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SECTION M ECANISMES

DE LA CANCEROGENESE (MCA)

LA SECTION MECANISMES DE LA CANCEROGENESE (MCA) CONDUIT DES RECHERCHES
VISANT A ELUCIDER LES MECANISMES MOLECULAIRES PAR LESQUELS LES EXPOSITIONS
ENVIRONNEMENTALES INDUISENT DES ALTERATIONS GENETIQUES ET EPIGENETIQUES,
ET DEREGLENT DES VOIES MOLECULAIRES CRUCIALES AU DEVELOPPEMENT D'UN
CANCER ET A SON EVOLUTION. SES TRAVAUX APPORTENT AINSI DES BASES FACTUELLES,
UTILES AUX ETUDES SUR LETIOLOGIE DE LA MALADIE ET SA PREVENTION. LA SECTION
MCA SINTERESSE PLUS PARTICULIEREMENT AUX EVENEMENTS IMPORTANTS QUI
PRECEDENT OU GOUVERNENT L'APPARITION DE LA TUMEUR ET SON EVOLUTION. SES
PRINCIPALES STRATEGIES SAPPUIENT SUR UNE RECHERCHE INNOVANTE ET LA MISE
AU POINT DE METHODES GENOMIQUES/EPIGENETIQUES ET DE DEPISTAGE, AINSI QUE
SUR LE DEVELOPPEMENT DE RESSOURCES BIOINFORMATIQUES, APPLICABLES AUX
MODELES EXPERIMENTAUX ET AUX BIOBANQUES CONSTITUEES DANS LE CADRE DES
ETUDES EPIDEMIOLOGIQUES. LA SECTION MCA PARTICIPE EGALEMENT A DES ETUDES
TRANSLATIONNELLES, A TRAVERS L1DENTIFICATION DE BIOMARQUEURS MECANISTIQUES
D’EXPOSITION, DE DETECTION PRECOCE ET DE STRATIFICATION DU RISQUE. ELLE MENE
DES ETUDES INTERDISCIPLINAIRES ET LES COLLABORATIONS SYNERGIQUES, ETABLIES
AVEC D'AUTRES CHERCHEURS DE LABORATOIRE ET DES EPIDEMIOLOGISTES, TANT AU
SEIN DU CIRC QU'A LEXTERIEUR, PERMETTENT DE FAIRE PROGRESSER DTMPORTANTS
PROGRAMMES DE RECHERCHE. LA SECTION MCA COMPORTE DEUX GROUPES : LE
GrouprE EPIGENETIQUE (EGE) ET LE GROUPE MECANISMES MOLECULAIRES ET
BIOMARQUEURS (MMB). Tous DEUX TRAVAILLENT EN ETROITE COLLABORATION
POUR CREER DES SYNERGIES PERMETTANT D'EXPLOITER ET D'ENRICHIR AU MIEUX UNE
EXPERTISE ET DES OUTILS DE RECHERCHE EXCEPTIONNELS.

SECTION MECANISMES DE LA CANCEROGENESE
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Le Groupe Epigénétique (EGE) conduit
des études visant a parfaire notre compreé-
hension des mécanismes épigénétiques
impliqués dans la cancérogenése,
gréce a lidentification d’altérations dans
I'épigénome et de voies moléculaires
dérégulées par les expositions environ-
nementales. Le Groupe EGE concentre
également ses efforts sur la recherche de
biomarqueurs épigénétiques d’exposition
et de risque, et sur la caractérisation
des principaux éléments de I'exposome.
A cette fin, il réalise dune part
des études mécanistiques sur des
génes « conducteurs » fonctionnellement
importants et des voies moléculaires
altérées par des cancérogénes parti-
culiers, dautre part, il applique des
techniques de pointe en épigénomique
sur des échantillons biologiques uniques,
provenant de cohortes de population
(Figure 1). Il développe également des
méthodes épigénomiques, des stratégies
de profilage et des outils biocinformatiques,
applicables aux études de cohortes et
d’épidémiologie moléculaire, coordonnées
par les chercheurs du CIRC et des
collaborateurs extérieurs.

