant un adénocarcinome pulmonaire €tait quatre fois supérieure
(12,8 ng/ml en moyenne sur 151 patients) a celle des volontaires sains (2,9 ng/ml de moyenne
sur 79 individus). De la méme fagon, une plus forte concentration est retrouvée chez les
patients atteints de CHC (47,1 £ 43,7ng/ml sur 79 patients) et de cirrhose (30,0 £ 13,3 ng/ml
sur 20 patients) que chez les témoins (17,6 = 9,5ng/ml) [Ren et al., 2006] (145).

Le foie d’un individu moyen peése environ 1 kilo et demi, et comprend quelques 100
milliards d’hépatocytes qui ont chacun une demi-vie de 400 jours. On estime que 2 & 7 mg
d’ADN génomique seraient produits quotidiennement en raison du renouvellement rapide de
plusieurs millions d’hépatocytes. Cet ADN génomique est majoritairement détruit de maniére
locale lors de la mort cellulaire, mais une partie est libérée dans la circulation sanguine.

L’ADN circulant possede les mémes caractéristiques que I’ADN génomique, excepté
en cas de cirrhose, ou la destruction d’une quantité considérable de cellules non cancéreuses
provoque un relargage massif de petits fragments d’ADN de nature apoptotiques [Gormally et
al., 2007] (146).

Des ¢études sur I’hépatocarcinome ont déja détecté une perte d’hétérozygotie ou
d’instabilité microsatellitaire sur ADN circulant dans 1’hépatocarcinome [Pang et al., 2007 et

2006] (147) (148).

7) Conditions préanalytiques

L’instabilit¢ des ADNs circulants requiert un procédé robuste pour la récolte, la
conservation, et I’extraction des échantillons.

I1 est possible d’analyser I’ADN circulant aussitot aprés extraction du plasma. Le tube
de prélévement recommandé est le tube EDTA (2 tubes de 7 ml ou 3 tubes de 5 ml).
L’héparinate de lithium inhibant les réactions d’amplification de I’ADN par PCR, les tubes
héparinés (verts) seront donc proscrits [Sozzi et al., 2001] (134). Etant donné la briéveté de la
demi-vie de ’ADN circulant, le tube devra étre acheminé au laboratoire pour centrifugation

dans les deux heures suivant le prélévement a température ambiante.
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Pour une étude génétique différée sur I’ADN circulant, le prélévement devra étre
centrifugé sur place a 2000 gauges pendant 10 minutes, puis décanté dans un tube a hémolyse
et conservé a -20°C. Le transport devra étre effectu¢ a 4°C ou sur carboglace.

Pour un service d’analyse génétique d’ADN tumoral circulant dispensé par voie
postale, un tube Cell-Free DNA BCT® (Blood Collection Tube) de 10ml est nécessaire. Ces
tubes sont commercialisés par D’entreprise Streck® aux Etats-Unis. Ils permettent de
maintenir la stabilité de ’ADN a température ambiante pendant une durée maximum de 14

jours. L’anticoagulant contenu dans ces tubes est le K3EDTA [Norton et al., 2013] (149).

1]
N ik

Figure 20 : Tube Cell-Free DNA BCT®
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Le plasma est préférable au sérum ; bien que plusieurs études suggerent que ce dernier
contienne une plus forte concentration en ADN circulant [Lee et al., 2001] [Taback et al.,
2004] [Vallée et al., 2013] (150) (151) (152). Celui-ci aura tendance a étre pollu¢ par de
I’ADN génomique des leucocytes sanguins, ce qui peut en partie s’expliquer par une
contamination extrinséque d’ADN cellulaire durant le processus de coagulation. Au moment
de la séparation entre le culot globulaire et le sérum dans le tube, une partie des leucocytes
relargueraient leur ADN et contamineraient I’ADN circulant [Umetani et al., 2006](153). 1l a
également ¢été prouvé que la conservation des échantillons a 4°C permet de limiter
I’augmentation de cette concentration par rapport a un stockage a température ambiante [Jung

et al., 2003] (154).

8) Les cellules tumorales circulantes (CTC)

Sous le terme de biopsie liquide, on regroupe trois classes de composants trouvés dans
la circulation du sang : I’ADN circulant, les vésicules extracellulaires comme les exosomes, et
les CTC ou cellules tumorales circulantes. Ces dernicres furent observées pour la premicre
fois en 1869 dans le sang d’un patient présentant des métastases qui pourraient en étre la
source. [Ashworth, 1869] (155). Il a été montré que ces cellules renferment des composants
de pathogénése et de malignité. Comme I’ADN circulant, leur taux augmente en cas de cancer
progressif et leur étude peut fournir une aide a la décision thérapeutique [Mavroudis et al.,
2010] [Pantel et al., 2010] (156) (157).

Les CTC peuvent étre dénombrées ou triées par leurs antigénes de surface (clusters de
différentiation) ou leurs caractéristiques morphologiques. Le systéme CellSearch® est

commercialis¢ depuis les années 2000 comme moyen de détection et de quantification des
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CTC. Mais ces cellules restent rares, environ une pour 100 000 voire un million de
leucocytes.
En raison de difficultés techniques dues a leur rareté, les études sur I’ADN circulant,

actuellement en plein essor, sont plus nombreuses que celles sur les CTC.

9) Conclusion
Plusieurs tumeurs sécrétent des protéines dans la circulation sanguine et celles-ci sont
utilisées comme marqueurs tumoraux en pratique clinique. L’ADN circulant est en passe de
devenir un biomarqueur tumoral universel de nouvelle géenération, pour les raisons suivantes.

L’évaluation de la réponse a une chimiothérapie nécessite parfois des biopsies
répétées. Obtenir une biopsie comporte des risques pour le patient, sans compter certaines
difficultés techniques en fonction de la localisation du préléevement. L’ADN circulant,
désormais appelé « biopsie liquide » [Kenneth et al., 2015] (158), est une méthode a haut
potentiel diagnostique et pronostique, qui est de plus rapide, sensible, précise et non invasive.

Les enjeux sont élevés car la biopsie liquide pourrait a terme fournir, en dehors de
données épidémiologiques, un diagnostic plus précoce et une amélioration considérable du
confort des patients. En effet, cette précocité s’explique par le fait que la tumeur et méme ses
caractéristiques seraient potentiellement définies méme avant apparition de la tumeur sur
I’imagerie ou encore avant les premiers symptomes de la pathologie. La demi-vie trés courte
de I’ADN circulant, qui constitue un challenge au niveau de la collecte et de la conservation
des échantillons, pourrait cependant permettre un suivi précis et en temps réel des variations
de concentration au cours d’un traitement.

Au fil des années, 1’étendue des possibilités et des limites de I’ADN circulant en tant
qu’outil diagnostic sera de mieux en mieux définie. La mise au point de techniques pour
I’amplification et le séquengage de I’ADN circulant de facon simple, rapide, fiable, bon
marché, et utilisable a grande échelle en routine et normalisable reste un challenge. La partie
expérimentale de cette thése apporte un début de réponse a la question du potentiel diagnostic
de I’ADN circulant dans le contexte de I’hépatocarcinome.

On note malgré tout un bémol concernant I’origine de I’ADN circulant. En effet, dans
le prélevement plasmatique, cohabitent a la fois des ADN circulants dit « normaux » et
« tumoraux ». A I’heure actuelle, il nous est impossible de différencier les deux. Ce tragage de
I’ADN circulant pourrait étre résolu dans les années voire les mois qui viennent, car une
nouvelle publication clé propose un début de solution au probleéme [Snyder et al., 2016]

(123). Ce théme sera développé dans la partie discussion.
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MATERIEL ET METHODES

A. Echantillons : origine et culture

1) Echantillons cliniques

Le sang périphérique d’une cohorte de plus de 200 patients de 1’hdpital de la Nihon
University a été collecté. Ces patients présentaient tous un carcinome hépatocellulaire au
moment du prélévement lors de leur hospitalisation dans le service de chirurgie gastro-
intestinale du Dr Yutaka Midorikawa. Aussi, dix témoins négatifs ont été prélevés au
laboratoire.

Aprées centrifugation, les échantillons d’un volume d’un ou deux millilitres de plasma
sont conservés dans des tubes en plastique Nunc™. Nous y avons ajouté une seconde étape de
centrifugation de 10 minutes, 1900 gauges (g) correspondant a 300 tours par minutes (rpm :
rotation per minute) a une température de 4°C afin de prévenir la contamination des plasmas
par de I’ADN de leucocytes.

Le plasma sanguin constitue 55% du volume total de sang. Il contient des facteurs de

coagulation et du fibrinogeéne tandis que le sérum en est dépourvu.

2) Lignée cellulaire

La lignée tumorale humaine HepG2 a été préparée pour étre utilisée comme contrdle
positif. Elle dérive du tissu hépatique d’un patient caucasien de 15 ans atteint d’un carcinome
hépatocellulaire bien différencié. Cette lignée cellulaire transformée et immortelle est
couramment utilisée dans les études biochimiques et de biologie cellulaire hépatique.

Elle est connue pour avoir des modifications au sein du promoteur 7ERT. Les cellules
HepG2, de morphologie épithéliale, sont adhérentes, monocouches, forment de larges
agrégats, ont 55 paires de chromosomeset ne sont pas tumorigénes chez la souris

immunodéprimée [Altogen Biosystems] (159).

3) Culture cellulaire
La lignée humaine d’hépatoblastome HepG2 a été obtenue a partir de I’American
Type Culture Collection. Elles ont été incubées sur milieu RPMI (Roswell Park Memorial
Institute medium) additionnées de 10% de sérum de veau feetal (FBS) a 37°C sous une

atmosphere de 5% de COo.

B. Extraction de I’ADN circulant

Le kit QIAamp® Circulating Nucleic acid (ref 55114, Qiagen®) a été utilis€ pour

extraire les courts fragments d’ADN circulant dans le sérum ou le plasma des patients. Ceci a
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été effectué a 1’aide d’un dispositif de vide QIAvac 24 Plus® en suivant les recommandations
du fabricant. La seule modification a lieu lors de la derniére étape de centrifugation, ot nous
avons utilis¢ deux fois 25ul de tampon AVE comme volume final pour la collection de ’ADN

circulant. La concentration en ADN varie entre 1-100 ng/ml en fonction du patient.
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Figure 21 : Procédure d’extraction de I’ADN circulant par QIAamp [traduction de la notice
explicative de Qiagen®]

Extraction de I’ADN génomique

Le kit QiaQuick® PCR Purification (ref: 28106, Qiagen®) a été utilisé pour extraire

I’ADN génomique de la lignée HepG2 en suivant les recommandations du fabricant.

Purification des produits PCR

Le kit MinElute® Reaction Cleanup (Ref: 28206, Qiagen®) a été utilisé apres chaque
réaction de PCR pour purifier les produits de PCR.

Quantification de ’ADN

La concentration en ADN a ¢été vérifiée apres chaque étape d’extraction ou
d’amplification en utilisant 1pl d’échantillon avec Nanodrop3000® ou le kit Qubit® dsDNA
HS Assay (ref: Q32854, Life Technologies®) associé¢ au Qubit® 1.0 Fluorometer ainsi que
leurs logiciels respectifs.

Il est a noter que 1000 cellules donnent 2000 copies d’ADN, soit seulement 3,6 ng

d’ADN. Le principe du Nanodrop® est une mesure de 1’absorbance a 260nm d’une solution
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d’ADN plus ou moins diluée pour le quantifier. Une unité de d’absorbance ou DO (densité
optique) a 260nm correspond a 50pg/ml d’ADN (double brin). Un autre parametre est calculé,
il s’agit de la pureté : le rapport DO 260nm/DO 280nm doit étre entre 1,8 et 2. Un rapport
inférieur a 1,8 peut indiquer une contamination par les protéines. Le rapport DO 260nm/DO
230nm doit étre supérieur a 1,3. S’il est inférieur, il existe une contamination par des sels qui
sont susceptibles d’inhiber la PCR.

Sur le méme principe de détection de 1’absorbance, le syteme Qubit® utilise des
sondes qui ne fluorescent qu'une fois liées aux ADN, ARN et protéines. Cette quantification
est plus spécifique des acides nucléiques et s’affranchit de I’absorbance des contaminants.

