N
N

N

HAL

open science

Analyse de signatures transcriptomiques et

épigénétiques des carcinomes hépatocellulaires

Léa Meunier

» To cite this version:

Léa Meunier. Analyse de signatures transcriptomiques et épigénétiques des carcinomes hépatocellu-
laires. Cancer. Université de Paris, 2020. Frangais. NNT: 2020UNIP7082 . tel-03217103

HAL Id: tel-03217103
https://theses.hal.science/tel-03217103

Submitted on 4 May 2021

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-03217103
https://hal.archives-ouvertes.fr

PARIS ]
:DIDEROT

Université de Paris

Université de Paris

Ecole doctorale Hématologie Oncogénése et Biothérapies (ED561)

INSERM UMRS-1138, Centre de Recherche des Cordeliers (CRC)
Equipe 28 : Génomique Fonctionnelle des Tumeurs Solides

Analyse de signatures
transcriptomiques et épigénétiques
des carcinomes hépatocellulaires

Léa Meunier

These de doctorat d’'Oncogénése

Dirigée par Eric Letouzé

Présentée et soutenue publiquement le 26 Février 2020

Devant un jury composé de :

Dr. Frangois Radvanyi, Directeur de recherche, Institut Curie, Rapporteur

Dr. Michael Weber, Directeur de recherche, Université de Strasbourg, Rapporteur

Dr. Anne Biton, Ingénieure de Recherche, Institut Pasteur, Examinatrice

Dr. Pierre-Antoine Defossez, Directeur de recherche, Université de Paris, Examinateur
Dr. Judith Favier, Directeur de recherche, Université de Paris, Examinatrice

Except where otherwise noted, this is work licensed under
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/3.0/fr/






Titre : Analyse de signatures transcriptomiques et épigénétiques des carcinomes
hépatocellulaires

Résumé :

Elucider les processus transcriptionnels et épigénétiques dérégulés dans les cancers est
fondamental pour mieux comprendre les voies biologiques impliquées et proposer une
thérapie adaptée au phénotype moléculaire de chaque tumeur. Les approches classiques de
classification non supervisée définissent des groupes moléculaires principaux pour chaque
type tumoral. Cependant, ces méthodes, appliquées a des tumeurs complexes comme le
carcinome hépatocellulaire (CHC), le 3°™¢ cancer le plus mortel au monde, définissent des
groupes qui restent relativement hétérogenes et ne refléetent qu’imparfaitement la diversité
des mécanismes biologiques a I'ceuvre dans ces tumeurs. Au cours de ma thése, j’ai développé
une stratégie d’analyses innovante, basée sur I’analyse en composantes indépendantes (ACI),
pour extraire des signatures de processus biologiques précis a partir de grands jeux de
données transcriptomiques et épigénétiques. Grace a cette nouvelle approche, j’'ai identifié
des groupes de génes co-régulés, associés a des phénotypes ou altérations moléculaires
précises. De méme, I’analyse en composantes indépendantes du méthylome de 738 CHC m’a
permis d’isoler 13 signatures épigénétiques stables, préférentiellement actives dans certaines
tumeurs et certains sites CpG. Ces signatures incluent des signatures de méthylation
précédemment associées au vieillissement et au cancer, mais aussi de nouvelles signatures
d'hyper- et d'hypométhylation liées a des événements «drivers» et sous-groupes
moléculaires spécifiques. Ces résultats nous éclairent sur la diversité des mécanismes
moléculaires impliqués dans la carcinogenése hépatique. Les outils d’analyse biostatistique
innovants que j’ai développés ont été incorporés dans un package R librement utilisable par

la communauté scientifique.

Mots clefs :

Carcinomes hépatocellulaire, Analyse en composantes indépendantes, RNAseq, Méthylation,

Signatures épigénétiques






Title : Transcriptomic and epigenetic signature analysis of hepatocellular carcinomas

Abstract :

Elucidating deregulated transcriptional and epigenetic processes in cancers is fundamental to
better understand the biological pathways involved and to propose a therapy adapted to the
molecular phenotype of each tumor. Classical unsupervised classification approaches define,
for each tumor type, the main molecular groups. However, these methods, applied to complex
tumors such as hepatocellular carcinoma (HCC), the 3rd cause of cancer-associated mortality
worldwide, define groups that remain relatively heterogeneous and only imperfectly reflect
the diversity of biological mechanisms at work in these tumors. During my PhD, | developed
a, innovative strategy involving independent component analysis (ICA) to extract signatures
of precise biological processes in large transcriptomic and epigenetic tumor data sets. This
new approach allowed me to identify groups of co-regulated genes associated with specific
phenotypes or molecular alterations. Similarly, independent component analysis of the
methylomes of 738 HCC revealed 13 stable epigenetic signatures preferentially active in
specific tumors and CpG sites. These signatures include signatures previously associated with
ageing and cancer, but also new hyper- and hypomethylation signatures related to specific
driver events and molecular subgroups. The work presented in this thesis sheds light on the
diversity of molecular processes remodeling liver cancer transcriptomes and methylomes,
improve the understanding of the molecular mechanisms involved in hepatic carcinogenesis

and provides a statistical framework to unravel the signatures of these processes.

Keywords :

Hepatocellular Carcinoma, Independent Component Analysis, RNAseq, Methylation,

Epigenetic Signatures
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Introduction

1. Les carcinomes hépatocellulaires

Le cancer est une des principales causes de mortalité dans le monde. |l est a I'origine de 9,5
millions de déces en 2018 (Ferlay et al., 2019). Il s’agit d’'une maladie due a I'accumulation
d’altérations génétiques et épigénétiques qui procurent un avantage sélectif aux cellules
touchées et permettent I'expansion clonale et la transformation maligne (Hanahan and
Weinberg, 2000). Les altérations sont variées et peuvent étre causées par des mécanismes
intrinséques a la cellule ou liées aux expositions environnementales (Stratton et al., 2009). La
diversité des facteurs de risque et des altérations fait du cancer une maladie hétérogene
multifactorielle. L'un des organes les plus touchés par I’apparition de tumeurs est le foie, avec
environ 800 000 nouveaux cas en 2018 (Rawla et al., 2018). Il existe plusieurs types de tumeurs
hépatiques, de formes et de localisations différentes. On distingue les tumeurs primaires, qui
prennent naissance dans le foie, des tumeurs secondaires ou métastatiques, originaires d’un

autre organe et s’étant propagées au tissu hépatique.

Parmi les tumeurs malignes, on retrouve le carcinome hépatocellulaire, le
cholangiocarcinome, |I’hépatoblastome et I'angiosarcome. Le carcinome hépatocellulaire
(CHC) est le plus fréquent des cancers primitifs du foie (Yang and Roberts, 2010). Il se
développe a partir d’hépatocytes, le type cellulaire majoritaire dans le foie qui a pour fonction
d'assurer le bon déroulement des fonctions métaboliques et de détoxification. Le carcinome
hépatocellulaire est responsable de plus de 500 000 déceés par an, ce qui en fait le 3éme cancer
le plus mortel au monde (Bray et al., 2018) ainsi qu’un probléme de santé publique. Les autres
formes de tumeurs malignes du foie sont plus rares et ont pour origine des types cellulaires
différents : les cholangiocarcinomes proviennent de cellules épithéliales intra hépatiques des
voies biliaires et représentent 6 % des cancers du foie (Sia et al., 2017) ; les hépatoblastomes,
des tumeurs pédiatriques rares, se développent a partir de tissu embryonnaire ; et les
angiosarcomes, des tumeurs mésenchymateuses, ont pour origine les cellules des vaisseaux

sanguins (Chaudhary et al., 2015).
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Il existe aussi des tumeurs hépatiques bénignes. Les principales, classées par fréquence, sont :
I'hémangiome, une malformation vasculaire ; I’hyperplasie nodulaire focale, une prolifération
d’hépatocytes polyclonale qui semble survenir suite a une perturbation locale du flux sanguin ;
et 'adénome hépatocellulaire (HCA) dérivé de la prolifération monoclonale d’hépatocytes

matures (Grazioli et al., 2017).