EXPOSITION A LAFLATOXINE B,

IN UTERO ASSOCIEE AUX MODIFICATIONS
DE METHYLATION DE LADN

DANS LES GLOBULES BLANCS

DES NOURRISSONS EN GAMBIE

Lexposition aux toxines environne-
mentales pendant le développement
embryonnaire peut induire des modi-
fications épigénétiques qui influencent le
risque de maladie dans I'enfance et a l'age
adulte. Le Groupe EGE a étudié les effets
sur I'épigénome (taux d’ADN méthylé
[ADNm]) d’'une exposition a laflatoxine
tét dans la vie. Pour ce faire, il a mesuré
I'exposition a I'aflatoxine chez des femmes
enceintes d’une région rurale de Gambie,
en dosant/l’aflatoxine dans les échantillons
de plasma prélevés entre la 1ére et la
16éme semaine de grossesse. Les taux
d’ADNm ont ensuite été mesurés dans les
globules blancs de leurs nourrissons par
lllumina Infinium HumanMethylation450
BeadChip. Les résultats ont indiqué
une nette corrélation entre l'exposition
maternelle a I'aflatoxine et la méthylation
de '’ADN des nourrissons sur une série de
sites CpG. Cette méthylation différentielle
associée a laflatoxine concernait des
génes de facteur de croissance, des
génes du systéme immunitaire et un
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Figure 1. Thémes de recherche, collaborateurs, plateformes technologiques et ressources
du Groupe Epigénétique (EGE). Le Groupe EGE conduit des études visant non seulement
a caractériser les altérations épigénétiques et les voies moléculaires dérégulées par
des facteurs de risque spécifiques du cancer, mais aussi a identifier des biomarqueurs
épigénétiques d’exposition, de détection précoce et de stratification du risque. Il
développe par ailleurs des stratégies épigénomiques et de profilage, ainsi que des outils
bioinformatiques applicables auxmodéles in vitroetaux études en population.Le Groupe EGE
tire parti des récentes avancées technologiques et conceptuelles qui offrent de formidables
opportunités en matiére d’épigénétique pour comprendre I’étiologie des cancers. Il réalise
son programme en étroite collaboration avec des chercheurs et des épidémiologistes, tant
au sein du CIRC qu’a I’extérieur, dont bon nombre font partie de réseaux internationaux,
établis pour partager des plateformes techniques et des ressources biologiques. © CIRC.
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géne impliqué dans la détoxification de
I'aflatoxine (Figure 2) (Hernandez-Vargas
et coll., 2015). De plus, le Groupe EGE a
découvert que les effets de la malnutrition
maternelle sur la méthylation de 'ADN
en des sites génomiques particuliers
présentaient les caractéristiques d’'une
« empreinte métabolique », avec
notamment une fenétre critique de
sensibilité (stade blastocyste), ainsiqu'une
relation dose—réponse entre exposition
et conséquence (Silver et coll., 2015).
Ces études montrent que I'alimentation
et 'exposition maternelle a I'aflatoxine en
tout début de grossesse sont associées a
des changements du profil épigénomique
chez les nourrissons. Ces observations
renforcent la nécessité d’actions de
prévention, particulierement pendant les
phases cruciales du développement foetal
et durant la petite enfance.

ANALYSE CIBLEE DE LA METHYLATION
DE UADN LIBRE CIRCULANT DANS LE
PLASMA PAR SEQUENCAGE PARALLELE
MASSIF SEMI-CONDUCTEUR PROFOND

On a observé des modifications de la
méthylation dans I'ADN libre circulant
(ADNIc) isolé du plasma de patients
ayant un cancer. LADNIc constitue donc
une cible intéressante pour identifier de
nouveaux biomarqueurs. Toutefois, il
était jusquici techniquement difficile de
détecter de facon fiable les changements
de méthylaton de [IADN dans les
fluides corporels. Le Groupe EGE a
donc développé une nouvelle méthode
permettant d'analyser en profondeur,
de fagon ciblée et trés sensible, TADNm
dans d'infimes quantités d’ADN présentes
dans les fluides corporels, en utilisant
le séquencage paralléle massif semi-
conducteur (séquenceur lon Torrent PGM).