Elle est utilisable a partir de 10 pg/ul d’ADN.

Mesure de la longueur de ’ADN
1) Agilent DNA 1000

Le Bioanalyzer Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies®) est un systéme
basé sur 1’¢lectrophorése capillaire qui permet d’analyser I’ADN, I’ARN et les protéines. Il a
une capacité de traitement de 12 échantillons par puce et les résultats sont générés en 30
minutes environ. L’électrophorése capillaire est utilisée pour séparer les fragments d’ADN en
fonction de leur taille et de leur charge. Les produits de PCR sont mesurés précisément,
quantifiés et alignés par rapport aux fragments du marqueur de taille moléculaire. Les
produits ont été analysés sur le support DNA 1000 LabChips en fonction des
recommandations du fabricant. Le colorant de gel a été préparé avec 20ul de colorant
concentré additionné a 400ul de matrice de gel ; le mélange a été passé a travers un filtre a
centrifuger puis déposé sur le support.

Sul de marqueur ont été ajoutés a chaque puits, auxquels ont été ajoutés soit 1ul de
marqueur de taille moléculaire, soit 1ul d’échantillon. Le support a ét€ vortexé puis passé€

dans le Bioanalyzer Agilent 2100 en utilisant le logiciel Expert 2100.

2) Agilent High Sensitivity D1000 ScreenTape System
L’appareil Tapestation® (ref: G2964AA, Agilent Technologies®) est un systeme
d’¢électrophorese sur gel automatisé pour I’ADN, I’ARN et les protéines. Les cassettes sont
des dispositifs dotés de 16 canaux individuels pré-remplis de réactifs permettant donc de
traiter 16 échantillons par série. D’autres cassettes peuvent permettre d’analyser jusqu’a 96
¢échantillons simultanément. Les produits de PCR sont analysés en utilisant le kit High
Sensitivity D1000 (200600-1) sur la TapeStation® en suivant les recommandations du

fabricant. Les échantillons ont été déposés dans les 8 tubes pour une PCR d’un volume de
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0,2ml ; 2pul de marqueur de taille moléculaire sont ajoutés au premier tube puis 2ul de tampon
de charge ainsi que 2l d’échantillons dans les tubes suivants. Les tubes sont bouchés par des
capuchons avant d’étre vortexés durant une minute. En utilisant une microcentrifugeuse de
paillasse, nous rassemblons 1’intégralit¢ du liquide au fond du tube, un procédé que nous
appellerons ici spin down. Les tubes, cones fournis et cassettes sont placés dans le Lab901

TapeStation® et passés en utilisant le logiciel TapeStation® Controller GeneTools.

3) Caliper HT DNA High Sensitivity LapChip®

Le kit HT DNA High Sensitivity Labchip® GX/GXII (ref: 522-2447, Caliper
LifeSciences®) a été utilisé en suivant les recommandations fournies par le fabricant. Le
marqueur de taille moléculaire a été préparé en ajoutant 12ul de solution de marqueur initiale
a 1X de tampon. Ensuite pour chaque analyse cette préparation a été additionnée de 96l
d’eau distillée. 8ul d’eau de qualité biologie moléculaire dépourvue de RNase a été déposée
dans chaque puits d’une plaque 96 puits. Apres fermeture, la plaque est centrifugée a 1000g
pendant deux minutes. La solution Gel-Dye et le marqueur d’ADN sont chargés dans le
support DNA LapChip® GX instrument. Le logiciel The GX software contrdle le passage des

échantillons.

Préparation des controles négatifs

Les controles négatifs ont été préparés par prélevement de sang total de volontaires
sains. Les tubes EDTA BD Vactutainer™ de sang total ont été centrifugés pendant 10 minutes
a 1900g (3000 rpm) a une température +4°C. Le surnageant a ét¢ méticuleusement aspiré sans
troubler la couche leucoplaquettaire. Environ 4 a 5 millilitres de plasma peuvent étre obtenus
a partir de 10 millilitres de sang total. La seconde centrifugation a été effectuée a 16 000 g a
une température de 4°C. Pour I’extraction des acides nucléiques, le plasma peut étre conservé
entre 2 et 8°C s’il doit étre utilis¢ immédiatement dans la journée, ou bien a -80°C dans le cas
contraire.

Un contrdle positif a été créé en troublant volontairement la couche leucoplaquettaire.
Par ce test, nous pourrons évaluer I’importance de la contamination de I’échantillon final
d’ADN circulant par de longs fragments d’ADN d’origine leucocytaire. Cette appréciation a

été effectuée par les trois méthodes qualitatives citées ci-dessus.
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H. PCR (Réaction de Polymérisation en chaine)

1) Design des amorces

La séquence cible du promoteur TERT a d’abord été vérifiée sur le site Internet de
référence UCSC genome browser de I’institut de génomique de 1’Université de Californie
Santa Cruz. La spécificité¢ des amorces a été vérifiée avec 1’outil en ligne Bisearch et UCSC
in-silico PCR.

La séquence a amplifier sur de I’ADN circulant doit étre comprise idéalement entre
170 et 200 paires de bases, et correspondre a la taille moyenne des fragments d’ADN
circulants. Pour la PCR au bisulfite, la séquence a amplifier doit comporter un maximum de
dinucléotides CG d’intérét. La température optimale de fusion des amorces doit étre proche de
55°C, étre proche du site d’initiation de la transcription, avoir une longueur entre 21 et 26
paires de bases et avoir une stabilité supérieure a 10kcal/mol. La température d’hybridation
doit étre comprise idéalement entre 52°C et 65°C, et des essais doivent étre réalisés au
préalable pour déterminer la température optimale. Cette température est calculée selon la
formule ci-dessous, avec Tm (melting temperature) la température d’hybridation des amorces,

M la concentration en ions monovalents et L la longueur en base.

Tm = 81,5+ 16,6 logM + 0,41(%GC) — [500/L] — 0,6(%formamide) —1,5(%mésappariements)

La formule simplifiée couramment utilisée pour les oligonucléotides entre 14 et 24
paires de bases est: Tm = 4(G+C) + 2(A=T). Si la température est supérieure au Tm, les
amorces sont stables de fagon libre dans le mélange et ne se fixent pas. Si on diminue la
température d’hybridation, on perd en spécificité et inversement.

Les amorces se fixent a I’extrémité 3’ des brins par un clamp GC stable.

Les séquences des amorces sens et anti-sens ont été obtenues par 1’outil All-in-One. Le
logiciel Primer3 (v.0.4.0) permet de vérifier I’incapacité des amorces a former des diméres et
des mésappariements.

Les motifs a éviter sont : les €pingles a cheveux, les palindromes, la formation
d’homodimeéres et d’hétérodimeres, les paires CG, les longues séquences T répétitives, une
différence de température de fusion avec un écart supérieure a 25°C par rapport a I’amplicon.

Les outils de référence suivants ont été utilisés dans le design des amorces :

http://www-personal.umich.edu/~ino/blast.html

http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/

http://bisearch.enzim.hu

L’un des seuls bémols de ces outils est qu’ils ne peuvent pas tenir compte de tous les

polymorphismes.
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2) Anmplification de ’ADN
L’amplification des fragments de séquences d’ADN génomique humain contenant le
promoteur TERT et du promoteur du geéne de la B-caténine CTNNBI a été réalisée en utilisant
les conditions de PCR décrites ci-dessous sur le thermocycleur CFX 96™ Real-Time System
C1000 Touch™, Biorad®. Nous avons déterminé au préalable la quantité optimale d’ADN
pour cette PCR, aux alentours de 5ng pour I’ADN circulant, et de 25ng pour ’ADN

génomique (correspondant a environ Sul dans nos échantillons).

2.a) Meélange réactionnel New England Biolab NEB® Q5 High-Fidelity 2X Master

Mélange Volume (ul)
Q5 High-Fidelity 2X Master 10

Amorce sens 50pM 0,2

Amorce anti-sens S0uM 0,2

ADN 5

Eau stérile exempte de nucléases gsp 20ul

Tableau 3 : Composition du mix compatible avec NEB® Q5 High-Fidelity 2X Master

En suivant les recommandations du fabricant :

Dénaturation initiale 98°C 30 secondes 1
Dénaturation 98°C 5-10 secondes
Hybridation 55-65°C 10-30 secondes 35
Extension 72°C 20-30 secondes
Extension terminale 72°C 2 minutes 1
Conservation 4-10°C 00 1

Tableau 4 : Programme de PCR recommandé pour NEB® Q5 High-Fidelity 2X Master

2.b) Mélange réactionnel KAPA® HiFi Hot Start ReadyMix PCR

En suivant les recommandations du fabricant :

Mélange Volume (ul)
2X Kapa Hifi Hotstart Mix 10

Amorce sens S0uM 0,12
Amorce anti-sens S0uM 0,12

ADN 5

Eau stérile exempte de nucléases gsp 2ul

Tableau 5 : Composition du mix compatible avec KAPA® HiFi Hot Start ReadyMix PCR
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D

Dénaturation initiale 95°C 3 minutes 1
Dénaturation 98°C 20 secondes
Hybridation 66-75°C 15secondes 35
Extension 72°C 15 secondes

Extension terminale 72°C 1 minute 1
Conservation 4-10°C 0 1

Tableau 6 : Programme de PCR recommandé pour KAPA® HiFi Hot Start ReadyMix PCR

2.¢) Meélange réactionnel Next New England Biolab® High-Fidelity 2X GC Rich

Mix 134

Mélange Volume (ul)
NEB GC Rich Mix 13A 5

Amorce sens 10uM 0,5

Amorce anti-sens 10uM 0,5

ADN 2,5

Eau stérile exempte de nucléases gsp 10ul

Tableau 7 : Composition du mix compatible avec Next NEB® High-Fidelity 2X GC Rich Mix
13A

Le programme utilis¢ est le méme que pour le mélange réactionnel New England
Biolabs NEB® Q5 High-Fidelity 2X Master vu au paragraphe H2a).

Pour chaque cible, la concentration en MgCl> et en DMSO du mix a été ajustée. Le
MgCl> permet d’augmenter la stringence des amorces. Le DMSO permet de faire diminuer le
Tm si la région est trop riche en paire de bases GC, mais cela a pour conséquence de diminuer
le rendement. Les produits & amplifier étant trés courts (Entre 80 et 200pb), les phases

d’hybridation et d’élongation doivent tre eux aussi tres courtes.

Vérification des produits de PCR

La taille des produits de PCR a été vérifiée sur gel d’électrophorése a 2% d’agarose
préparé par nos soins a partir du gel Invitrogen® Ultrapure. La migration se fait dans du

tampon TBE 0,5X pendant 20 minutes a 100 volts. Le tampon TBE 0.5X est dilué¢ dans de
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I’eau désionisée a partir d’'un stock TBE 10X (1M Tris base ; 1M acide borique ; 20mM
EDTA).
Les bandes d’ADN sont révélées grace au bromure d’éthidium sous lampe UV, et

comparées a celles du marqueur de taille moléculaire qui est gradu¢ toutes les 100 pb.

1) Pré-vérification de la séquence a I’aide d’enzyme de restriction [New England
Biolab®]

Produits de PCR purifiés 10ul

Enzyme Smal 1ul 25°C, 60min

Tampon n°4 (idéal pour Smal ) 2ul

L’enzyme Smal est connue pour scinder les régions CCC"GGG que I’on retrouve au

sein du promoteur 7ERT.

Produits de PCR purifiés 10ul

Enzyme Alul 1pl 37°C, 30min

Tampon n°4 2ul

L’enzyme Alul est connue pour scinder les régions AG*TC que I’on retrouve au sein

du promoteur TERT, ainsi que dans le promoteur du géne de la B-caténine CTNNBI.
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2) Clonage
2.a) Adénylation

Mélange d’adénylation pl
Produit de PCR 9
Tampon de PCR (10X) 2
dATP (10X) 2nM 2
ADN polymerase (T4) 1
Eau stérile exempte de nucléases 6

Tableau 8 : Composition du mix d’adénylation

La réaction d’adénylation consiste en 1’ajout d’une adénosine aux extrémités 3’ d’un
fragment d’ADN dans le but de I’insérer dans un plasmide (procédure couramment appelée
clonage de I’ADN). La réaction dure entre 30 minutes et une heure a 72°C. La polymérase T4
provient de la compagnie Takara®. Les produits sont ensuite purifiés par le kit MinElute®
Reaction Cleanup (Ref: 28206, Qiagen®). Au final, 90% of de ’ADN préalablement mesuré

est conservé lors de cette réaction.