1.1.1. Epidémiologie et facteurs de risque
Mon travail se focalise sur le carcinome hépatocellulaire (CHC), la forme la plus fréquente de
cancer primitif du foie. Il se développe principalement sur un foie ayant subi des lésions
séveres, cirrhotique dans 70 % a 90 % des cas. La cirrhose apparait aprés de nombreuses
années pendant lesquelles I’organe a connu une inflammation chronique pouvant étre due a
I’exposition a des composés toxiques, a des agents infectieux, a la présence de syndrome
métabolique, ou a des maladies rares (EI-Serag and Rudolph, 2007). Dans le cas de I’affection
du patient par une maladie chronique du foie, I'inflammation peut entrainer I’apparition d’'une
fibrose hépatique plus ou moins importante, ce qui correspond a un tissu cicatriciel. Plusieurs
stades de fibrose existent, définis en fonction de la sévérité des altérations dans le foie. Le
plus sévere, correspondant a la cirrhose. Cette derniére est un état dans lequel I'architecture
du foie est détruite par I'apparition de nodules structurellement anormaux, présentant une
accumulation de mutations somatiques, qui s’"accompagnent d’une diminution de la fonction
hépatique (Brunner et al., 2019; Ginés et al., 2016). La cirrhose rend le foie incapable de
remplir ses fonctions habituelles et constitue le terrain favorable au développement d’'un
cancer. Son origine et les parametres personnels comme I'age, le sexe et I'hygiene de vie,

influent sur le risque individuel des patients de développer un cancer.

L'incidence du CHC n’est pas la méme en fonction des régions, on le retrouve de maniére plus
fréquente en Asie de I'Est et du Sud-Est, en Afrique centrale et en Afrique de I'Est (cf. Figure
1). On remarque que la disparité de l'incidence dans les différentes régions du monde
correspond a la répartition des facteurs étiologiques (McGlynn et al., 2001). En France, le
développement d’'un CHC est dans 50 % des cas, d{ a la surconsommation d’alcool (Rosa et
al., 2010). Aux Etats-Unis, c’est I’obésité qui représente le facteur de risque le plus important

avec linfection par I'hépatite C. En effet, I'accumulation de graisses dans le foie peut
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provoquer une inflammation locale chronique (Ascha et al., 2010). Dans les pays d’Afrique et
d’Asie, les carcinomes hépatocellulaires sont plus nombreux et sont en grande majorité
associés a une infection chronique aux virus de I’hépatite B (Evans et al., 1998) et C (Lok et al.,
2009). On retrouve également une exposition a I'aflatoxine B1 (Hsia et al., 1992) qui est
produite par un champignon de type Aspergillus et qui proliféere dans le mais, les cacahuétes
ou encore les graines de coton, cultivés dans les pays chauds et humides. Des maladies,
comme I’hémochromatose qui entraine des dépots de fer dans le foie ou des pathologies

métaboliques peuvent également provoquer I'apparition d’une cirrhose.

Eta;s-Unls Erance JaponEaypte
NASH associée

au diabéte et/ou S >50% alcool VHC
obésité

% Rare
¢ Hémochromatose

Chine/Afrique | .’
subsaharienne

VHB Aflatoxine B1 | *
o

Incidence standardisée sur
I'age pour 100 000 personnes

- =92 No data

Bl 5492 B Not applicable

m 42-54

. 3.0-4.2 Source: GLOBOCAN 2012

<3.0

Figure 1 : Incidence globale et principales éthologies du CHC dans le monde (Figure provenant de
I’Habilitation a Diriger les Recherches de Sandra Rebouissou).

Le CHC peut aussi se développer sur un foie non cirrhotique comme dans les rares cas de CHC
résultant de la transformation maligne d’'un adénome hépatocellulaire (Tokoro et al., 2014)
(cf. Figure 2). De plus récemment |’exposition a I'acide aristolochique (Ng et al., 2017), une
substance fortement mutagene contenue dans certaines plantes traditionnellement utilisées
pour leurs vertus médicinales dans les pays asiatiques a été identifiée comme associée au

développement de CHC en particulier a Taiwan.
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Figure 2: Interaction entre la prédisposition génétique, les facteurs environnementaux et la
survenue du CHC. Rouge, modéle héréditaire mendélien, bleu, polymorphismes impliqués dans
l'apparition du CHC, vert, empreinte génétique du CHC des expositions génotoxiques, et violet, les
traitements potentiels utilisés pour réduire I'incidence du CHC (Zucman-Rossi et al., 2015).

1.1.2. Caractéristiques et classification morphologique des tissus
Le carcinome hépatocellulaire peut avoir un aspect macroscopique tres variable et son
diametre peut aller de quelques millimétres a 20 cm. Pour caractériser le foie du patient a
partir duquel il s’est développé, on évalue la sévérité de la cirrhose grace au score METAVIR

(Poynard et al., 1997). Ce dernier définit 5 stades allant du foie sans fibrose FO au stade
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cirrhotique F4. Des classifications ont également été établies pour quantifier la différenciation
du CHC. Le grade d’Edmondson-Steiner sépare les CHC en 4 groupes, allant du grade |, de CHC
tres bien différenciés parfois difficiles a distinguer du tissu non tumoral, au grade IV, peu
différenciés et plus agressifs (Edmondson and Steiner, 1954). Le pronostic du carcinome
hépatocellulaire dépend du stade de découverte et de la gravité de la cirrhose du foie non-
tumoral. Il existe plusieurs classifications visant a orienter le traitement et notamment
sélectionner les patients pouvant bénéficier d’'un traitement a visée curative susceptible
d’améliorer leur survie (Levy and Sherman, 2002). Actuellement, la classification pronostic
recommandée par I'EASL (European Association for the Study of the Liver) et I’AASLD
(American Association for the Study of Liver Diseases) est la classification du Barcelona Clinic
Liver Cancer (BCLC), comprenant les stades BCLCO, A, B, C et D, allant du plus précoce au stade
terminal. Elle prend en compte le nombre et la taille des nodules, la présence d’invasion
vasculaire, de Iésions extra-hépatiques, la fonction hépatique, et I’état général de l'individu

pour orienter les patients vers les thérapies adaptées (Sia et al., 2017).

1.1.3. Pronostic et traitement

Dans I’ensemble, le pronostic des CHC est mauvais, puisque seuls 30 % des patients, ceux dont
le CHC est détecté a un stade précoce (BCLC 0 et A), peuvent bénéficier d’un traitement curatif
comme la résection chirurgicale, la transplantation ou I’ablation percutanée (par alcoolisation
ou radiofréquence). La transplantation hépatique a I’avantage de guérir a la fois la tumeur et
la cirrhose sous-jacente du foie, elle est donc un traitement incontournable pour les tumeurs
détectées a un stade précoce. Cependant le manque de donneurs de foie limite le nombre de
transplantations, ce qui entraine un temps d'attente de plus en plus long, pendant lequel I’ état

du patient peut s’aggraver (Bruix and Llovet, 2002).

Pour les patients avec un CHC de stade intermédiaire (BCLC B), non éligibles a ces traitements
curatifs, les possibilités sont : la chimio-embolisation artérielle, qui permet de bloquer I'apport
sanguin de la tumeur, et la chimiothérapie intra-artérielle, qui consiste a injecter des
molécules de chimiothérapie dans I'artére hépatique grace a un cathéter. Ces traitements
visent a améliorer la survie, que ce soit en durée ou en qualité de vie, sans aggraver I’évolution

de la cirrhose, mais peuvent présenter des effets secondaires (Galuppo et al., 2014).
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Si la tumeur est a un stade avancé (BCLC C), ou a un stade intermédiaire (BCLC B), et qu’elle
ne répond pas aux traitements décrits ci-dessus ou récidive, un traitement médicamenteux
peut-étre administré. Pendant longtemps, le seul traitement proposé était le Sorafenib. Il
s’agit d’un inhibiteur qui cible les récepteurs VEGFR-1/2/3 (vascular endothelial growth factors
receptors), les kinases sérine/thréonine BRaf et CRaF, et les PDGFR-a/B (platelet-derived
growth factor receptors). L’essai SHARP qui a comparé les effets du Sorafenib par rapport au
placebo a montré une amélioration de la survie globale des patients de 3 mois en moyenne et
une diminution de la progression radiologique (Llovet et al., 2008). Ces derniéres années de
nouveaux traitements de premiére ligne, le Lenvatinib, un inhibiteur de la tyrosine-kinase a
cibles multiples (VEGFR 1-3, FGFR 1-4, PDGFRa, RET), et de deuxieme ligne tels que le
Regorafenib, le Cabozantinib et le Nivolumab, ont été approuvés. Le Regorafenib, un
inhibiteur multikinase plus efficace contre les kinases VEGFR et dont |'activité est plus large
(contre le TIE2, le KIT et le RET) que le Sorafenib, a montré des résultats positifs chez les
patients dont les tumeurs progressent sous Sorafenib (Bruix et al., 2017). Une amélioration
similaire de la survie est obtenue avec le Cabozantinib, un inhibiteur de tyrosine kinases
(VEGFR 1-3, MET et AXL) (Abou-Alfa et al., 2018). Le Nivolumab est pour le moment la seule
immunothérapie autorisée dans le traitement des CHC. Il s’agit d’'un anticorps monoclonal
ciblant le point de controle immunitaire inhibiteur de la molecule PD-1 (Programmed cell
death 1). Cependant, le Ramucirumab, un anticorps monoclonal qui se lie au VEGFR-2 et
bloque son activation, a montré des résultats prometteurs en test de phase Ill (Zhu et al.,
2018). Plus récemment, l'association de I|’Atezolizumab (inhibiteur de PD-L1) avec le
Bevacizumab (inhibiteur du VEGF) a montré des résultats exceptionnels dans un essai de
phase 3 avec environ 30 % de réponses objectives et une amélioration significative de la survie

globale des patients.