Figure 2. Méthylation différentielle associée a I’exposition a I’aflatoxine t6t dans la vie. (A) Profil de distribution des taux d’exposition a
I'aflatoxine pendant la grossesse chez toutes les méres. (B) Représentation quantile—quantile des probabilités critiques (valeurs-P) pour
I’association entre méthylation de ’ADN et exposition a I’aflatoxine (comme variable continue). (C) Diagramme Manhattan de la répartition des
valeurs-P dans les chromosomes des cellules somatiques. (D) Cartes des points chauds des 71 sites CpG associés a I’exposition a I’aflatoxine
B1 (AFB1) in utero. Le niveau d’exposition a I’aflatoxine et le sexe correspondants sont indiqués dans la partie inférieure de la figure. Reproduit
avec l'autorisation de Hernandez-Vargas et coll. (2015) et d’Oxford University Press.
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Aflatoxin-associated differential methylation was found in:
- aflatoxin detoxification genes (AKR7A3)
- growth factor genes (FGF12 and IGF1)
- immune related genes (CCL28, TLR2, TGFBI)

Il a ensuite employé cette approche pour
étudier la méthylation de toute une série
de génes (FBLN1, HINT2, LAMC1, LTBP1,
LTBP2, PSMA2, PSMA7, PXDN, TGFB1,
UBE2L3, VIM et YWHAZ) dans I'ADNIc
plasmatique et évaluer la possibilité de
les utiliser comme biomarqueurs du
carcinome hépatocellulaire dans le cadre
de deux études cas—témoin, 'une conduite
en France et I'autre en Thailande. Il a ainsi
détecté dans 'ADNIc une méthylation de
génes particuliers (FBLN1, PSMA7, PXDN
et VIM) avec des profils de méthylation
nettement différents entre les cas et les
témoins (Figure 3) (Vaca-Paniagua et
coll., 2015a, et données non publiées du
Groupe EGE). D’aprés ces résultats, les
modifications des taux de méthylation
de VIM et FBLN1 dans I'ADNIc sont
associées au carcinome hépatocellulaire
et pourraient donc constituer de
précieux biomarqueurs plasmatiques pour
améliorer la précision du diagnostic et la
surveillance des patients (Vaca-Paniagua

et coll., 2015a, et données non publiées
du groupe EGE). Cette étude constitue
une preuve de principe démontrant
la possibilité d'utiliser le séquencage
paralléle massif semi-conducteur comme
approche non-invasive, rentable et rapide
pour identifier, développer et valider des
biomarqueurs épigénétiques, susceptibles
d’étre appliqgués a des fins cliniques et
épidémiologiques.

DEVELOPPEMENT DE METHODOLOGIES
EPIGENOMIQUES ET D'OUTILS
BIOINFORMATIQUES APPLICABLES

AUX ETUDES DE COHORTE ET
D’EPIDEMIOLOGIE MOLECULAIRE

Le Groupe EGE a su tirer profit des
améliorations apportées, en terme de
colt et de rendement, aux techniques
d’'analyse des profils de méthylation,
des modifications dhistones et de
séquencage des microARN, grace a
l'installation récente au CIRC et chez des