2.b) Insertion dans un plasmide (clonage)

Le plasmide utilisé est le pPGEM®-T Easy Vector Systems (ref: A3600, Promega®).

Lors du clonage, il est important de mélanger le fragment d’ADN a cloner et le
plasmide linéaris¢ dans des proportions soit équimolaires, soit avec un exces du fragment le
plus petit. Pour un plasmide de 2686 pb, une quantité de 0,03pmol correspond & 50ng. A titre
d’exemple, le produit d’amplification du promoteur 7ERT par les amorces F3R2 étant de 168
pb, la quantit¢ d’ADN requise pour la ligation doit €tre comprise entre 3,15~31,5ng
(0,03~0,3pmol).
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Figure 22 : Composition du PGEM-T easy™vector [Promega®]

T7 : GTGAATTGTAATACGACTCACTATAGGG 28nt -25 +3
SP6 : GCCAAGCTATTTAGGTGACACTATAG 26nt 141 167
La taille initiale de I’insert est de : 141bp + 25 +25=191bp

Mélange pour clonage TA Volume

Vecteur plasmidique Lul (50ng)

ADN inséré 2ul (0,03~0,3pmol)
Solution I (Solution d’enzyme) Tul

Eau stérile exempte de nucléases Qsp 14ul

Tableau 9 : Composition du mix pour le clonage

2.¢c) Transformation plasmidique

Environ 100ul de bactéries Escherichia coli DHS5a de haute compétence sont
additionnées a 7ul du mélange précédent contenant les plasmides nouvellement formés. Ce
mélange a subi un choc thermique en étant plongé exactement 45 secondes dans un bain-
marie a précisément 42°C puis plongé immédiatement dans la glace pendant 2 minutes. 950l
du milieu SOC* sont ajoutés au réactif de ligation et incubé a 37°C pendant 20 minutes avant
d’étre centrifugés pendant 3 minutes a 3000 tours par minutes pour laisser les bactéries
récupérer avant la sélection par les antibiotiques.

Les cellules bactériennes sont ensuite cultivées sur des milieux gélosés LB-
Ampicilline (lysogeny broth) préalablement complétés par le composant X-Gal et incubées

toute la nuit a 37°C. 18h a 24h plus tard, les colonies blanches sans colonies satellites sont
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sélectionnées. En effet, si le fragment de PCR est bel et bien inséré dans le plasmide, le géne
lacZ de I’espece E.coli, responsable de la production d’un pigment bleu au contact du
compos¢ X-Gal, se trouvera scindé puis éliminé.

*Le milieu SOC est un bouillon SOB, utilisé pour la culture des bactéries Escherishia
coli, additionné de glucose (Super Optimal Broth with Catabolite repression) [Hanahan &al.,
1983]. Sa composition est la suivante : 2% de tryptone, 0.5% d’extrait de levure, 10mM de
NaCl, 2.5mM de KCI, 10mM de MgCI2, 10mM de MgSO4 et 20mM de glucose.

2.d) Vérification de ’insert par PCR sur les colonies

Les colonies sélectionnées sont transférées dans des microtubes et subissent une
nouvelle amplification par PCR. Les amorces des promoteurs SP6 et T7 du kit sont congues
pour le séquengage des inserts clonés dans le vecteur pGEM®.

La vérification de la taille des inserts a I’intérieur du plasmide est effectuée sur gel
d’électrophorése a 2% d’agarose. Les produits d’intérét sont purifiés par le kit GenElute®
miniprep en suivant les recommandations du fabricant. La concentration d’ADN de chaque
¢échantillon est vérifiée avec le logiciel Nanodrop3000, et ceux-ci sont traités par le kit Dye

Terminator 3.1 qui permet de séquencer chaque fragment.

Séquence des amorces par Promega® :
SP6 : 5'-d(TATTTAGGTGACACTATAG)-3’
T7:5-d(TAATACGACTCACTATAGGG)-3’

Mélange pour PCR sur colonie 25ul
Tampon de PCR 10X 2.5
Meélange de ANTP 1,25mM 4
Amorce plasmidique (T7) 0,25
Amorce plasmidique (SP6) 0,25
Polymeérase Taq (GA) 0,3
Eau stérile exempte de nucléases 17,7

Tableau 10 : Composition du mix de vérification de 1’insert
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Dénaturation initiale 96°C 3 minutes 1
Dénaturation 95°C 40 secondes
Hybridation 52°C 40 secondes 35
Extension 72°C 40 secondes
Extension terminale 72°C 5 minutes 1
Conservation 20°C 0 1

Tableau 11 : Programme de PCR de vérification de 1’insert

J.  Séquencage Sanger

Mélange pour le séquencage Volume (ul)
BD 3.1 ready reaction premix 1

Tampon Big Dye sequencing 3,5

Amorce plasmidique T7 2uM 1,6
Echantillon d’ADN plasmidique 1

Eau stérile exempte de nucléases gsp 20ul

Tableau 12 : Composition du mélange de PCR pré-séguencage

1) Cycle de séquencage

[ me e SR

Dénaturation initiale 98°C 10 minutes 1
Dénaturation 95°C 10 secondes

Hybridation 50°C 5 secondes 25
Extension 60°C 4 minutes

Conservation 4°C 0 1

Tableau 13 : Programme de PCR pré-séquencage

2) Purification des produits de PCR par précipitation a ’Ethanol/EDTA/NaOAc
2ul ’EDTA, 2ul d’acétate de sodium et 50ul d’éthanol 100% sont ajoutés a
I’échantillon. La précipitation se fait a température ambiante pendant 15 minutes. S’ensuit une
centrifugation de 20 minutes a 4°C. Un seul lavage a 1’aide de 250ul d’éthanol a 70% est

requis avant séchage.
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Traitement au bisulfite de sodium

La désamination de la cytosine par le bisulfite de sodium et la PCR qui en résulte sont
constituées de 5 étapes critiques : (1) la dénaturation en simple brin d’ADN, (2) la réaction du
bisulfite avec la double liaison 5-6 de la cytosine pour donner un dérivé sulfoné, (3) la
désamination hydrolytique de celui-ci pour donner un dérivé uracile sulfoné, (4) un traitement
alcalin permettant la désulfonylation, et enfin, (5) I'obtention de I'uracile. L’ADN subira
ensuite une amplification par PCR.

I1 arrive que la conversion cytosine-uracile aboutisse a la création de paires qui ne sont
pas de type Watson-Crick, c’est-a-dire non complémentaires (uracile-guanine), c’est pourquoi
I’ADN doit étre amplifié avec des paires d’amorces séparées qui sont spécifiques
respectivement de la partie supérieure et inférieure du brin d’ADN, pour garder 1’information
spécifique a chaque brin. Au cours de 1’amplification par PCR, 'uracile (U) sera amplifié
comme une thymine (T) alors que les résidus cytosines 5-méthylées (5-MeC) sont amplifiés
en tant que cytosine (C). Afin de déterminer la méthylation avec une résolution au nucléotide
pres, ’amplicon de PCR peut étre séquencé aussi bien directement qu’apres clonage. La
méthylation de I’ADN dans la zone cible de la PCR est ensuite lue en évaluant le taux de
cytosine demeurant dans la séquence [Clark & al., 2006](160).

La taille des fragments de PCR sur ADN circulant ne dépassant pas les 200pb, il n’est
nécessaire ni de pré-traiter les échantillons en les fragmentant par sonication ou par digestion

avec des enzymes de restriction, ni de les dénaturer par la soude NaOH 6N.

Echantilion d'ADN NH» NH, o
Ks > I
1 Nf\ HSO3 N’//\\ HO HN/\ OH
LY = Al TRE AL
O \ Z N Nso, HSO,
Dénaturation de 'ADN o N 0 :: 05 ! 0 : S0, 3 0
' J NH;
L incubation cytosine cytosine uracil
sulphonate sulphonate
Conversion au bisulfite
; 12-16h NH,
NN 159, CMe CMe
L incubation A\ I <>
Z e OH
N C—U

Désulfonation sur colonne

Q-lv—) 5-methylcytosine

Eluat

Figure 23 : Mécanisme moléculaire de la transformation par le bisulfite de sodium
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1) Conversion de I’ADN au bisulfite par désulfonylation
Le kit EZ DNA Methylation™ de Zymo Research® (ref: D5001) a été utilisé pour
chaque série de 10 échantillons de 500 pg a 2ug, avec une efficacité optimale entre 200 et 500
ng. La solution de conversion CT, permettant de convertir les cytosines déméthylées en
uracile, a ét¢ a préparée de facon extemporanée et protégée de la lumicre. Le kit a été utilisé

en respectant les recommandations du fabricant.

2) Amplication par la PCR au bisulfite
1ul d’ADN de chaque échantillon est amplifié par PCR en utilisant la polymérase Taq
Hotstar (QIAGEN®). 11 est coutume de fixer le nombre de cycles a 30 pour de I’ADN
génomique et aux alentours de 40 pour de I’ADN tumoral, ce qui donnera environ un million
de copies avant épuisement des réactifs. Les produits de PCR sont de nature plutdt résistante
et peuvent étre maintenus quelques heures a 20°C avant d’étre stockés a +4°C.
La taille des produits de PCR est déterminée sur gel d’électrophorése fait d’agarose a

2% et révélée par le bromure d’éthidium sous lumiere UV.

Mélange pour PCR au bisulfite Volume (nl)
KAPA® Uracil+ Master mix 5

Amorce sens 2uM 0,6

Amorce anti-sens 2uM 0,6
Echantillon d’ADN Lul (10ng)
Eau stérile exempte de nucléases Qsp 10ul

Tableau 14 : Composition du mix pour la PCR au bisulfite

Dénaturation initiale 95°C 3 minutes 1
D naturation 98°C 20 secondes

Hybridation 52°C 15 secondes 35
Extension 72°C 1 minute

Conservation 4°C 0 1

Tableau 15 : Programme de PCR au bisulfite

Analyse des séquences

Les échantillons sont dissous dans le formaldéhyde pendant dix minutes, puis 10ul de
cette solution sont transférés sur une plaque adaptée a 1’analyseur : 3130x1 Genetic® de chez
ABI PRISM. Un minimum de 16 puits est requis pour étre analysés, les puits vides sont alors

complétés avec 20ul d’eau distillée.
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Le principe de cette méthode est basé sur celui de Sanger qui implique essentiellement
I’amplification multiple d’un méme fragment d’ADN simple brin. En théorie, lorsque I’ADN
est amplifi¢, de nouveaux désoxynucléotides (ANTPs) sont ajoutés et I’ADN s’allonge au fur
et a mesure. La méthode de Sanger utilise des bases particulieres : les didéoxynucléotides ou
ddNTPs (ddC, ddG, ddT, ddA). Ces bases sont identiques aux dNTPs a deux différences pres:
elles présentent une activité de fluorescence, et il leur manque un atome crucial pour la
fixation de nouvelles bases a leur suite. De ce fait, une fois le ddNTP inséré, 1’élongation du
brin est impossible et la synthése d’ADN est stoppée.

Ici, le séquenceur ABI Prism® renferme un capillaire d’électrophorése de haut voltage
dans le but de séparer chaque base d’une séquence. Chaque ddNTP émet un signal fluorescent
qui lui est propre. Les longueurs d’onde des quatre fluorochromes sont diffractées par un
prisme, permettant 1’identification du signal correspondant a chaque base.

Enfin, un logiciel informatique reli¢ au séquenceur permet de rassembler toutes ces
données et de fournir un chromatogramme de la séquence. Un logiciel de traitement de
séquence (Vector NT suite 9®) permet de visualiser, corriger, aligner et comparer la séquence

obtenue.