Au cours des derniéres années, malgré la caractérisation des altérations dans les CHC et le
développement de thérapies moléculaires ciblant les voies de signalisation altérées, de
nombreux essais cliniques ont échoué. Les raisons de leur échec sont hétérogénes et
comprennent le manque de compréhension des facteurs critiques de la
progression/dissémination tumorale, la toxicité hépatique ou les défauts de conception des
essais (Llovet and Hernandez-Gea, 2014). De nouveaux essais sont également congus pour

tester des médicaments sur des sous-populations de patients atteints de CHC a partir de
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biomarqueurs. On retrouve par exemple le test d’inhibiteurs de MEK chez les patients
présentant une activation de RAS (Das, 2018). Ces stratégies ont été jugées efficaces dans les
cancers du sein, du mélanome et du poumon, et pourraient changer le paysage de la
conception des essais cliniques du CHC. Le profilage moléculaire et la réponse au traitement
sont étroitement liés ; par conséquent, I'amélioration de la compréhension des dérégulations

dans les CHC permettra de les cibler efficacement avec une thérapie spécifique.

Les étiologies et les processus moléculaires menant a la transformation maligne des
hépatocytes en CHC sont multiples, induisant une grande hétérogénéité dans ces tumeurs. En
effet, de nombreuses altérations génétiques s’accumulent dans les tissus durant la vie du
patient, particulierement pendant la prolifération des nodules cirrhotiques (Brunner et al.,
2019) et le développement du carcinome hépatocellulaire. Seules certaines altérations ont
des effets sur les mécanismes de régulation cellulaire, ce qui peut leur conférer un avantage
sélectif dans la transformation maligne de la cellule. On les appelle altérations driver. On
estime que le nombre d’altérations dites driver est limité, généralement moins de dix
(Hanahan and Weinberg, 2000), et confére a la cellule une ou des capacités permettant le
développement de la tumeur. Les autres altérations sans effet dans le développement
tumorale sont dites passager (Pon and Marra, 2015). Il est donc important d'identifier et
caractériser les altérations qui contribuent a la transformation et aux dysfonctionnements
cellulaires afin de comprendre la biologie et la diversité des tumeurs dans |'optique du

développement de thérapies ciblées adaptées au phénotype tumoral.

1.2.1. Différents types d’altérations driver
Il existe différents types d’altérations somatiques dans le génome d’une cellule tumorale qui
modifient la séquence et parfois le nombre de copies de 'ADN : les substitutions
nucléotidiques, les petites insertions et délétions (indels) ou les réarrangements structuraux
de plus grande taille (Lengauer et al., 1998). D’autres processus moins fréquents peuvent aussi

participer a la carcinogéneése hépatique.

1.2.1.1.Mutations ponctuelles
Les mutations ponctuelles sont les substitutions nucléotidiques et les indels dont Ia taille est

inférieure a 10 nucléotides. Parmi les processus responsables de la survenue de mutations
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dans I’ADN d’une cellule, on peut trouver des mutations dues a des erreurs dans la réplication
de I’ADN, qui arrive tout au long de la vie, ou des mutations dues a différentes expositions a
des agents environnementaux mutagenes (substances chimiques, rayonnements...). En
général, ces altérations ponctuelles sont corrigées par les mécanismes de réparation de I’ADN.
Cependant, ces mécanismes ont un taux d’erreur intrinséque qui fait que des mutations, non
corrigées, sont intégrées au génome et transmises aux générations cellulaires suivantes (cf.

Figure 3) (Stratton et al., 2009).

Chemotherapy-
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Figure 3 : Schéma de l'acquisition de mutations au cours de la vie par différents mécanismes pouvant
aboutir a la formation et au développement de tumeurs (Stratton et al., 2009).

Les mutations ponctuelles peuvent survenir tout le long du génome, et si la plupart sont des
mutations passager n’ayant aucun effet sur les cellules, certaines entrainent des
conséquences fonctionnelles qui participent a la dérégulation de la machinerie cellulaire
observée dans les tumeurs. Par exemple, dans les génes codants exprimés, les mutations dans
un exon peuvent induire un changement de codon au moment de la traduction et activer ou
inactiver la fonction de la protéine (Hanna et al., 2005). Les petites insertions et délétions, en
plus de modifier la traduction d’un codon, peuvent, si elles ne touchent pas des nucléotides
par multiple de 3, décaler le cadre de lecture. Ce décalage entraine la formation d’une
protéine tronquée dans laquelle il manque des domaines. On retrouve également ces
altérations driver dans les séquences non codantes de I’ADN. Par exemple, des mutations qui
touchent les éléments de régulation de la transcription des génes ont été particulierement
étudiées. En effet, la mutation dans un promoteur peut entrainer la surexpression d’un gene
comparé au tissu normal, comme c’est le cas pour le géne de la télomérase TERT (telomerase

transcriptase inverse) dans les CHC (Nault and Zucman-Rossi, 2016).
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1.2.1.2.Aberrations chromosomiques
La plupart des CHC présente une instabilité chromosomique importante, avec de nombreux
gains, pertes, ou réarrangements chromosomiques, dus a différents mécanismes, ou erreurs
lors de la réplication et division cellulaire (Daughtry and Chavez, 2016). L’altération du nombre
de copies de I’ADN peut engendrer un changement d'expression. Les délétions hétérozygotes
et homozygotes peuvent inactiver partiellement ou totalement le fonctionnement de génes
suppresseurs de tumeurs, comme CDKNA2, TP53 et AXIN1 dans les CHC. Les gains et
amplifications focales peuvent augmenter I’expression des oncogénes tel que MYC, CCND1 et

MET (cf. Figure 4).

- fe] w I~ [o] e o e 2 /%
ol T e Il 1T ol el T e Flal®lel T W T Y

(=] ™ ITs] u
L - e ;J:Q - =
(=} E {D% "E ‘"""g"
g - ] g’> SS
=2 | E
£ " I
U -
o3 =
gL £ $L & 22
g b ™ E%
1 I a 6 ©

£ & ik

<
=
S
(@]

Figure 4 : Fréquence des anomalies du nombre de copies le long du génome. L'axe de droite indique
la fréquence des changements de faible amplitude (gains et pertes) ; I'axe de gauche indique la
fréquence des changements de forte amplitude (amplifications focales et délétions homozygotes). Les
genes cibles des amplifications récurrentes et des délétions homozygotes sont indiqués (Schulze et al.,
2015).

Les anomalies chromosomiques macroscopiques, touchant une grande portion ou un bras de
chromosome, sont fréquentes dans les CHC, comme les gains des bras 1q, 5, 22 6p, 7, 8q, 17q
et 20 et les pertes des bras 1p, 4q, 6q, 8p, 13q, 16, 17p et 21 (Schulze et al., 2015; Zucman-
Rossi et al., 2015). L’accumulation de gains chromosomiques multiples a été identifiée comme
un événement tardif dans les CHC faisant suite a une premiére altération driver favorisant
I'instabilité chromosomique (Letouzé et al., 2017). Par ailleurs, il a été montré que les CHC les
plus instables étaient globalement associés a des tumeurs peu différentiées, plus

prolifératives et avec un mauvais pronostic (Boyault et al., 2007).
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1.2.1.3.Réarrangements structuraux
Les réarrangements structuraux sont composés de 4 types d’altérations simples : duplications,
délétions, inversions et translocations qui touchent la séquence d’ADN (Feuk et al., 2006). On
observe également des événements complexes qui sont la combinaison synchrone de ces
altérations élémentaires, comme le chromothripsis, qui se caractérise par la pulvérisation
d’une séquence chromosomique en plusieurs fragments et leurs réassemblages aléatoires
(Pellestor et al., 2014). Les réarrangements structuraux sont de taille variable et leurs points
de cassure peuvent se trouver, comme pour les mutations, dans des séquences codantes pour

des protéines, ou non-codantes.

Un point de cassure dans la séquence codante d’un géne ou dans ses introns entraine
directement la fusion d’une partie du gene avec une séquence distante, induisant une
molécule d’ADN chimérique. Quand la région distante correspond a un autre gene, cela
engendre une fusion de genes, qui, si elle est exprimée induit I'apparition d’un transcrit
chimérique. Le transcrit peut-étre non fonctionnel, ou au contraire combiner différents
domaines qui vont augmenter et modifier |’activité de la protéine qu’il code (Honeyman et al.,
2014). Par exemple, I'inversion de la séquence d’ADN comprenant le domaine 3’UTR de IL6
identifiée dans le foie (cf. Figure 5), entraine la formation d’un transcrit ne contenant pas les
éléments de régulation d’/L6, ce qui empéche sa dégradation et aboutit a une accumulation

dans les cellules (Calderaro et al., 2018).