collaborateurs extérieurs de plateformes
nouvelle génération, dédiées au profilage
du méthylome et du transcriptome
(plateforme lllumina Infinium), ainsi quau
séquencage (lllumina MiSeq, lllumina
Genome Analyzer et lonTorrent) (Figure
1). Ces nouvelles technologies ont permis
au Groupe EGE de passer d’'une approche
ciblée a une approche pangénomique
compléte, tout en développant de
nouveaux thémes de recherche originaux
en épigénétique du cancer (Ghantous et
coll, 2014 ; Hernandez-Vargas et coll.,
2015 ; Kuasne et coll.,, 2015 ; Lambert et
coll., 2015 ; Martin et coll., 2014 ; Silver et
coll., 2015 ; Vaca-Paniagua et coll., 2015a).
Ces développements ont également
motivé le renforcement des capacités
bioinformatiques au sein du Groupe, avecla
premiére génération d’outils d’exploitation
des données, spécifiquement congus pour
les analyses épigénomiques.
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Figure 3. Analyse de la méthylation de I’ADN libre circulant (ADNIc) plasmatique par séquencage profond ciblé pour identifier des
biomarqueurs épigénétiques potentiels du cancer. (A) Schéma général de I’étude et développement de méthodes. (B-E) Analyse de la
méthylation de ’ADNIc plasmatique des cas et des témoins par séquengage paralléle massif semi-conducteur. Méthylation de VIM dans
I’ADNIc des témoins frangais (B), thailandais (C), dans les tissus (D) et pour les données de The Cancer Genome Atlas (TCGA) (E) ; la zone
analysée par séquengage paralléle massif est indiquée en gris. CLD, maladies hépatiques chroniques ; CTR, témoins ; HCC, carcinome
hépatocellulaire. Les barres d’erreur représentent I’erreur-type de la moyenne. Figure établie a partir de Vaca-Paniagua et coll. (2015a).
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Lobjectif premier du Groupe Méca-
nismes moléculaires et biomarqueurs
(MMB) consiste a établir des bases
factuelles pourlapréventiondu cancer, en
élucidant les mécanismes moléculaires
et en identifiant des biomarqueurs de la
cancérogenése associés a des facteurs
de risque environnementaux et de mode
de vie spécifiques. Le Groupe MMB
caractérise de nouveaux biomarqueurs
d'exposition et de tumorigenése en
établissant des « cartes » de signatures
mutationnelles dans des modéles
expérimentaux in vitro, ainsi que dans
les tissus tumoraux et I'ADN libre
circulant (ADNIc) plasmatique. Pour
cela, il tire parti des données d’études
épidémiologiques existantes et participe
a de nouveaux projets. Par ailleurs, il
développe et valide des méthodes de
détection des cancérogénes et des
outils bioinformatiques applicables aux
études en population et aux études
mécanistiques. Ensemble, les projets
du Groupe MMB visent a améliorer
notre compréhension générale des
mécanismes de cancérogenése, ainsi
qu’a faciliter des stratégies de prévention
du cancer scientifiquement fondées.

IDENTIFICATION DES SIGNATURES
MUTATIONNELLES ET DES MUTATIONS
« CONDUCTRICES » INTERVENANT
DANS LA CANCEROGENESE /N VITRO

Un stress oncogénique dans des
cellules primaires peut entrainer
un contournement des processus

de limitation de leur durée de vie,
suivi d’'une expansion clonale due a
'accumulation de mutations favorisant
leur immortalisation. Le Groupe MMB
exploite cette propriété en combinant
'exposition de cellules primaires a
des cancérogénes et les techniques
d'immortalisation (essais BBCE pour
barrier bypass-clonal expansion). Le
séquencage profond de I’ADN de lignées
cellulaires immortalisées, dérivées
de cultures primaires de fibroblastes
embryonnaires murins exposés a des
cancérogenes, a ainsi pu mettre en
évidence des signatures mutationnelles
présentant une concordance pangé-
nomique élevée avec celles observées
dans les cancers chez [I'homme
(Olivier et coll., 2014). Cette approche
a également permis d’identifier certai-
nes mutations récurrentes dans des
génes « conducteurs » du cancer
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reconnus (Figure 1). Le Groupe
MMB caractérise actuellement les
signatures mutationnelles de nouveaux
cancérogénes candidats et étudie les
rébles joués par certaines mutations
conductrices dans I'immortalisation
cellulaire. En résumé, les essais BBCE
offrent une stratégie efficace pour
identifier les spectres mutationnels
induits par des cancérogénes environ-
nementaux, ainsi que les mutations
conductrices cruciales pour la trans-
formation cellulaire.