Séquencage haut débit (NGS)

Cinq microlitres de chaque PCR et PCR au bisulfite ont été réunis et purifiés,
qualifiés, quantifiés et séquencés simultanément sur [llumina ® MiSeq. Le séquengage haut
débit, aussi connu sous [’appellation next-generation sequencing (NGS) permet
I’identification simultanée de la séquence de chaque fragment d’ADN contenue dans un

échantillon.

Figure 24 : Séquenceur haut débit MiSeq lllumina ® utilisé au cours de ces expériences

[lHumina®]
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1) Préparation de la librairie
Cette premicre étape a pour but d’obtenir des fragments d’ADN de tailles compatibles
avec la technologie de séquencage utilisée. Les régions d’intérét sont généralement amplifiées
préalablement par une PCR classique ou multiplex. S’ajoutent ensuite a ces amplicons : des

adaptateurs par ligation, qui vont permettre I’amplification et le séquencage haut débit, et des

codes-barres en cas de séquencage multiplex.

2) Amplification clonale

L’amplification a lieu sur un support solide de verre nommé flowcell, ¢’est également

sur ce support qu’aura lieu le séquencage.

Figure 25: Cellule d’amplification [Illumina®].

La technologie Illumina® utilise le principe de « Bridge amplification » (amplification
par pont). Le fragment fixé au support solide va d’abord former un pont avec une amorce a

proximité. Il est possible d’obtenir in fine 1000 copies d’ADN par cluster de 1um.

Solid-phase amplification
One DNA molecule per cluster

Cluster

‘\ growth
Sample preparation

DNA (5 ug)
Template
dNTPs '
and ; ' ' '
polymerase

Bridge amplification

Figure 26 : Principe de la technologie lllumina® [Metzker et al., 2010] (161)
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3) Séquencage
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Figure 27: Déroulement d’un cycle séquencage [Metzker et al., 2010] (161)

A chaque cycle de séquencage, seule une base peut étre ajoutée a la précédente. Ceci
est dii a la présence de terminateurs réversibles présents sur chaque base. Il s’agit d’un

groupement clivable en 3’ du désoxyribose lié a un oxygene : le 3’-O-azidomethyl.

{ Fsor

Figure 28 : Formule d’une thymine modifiée [Illumina/Solexa] [Barnes, 2002] (162)
Les bases sont différenciables par 4 fluorochromes. Certaines technologies n’en

utilisent que 2. A chaque ajout de base on obtient une image, puis a lieu un clivage chimique

du groupement.
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Figure 29 : Fluorescence observée aprés chague cycle [Metzker et al., 20107 (161)

4) Analyse des données

Apres le séquencage, les données sont triées par un bioinformaticien ou un biologiste
qui va d’abord récupérer les données brutes. Dés lors une étape de trimming, ou rognage, a
lieu : il s’agit d’¢éliminer les séquences ou reads inutiles dont celles des amorces et indexes
ainsi que les extrémités de reads de mauvaise qualité. Ensuite, les séquences restantes seront
alignées sur la séquence de référence ce qui permettra de repositionner au besoin les reads
contenant d’éventuelles insertions ou délétions. A chaque étape, un score de couverture est
calculé par le logiciel pour chaque gene. Ici, le logiciel utilisé était IGV® mais d’autres sont
disponible sur le marché tel : DVD® ou Alamut®. Ils permettent ¢galement une annotation
des variants en nomenclature officielle dite HGVS et de localiser les variants obtenus dans les
exons, introns, UTR... De méme, les variations obtenues peuvent étre identifiées par
comparaison aux bases de données (single nucleotide polymorphism ou SNP, fréquence
allélique, altération de 1’épissage, acide aminé synonyme...). On obtient ainsi une prédiction

de la signification in vivo de la mutation par rapport aux données in silico.
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RESULTATS

A. Comparaison de méthodes de qualification

1) Quantification aprés extraction

Numéro Concentrationen  Quantité totale Taillede la [AFP]  [PIVKA II]
d’échantillon ADN circulant ADN circulant tumeur (mm) ng/ml ng/ml
(pg/w) (ng)
476 360 18 115 3 71246
509 316 15,8 19 7 70
527 153 7,65 15 40 6
590 118 5,9 16 1412 16
607 344 17,2 20 3 3718
643 166 8,3 40 6 15
662 157 7,85 45 99 15
673 194 9,7 14 7 28
674 299 14,95 14 71 122
677 504 25,2 40 1 63
681 560 28 115 2 708
688 442 22,1 23 4 321
706 222 11,1 75 2 170
710 845 42,25 130 35 913

Tableau 16 : Dosage des concentrations en ADN circulant des échantillons

Parmi les 155 échantillons de plasma de patient du Nihon University Hospital dont j’ai
extrait I’ADN circulant issus de la cohorte de 267 patients, seul un panel de 14 échantillons a
été sélectionné. En effet, étant donné la grande valeur de ses échantillons, les tests
préliminaires ont été effectués sur un petit échantillonnage. Ceux-ci ont été choisis car ils
présentaient une plus forte quantité d’ADN circulant extraite comparativement aux autres,
fournissant ainsi des quantités suffisantes pour la mise au point des techniques. Ils ont été
utilisés tout au long de cette étude. Les 141 autres échantillons ont été conservés pour pouvoir
étre étudiés par la suite. L’ADN circulant de nos 14 échantillons tests a ét¢ dosé avec le
systeme Qubit® apres une dilution au 1/200. Le volume total d’extraction est de 50ul. La
quantité totale pour chaque échantillon figure dans la troisiéme colonne du tableau 16 ci-
dessus. Apres avoir ainsi confirmé 1’applicabilité du systeme Qubit®, nous avons procédé a
I’analyse du reste des échantillons. Parmi les 155 échantillons extraits, la concentration
moyenne ¢€tait de 62pg/ul et la médiane de 22,8 pg/ul. De nombreuses données cliniques sont

disponibles pour cette cohorte, telles que la taille de la tumeur, la concentration en AFP et en
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PIVKA 1II. Ces parametres pourront permettre de nombreux tests statistiques lorsque

I’ensemble des échantillons aura été testé.

2) Test qualitatif de ’ADN circulant des 14 échantillons de patients

Au laboratoire, trois méthodes étaient disponibles pour tester la qualit¢ de I’ADN
circulant extrait : Agilent 2100 Bioanalyzer®, Agilent High Sensitivity D1000 ScreenTape
System® et Caliper HT DNA High Sensitivity LapChip® (Cf : §Matériel et Méthodes.F.1-3).
Pour des raisons de sensibilité, de capacité d’analyse et de cofit, I’automate Caliper HT DNA
High Sensitivity LapChip® a été utilisé.

Sur les figures suivantes, les images d’¢lectrophorése indiquent la longueur moyenne
des brins d’ADN circulants extraits. Pour sélectionner les 14 premiers échantillons dans le but
de mettre au point la technique, nous avons choisi ceux présentant une bande correctement
marquée et délimitée et une quantité d’ADN suffisante dosée par Qubit®. Ces bandes sont

indiquées par une fleche rouge (figure 30.a).
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Figure 30 : Electrophorése des échantillons d’ADN circulant sur Caliper®

Dans un second temps, les graphiques (figure b) donnent une idée de la répartition de
la taille de ces brins d’ADN circulant. Ici, un des 14 échantillons du panel a été utilisé a titre
d’exemple. La premicre bande constitue le marqueur de taille moléculaire inférieure (~ Opb),
la derniére bande le marqueur de taille supérieure (~10kb).

L’ADN circulant correspondant environ a un tour de nucléosome coupé par les
macrophages lors de la phagocytose, il arrive parfois qu'une faible quantité d’ADN circulant
mal scindés fassent une taille de 300 a 400pb correspondant a 2 tours de nucléosome, comme
ci-dessus.

De méme, lorsque I’extraction n’est pas totale, ou que de I’ADN génomique de
leucocyte contamine 1’échantillon de base, il se peut que quelques longs brins d’ADN
génomiques soient extraits simultanément.

L’intégralité des électrophoréses et graphiques de qualification de nos 14 échantillons

sont visibles en annexe (Cf : §Annexe/A.Qualification post-extraction).
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B. Mise au point de la PCR du géne de la B-caténine et s€équencage

La voie de signalisation du géne CTNNBI de la B-caténine est particulierement
affectée dans le processus de carcinogénese hépatique. Ce géne porte une mutation somatique
dans 19% des CHC d’origine virale [Tornesello et al., 2013] (163) (Cf: chapitre 1.E.S.
Mutations fréquentes dans le CHC). De plus parmi les 59% de CHC portant une mutation sur
le promoteur du géne TERT, 42% en porte également une sur le géne CTNNBI. Ces deux
genes sont liés et les anomalies au niveau du geéne TERT sont généralement antérieures a

celles touchant la voie de signalisation de la B-caténine.

1) Design des amorces

1. a) Séquence cible

La région d’intérét choisie ici : exon 3 du géne CTNNBI de la B-caténine est située en
1295163-1295462 sur le chromosome 5 :
ATGGCCATGGAACCAGACAGAAAAGCGGCTGTTAGTCACTGGCAGCAACAGTCT
TACCTGGACTCTGGAATCCATTCTGGTGCCACTACCACAGCTCCTTCTCTGAGTGG
TAAAGGCAATCCTGAGGAAGAGGATGTGGATACCTCCCAAGTCCTGTATGAGTG
GGAACAGGGATTTTCTCAGTCCTTCACTCAAGAACA

1.b) Séquences des amorces et température de fusion
Amorce sens (F) : GAATCCATTCTGGTGCCACT
Amorce anti-sens (R) : CAGGACTTGGGAGGTATCCA

La température de fusion calculée par le fournisseur Eurofins® : Tm = 59,93°C pour
les deux amorces. La taille du produit d’amplification est de 89pb pour les brins d’ADN
circulant les plus courts. Cette taille est proche de la taille minimale pour une amplification
par PCR. La PCR ayant fonctionné immédiatement, il n’a donc pas été utile de redessiner des

amorces.
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Tampons
12A_ 1

Figure 31 : Mise au point de la PCR de CTNNB1
a) Détermination de la température optimale sur ADN génomique b) Sélection du tampon de
PCR ¢) Vérification de la taille de I’insert dans les clones bactériens.

Le premier test (figure a) sur ADN génomiques ont permis de fixer le nombre optimal
de cycles a 35, la température d’hybridation a 63°C et la quantit¢ de MgCl a 2,5mM (sans
ajout).

La figure b compare I’amplification du gene CTNNBI en présence de 1’un ou ’autre
des deux tampons suivants : NEB® GC Rich Mix 13A, ou NEB Phusion® 12A. Leur
efficacité paraissant similaire, nous avons adopté le tampon 12A pour des raisons
économiques. De plus, la région a amplifier étant moins riche en GC que le promoteur 7ERT,
le tampon 13A semble inutile dans le cas de I’exon 3 de la 3-caténine.

La PCR de wvérification des clones aprés transfection du plasmide donne
I’¢électrophorese figure ¢. Contrairement au promoteur 7ERT, notre région d’intérét fut insérée
dans le plasmide, transfectée au sein des bactéries, et aisément amplifiée par PCR. Le
séquencage Sanger donne une similarité de séquence a 97,8 % entre cette derniere et celle de

I’exon 3 de CTNNBI sur le site UCSC.
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2) Résultats pour la mutation de CTNNB1

a b
CTNNB1 ADN CIRCULANT CTNNBE1 TUMEUR*
15
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Figure 32 : Pourcentage de mutations obtenus sur CTNNB1 pour les 14 échantillons

a) Taux de mutation sur le gene de la B-caténine sur ADN circulant b) Taux de mutation sur le
géne de la B-caténine sur la tumeur solide (* Les résultats de I’histogramme b ont été obtenus
dans un second temps par le Dr Yoshikawa-sensei )

Les résultats obtenus ci-dessus (Figure 32.a) montrent que deux des 14 échantillons
testés (N°476 et 710) présentent un pourcentage de mutation positif (15% et 5%) sur ADN
circulant. Cette distribution est concordante avec la littérature qui indique que 19% des CHC
présentent une mutation sur le gene de la B-caténine [Tornesello et al., 2013 ] (163). Aussi,
ces résultats s’accordent avec les données résultats obtenus sur tumeurs solides (42 et 45%

pour les échantillons n°476 et 710, Figure 32.b).