Quand la région remaniée est intergénique, l'altération peut changer le contexte
chromatinien dans lequel se trouve le géne ce qui peut rapprocher des éléments de régulation
de la transcription et modifier son expression. Par exemple, la délétion de la séquence
contenant les exons du gene INHBE identifiés dans certains adénomes hépatocellulaires,
détourne son promoteur, qui active alors la transcription du gene GL/1, et entraine la
formation de tumeurs (Nault et al., 2017). La translocation d’'une séquence contenant des
enhancers actifs, ou la délétion d’insulators, peut augmenter I’expression d’un oncogéene et

participer a la transformation tumorale (Haller et al., 2019; Hnisz et al., 2016) (cf. Figure 5).
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Figure 5: Exemples de réarrangements structuraux identifiés dans les tumeurs du foie. Le
détournement d’un enhancer placé en amont de TERT et I"association du promoteur d’INHBE a son
géne voisin GLI1 suite a une délétion entrainent respectivement la surexpression de TERT et GLI1
(Bayard et al., 2018; Nault et al., 2017). La perte du domaine 3’UTR de IL6 modifie sa régulation post-
transcriptionnelle (Calderaro et al., 2018).

1.2.1.4.Insertions virales
L'infection des patients par le virus de I'hépatite B (HBV) augmente le risque de développer
des CHC (Trépo et al., 2014), principalement en favorisant I'inflammation chronique du foie,
et le développement d’une cirrhose (Neuveut et al., 2010). En plus de son réle dans
I’établissement des lésions du foie, HBV joue un réle direct dans la carcinogenése hépatique.
Il est retrouvé dans les cellules sous forme épisomale (circulaire) mais aussi sous forme linéaire
intégrée dans le génome humain (Locarnini and Zoulim, 2010). L’insertion du virus modifie la
séquence d’ADN ce qui peut altérer la structure des transcrits et I'expression des génes et
participer a la transformation maligne des cellules du foie. Le virus peut s’insérer partout dans
le génome humain, mais on le retrouve plus fréquemment dans les régions répétées et des
séquences transcrites. HBV a notamment été retrouvé inséré et caractérisé comme altération
driver pour le développement des tumeurs dans le promoteur de TERT ainsi que dans d’autres

oncogenes connus comme KMT2B, CCNE1 et SENP5 (Zhao et al., 2016).

Un deuxiéme virus, inséré dans de rares cas de CHC, a été récemment identifié au laboratoire :
le virus adénome-associé de type 2 -AAV2 (Nault et al., 2015). Initialement, un fragment de

séquence de ce virus a été trouvé par hasard dans le promoteur de TERT. Par la suite,

14



MEUNIER Léa — These de doctorat - 2020

I'utilisation des données de séquencage exome, génome et RNAseq, alignées sur une
référence de la séquence virale d’AAV2 ont permis d’identifier d’autres insertions. Les reads
s’alignant en partie sur le génome humain et en partie sur le génome viral permettent
d’identifier le point d’insertion du virus. De cette maniére, on retrouve des insertions de ce
virus, caractérisées comme driver dans la transformation maligne des cellules du foie, dans
des oncogéenes typiques comme dans le promoteur de TERT, les genes du cycle cellulaire

CCNA2 et CCNE1, TNFSF10 et KMT2B (Bella et al., 2019; Nault et al., 2015).

1.2.2. Genes et pathways driver
Le CHC a fait I'objet de plusieurs études, de notre laboratoire (Guichard et al., 2012; Schulze
et al., 2015) et d’autres (Ahn et al., 2014; Fujimoto et al., 2012), visant a identifier les voies et
processus affectés de maniére récurrente par des altérations génétiques, qui conduisent a la

carcinogénese hépatique. On retrouve 6 voies de signalisation principales (cf. Figure 6).
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Figure 6 : Paysage génétique du CHC. Rouge, activant les mutations des oncogénes, bleu, inactivant
les mutations des suppresseurs de tumeurs. * Gene ciblé de facon récurrente par l'intégration du virus
HBV. (Zucman-Rossi et al., 2015).

Le gene le plus fréquemment altéré dans les CHC est TERT qui code pour la sous-unité
catalytique du complexe de télomérase. Ce complexe est essentiel pour l'allongement et
I'entretien des télomeres, évitant ainsi I'érosion chromosomique dans les cellules. Le géne

TERT n’est pas exprimé dans le foie sain, mais il est réactivé au début de la carcinogenese
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hépatique, entrainant une altération de la longueur des télomeéres. On retrouve une
surexpression de la télomérase dans 90 % des CHC (Farazi et al., 2003; Plentz et al., 2007)
pouvant étre induite par différents mécanismes : les mutations du promoteur (54 % a 60 %)
(Nault et al., 2013), I'amplification du géne (5 % a 6 %) (Totoki et al., 2014) ; I'insertion des
virus HBV ou AAV2 (10 % a 15 %) (Chiang et al., 2008; Nault et al., 2015; Paterlini-Bréchot et
al., 2003) ou des réarrangements structuraux du promoteur. On retrouve ces altérations

associées de maniere fréquente a une instabilité génomique accrue.

Apres la maintenance des télomeres, la deuxieme voie la plus altérée dans le CHC est la voie
Wnt/B-caténine, essentielle pour la zonation du foie et la différenciation des cellules
hépatiques. On la retrouve activée dans 17 % a 44 % des CHC, avec une surexpression des
genes cibles comme GLUL et LGR5, particulierement chez les patients avec des tumeurs bien
différenciées (Boyault et al., 2007). Cette activation est en grande majorité due a la présence
de mutations activatrices du géne CTNNBI1 (Coste et al., 1998). Plusieurs positions récurrentes
de mutation dans ce géne ont été caractérisées, induisant différents degrés d’activation de la
voie, comme les substitutions ou délétions in-frame touchant la séquence de CTNNB1 cible du
complexe inhibiteur APC/AXIN1/GSK3B (Rebouissou Sandra et al., 2016). Des mutations
inactivatrices des genes AXIN1 (10% des cas) (Satoh et al., 2000), APC (1-2% des cas) ou ZNRF3
(3% des cas) (Basham et al., 2019) affectant la voie Wnt/B-caténine sont également retrouvées

dans les CHC, mais de maniére moins fréquente.

L'inactivation du géne TP53 par mutation somatique touche 12 % a 48 % des CHC, le plus
souvent dans les tumeurs induites par le virus HBV (Zucman-Rossi et al., 2015). Ces mutations
sont retrouvées tout le long du géne, la seule position de mutation récurrente caractérisée
est la mutation R249S associée a I’exposition a I'aflatoxine B1 (Guichard et al., 2012). TP53 est
un geéne suppresseur de tumeur impliqué dans la régulation du cycle cellulaire,
spécifiquement dans la transition G1/S, c’est-a-dire la transition entre la croissance cellulaire
pendant laquelle a lieu la plupart de la régulation transcriptionelle et la phase de réplication
de I’ADN. Il joue aussi un réle dans le mécanisme de réparation de I'ADN et dans le contréle
de I'apoptose, la mort cellulaire programmeée. En dehors de I'altération du géne TP53, des

mutations inactivatrices de RB1 (3 % a 8 % des cas) et CDKN2A (2 % a 12 %) sont également

16



MEUNIER Léa — These de doctorat - 2020

impliquées dans l'altération du cycle cellulaire (Ahn et al., 2014; Totoki et al., 2014). Les

mutations des génes TP53 et CTNNB1 sont majoritairement exclusives.

Le stress oxydatif est la troisieme voie la plus altérée dans le CHC. L’exposition continue a des
facteurs de stress lors d'une inflammation ou d'une consommation prolongée d'alcool
entraine une dérégulation de I’'équilibre entre le taux de production et d’élimination des
especes réactives de l'oxygene (ROS). La rupture de cette homéostasie favorise la
transformation maligne. L'une des voies de signalisation impliquée dans le processus de la
réponse au stress est celle régulée par le complexe NFE2L2/KEAP1 (Guichard et al., 2012). Une
étude in vitro a montré que |'activation constitutive de la voie favorise la survie et inhibe la
mort cellulaire (Sporn and Liby, 2012). Il a été montré que 5 % a 15 % des cas de CHC (Zucman-
Rossi et al., 2015) présentent une activation de cette voie, soit par mutation activatrice de
NFE2L2 (nuclear factor erythroid 2-related factor 2), soit par mutation inactivatrice de KEAP1
(Kelch-like ECH-associated protein 1), ce qui empéche sa liaison a NFE2L2 et la dégradation de

ce dernier (Bryan et al., 2013).