SIGNATURE MUTATIONNELLE DE LACIDE
ARISTOLOCHIQUE DANS LES TUMEURS

UROLOGIQUES
Lexposition a lacide aristolochique
(AA) est responsable de graves
néphropathies et de cancers urothéliaux.
Le Groupe MMB a élaboré une approche
sur mesure de séquencage dexome
a faible couverture pour identifier la
signature mutationnelle de I'exposition
a I'’AA dans des tissus de carcinome
des voies urinaires  supérieures
(CVUS) et de carcinome des cellules

Figure 1. Modélisation de mutations récurrentes dans des génes conducteurs connus du

cancer, dans un systéme in vitro de sélection clonale. Les pistes concentriques représentent

25 clones immortalisés, dérivés de cultures de fibroblastes embryonnaires murins, exprimant

un transgéne de la cytidine désaminase induite aprés activation (AID) ou exposition a

différentes conditions mutagénes : AA, acide aristolochique ; AFB1, aflatoxine B1 ; B[a P,

benzo[a]pyréne ; MNNG, N-méthyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine ; Spont, spontanément

immortalisés (non traités) ; UVC, ultraviolets de classe C. Les points représentent des

mutations par substitution situées sur des régions chromosomiques particuliéres

(chromosomes indiqués au centre). Les mutations observées sont pour la plupart spécifiques

d’une exposition (points orange), mais sont aussi parfois non spécifiques (points gris). Sur

le périmétre sont indiqués 86 génes impliqués dans le cancer, régulierement mutés (rouge,

oncogeénes ; bleu, génes suppresseurs de tumeur ; vert, facteurs associés a la chromatine ;

noir, autres génes impliqués dans la cancérogenése), le nombre de mutations observées

étant précisé entre parenthéses. © CIRC.
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Figure 2. Signatures mutationnelles dans les tumeurs urologiques de cas de néphropathie endémique (EN pour endemic nephropathy).
(A) On a observé la signature (Sig) 22 correspondant aux effets mutagénes de I'acide aristolochique (AA) dans des carcinomes de cellules
rénales (RCC pour renal cell carcinoma) et des carcinomes des voies urinaires supérieures (UTUC pour upper tract urothelial carcinoma)
de patients EN croates et bosniaques. A gauche, les histogrammes montrent les signatures individuelles, découvertes dans les tumeurs
urologiques analysées, ainsi que la signature AA expérimentalement induite dans un systéme de culture cellulaire de validation (EXP). Les six
substitutions de base possibles (SBS pour single base substitution) sont indiquées par des couleurs différentes et leur nature est précisée
en haut de chaque graphe ; les fréquences de chacune des combinaisons possibles d’une SBS dans un contexte trinucléotidique particulier
(précisé sous chaque graphe) sont également représentées ; la signature de I’AA se caractérise par une prédominance des transversions
T > A dans le contexte C_G. Les échantillons UTUC portent également la signature d’'une augmentation de I'activité enzymatique APOBEC.
Les histogrammes de droite indiquent le pourcentage relatif de la contribution de chaque signature a la charge mutationnelle de chaque
échantillon tumoral. (B) Des UTUC découverts simultanément en des sites anatomiques distincts (bassinet du rein et uretére) chez I’'un des
patients EN portent un grand nombre de mutations qui se recoupent, spécifiques de I’AA, suggérant un éventuel mécanisme de propagation
tumorale par dissémination cellulaire le long des voies urinaires. © CIRC.
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rénales (CCR). Ces tissus fixés au
formol et inclus dans la paraffine,
provenaient de patients originaires de
régions de Croatie et de Bosnie ou la
néphropathie est endémique a cause
de la consommation pain préparé avec
des farines contaminées par des graines
d’Aristolochia clematitis contenant de
I'AA. Le séquencage a montré la
présence d'une signature mutationnelle
cohérente avec I'exposition a 'AA dans
5 CCR et 15 CVUS (Figure 2) (Jelakovi¢
et coll., 2015). Par ailleurs, le Groupe
MMB a participé a une étude visant a
identifier des tumeurs rénales contenant
la signature mutationnelle de I'AA chez
des patients roumains (Scelo et coll.,
2014). Lidentification de nombreux types
de tumeurs contenant cette signature
mutationnelle a naturellement des consé-
quences en termes d’épidémiologie
et de santé publigue pour ce qui
concerne l'incidence et la prévention des