Mise au point de la PCR du promoteur TERT et s€quencage

Comme vu précédemment, la fréquence des mutations dans le promoteur de 7TERT
s’éleve a 59% dans le CHC, c’est pourquoi I’étude de ce géne est essentielle dans toute mise
en place d’un diagnostic de cette pathologie. Les deux sites de mutations ponctuelles sont a
considérer comme de nouveaux biomarqueurs prédictifs de la transformation des lésions
prémalignes dans le CHC [Nault et al., 2014] [Pinyol ef al., 2014] (164) (165)

(Cf': chapitre 1.E.5. Mutations fréquentes dans le CHC).

1) Sélection du tampon
Parmi les trois tampons précédemment présentés dans la partie Matériel et Méthode,
NEB® GC Rich Mix 13A a prouvé étre le plus approprié pour cette région. En effet la région
d’intérét ici pour le promoteur TERT est une région extrémement riche en GC ce qui fait la
spécificité de ce mélange. Pour chaque cible, la concentration en MgCl> et en DMSO du mix

doit étre ajustée. Le MgCl, permet d’augmenter la stringence des amorces. Le DMSO permet
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de faire diminuer le Tm si la région est trop riche en paire de bases GC, mais cela a pour
conséquence de diminuer le rendement. Les produits a amplifier étant trés courts (Entre 80 et
200 pb), les phases d’hybridation et d’¢longation doivent tre eux aussi trés courtes, afin de
réduire la formation de produits contaminants de masse moléculaire €levée (Cf : § Matériel et
méthode/H.2.c).

Apres une série de tests préliminaires, nous avons conclu qu’aucun ajout de DMSO ni
de MgCl, n’était nécessaire. La concentration initiale en MgCl> contenue dans ces deux
tampons s’est avérée optimale sans ajout a 2mM. En revanche, le mélange 12A du méme
fournisseur n’a donné aucune bande de taille désirée.

Afin de pouvoir apprécier avec précision la longueur des produits de PCR, dont la
longueur attendue est de 169pb, nous avons utilisé un marqueur de taille avec une échelle de
100pb. Pour la méme raison, la largeur des puits de dépot du gel d’électrophoreése a été
augmentée pour améliorer la précision de I’appréciation de taille du fragment amplifié obtenu.
Aprés maintes investigations, il a finalement ét¢ démontré que seule la PCR de type
touchdown permettait d’obtenir un signal d’investigation suffisant et spécifique pour le
promoteur de TERT.

La touchdown PCR est une technique qui permet d’amplifier de I’ADN présent en
faible quantité au départ et/ou pour augmenter la spécificité des amorces lorsque d’autres sites
a fortes homologies entrent en compétition. Elle se déroule en deux étapes. Durant les
premiers cycles, la température d’hybridation est trés élevée, ce qui ne permet pas une
amplification efficace mais permet d’augmenter la spécificité de la PCR. Ensuite, la
température est diminuée dans une seconde phase dans le but d’augmenter 1’efficacité. Il
s’agit d’amplifier fortement la faible quantité de brins spécifiques initiaux.

Le programme du thermocycler optimisé pour 7ERT est le suivant :

Etape Température Durée ‘ Cycle
Dénaturation initiale 98°C 30 secondes 1
Dénaturation 98°C 10 secondes
Hybridation 65°C 15 secondes 20
Extension 72°C 15 secondes
Dénaturation 98°C 10 secondes
Hybridation 58°C 15 secondes 25
Extension 72°C 15 secondes
Extension terminale 72°C 2 minutes 1
Conservation 20°C 0 1

Tableau 17 : Programme de PCR touchdown finale pour le promoteur TERT
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2) Design et sélection des amorces
2.a) Séquence cible
La région cible pour sur le promoteur TERT est située sur le chromosome 5 (1295163-
1295462), les sites de mutation étudiées sont colorés en rouge ci-dessous.

AAACTCGCGCCGCGAGGAGAGGGCGGGGCCGCGGAAAGGAAGGGGAGGGGCT
GGGAGGGCCCGGAGGGGGCTGGGCCGGGGACCCGGGAGGGGTCGGGACGGGG
CGGGGTCCGCGCGGAGGAGGCGGAGCTGGAAGGTGAAGGGGCAGGACGGGTG
CCCGGGTCCCCAGTCCCTCCGCCACGTGGGAAGCGCGGTCCTGG

2.b) Séquences des amorces et températures de fusion

Avec « F » : amorce Sens (Forward) et « R » : amorce anti-sens (Reverse).

F1: GAAAGGAAGGGGAGGGGCTG 64,6°C

F2: AGGGCGGGGCCGCGGAAA 64°C
F3: CAGCGCTGCCTGAAACTC 57°C
R1: TGCCCCTTCACCTTCCAGCT 62.5 °C
R2: CACCCGTCCTGCCCCTTCA 62 °C
R3: CTTCCAGCTCCGCCTCCT 59°C
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Figure 33 : Sélection du couple d’amorce pour 1’amplification du promoteur TERT

Résultats des é€lectrophoreses apres amplification par PCR des produits de différents couples
d’amorces sur ADN génomique a différentes températures (a) Combinaison F3R2 : cible
d’une longueur de 169 pb (b) F1R2, 123 pb (¢) F3R3: 148pb ; F2R1: 128pb (d) FIR3:
103pb (e) F2R3: 119pb.

Le couple d’amorce F3R2 (figure e) s’est avéré étre la seule combinaison a présenter
une bande de la longueur attendue (169pb). La température retenue sera 62°C (croix jaune),
les autres combinaisons étant soit trop courtes soit trop longues pour de I’ADN circulant ou

ayant échoué précédemment (F1R1: 114 pb F2R2: 137 pb, F3R1: 159 pb).
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Figure 34 : Résultats obtenus pour TERT : PCR, clonage, taux de mutations
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a) Electrophorese aprés PCR Touchdown suivant le protocole du Tableau 17 b) Comparaison
de deux tampons NEB Phusion®, I’un étant adapté aux amplifications des régions riches en
GC d) vérification de I’insert dans le clone bactérien d) Pourcentage moyen de méthylation
sur le site -124G>A de TERT sur les 14 patients sur ADN circulant e) Pourcentage moyen de
méthylation sur le site -146G>A de TERT sur les 14 patients sur ADN circulant f)
Pourcentage moyen de méthylation sur le site -124G>A de TERT sur les 14 patients sur
tumeur solide (* Les résultats de I’histogramme f ont été obtenus dans un second temps par le
Dr Yoshikawa-sensei ; ND : données Non Disponibles)

3) Mutations sur le promoteur TERT

La premicre figure (34.a) ci-avant, montre que grace au programme de PCR, dit
Touchdown PCR, mis au point dans le paragraphe Résultats.C.1, nous obtenons les meilleurs
résultats pour I’amplification de TERT.

Sur la figure b, nous avons testé nos amorces sur de I’ADN circulant (¢cfDNA) de
volontaires sains (Témoins 1 et 2) ainsi que sur de ’ADN génomique entier issu de la lignée
cellulaire tumorale HepG2. La PCR de controle est validée en raison de 1I’absence de bande en
I’absence d’échantillon initial (puits zéro). La taille de la bande recherchée est de 169 pb et
seul le tampon 13A montre une bande entre 100 et 200 pb par rapport au marqueur de taille
moléculaire. Nous pouvons donc éliminer le second tampon (12A). La séquence du produit de
PCR sera vérifiée par séquencage.

Sur la figure 34.c¢, nous avons vérifi¢ que la séquence intégrée dans le clone bactérien
¢était bien de la longueur du produit de PCR du couple d’amorce F3R2. Pas moins de 22
colonies ont été sélectionnées et ont servi de matériel de départ pour une PCR dans le but de
vérifier I’intégrité du plasmide. La séquence du promoteur de TERT étant tres riche en GC, il
est plus compliqué de faire amplifier celle-ci par des bactéries, qui peinent a copier cette
séquence. En effet, seul I’un des puits (croix jaune) indique un signal suffisant (puits n°13) a
141 pb (plasmide vide) + 169 pb (produit de PCR) = 310 pb pour étre la séquence cible. La
bande du puits n° 11 correspond a la transfection d’un plasmide vecteur ne contenant aucun
insert. Etant donné le faible taux d’amplification sur ces colonies, le séquencgage a été effectué
directement apres la PCR post-insertion visible (puits n°13). Le produit avait 99.1% d’identité
avec la région du chromosome 5 (1295203-1295318) qui correspond au promoteur TERT
humain dans la base de données UCSC. Ce chiffre n’est pas surprenant car les régions tres

riches en GC accumulent facilement les erreurs lors de la PCR et du séquencage.

Nous avons pu amplifier avec succes la séquence cible a partir d’ADN circulant de 14
patients et étudié¢ le taux de mutations sur les positions reportées précédemment [Nault et al.,

2013] (91). Malheureusement, aussi loin que nous ayons pu le détecter, I’ADN circulant de
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ces patients n’a présenté qu’un maximum de 3% de mutations dans ces deux bases (figures
34.d et e). L’étape suivante sera de comparer ce taux a un pool de volontaires sains pour
¢tablir la pertinence de la détection des mutations du promoteur de TERT dans I’ADN
circulant dans le diagnostic du cancer hépatocellulaire. De plus un test sur un plus grand panel
de patient ainsi que différents réglages des parametres d’amplification, de détection et de

traitement des donnés est nécessaire.

Mise au point de la PCR au bisulfite

1) Sélection des amorces bisulfite

Le mélange contenant la polymérase KAPA® Hifi Hotstart Uracil + ReadyMix® a été
utilisé. Les amorces ont été dessinées en ciblant les cibles de méthylation les plus pertinentes
connues sur ’ADN génomique de cellule d’hépatocarcinome. Ces cibles ont été mises en
lumiére lors de précédentes études par I’équipe du Dr Nagae au sein du laboratoire du Dr
Aburatani dans lequel les expériences décrites au cours de cette thése ont été effectuées. Ces
cibles ont été définies par une méthode d’analyse par puce HumanMethylation lllumina® sur
450 000 sites CpG pour une identification pangénomique des profils de méthylation aberrants
dans le CHC. Au total, les données ont été récoltées a partir de 700 CHC, 96 individus sains
et 6200 cas issus de la base de données TGCA (The Cancer Genome Atlas) de I’institut
national de santé (NIH) des Etats-Unis. Ces données sont brevetées mais pas encore publiées
[Nagae et al., 2014 ] (166).

I.a) DUSP4
Localisation dans le génome : chromosome 8 : 29349840-29350036, taille: 196 pb
F: TTTATTTTTGAGTAGGTAGATGT
R : AAACCTAAAACAAATCCTACC

1.b) EPHA4
Localisation dans le génome: chromosome 2 : 221572170-221572316, taille: 142 pb
F : GTATATTTTGGAATTTGTGATAG

R : CTCTCCTAACTTAAACATTTATT

Deux autres sites, CELF6 et RNF 135, particulierement riches en site CG ont été investigués.
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1.¢) _RNFI35
Localisation dans le génome: chromosome 17 : 29298141-29298394, taille 177 pb
Les amorces apparaissent surlignées.