La voie PI3K-AKT-mTOR, qui module le métabolisme et |la prolifération cellulaire, est activée
dans les CHC par mutation inactivatrice de PTEN (1 % a 3 % des cas), de TSC1 ou de TSC2 (3 %
a 8 % des cas) (Totoki et al., 2014). La voie RAS/RAF/MAPK, également impliquée dans la
prolifération, la différenciation, la migration et la survie, est altérée dans les CHC. On retrouve
dans 2 % a 9 % des mutations de RPS6KA3 entrainant la perte d'une boucle de rétroaction
négative et |'activation constitutive de la voie (Zucman-Rossi et al., 2015). De plus, FGFR est le
récepteur en amont dans la signalisation de PI3K-AKT-mTOR et de RAS/RAF/MAPK.
L’activation de ces voies pourrait également étre liée a I'amplification d'une région qui inclut

le FGF3, FGF4 et FGF19, décrite dans 5 % des CHC (Babina and Turner, 2017).

Enfin, différents régulateurs épigénétiques, en particulier le complexe de remodelage de la
chromatine SWI/SNF, sont fréquemment altérés dans les CHC. Ce complexe est impliqué dans
le changement de conformation de I'ADN, permettant ainsi, quand il est recruté, de faire
glisser les nucléosome le long de la séquence d’ADN pour rendre possible la transcription de
certains génes (Masliah-Planchon et al., 2015). Des mutations inactivatrices des génes ARID1A
et ARID2 sont identifiées respectivement dans 4 % a 17 % et 3 % a 18 % des CHC (Nakamura

et al., 2019). Les effets précis sur changement induit par I'inactivation de ces deux génes et
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les mécanismes par lesquels ils promeuvent la carcinogénése hépatique restent flous.
Cependant, il a été mis en évidence qu’ARID1A code pour la sous-unité BAF250a du complexe
SWI/SNF, qui se lie a ’ADN et recrute d’autres composants du complexe pour ouvrir la
chromatine a la machinerie de transcription (Guan et al., 2011). Il a été décrit comme étant a
la fois un oncogéne, dont la surexpression intervient dans l'initiation de la transformation
tumorale, et un suppresseur de tumeur dans le développement du cancer (Sun et al., 2017).
L'inactivation du gene ARID1A apreés |'établissement de la tumeur augmenterait le potentiel
métastatique du CHC (Nakamura et al., 2019). Il a également été montré que sa perte dans le
foie normal était liée a la dérégulation du métabolisme lipidique ce qui entraine un stockage
aberrant de graisse dans le foie et une prédisposition aux maladies métaboliques non
alcooliques (NASH), un terrain favorable au développement des CHC (Qu et al., 2019). Le géne
ARID2 est quant a lui nécessaire a la réparation des dommages de I'ADN induits par les UV et
les composés cancérigenes dans le CHC (Oba et al., 2017). Le rétablissement de son
expression dans le foie inhibe la croissance cellulaire et la progression tumorale chez la souris,
alors que son inhibition entraine une surexpression des genes codant pour les protéines du
cycle cellulaire comme CCND1 et CCNE1 (Duan et al., 2016; Toh et al., 2019). On retrouve aussi
dans les CHC, des altérations d’autres régulateurs épigénétiques, notamment les histones
méthyltransférases MLL/KMT2 qui jouent un réle dans la modulation de la chromatine et

I'accessibilité de I’ADN, dans 2 % a 6 % des tumeurs (Zucman-Rossi et al., 2015).

Plusieurs approches ont été utilisées pour identifier des groupes de tumeurs hépatiques
présentant des profils moléculaires homogéenes et identifier des signatures transcriptionnelles
de pronostics et de différents phénotypes. Les méthodes statistiques utilisées et les principaux

résultats obtenus sont décrits ci-dessous.

1.3.1. Méthodes d’analyse non supervisées
Le clustering englobe les techniques de data mining visant a partitionner un gros volume de
données en un ensemble de sous-groupes homogenes (Jain et al., 1999). Il s’agit de méthodes
non-supervisées, c’est-a-dire sans hypothése préalable pour guider I'analyse. Elles sont

couramment utilisées pour I’analyse de données transcriptomiques.
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Par exemple, Eisen et al. sont parmi les premiers a avoir utilisé la technique de clustering
hiérarchique pour déterminer des groupes de genes co-régulés et les visualiser selon leur
profil d’expression dans les levures (Eisen et al., 1998). Le clustering hiérarchique est un
algorithme qui s’appuie sur une notion de distances entre individus pour regrouper les plus
semblables en groupes appelés clusters, tout en maximisant la dissimilarité entre les groupes
formés. Deux grandes familles de clustering hiérarchique co-existent : les approches dites
ascendantes (qui agglomerent les individus selon leur similarité) (Guha et al., 1998) et les
approches dites descendantes (qui divisent le groupe initial d’individus par rapport a leur

dissimilarité).

Il existe plusieurs méthodes permettant de calculer des distances entre les individus
(euclidienne, corrélation de Pearson...) et d’estimer le critére de liaison entre les clusters
(simple, moyen, complet, centroides...) (Szekely and Rizzo, 2005). Les méthodes hiérarchiques
regroupent les données sous la forme d’'un dendogramme, arbre ou les individus sont
regroupés de proche en proche (cf. Figure 7). Les méthodes de clustering hiérarchique ont
I’avantage de proposer une classification des données suivant plusieurs niveaux (Struyf et al.,
1997). Le regroupement des tumeurs permet d’identifier des groupes moléculaires
homogenes, et le regroupement des genes permet d’identifier des modules de genes co-

régulés (Segal et al., 2003).

Critére de
T Liaison entre
les clusters

—

Clustering ascendant
juepuasdap Suldisn|)

A/

Calcul de v
~ distance entre

deux individus

Figure 7 : Classification par clustering hiérarchique. Les clusters sont formés en utilisant un calcul de
la distance entre 2 individus. Ils sont ensuite appariés en fonction de leur similarité grdce a un critére
de liaison.

Les questions a prendre en compte lors de la détermination des clusters de données sont les

choix du nombre de clusters et la confiance dans I'assignation de chaque individu a un cluster.
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Pour répondre a ces questions, il est possible d’utiliser le technique de rééchantillonnage et
de validation croisée, afin d'évaluer la stabilité des résultats des clusters obtenus par rapport
alavariabilité de la sélection des échantillons (Ben-Hur et al., 2002; Bhattacharjee et al., 2001;
Dudoit and Fridlyand, 2002). Le bootstrapping a notamment été utilisé pour effectuer ce
rééchantillonnage en lancant plusieurs classifications par clustering hiérarchique sur un sous-
ensemble de geénes et d’individus (Bhattacharjee et al., 2001). Une méthode de visualisation
des résultats du rééchantillonage a également été proposée pour appuyer les décisions
concernant le nombre de clusters, en choisissant les résultats les plus stables (Monti et al.,

2003). Cette technique est appelée clustering consensus.

L'analyse en composantes principales (ACP) est également fréquemment utilisée pour
visualiser la similarité d’individus décrits par plusieurs variables quantitatives, comme
I’expression des génes (Ma and Dai, 2011). L'ACP permet I'analyse et la visualisation d’un jeu
de données a plus de 3 variables, en synthétisant I'information contenue dans le jeu de
données en un nombre réduit de nouvelles variables appelées composantes principales,
correspondant a une combinaison linéaire des variables d’origine (Abdi and Williams, 2010).
L'ACP permet également d’estimer la variance capturée par chaque composante, et les
composantes pour lesquelles la variation est maximale permettent de visualiser aisément la
dispersion des échantillons et d’identifier des groupes associés aux annotations cliniques et
moléculaires (cf. Figure 8). La contrainte de cette méthode est que 2 composantes principales

doivent étre orthogonales entre elles (Ma and Dai, 2011).

a. b. c.