cancers associés a I'’AA partout dans le
monde. La cartographie des signatures
mutationnelles développée parle Groupe
MMB permet également d’étudier le role
de I'’AA dans les cancers observés chez
les populations a haut risque, exposées
a cette substance a travers l'usage
répandu de remedes a base de plantes.

EVALUATION DES PERFORMANCES
DU SEQUENCAGE PROFOND POUR
L'IDENTIFICATION DE MUTATIONS
SOMATIQUES, CLINIQUEMENT
PERTINENTES, DANS LADNLC

DE PATIENTS ATTEINTS D'UN CANCER
DU POUMON

LADNIc extrait du plasma de patients
cancéreux peut contenir une part
importante d’ADN tumoral. Lanalyse
des mutations somatiques fait partie du
protocole standard de prise en charge
des cancers du poumon métastasés pour

permettre le choix de thérapies géniques
ciblées. Les biopsies sont souvent le
seul matériel disponible permettant
d’obtenir de '’ADN tumoral, mais elles
fournissent des quantités limitées d’ADN
et ne sont pas forcément représentatives
de toute la masse tumorale. Pour savoir
si 'ADNIc pourrait étre utilisé comme
tissu de substitution pour détecter des
mutations cliniquement pertinentes dans
les tumeurs pulmonaires de patients
non-fumeurs, le Groupe MMB a utilisé
la technique du séquengage profond
permettant de détecter des mutations
avec une sensibilit¢ élevée (Couraud
et coll., 2014). D’aprés les résultats
obtenus, cette méthode permet de
détecter les mutations tumorales dans
’ADNIc avec une bonne sensibilité et
une bonne spécificité. Par conséquent,
’ADNIc pourrait constituer une ressource
prometteuse pour le diagnostic et le suivi
des cancers du poumon.

GROUPE MECANISMES MOLECULAIRES ET BIOMARQUEURS




Le récent intérét suscité par les
signatures  mutationnelles  pangéno-
miques, observées dans les cancers chez
’'homme, a engendré la nécessité d’outils
conviviaux, permettant aux chercheurs
ayant des connaissances limitées en
bioinformatique d’accéder a des analyses
simplifiées de données. A cette fin, le

Groupe MMB a développé MutSpec, un
ensemble de logiciels libres au sein de
la trés appréciée et conviviale plateforme
Galaxy. MutSpec comporte des outils
d’annotation des variants génétiques
et de statistiques avancées, permettant
d’identifier les signatures mutationnelles
présentes dans les génomes de cancers
et de les comparer a celles de la base de
données COSMIC et d'autres sources.
MutSpec permet d’analyser les données
de l'exome entier, du génome entier,

ou de séquencgage ciblé, tant dans des
échantillons humains que de souris. Les
résultats sont ensuite regroupés sous
forme de tableaux et de graphiques.
En facilitant I'analyse systématique des
spectres de mutations par un grand
nombre de chercheurs possédant
seulement des compétences de base en
bioinformatique, MutSpec encourage la
mise en ceuvre de nouvelles études sur
I'étiologie du cancer.
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