ATGATTTTGGTTGTATTATTTGTTAGGGGTTGTTGGATTGGTTTGTTATGTTGTTTT

GTGGTTATAGTTTTTGTTGTTATTGTTTGGAGGTTTTGTGGGGTGTTTGTGATGTTT
GTTGTTGGGTTTGTTTTATTTGTTGTTAGGGTGTTGTGTAGTAGTTGTATTTGTGGA
AGAATATGITATTGTAGGATTTGGTTGATAAGTATTGTTGTGTTGTATGTGAGATA
TAGGTGGGTTTTGATTTTGTTTATTGT

F : AGGGGTTGTTGGATTGGT
R: TTTTRATTAAATTTTATAATAA

1.d) CELF6
Localisation dans le génome: chromosome 15 : 72612572-72612909

ATGATTTGTATAATGAGGAAGTAGTTGTTAATTAGAGTGGGAGTTGATTGGGTTT
GTTGGGGGTGGGGGGGGTGGTTGGGTTTATGTGTTTTTGTTTGTTATGGTAATTGG
ATTTTTGAATGTTTTGTGTGTGTTGAGTGTGTGTGGGTGTGGTTGTGGATTGTGTG
TGTGTGTTTTGGGTTGTGTGAGGGGAAGTAGTTTTGTTATGTGTGATGGTGTTTGT
TGGAGTTGGGGTTAATTTTTATTGTATATATAGGTATATATAGGTAAATGTAGGTA
TATGTAGGTATATATATTTTTAAATGTTGGTGTGTTTTTTGTGGGGGTGGATGGGG
ATT

F1: ATGTTTTGTGTGTGTTGAGTGT
F2 : ATTTGTATAATGAGGAAGTAGT
F3: AGTGGGAGTTGATTGGGT

R1: ACRAAACTACTTCCCCTCA

R2 : CACTCRACACACACAAAACAT

Longueur des combinaisons d’amorces :

F2R1 202 pb, F2R2 138 pb, F3R1 169 pb, F3R2 105 and 573 pb

Cibles rejetées pour I’étude de la méthylation de I’ ADN circulant :

ACTGI1 bilF GGGTTTAGTTATAGGTTTGTTT

ACTGI1 bilR ACCCTAACTCRCTATTATCACT= 312 pb
TSC22D1-bil-F GAGGTTTAGGTTTTGTGGAG
TSC22D1-bil-R TACCCAACACAATACACCAA-> 272 pb

Les fragments d’ADN circulants dépassant rarement les 200 pb, les produits de PCR
se seraient aveérés trop longs, menant a un échec d’amplification et un risque non négligeable

d’amplification d’ADN génomique contaminant.
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Figure 35 : Mise au point de la PCR au bisulfite

a) Electrophorese aprés PCR suivant gradient de température b) Mix de PCR a différentes
concentration en magnésium c¢) Détermination de la quantité minimale d’ADN pour une PCR
efficace d) Affinage de la détermination de la concentration en magnésium et de la
température optimale

Seule une température de 55°C présente une bande distincte entre 100 et 200 pb
(figure 35.a, fleche rouge). D’autres PCR tests ont donc été effectuées a températures
inférieures (figures non montrées). Nous avons fix¢é la température d’hybridation a 52°C pour
DUSP4 et EPHA4 en raison de meilleurs résultats.

Figure ¢, nous avons tenté de déterminer la quantité minimale d’ADN circulant
nécessaire a une amplification des cibles visible sur €électrophorese._Afin d’obtenir une bande
distincte, ainsi qu’un nombre de copies suffisant pour les 2 amorces, la quantité initiale
d’ADN circulant (cfDNA) doit étre de 2,5ng dans le mélange minimum (retenus 5ng par
sécurité). Pour ’ADN génomique il faut au minimum 10ng. En effet, avec des quantités
inférieures le nombre de copies d’ADN circulant initial n’est pas suffisant pour obtenir une
bande distincte en €lectrophorese (¢). Nous garderons ces valeurs pour les travaux a venir.

Sur les figures b et d, nous voyons que I’ajout de magnésium est bénéfique

uniquement pour la cible EPHA4. Cet ajout devient délétére pour les autres genes. Les
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résultats de PCR sont optimaux pour des températures allant de 53 a 55°C pour

I’amplification de RNF'135.
L’extraction d’ADN circulant ne donnant que de faibles quantités d’ADN, nous avions
pour but de préserver ce matériel. C’est pourquoi 1’idée d’amplifier plusieurs cibles dans un

seul tube a ét¢ émise, c’est la PCR multiplex.

2) Essais de PCR multiplex

52°C
35 Cycles

200 p

200 pb

Figure 36 : Essais de PCR multiplex
a) Essai quantitatif b) PCR standard et avec 3 couples d’amorces (*3), 35 cycles, 52°C ¢) d)
PCR avec 3 couples d’amorces suivant un gradient de température.

Les premiers tests (figure 36.a) ont été effectués sur ADN génomique. A une
concentration de 50ng, deux bandes se distinguent, alors qu’a 10ng on ne remarque qu’un
smear. Dans le puits zéro on remarque la formation de dimeres d’amorces.

I1 a donc fallu faire 1’essai sur ADN circulant, & une concentration de 15ng
initialement. Ici (figure b), on remarque que 1’addition de plus de deux paires d’amorces au
sein du méme puits produit un smear (bavure) au lieu d’une succession de bandes bien
distinctes. Plusieurs tentatives d’améliorer ce probléme se sont avérées vaines. C’est pourquoi

nous avons par la suite décidé d’effectuer une PCR standard pour nos deux cibles RNF135
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and CELF6 (monoplex). Les autres paires d’amorces auraient fonctionné également en PCR
standard mais les régions explorées présageaient de résultats plus probants au vu des travaux
effectués précédemment [Nagae et al., 2014] (166).

Malheureusement nous ne pouvons donc pas envisager une PCR multiplex avec ces 3
cibles qui requi¢rent des conditions exactement similaires. Figures ¢ et d, nous pouvons
observer les artéfacts et produits de PCR non spécifiques qui apparaissent sur les
¢lectrophoreses. La PCR simplex a été conservée, avec des conditions optimales de :

-EPHAA4 : 52°C + 3,7mM de MgCl,, 35 cycles
-DUSP4 : 52°C sans MgCl,, 35 cycles
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3) Résultats de méthylation
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Figure 37 : Vérification de I’insert et pourcentage de méthylation

a) Vérification de la taille de I’insert dans les clones bactérien pour RNF'135 et pour b) CELF6
avec deux couples d’amorces. ¢) Pourcentage moyens de méthylation sur les sites CpG du
promoteur de CELF6 sur les 14 échantillons apreés séquencage, et d) pour le promoteur de
RNF'135. e) Pourcentage moyen de méthylation sur le promoteur de RNF135 sur les tumeurs
solides des mémes échantillons. (*Les résultats de 1’histogramme e ont été obtenus dans un
second temps par le Dr Yoshikawa-sensei, N.D = données Non Disponibles)
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Les séquences des produits de PCR pour RNF135 et CELF6 (amorce F3R2) ont été
vérifiées par deux fois avec succes par séquencage Sanger et alignement de séquence (figures
a et b). Le taux de méthylation moyen pour nos 14 échantillons avoisine 4,5% pour le
promoteur de CELF6 et 3% pour RNF135 (Figure 37 c-d).

Par manque de données disponibles sur le statut mutationnel des tumeurs solides des
14 patients, nous ne pouvons effectuer de tests statistiques pour comparer les résultats de
I’ADN circulant a la tumeur. Les conditions de PCR pour nos deux cibles ci-dessus devront

étre améliorées avant le séquengage du reste de la cohorte.
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DISCUSSION

A. Signification clinique des résultats

1) CTNNBI

Nous sommes parvenus a mettre au point une technique de détection de mutation sur I’exon 3
du gene CTNNB1 sur ADN circulant par technique de séquencgage haut débit. Les résultats
obtenus sur ce premier échantillonnage test sont concordants avec les données mutationnelles
retrouvées dans la tumeur solide et le pourcentage global de patient muté.

D’autres études avaient déja exploré cette piste mais sans succes ou dans des domaines
différents. Dans le cancer du sein, en 2014 par technique de séquencage massif d’ADN
(MPS : Massive Parallel Sequencing), des prélévements d’ADN plasmatique ont été
effectués au cours du temps chez une patiente afin de comparer les mutations trouvées avec
celles présentes au sein de la tumeur solide. Le géne CTNNBL faisait partie du panel et a pu
étre détecté avec succes [De Mattos-Arruda et al., 2014] (167).

En 2008, une équipe de chercheur avait tenté de détecter les mutations de CTNNB1 par
technique RFLP (Polymorphisme de Longueur de Fragments de Restriction) aprés PCR sur
une cohorte de 255 patients égyptiens atteints de CHC comparativement a des patients atteints
uniquement d’hépatite chronique B ou C. Malheureusement ils ne purent détecter que les
mutations dans le géne TP53 mais aucune dans CTNNB1 [Hosny et al., 2008] (168).

Nos résultats préliminaires pour CTNNB1 semblent prometteurs pour la suite de 1’étude.

2) TERT

Nous avons pu amplifier avec succes le promoteur du géne TERT sur ADN circulant.
Il a été nécessaire de designer manuellement pas moins de 6 nouvelles amorces pour y
parvenir (Cf : Résultats A.2.b). Seul un seul couple de ses amorces nous a permis d’amplifier
la région d’intérét sur le promoteur TERT de facon spécifique avec une bande de taille
attendue (169 pb) sur 1’électrophorese (Figure 33). Pas moins de trois tampons de réaction de
PCR ont été nécessaires (Figures 34 a-b). De méme, il fallut de longues semaines avant de
pouvoir établir un protocole de PCR atypique Touchdown PCR (Tableau 17) pour finalement
obtenir les meilleurs résultats. Ce type de PCR en deux phases, réduit les liaisons non
spécifiques et la formation de produits non souhaités. La mise au point de la PCR du
promoteur de TERT sur ADN circulant n’avait jusqu’alors pas été effectuée a en croire
I’absence de publication dans la littérature.

La séquence du produit a ensuite été vérifiée par séquencage Sanger apres

amplification par clonage bactérien.
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Pour le hotspot -124G>A de TERT, seul un échantillon a montré un taux de mutation
supérieur a 3% et deux aux alentours de 1%. Les 11 autres présentaient un pourcentage de
mutation quasi nul (Figure 34 d-f). Si I’on part du principe que les témoins négatifs, non
encore testés sont supposes avoir un taux de méthylation du méme ordre, ces résultats sont en
deca de ce que nous attendions. Qu’clles peuvent en étre les raisons et comment les

améliorer ?

3) Statut de méthylation

Les pourcentages de méthylation obtenus pour le promoteur de de RNF135 et CELF6
sur ADN circulant sur les 14 échantillons ne dépassent que rarement les 10%, (37.c-d) ceci
laisse penser que les conditions de PCR pour nos deux cibles ci-dessus devront étre
améliorées avant le séquencage du reste de la cohorte. Dans 1’étude précédemment menée
dans notre laboratoire sur I’ADN génomique, on récence notamment un pourcentage de CHC
portant une hyperméthylation sur le promoteur de RNF135 de 84 a 89 % et de 68 a 77% sur
celui de CELF6 (37.f). Le faible échantillonnage ainsi qu’un manque de données pour les
mutations au sein de la tumeur ne nous permet aucune conclusion statistique pour 1’instant
(Test de Fisher, tableau de contingence...).

Une fois les conditions de PCR améliorées, 1’étape suivante sera de comparer ces
résultats avec les volontaires sains qui sont censés €tre totalement déméthylés. Il est a noter
que I’hyperméthylation est portée sur un seul des deux alleles. Autrement dit, une méthylation
de 50% dans I’ADN tumoral correspond a un taux de 100% de méthylation sur 1’allele
modifié. Nous avons choisi la lignée HepG2 comme témoin positif pour cette étude, connue
pour étre totalement méthylée sur son ilot CpG. Cette analyse sera effectuée dans les

expériences a venir, la méthylation attendue est de 50%.

La méthylation sur ADN génomique est pratique courante dans les laboratoires
d’oncogénétiques francais. Dans les glioblastomes par exemple, I’hyperméthylation du
promoteur du géne MGMT qui est un facteur prédictif de la réponse au traitement par le
témozolomide, est recherchée [Quilien et al, 2012] (169). La technique utilisée est le
pyroséquencage et 1’on admet la présence d’une hyperméthylation dans ce promoteur si la
moyenne du taux de méthylation pour chaque site GC est strictement supérieure a 8%. Les
témoins négatifs sont validés uniquement si cette moyenne est inférieure a 3%. On en conclu
qu’on retrouve une trés faible méthylation sur des portions de géne supposée €tre totalement

déméthylés. Qu’en est-il pour ’ADN circulant ?
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Lorsqu’on séquence une cible donnée sur ADN circulant, les limites de la technique
sont a prendre en compte. En effet, une mutation vue sur seulement 1 ou 2% des reads peut
étre considérée comme artéfactuelle. La encore qu’en est-il pour la méthylation ?