:
Pole.vgqglq()m

Javeline
Long.jump

N [ ) o, ® ;\: ut
- O o——---.-!.wp,‘.f”ﬁ" £ o Xtiompute SNleeet L
: S
' &
-20- : o5
1
40- ;
1 ] I ] 1.0
80 -40 0 40 i oo o o
X PC1 Dim1 (41.2%)

Figure 8 : Explication des données par analyse en composantes principales (ACP). (a) Ici, 'axe PC1 est
I’axe principal le long duquel les échantillons ont la plus grande variation, PC2 est le second axe avec la
plus grande variation respectant la contrainte d’orthogonalité a PC1. (b) Il est ensuite possible de
représenter les données en les projetant selon ces deux axes. (c) Les composantes principales 1 et 2
peuvent étre décomposées pour déterminer les variables les plus contributrices (Abdi and Williams,
2010).
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1.3.2. Groupes moléculaires de CHC
Les CHC présentent une grande diversité de facteurs de risque, d’évolutions cliniques et de
genes driver. En analysant le transcriptome de ces tumeurs sur puce a ADN ou par séquencage
RNAseq, plusieurs groupes dont le n6tre ont proposé des classifications moléculaires des CHC
(Boyault et al., 2007; Chiang et al., 2008; Hoshida et al., 2009; Wheeler and Roberts, 2017).
Dans notre laboratoire, une classification en 6 groupes (G1-G6), associée a des
caractéristiques cliniques et moléculaires distinctes a été proposée sur la base d’un clustering

hiérarchique de 57 CHC.
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Figure 9 : Schématisation des différents sous-groupes de CHC de G1 a G6 définis par I'analyse du
transcriptome avec leurs voies cliniques et génétiques associées par I'équipe du laboratoire (Boyault
et al., 2007). Les lignes verticales indiquent les caractéristiques associées de facon significative. Le
rouge et le vert indiquent respectivement les principales voies de signalisation surexprimées et sous-
exprimées. LOH = perte d'hétérozygotie ; hemochrom = hémochromatose ; AFP = alpha-foetoprotéine ;
VHB = virus de I'hépatite B ; *caractéristique rare.

Les groupes G1 a G3 présentent une forte activation du cycle cellulaire, associée a une
instabilité chromosomique, alors que les groupes G4, G5 et G6 sont plus stables. Les groupes
G5 et G6 rassemblent les tumeurs présentant des mutations activatrices du gene CTNNB1, qui
induit une activation de la voie de signalisation Wnt/B-catenine. Ils se différencient par
I’altération d’autres voies. Les tumeurs du groupe G5 montrent une inhibition de la réponse
immunitaire, alors que celles du groupe G6 présentent une activation du métabolisme des
acides aminés et une inhibition de la E-cadhérine, qui promeut la migration des cellules

tumorales. Le groupe G6 est notamment associé a la présence de nodules satellites. Parmi les
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3 groupes qui activent les génes du cycle cellulaire, G1 et G2 sont associés aux mutations du
gene AXIN1, al'infection par le virus de I’hépatite B et a I'activation de la voie AKT. On retrouve
dans le groupe G1 un enrichissement en patients de sexe féminin, plus jeunes, originaires
d’Afrique, avec un taux plus élevé d’alpha-foetoprotéine dans le sang, alors que les patients
avec une hémochromatose appartiennent majoritairement dans le groupe G2. La mutation
inactivatrice du géne TP53, qui code la protéine p53 régulatrice du cycle cellulaire est retrouvé

significativement associée avec les groupes G2 et G3.

Les travaux de Chiang et al., publiés un an aprés, ont séparé les CHC en 5 groupes en utilisant

le clustering hiérarchique de 91 échantillons analysés sur puces a ADN.

ulY

[ ] |
b 1 s

A e | "8 1
hAh L TrTm - m #‘H Inanm TP

I
CTNNB1 Proliferation Interferon Poly 7 Unannotated

# ‘Gene expression class

Boyault class

CTNNB1 lutation
CTNNB1 activation
TP53 mutation

IGF1R phosphorylation
RPS6 phosphorylation
AKT phosphorylation

Arm gain/loss

Figure 10: Classification des altérations génomiques et moléculaires dans les carcinomes
hépatocellulaires (Chiang et al., 2008). Clustering hiérarchique consensus de 91 tumeurs. Les couleurs
dans le dendrogramme des échantillons indiquent les 5 classes d'expression génique déterminées,
associées aux modifications du nombre de copies. L'état de mutation (CTNNB1 ou TP53) et la coloration
immunohistochimique sont indiqués en niveaux de gris : présent (noir), absent (gris) ou données
manquantes (blanc).
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Le groupe « CTNNB1 » identifié dans cette classification présente une activation de la voie
Wnt/R-catenine par mutation activatrice de CTNNB1 et correspond aux groupes G5-G6
identifiés au laboratoire. Le groupe « Prolifération » est similaire aux groupes G1-G2-G3 et
montre un taux élevé de phosphorylation de RPS6. L'élément nouveau de cette classification
consiste en la subdivision du groupe G4 en 3 groupes aux caractéristiques distinctes : le groupe
« interféron » lié a l'infiltration des leucocytes, le groupe « polysomy 7 » caractérisé par le
gain du chromosome 7 et I'absence de gain du bras chromosomique 8q ; et un dernier groupe

encore non annoté (Chiang et al., 2008).

Plus tard, une autre classification, basée sur la méta-analyse de 8 études transcriptomiques
du foie, a été réalisée dans I'optique de définir une classification universelle des carcinomes
hépatocellulaires (Hoshida et al., 2009). Sur un total de 603 patients aux étiologies et origines

diverses, 3 groupes de CHC ont été déterminés (S1, S2 et S3).
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Figure 11 : Schématisation des différents sous-groupes de CHC de S1 a S3 définis par I'analyse du
transcriptome avec leurs voies cliniques et génétiques associées (Hoshida et al., 2009). AFP = Alpha-
foetoproteine.

Les groupes S1 et S2 présentent une augmentation de I'expression du gene E2F1 et une
diminution de TP53. Les tumeurs de ces groupes sont significativement plus grosses et
moyennement a peu différenciées. Comparées a la classification G1-G6 décrite
précédemment, elles sont classées dans les groupes considérés comme proliférateur avec

activation du cycle cellulaire G1, G2 et G3 et présentent souvent une mutation de TP53. Le
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groupe S1 présente également une activation des voies TGF-B et de la voie Wnt, tandis que le
groupe S2 active MYC et la voie AKT et est associé a un taux élevé d’alpha-foetoprotéine dans
le sang. Des études fonctionnelles ont indiqué que I’activation de la voie Wnt dans le groupe
S1 n’est pas le résultat d'une mutation activatrice de la -caténine mais de I'activation du TGF-
B (transforming growth factor B). Le groupe S3 regroupe les tumeurs qui conservent un
phénotype hépatocytaire. Ce sont majoritairement des petites tumeurs bien différenciées
associées a une bonne survie. Dans ce dernier groupe, une partie correspond aux tumeurs
classées comme G5-G6, avec une activation de la voie Wnt dans la classification du laboratoire

(Boyault et al., 2007).

La derniere classification majeure des carcinomes hépatocellulaires est une classification
multi-omique de 363 patients (Wheeler and Roberts, 2017). Elle est basée sur le clustering
non supervisé de cing types de données : les données de séquencage d’exome, avec analyse
de mutations driver et du nombre de copies de I'ADN ; les données de méthylation de I’ADN ;
d’expression des genes, des miARN, et des protéines. De cette maniére, trois sous-types ont

été identifiés (cf.Figure 12).

Le premier cluster intégré, iClustl, est associé a des patients jeunes, d’origine ethnique
asiatique, de sexe féminin et de poids corporel normal. Ces tumeurs sont généralement peu
différenciées avec une invasion macrovasculaire et présentent une surexpression de génes
marqueurs de prolifération tels que MYBL2, PLK1 et MKI6. Les deux autres clusters, iClust2 et
iClust3 ont une fréquence élevée de répression du géne CDKN2A par hyperméthylation de son
promoteur, un fort taux de mutations de CTNNB1 et du promoteur TERT comparé a iClust1.
La corrélation avec les variables cliniques a révélé une association d'iClust2 avec des tumeurs
tres différenciées et moins d’invasion microvasculaire, alors qu’iClust3 est caractérisé par une
forte instabilité chromosomique avec perte du 17p, et une fréquence élevée de mutation

TP53.
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Figure 12 : Identification de trois sous-types moléculaires a partir du clustering multi-plateforme de
données de cancer du foie (Wheeler and Roberts, 2017). Heatmaps organisées par groupe iCluster en
fonction du nombre de copies d'ADN, du statut de méthylation de I'ADN, de I'expression de 'ARNm et
de l'expression de I'ARNm et de I'expression de I'ARNm et corrélées avec certaines caractéristiques
moléculaires (traces supérieures). Les tumeurs sont en colonnes, regroupées par iCluster.

Ainsi, plusieurs classifications majeures ont ainsi été établies pour les CHC (Boyault, Hoshida,
Chiang, Wheeler), qui présentent a la fois des similarités et des spécificités propres. Cette
diversité peut s’expliquer par I’'hétérogénéité des séries en termes d’étiologie et d’origine
géographique, par des différences méthodologiques et par des frontiéres relativement
poreuses entre certains groupes. |l est néanmoins nécessaire de proposer une classification

consensus des CHC, et ce sera I'un des objectifs de ma thése.
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1.3.3. Signatures pronostics et phénotypiques
Au-dela des groupes moléculaires, plusieurs équipes ont proposé des signatures de géenes
permettant de caractériser le pronostic ou le phénotype des carcinomes hépatocellulaires.
Notre équipe a notamment identifié un score pronostic, basé sur I’expression de 5 genes (HN 1,
RAN, RAMP3, KRT19 et TAF9), associé a la survie spécifique dans une série de 189 patients
traités par résection. Ce score est associé a la survie spécifique en analyse multivariée,

indépendamment des autres caractéristiques cliniques et pathologiques (Nault et al., 2013).