Une grande partie de ’ADN circulant extrait des échantillons plasmatiques des patients
atteints de carcinome hépatique ou tout autre cancer sera d’origine génomique. Cet ADN

génomique est dans la plupart des cas sain et ne portera pas la mutation.

Depuis une dizaine d’années la communauté scientifique s’intéresse a 1’évaluation du
statut de méthylation sur ADN circulant. En 2005 une €quipe américaine se penche sur la
question de I’hyperméthylation de I’ilot CpG du géne GSTPI dans le cancer de la prostate
détectable dans I’ADN circulant. Le tests ont été effectués par rapport a 35 témoins négatifs.
Certains des 85 échantillons de patients atteint d’un cancer de la prostate pouvaient atteindre
des taux de méthylation autour de 30% mais la plupart présentaient un taux proche de zéro

[Bastian et al., 2005] (170), comparables a nos résultats pour le CHC.
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Figure 38 : Diagramme a point (dot plot) comparant ’index de méthvlation de I’illot CpG
GSTP1 chez des sujets sains comparativement a des patients atteints de cancer de la prostate
sur tissu et sérum [Bastian et al., 2005] (170).

Si nous parvenons a améliorer la sensibilit¢ de ce test il est possible que le séquencgage
post-PCR au bisulfite soit un outil diagnostic prometteur pour le cancer hépatocellulaire.

Pour les deux autres sites d’intérét potentiels sur les genes EPHA4 et DUSP4, la
séquence des amplicons n’ayant pas encore été vérifiée, ils n’ont pas été utilisés pour la suite

de I’étude et le séquencage NGS.
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Les arguments moléculaires qui nous ont poussés a utiliser les promoteurs de ces genes
comme cibles résident en une précédente étude de screening large sur ADN génomique dans
le CHC. Ce screening a été effectué a partir de données de meéthylation au niveau
pangénomique chez 700 patients CHC, une centaine d’individus sains ainsi que celles déja
présentes dans les bases de données a disposition (TGCA). Néanmoins, les résultats de ce
screening étant encore sous brevet, aucune publication attestant cette hypothése n’a été
publiée jusqu’a présent [Nagae et al., 2014 ](166).

En 2012, une étude avec des motivations similaires aux notres avait été effectuée sur
une cohorte de patients taiwanais, utilisant également la technique de séquencage Illumina®.
De la méme facon, il s’agissait d’étudier les profils de méthylation du CHC au niveau
pangénomique [Shen et al., 2012 et 2013] (171) (172). Cette publication ne mentionne pas
nos 4 cibles: RNF135, CELF6, DUSPA et EPHA4 dans ses conclusions. Cette équipe
considére un site digne d’intérét si son pourcentage de méthylation est strictement supérieur a
5%. Cette limite donnée nous permettrait de tirer des conclusions sur certains de nos

échantillons.

B. Limites et challenges techniques

La plupart des difficultés rencontrées pour 1I’étude du promoteur TERT s’expliquent

par la richesse en dinucléotides GC dans la séquence cible.

l.a) CLONAGE

Comme D’atteste la figure 34c, seule une des 22 colonies bactériennes avait intégré le
plasmide avec la séquence d’intérét. Une colonie a pu intégrer un plasmide vide (puits 11)
mais la plupart ne contenaient méme pas de plasmide. Ceci s’explique encore une fois par le
GC% du promoteur TERT. En effet, les deux brins sont plus difficilement séparables en raison
des liaisons GC, ce qui augmente la température de fusion. Ainsi, la séquence est
difficilement amplifiable par culture bactérienne. L’étape de ligation préalable a 1’insertion
dans un plasmide est également moins efficace en raison de cette richesse en GC. Les 99,1%
d’identité sont donc satisfaisants pour notre étude mais ne le serait pas pour des séquences
plus classique. En effet, ceci constitue déja 1% d’erreur dans chacun de nos amplicons de
169pb, soit presque deux bases erronées, avant méme d’avoir commencé le séquengage haut

débit des échantillons de patients.
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1.b) POLYMERASE
En outre, la polymérase utilisée en PCR peut commettre des erreurs en recopiant les

brins d’ADN circulant initiaux. Il en est de méme sur ADN génomique. Ces erreurs
apparaissent de préférences dans les régions riches en sequences repétitives et les
polynucléotides. Nous savons que les queues polyA sont tres fragiles. La région du promoteur
TERT est riche en séquences GC qui conferent une certaine monotonie de séquence
augmentant le risque d’erreur de la polymérase. Les polymérases de type Taq utilisées
couramment dans les mix de PCR commerciaux n’ayant pas d’activité de relecture intrinséque
(proofreading) commettent une erreur toutes les 1000 a 2000 bases (1 a 2kb), on parle de
fidélité de la PCR. Par ailleurs, pour ’ARN les Taq polymérase introduisent davantage
d’erreurs. La fidélité des polymérases des mix utilisés ici est de type « High fidelity », pour la
marque NEB Phusion® elle est 50 fois supérieure a la Taq polymérase classique a savoir une
erreur toutes les 50 a 100 kilobases [Pezza et al., 2016] (173).

l.¢) DMSO

Le DMSO est un additif organique se liant a I’ADN sur les résidus cytosines. En le
rendant plus labile, il en change la conformation et facilite ’hybridation des amorces a
I’ADN. Ainsi pour des régions riches en GC la température de fusion est revue a la baisse. Le
DMSO est contenu dans la plupart des mix de PCR commerciaux et en concentration plus
élevée dans les mix spécifiques aux régions « GC rich » comme celui que nous avons utilisé
dans cette étude pour le promoteur TERT (Next New England Biolab® High-Fidelity 2X GC
Rich Mix 13A). Or, I’ajout de DMSO augmente le taux d’erreur de la polymérase qui était,

jusqu’a maintenant, déja élevé.

1.d) NOMBRE DE CYCLES

Au cours de la PCR, une erreur apparue précocement sera multipliée de maniére

exponentielle pendant toute la durée des cycles restants, ce qui amplifie fortement le
phénomene. Le nombre de cycle de notre programme Touchdown PCR est de 20 avec une
température d’hybridation a 65°C et de 25 a 58°C. Au total 45 cycles, ce qui est nettement au-
dessus de la moyenne habituelle (en moyenne un maximum de 35 cycles). Au-dela d’un
certain nombre de cycles, la quantité d’amorce est en concentration minime comparativement
aux produits formés. Il arrive que ces produits commencent a se fixer les uns aux autres et
s’autoamplifient, surtout pour des sequences riches en GC monotones. De cette fagon, nous
voyons bien que la PCR n’est plus spécifique. Ceci provoque parfois un phénoméne ladder

like : apparition de produits de taille graduées en PCR, totalement inexploitable.
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l.e) NGS

Une deuxieme polymérase est utilisée dans cette ¢tude. Il s’agit de celle de 1’étape
NGS du fournisseur Illumina® du séquenceur MiSeq. Ici, comme la plupart du temps c’est
encore une polymérase de type Phusion de haute fidélite qui est utilisée pour la préparation de
la librairie. Ainsi, des erreurs supplémentaires seront additionnées a la librairie (une erreur
toutes les 50 a 100 kilobases).

Il est également possible qu’un polymorphisme existe au sein de la séquence a
amplifier. Comme les amorces dessinées n’amplifieraient qu’une seule des versions du géne
TERT par exemple, 1a encore subsisterait un biais.

De plus, tous les produits obtenus lors de la premiere PCR ont été rassemblés dans les
mémes tubes pour le séquencage NGS. Au final, il s’agit donc d’une PCR multiplex lors de la
préparation de la librairie. Certains produits ont également pu former des diméres ou
multimeres entre eux. Il est également fort possible que certains amplicons aient été favorisés
par rapport a d’autres en raison de leur plus grande facilité a étre amplifiés. Une séquence
moins riche en GC telle que I’exon 3 du gene CTNNB1 présente, par exemple, une profondeur
de lecture supérieure a TERT.

Le nombre de read obtenus est aux alentours d’un millier pour le promoteur TERT ce
qui est inférieur a la profondeur attendue et exploitable. En effet, on compte en moyenne 1%
d’erreurs dans les reads. C’est-a-dire qu’une mutation détectée aux alentours d’1 pourcent est

bien souvent artéfactuelle. Ceci allonge encore la liste des erreurs systématiques.

l.a) FAIBLE POUVOIR STATISTIQUE ET METADONNEES

Les premiers résultats portant sur trop peu d’échantillons aucune donnée statistique
n’est exploitable. En effet méme si pour ’exon 3 du géne CTNNBL les résultats semblent
représentatifs de la population de patients atteints de CHC, il nous reste a les comparer a un
échantillonage de témoin. L’ADN circulant du plasma de 10 volontaires sains a eté extrait,
mais les quantités sont tres faibles comparativement a celles issues du plasma des malades. La
technique sera encore plus difficile a appliquer a ces échantillons. L’ADN génomique de la
lignée cellulaire tumorale de référence pour le CHC est HepG2, elle a donc été choisie comme
témoin positif et reste a étre étudiée. Comme nous 1’avons vu dans la cohorte de 267 patients,
155 autres ont déja été extraits, ceux-ci une fois analysés permettront de plus amples études

statistiques.

109



Le docteur Midorikawa-sensei a recueillis de nombreuses métadonnées concernant
cette cohorte : 1’age des patients, le sexe, le statut sérologique VHB, VHC, la présence d’un
diabéte, d’une obésité, d’un éthylisme chronique conservation d’une excrétion biliaire,
I’indice ICGR15 (le taux de rétention du vert d’indocyanine a 15 minutes) évaluant les
fonction de réserve du foie ; Sur le plan anatomopathologique il renseigne sur la taille de la
tumeur, le segment touché, le type histologique, son degré de différenciation et
d’envahissement vasculaire.

Nos premiers résultats ne permettent pas d’établir une corrélation significative entre
tous ces ¢léments. Ces données restent disponibles et permettront a 1’avenir d’établir des liens
entre les facteurs de risque et le type de modifications génétiques analysées.

Il nous serait possiblement donné de vérifier I’hypothése de I’impact du VHC sur la
mutation CTNNBL1 émise par I’équipe de Nault [Nault et al., 2013] (91). Des liens entre
I’étiologie et I’éveénement génétique déclencheur du mécanisme de carcinogénese pourraient
étre étudiés.

Il m’a été posé la question d’un potentiel biais ethnique, nous pourrions 1’écarter en
comparant les données a venir aux études en cours faites sur des patients majoritairement

caucasiens.

1.b) RATIO ADN TUMORAL / SAIN

L’une des explications du faible taux de mutation obtenu pour le promoteur TERT peut

étre que le ratio ADN circulant normal/ADN circulant tumoral est faible. Ce phénoméne est
d’autant plus important que la quantité initiale de matériel était fixée a Sng, quantité minimale
amplifiable dans notre étude. Comme nous 1’avons vu dans le paragraphe précédent, dans la
mesure ou il nous est pour lors impossible de définir ce ratio, nous ne pouvons pondérer la
véracité des pourcentages de mutations obtenus. Le nombre de fragment tumoral initialement
présent dans le prélevement serait trop faible.

Nous avons vu que la phase pré-analytique des prélévements était primordiale. Aprés
2 heures a température ambiante les laboratoires francais sont réticents a faire étudier le statut
moléculaire sur préléevements sanguins. En effet, la dégradation de I’ADN circulant contenu
dans les échantillons a cette température est trés rapide. Les prélévements ont ici €té utilisés
déja congelés a -20°C apres avoir été prelevés par le Dr Midorikawa au Nihon University
Hospital. A ce jour, il est difficile d’évaluer I’impact de la decongélation sur la quantité
d’ADN circulant. De plus, les patients présentant une tumeur de volume faible ont
géneralement des concentrations en ADN circulant plus faibles que ceux présentant des

tumeurs volumineuses.

110



Les techniques d’amplification actuelles permettent d’obtenir des millions de copies
d’une molécule d’ADN circulant a partir d’un trés faible nombre de copies initiales, qui
comprennent des séquences « normales » et des sequences « mutées », définies comme telles
par rapport a un génome de référence. Cependant, dans un cadre clinique, il est quasiment
toujours impossible de déterminer 1’origine cellulaire de ’ADN circulant prélevé, ni le ratio
ADN tumoral/ADN physiologique, car il faudrait pouvoir séquencer le génome de toutes les
cellules du patient en question pour le comparer a celui de I’ADN circulant prélevé. De plus,
les éventuelles altérations observées ne sont pas forcément spécifiques d’un organe et peuvent
avoir plusieurs origines. De méme, différents cancers ou différentes tumeurs ne relarguent pas

la méme quantité d’ADN dans la circulation.