On retrouve également diverses signatures liées aux voies biologiques impliquées dans la
carcinogénese hépatique. Une signature d’activation de la voie TGF-B, un facteur de
croissance connu pour ses propriétés oncogéniques, permet d’identifier des tumeurs
associées a un phénotype invasif, une récidive tumorale accrue et une réduction significative
du temps de survie moyen (Coulouarn et al., 2008). Une autre signature associée a une
mauvaise survie est la signature de la voie oncogénique MET. Cette signature, corrélée a une
augmentation du taux d'invasion vasculaire du foie, est retrouvée dans un sous-ensemble de
CHC et toutes les métastases hépatiques (Kaposi-Novak et al., 2006). Le microenvironnement
joue également un réle dans le développement tumoral. Partant de I’hypothese qu’il pouvait
induire une plus grande agressivité tumorale, une équipe a modélisé un environnement
d’hypoxie chronique, et déterminé une signature de sept génes associée a un mauvais
pronostic dans les CHC (van Malenstein et al.,, 2010). L'étude d’un marqueur de cellules
souches hépatiques, la molécule d'adhésion des cellules épithéliales (EpCAM), a également
permis d’identifier une signature moléculaire distincte avec des caractéristiques des cellules
progénitrices hépatiques chez certains CHC. Ceux ne présentant pas cette signature au

contraire présentent les caractéristiques des hépatocytes matures (Yamashita et al., 2008).

2. La méthylation de ’'ADN

Au niveau moléculaire, I'épigénétique rassemble toutes les modifications influencant
I'expression des genes indépendamment des changements dans la séquence d'ADN elle-
méme. Cela comprend la méthylation de I'ADN, les modifications des histones, le remodelage
de la chromatine et I'action des ARNs non codants comme les microARNs. La chromatine

constitue le support de ces modifications épigénétiques (Nicoglou and Merlin, 2017),
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nécessaires au développement embryonnaire et a la différenciation des différents types de
cellules au sein des organismes multicellulaires (Khavari et al., 2010). Les altérations
épigénétiques sont a l'origine de plusieurs pathologies (Ladd-Acosta and Fallin, 2015). Par
exemple, le syndrome de Beckwith—Wiedemann, causé par un défaut de méthylation de ’ADN
au niveau du locus soumis a empreinte parentale des génes IGF2 et H19, est caractérisé par
des malformations congénitales et une forte prédisposition au cancer (Mussa et al., 2016). La
méthylation de I’ADN a été caractérisée dans de nombreuses tumeurs et constitue un
biomarqueur de risque intéressant en raison de sa spécificité et de sa stabilité dans les
échantillons humains (Werner et al., 2017). Contrairement aux altérations de séquences,
certains changements épigénétiques sont réversibles, ce qui en fait des cibles intéressantes

pour le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques (Kelly and Issa, 2017).

2.1.1. Mécanismes de méthylation et déméthylation de ’ADN
La méthylation est I'attache ou la substitution d'un groupement méthyle (radical alkyle
hydrophobe dérivé du méthane (CH.)) sur un substrat. La méthylation de I’ADN est une
marque épigénétique qui intervient sur les bases nucléiques, le type de méthylation varie
selon les especes. Chez les mammiféres, on retrouve majoritairement la fixation covalente
d'un groupe méthyle a la position C5 de I'anneau cytosine dans un contexte CpG (Holliday and
Pugh, 1975), méme si elle a aussi été identifiée de maniére beaucoup plus rare dans d’autres
contextes (Lister et al., 2009). Les groupements méthyles sont ajoutés par les membres de la

famille des enzymes méthyltransférases d’ADN (DNMTs).

L’enzyme DNMT1 est la premiere méthyltransférase de I’ADN a avoir été caractérisée (Bestor
and Ingram, 1983). Il s’agit d’'une enzyme qui maintient la méthylation, notamment au
moment de la réplication cellulaire, ce qui permet une hérédité des schémas de méthylation
des cytosines (Prokhortchouk and Defossez, 2008). Les enzymes DNMT3A, DNMT3B sont des
méthyltransférases homologues qui ajoutent de nouvelles marques de méthylation sur I’ADN,
ce que I’'on nomme méthylation de novo (Okano et al., 1999). Elles sont fortement exprimées
pendant les premiéres phases du développement, puis leur expression diminue. DNMT3A est
le principal acteur dans le mécanisme des genes soumis a empreinte, c’est a dire la répression

épigénétique de I'allele transmis par I'un des deux parents. DNMT3B, quant a lui, semble plus
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actif dans la méthylation des CpG situés dans les zones centromériques (Bestor, 2000). On
retrouve également une autre protéine homologue, DNMT3L, qui ne présente aucune activité
catalytique quand elle est seule, mais semble étre un cofacteur de DNMT3A (Aapola et al.,
2000). L'inactivation des DNMT3 bloque I’établissement de la méthylation in vitro et in vivo
(Chen and Li, 2004). Historiquement, I'enzyme DNMT2 a été identifiée comme
méthyltransférase car présentant une séquence similaire au domaine C-terminal de la DNMT1
(Wilkinson et al., 1995), mais des travaux ultérieurs ont montré qu’elle n’était active que sur
’ARN de transfert; elle a donc été renommée meéthyltransférase d’ARN de transfert

(TRDMT1) (Schaefer et al., 2010).

Le role de ces méthyltransférases de I'’ADN est essentiel, mais reste encore mal compris
(Bestor, 2000). L'élimination des génes qui les codent chez la souris cause une mort précoce
au cours du développement ou peu apreés la naissance (Bird, 2002). Les enzymes de la famille
des DNMTs sont responsables de la méthylation de I’ADN, mais il existe également des
mécanismes impliqués dans la déméthylation des cytosines, qui n’est pas exclusivement
passive (Paroush et al., 1990). Des études montrent que les protéines TET (Ten-Eleven
Translocation enzymes) 1, 2, ou 3 ont un lien avec la déméthylation active de ’ADN (Bhutani
et al., 2010; Bhutani et al., 2011). Elles catalysent I'oxydation successive de la 5-
méthylcytosine (5mC) en 5-hydroxyméthylcytosine (5hmC), 5-formylcytosine (5fC), et 5-
carboxylcytosine (5caC) (He et al., 2011). Ces produits d'oxydation de 5mc sont des
intermédiaires dans la conversion de 5mC en cytosines non modifiées, fournissant les

premieres étapes d'une voie de déméthylation active de I'ADN (Rasmussen and Helin, 2016).

2.1.2. Distribution de la méthylation le long du génome
La distribution de la méthylation le long du génome est trés inégale. Ce déséquilibre est d( a
la déamination spontanée des cytosines méthylés en thymines, entrainant une sous-
représentation de CpG (équivalente a 21 % de celle attendue dans le génome humain), sauf
dans les régions non méthylées (Bird, 2002; Irizarry et al., 2009; Klose and Bird, 2006). On
observe notamment de petites régions fortement déméthylées et extrémement riches en
CpG, d’environ 1kb, nommées ilots CpG ou CpG Island (CGl) (lllingworth and Bird, 2009). Chez
I’'homme, on en retrouve environ 45000 CpG qui chevauchent 60 % a 70 % des régions

promotrices des genes connus (Larsen et al., 1992; Saxonov et al., 2006; Weber et al., 2007).
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Le reste de la chromatine est globalement pauvre en CpG, a I'exception des régions de 2kb et
4kb adjacentes aux ilots, appelées respectivement shore et shelf, qui présentent une quantité

intermédiaire de CpG (cf. Figure 13).
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Figure 13 : Schéma des domaines de répartition des CpG. IIs sont déterminés en fonction de la densité
de CG sur la séquence d’ADN (Island ou ilots CpG = région riche en CG) et de la distance autour de ses
régions riches en CG.

2.1.3. Domaines de méthylation

La premiére étude de méthylation des CpG a I’échelle du génome, a partir de cellules souches
embryonnaires humaines et de fibroblastes foetaux a mis en évidence des niveaux de
méthylation réduits dans les séquences des fibroblastes associés a une faible activité
transcriptionnelle (Lister et al., 2009). A partir de ces résultats, plusieurs travaux ont cherché
a segmenter le génome des différents tissus en fonction de leur méthylation, notamment en
utilisant le modéle de Markov caché (HMM) (Burger et al., 2013). Les résultats obtenus le
décomposent en 4 classes distinctes, d’un c6té les grands domaines méthylés, allant de 100 kb
a 20 Mb, subdivisés en “High Methylated Domain” (HMD - methylation > 80 %) et “Partially
Methylated Domain” (PMD méthylation entre 50 % et 80 %), et de I'autre coté des régions
courtes de régulation qui sont de deux types : les régions faiblement méthylées “Low
Methylation Region” (LMR entre 50 et 10 %) et les régions non méthylées “UnMethylated
Region” (UMR <10%).