Fragments d’ADN ADN circulant
v

| 74 7
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Figure 39 : Origine de I’ADN analysé [Inspirée de Vallée et Denis, 20131 (174)

C. PERSPECTIVES

1) A court terme
Excepté pour I’exon 3 du gene CTNNBI, une optimisation des conditions de PCR
s’imposent. Ceci permettra se savoir si les faibles taux obtenus sont dus au faible nombre de
copies mutées initialement présentes dans I’ADN circulant ou si I’'imperfection de la
technique est en cause. Ensuite il faudrait désormais analyser I’ensemble des 155 échantillons
d’ADN circulant extraits des patients atteints de CHC de notre cohorte, ainsi que la centaine
d’échantillons encore non extraits. De plus, 10 volontaires sains ont €té prélevés au

laboratoire. Les quantités d’ADN extraites étant trop faibles, nous ne disposons pas encore de
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résultats exploitables pour les témoins négatifs mais des améliorations sont en cours. Le
témoin positif a partir d’ADN génomique de la souche HepG2 permettra également de
soumettre ses données a la statistique.

Nous avons également mis au point la PCR au bisulfite pour deux autres hotspots :
EPHAA4 et DUSP4, il ne reste qu’a vérifier la séquence des produits de PCR par une technique

de Sanger aprés clonage bactérien pour valider leurs programmes et mix de PCR.

2) Accel-NGS™ Methyl-Seq DNA Library Kit

Le 22 mars 2015, le 11éme séminaire international de génomique avancée « My
Genome, Your Genome » se tenait & Tokyo. Au cours de conférence, la compagnie Swift
Bioscience© présenta sa nouvelle technologie pour le séquencage NGS des échantillons
traités au bisulfite : le kit Accel-NGS™ Methyl-Seq DNA Library. Ce nouvel outil se vante
de pouvoir étre utilisé a partir d’une quantité initiale d’ADN circulant de 100pg jusqu’a 500ng
avec un programme de PCR réduisant le nombre de cycle d’amplification a 14 et un temps de
préparation de librairie de deux heures. Qu’elle est I’avancée de cette technologie par rapport
a celles en vigueur ?

Dans cette étude nous avons utilis¢é une technologie ou le traitement de I’ADN
circulant par le bisulfite est antérieur a la préparation de la librairie par le kit TruSeq™ Nano
DNA Sample Prep a savoir ’amplification par des amorces randomisées et la ligation des
étiquettes avant séquencage (Figure 40.c). Cette méthode, comparativement a la méthode
traditionnelle (b), permet d’éviter la perte d’une partie de la librairie aprés conversion des
brins d’ADN dont 'une des extrémités se trouvera rognée. A contrario, I’approche par
amorces complémentaires aléatoires conduit a I’incapacité de ces amorces a se fixer a un
sous-ensemble de fragments altérés par la conversion au bisulfite. Une partie de I’ADN
initial, dont les fragments de taille inférieure a 80 pb, est donc perdue. Swif Bioscience©
propose I’utilisation d’adaptateurs apres la conversion pour conserver la couverture de la

totalité des fragments indépendamment de leur taille.
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b c

[ ]  — L J
1 — 1 L ]
dsDNA Fragment dsDNA Fragment Unfragmented dsDNA
Bisulfite Conversion End Repair, Tailing Bisulfite Conversion
and Ligation Reactions D <
— [ — ' - —
[E | 2
— [ X ]
* “Unconverted
Adant Library Molecules *
aptase™ .
Random Primed
—m v DNA Synthesrs
CIEs Bisulfite Conversion S
— | < o QUETENT ) |
[ I— | :
* Randomly Primed Fragment
(- | —
_Extension and
Ligation Reactions } Inefficient
Fraﬁf%nl *
by
kg oy
(5 | — 3 Tagging

X HNNN{ -
Converted Library Molecule IR NN NN [

\ v

i-lih

| M
e v g
_ Functional _ Functional
. > uie
Functional Library Molecule Library Molecule

Library Molecules

Figure 40 : Principe de la méthode de “séquencage de la 5éme base” par Swift bioscience
[Makarov et al. 2015] (175)

Il a été décidé de mettre cette technique en place dans le laboratoire pour les
expériences en relai des résultats qui viennent d’étre présentés au cours de cette thése. Les
quelques 200 patients de la cohorte extraits ou non seront testés avec ce kit pour créer la
librairie finale par le Dr Yoshikawa, gastroentérologue au cours d’une thése de science. En
effet, ce systéme permettra d’obtenir un rendement nettement supérieur. A nous désormais de
vérifier son efficacité. Pour lors, ce projet est toujours au stade de considérations d’ordre

financier.

3) Nouvelles technologies et avancées
Afin d’augmenter le nombre de reads, il pourrait s’avérer intéressant d’expérimenter
d’autres techniques de séquencage au débit de routine tel que le lon Torret/Proton™
(émulsion sur billes) de la compagnie Life Technologies©, le 454 de Roche©
(pyroséquencage) ou encore le SOLID® system (colorimétrie) de Thermo Fischer
Scientific©. Elles présentent des caractéristiques et des performances différentes du MiSeq®
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d’Tllumina© (amplification par bridge) comme la profondeur, la longueur du run, la durée du
séquencgage...

Apparaissent également sur le marché les techniques de séquencage dites de troisieme
génération avec le séquencage en temps réel : SMRT (Single Molecule Real Time) de Pacific

Bioscience© ou les nanopores aux aspects prometteurs.

3.a) NANOPORE

Les techniques de nanopore repose sur des procédes physico-chimiques a 1’étude
depuis 1995. Aujourd’hui de nombreuses compagnies en développent a partir de divers
matériaux. Oxford Nanopore Technologies© par exemple, établit un nanopore possédant un
diamétre intérieur de I’ordre du nanometre, composé de protéines. Il est inséré dans une
membrane électriqguement résistante consititué de polymeéres d’origine synthétiques. Un
potentiel électrique est appliqué a travers cette membrane créant un flux passant uniquement
par I’ouverture du nanopore. Chaque molécule qui y entre cause des perturbations €lectriques
caractéristiques de leur composition. En mesurant ces différences de potentiel, la molécule
peut étre identifiée. Un monobrin d’ADN ou d’ARN s’y engouffrant pourra étre séquencé
base par base indépendamment de sa longueur via la partie la plus étroite du pore qui émet un
signal. Par ce séquencage direct a I’échelle de la molécule méme, on s’affranchit de toutes les
erreurs de PCR puis et de celles de I’amplification lors de la préparation de la librairie. Leur
but est la miniaturisation de la technologie offrant une médecine personnalisée tout terrains
[Schaffer et al., 2012] (176). Néanmoins, en raison d’un taux d’erreur encore non controlé les
différentes technologies a base de nanopore n’est pas encore disponible mais consitue

alternative a considerer.

POl

A ‘.' :f

Figure 41 : Séquencage d’ ADN par nanopore [Oxford Nanopore Technologies©] (177)

3.b) ORIGINE DE L’ADN CIRCULANT

Tout récemment, une équipe de Seattle publie un article dans la revue Cell de janvier

2016 intitulé : « Cell-free DNA Comprises an In Vivo Nucleosome Footprint that Informs Its
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Tissues-Of-Origin » que 1’on peut traduire par : L’ADN circulant renferme une empreinte
nucléosomique renseignant sur son origine tissulaire [Snyder et al., 2015] (123).

La démonstration faite par Snyder, Kircher et leurs collaborateurs remet en cause
certaines théories sur les origines de I’ADN circulant. Mais surtout elle ouvre les portes sur
les potentiels moyens de pallier au manque d’interprétabalité auquel les laboratoires sont
parfois confrontés avec les analyses en vigueur. En effet, nous avons vu que le ratio ADN
tumoral / ADN normal dans le sang circulant est inconnu lors des études et cette dilution peut
créer des résultats faussement négatifs.

Par une technique de séquencgage en profondeur pangénomique de I’ADN circulant,
cette équipe est parvenue a dessiner la carte de localisation des nucléosomes in vivo sur ces
courts fragments d’ADN. Il a ét¢ montré que I’ADN circulant porte les marques des facteurs
de transcriptions qui 1’accompagnent, notamment le répresseur transcriptionnel CTCEF.
D’apres cette étude, la disposition des nucléosomes est corrélée a I’architecture nucléaire, la
structure des génes et leur expression observées dans les différentes cellules. Ceci laisse a
penser que ces marques constituent un véritable indice sur I’organe dont sont issus ces
fragments. Ici, I’espace internucléosomique de I’ADN circulant des individus sains présumés
est en accord avec les caractéristiques épigénétiques des cellules myéloides et lymphoides. La
source de I’ADN circulant normal serait bien subséquente a 1’apoptose des cellules
hématopoietiques de la circulation sanguine. D’un autre coté, définir de quel organe est issu
I’ADN pathologique est une avancée conséquente et permettra I’étendue des applications

clinigues en oncogénétiques et de nombreuses autres disciplines.
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Genome-wide, in vivo nucleosome map from cell-free DNA in plasma
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Figure 42 : Résumé illustré de article paru dans 1’édition 164 de Cell [Snyder et al., 2016]

(123)

D. APPLICATION CLINIQUE
La recherche de mutations sur ADN circulant est effectuée en routine dans les

laboratoires d’analyses a I’échelle planétaire pour servir la cancérologie. Par exemple, le géne
EGFR est une cible particulierement étudiée dans I’adénocarcinome pulmonaire. La
possibilité de déterminer 1’origine de cet ADN permettra de différencier I’ADN tumoral de
I’ADN normal, I’ADN maternel de I’ADN feetal ou encore I’ADN donneur versus receveur
dans les rejets d’allogrefte.

Pour le dépistage précoce du CHC, la recherche de mutation sur le géne de la B-
caténine et autres genes cibles ne sera pas applicable avant d’avoir évaluer les critéres requis

pour les tests cliniques. La mise en place en routine de nouvelles applications est la plupart du

temps limité par le codt technique.
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Figure 43 : Courbe de décroissance du colt de séquencage d’une mégabase d’ADN [NIH,

2016] (178)

Le prix du séquengage d’une base est divisé par deux chaque année. Sur la figure 43,
nous voyons que début 2004 le cout du séquencage d’1 mégabase d’ADN était a 1000 dollars
américains, il est désormais bien inférieur a 10 centimes. Ce phénomeéne va bien au-dela de la
loi de Moore qui stipule que les performances informatiques doublent chaque année a codt
constant. Il est méme désormais possible de faire du séquencage de novo pour créer un
génome artificiel de toute piéce. De la méme maniére, la quantité disponible d’informations
que renferment ’ADN circulant va augmenter de fagon exponentielle : la question des
capacités de traitement de ces données se pose.

Dans le paysage genomique actuel, il est rationnel de penser que les applications

cliniques a partir d’ADN circulant ne peuvent qu’exploser.
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ANNEXE

A. Qualification post-extraction d’ADN circulant des 14 échantillons de patients

Reésultats obtenus avec Caliper HT DNA High Sensitivity LapChip®.
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B. Choix de la méthode de quantification des échantillons

Les autres candidats étaient : Agilent 2100 Bioanalyzer® et Agilent High Sensitivity D1000
ScreenTape System®.
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Agilent® 2100
expert High z 2
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System »j: A
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m L - gy < ' .-—.
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Figure n°? Exemple d’électrophoréese obtenue avec les deux méthodes non sélectionnés
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Figure n° ? Exemple de graphiques résultants de la mesure de la taille des frag
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ments d’ADN

circulant extraits par les deux méthodes non sélectionnées.
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> Traces d’ADN génomique

0

Figure n° ? Exemple d’extraction non optimale
Ces artéfacts sont en réalité de I’ADN génomique issue de leucocytes contaminant I’ADN
circulant de nos échantillons.
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