Les niveaux de méthylation sont associés a des caractéristiques de la chromatine, comme aux
domaines de réplication, des segments d'ADN d’environ 400-800 kb répliqués dans un ordre
spécifique pendant la phase S du cycle cellulaire (Dileep et al., 2015). Dans la plupart des tissus
humains normaux, les “High Methylated Domain” (HMD) constituent la grande majorité du
génome, et on les retrouve associés a des domaines de réplication précoce. De leur c6té, les
“Partially Methylated Domain” (PMD), avec leur méthylation entre 50 % et 80 %, sont associés
a des domaines de réplication tardive de ’ADN (Berman et al., 2011), enrichis en modifications

d’histones caractéristiques de I'hétérochromatine, comme H3K27me3, pauvres en genes et
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moins actives. Les PMD peuvent représenter un pourcentage variable du génome, jusqu'a
74 %, et sont différents en fonction des tissus et de I'origine des cellules étudiées, ce qui fait

d’eux une caractéristique claire pour déterminer le type cellulaire (Salhab et al., 2018).

2.2.1. Structure du nucléosome
La méthylation de I'ADN coopére avec d’autres mécanismes épigénétiques, notamment
I’organisation du nucléosome. Le nucléosome, unité de base d'organisation de la chromatine,
est constitué de 8 histones centraux autour desquels s’enroulent environ 147 bases du brin
d’ADN (Luger et al., 1997). Il permet le repliement et la compaction plus ou moins importante
de I’ADN. Les histones ne sont pas répartis uniformément, et sont mobiles, ce qui confere une

structure dynamique a la chromatine (cf. Figure 14).

Histone tail

Core histone

Figure 14 : Représentation du nucléosome. Vue le long de I'axe de I’hélice d’ADN montrant la moitié
de la structure du nucléosome et représentation schématique des histones du noyau a quatre
nucléosomes, H2A, H2B, H3 et H4 (Grdff and Mansuy, 2008).

2.2.2. Modifications post-traductionnelles des histones
La mobilité des histones est en partie due a la diversité des modifications post-
traductionnelles qui les affectent, essentiellement au niveau de leur queue d’histone, comme
la méthylation, I'acétylation, la phosphorylation, I'acétylation et I'ubiquitination (Castillo et
al., 2017) (cf. Figure 15). Ces marques épigénétiques sont apposées et retirées par des
enzymes différentes selon la position de la lysine et le type de marquage (Hyun et al.,
2017). Le type de modification et le résidu de queue d’histone concerné jouent un role
important dans la régulation transcriptionnelle, la réparation, la réplication de I'ADN,

I'épissage alternatif et la condensation chromosomique (Portela and Esteller, 2010), et
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peuvent aussi créer des sites de liaison spécifiques pour d'autres protéines ou des complexes

enzymatiques (Bannister and Kouzarides, 2011).
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Figure 15 : Marques épigénétiques sur les queues d'histone. Représentation schématique des N- et C-
terminaux des histones centrales et de leurs modifications épigénétiques spécifiques aux résidus (Grdff
and Mansuy, 2008).

La méthylation de I’ADN et les modifications post-traductionnelles des histones interagissent
les uns avec les autres via divers mécanismes et s'influencent mutuellement. La méthylation
des histones peut aider a orienter les modéles de méthylation de I'ADN, et la méthylation de
I'ADN semble servir de modéle pour reconstruire les modeles de modification des histones
apres réplication de I'ADN (Cedar and Bergman, 2009). Par exemple, dans leur état méthylé,
les CpG sont reconnus par des protéines présentant un Methyl-CpG Binding Domain (MBD).
Ces protéines recrutent les enzymes de modifications post-traductionnelles des histones, par
exemple les enzymes qui enlévent la marque d'acétylation de la Lysine (HDAC), ce qui a pour
effet de compacter un peu plus I’ADN autour des histones, le rendant alors moins accessible
(Nan et al., 1998) (cf. Figure 16). Dans ces zones, on retrouve également un haut niveau de
méthylation des résidus H3K9, H3K27 et H4K20. Au contraire, un état non méthylé des CpG,
ainsi que la perte d'un nucléosome directement en amont du TSS sont nécessaires a
I'activation d’un géne. Si ce n’est pas le cas, la transcription n’a pas lieu (Li et al., 2007). Les
domaines chromatiniens ouverts permettant la transcription, sont caractérisés par de hauts

niveaux de triméthylation de H3K4, d’acétylation d’H3K4, d’H3K27 et d’H2BK5 de la
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méthylation de H4K20. Dans le corps des génes transcrits, les résidus H3K79 et H4K20 sont

fortement méthylés (Peterson and Laniel, 2004).

MBD1 B MBD1
Suv39h1 SETDB1
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Figure 16 : Protéines avec un domaine MBD. Modéle des réactions qui régulent la méthylation du H3K9
par SUV39H1 ou SETDBI1. La reconnaissance des CpG méthylés par le domaine méthyl-CoG de MBD1
dirige la méthylation du H3K9me3 (Cheng and Blumenthal, 2011).

2.2.3. Cartographie de la chromatine
La combinaison des différents niveaux de régulation épigénétique définit différents états
chromatiniens, fortement associés a la régulation de I’expression des génes (Kundaje et al.,
2015). L'analyse a large échelle des différentes marques épigénétiques est essentielle pour
comprendre et modéliser cette régulation. De gros projets de cartographie de la chromatine
et de ses caractéristiques ont donc été entrepris dans différents tissus et types de cellules,
notamment par le NIH Roadmap Epigenomics Mapping Consortium (Kundaje et al., 2015) et
le projet Encyclopedia of DNA Elements (Davis et al., 2018; ENCODE Project Consortium,
2012). Grace a diverses techniques de séquencage, ces projets ont produit des cartes de haute
qualité a I'échelle du génome de plusieurs modifications importantes des histones (ChlP-seq),
de I'accessibilité de la chromatine (DNase-seq), de la méthylation de I'ADN (whole genome
bisulfite sequencing), de I'expression des génes (RNAseq) et de la fixation des facteurs de

transcription (ChIP-seq) dans des centaines de types de cellules et tissus humains.

Des modeles statistiques ont ensuite été développés pour intégrer différentes marques

épigénétiques et définir des états caractéristiques de la chromatine. Ainsi, le programme
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ChromHMMM (Ernst and Kellis, 2012), basé sur un modele de Markov caché multivarié, a
permis de définir 18 états chromatiniens a partir de 6 marques d’histones (H3K4me3,
H3K4me1l, H3K36me3, H3K27me3, H3K9me3 et H3K27ac) (Kundaje et al., 2015) (cf. Figure 17).
Chaque état chromatinien correspond a une combinaison particuliére de marques histones,
associée a un timing de réplication plus ou moins précoce, et a une expression plus ou moins

active des genes.
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Figure 17 : Relation entre les domaines, les marques d'histones, la méthylation de I'ADN et
l'accessibilité de I'ADN. a. Marques d’histones caractéristiques de chaque domaine b. Accessibilité de
I’ADN de chaque état chromatinien. c. Niveau de méthylation pour tous les états chromatiniens dans
le modele a 18 états - WGBS (Roadmap Epigenomics Consortium et al., 2015).

On retrouve 11 états plutot actifs et 7 inactifs. Les états actifs correspondent aux TSS (1) et a
leurs zones adjacentes (2-4), au corps des genes transcrits (5-6) et aux enhancers (7-11). Ces
domaines sont associés a des modifications d’histones identifiés comme activatrices de la
transcription et caractéristiques des géenes exprimés. Des combinaisons de marques
d’histones permettent de distinguer les différents types de régions au sein des TSS et des
enhancers. Les états inactifs incluent la chromatine quiescente (18), la chromatine réprimée
par des complexes protéiques du groupe des polycomb qui triméthylent le résidu H3K27 (16-
17), la chromatine bivalente, (14-15), I’'hétérochromatine (13) et la chromatine ZNF/Rpts (12).
Cette derniére est caractérisée uniquement par la trimethylation d’H3K9. Les domaines de
chromatine bivalente (14-15) présentent a la fois la marque active H3K4mel et la marque
répressive H3K27me3. On laretrouve au niveau des régulateurs proximaux et distaux de génes
importants pour le développement, au niveau des genes soumis a empreinte parentale,

réprimés au niveau de l'allele d’'un des deux parents, et dans les cellules souches
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embryonnaires. La presence de marques activatrices et repressives permet de réguler
étroitement et d'activer rapidement I'expression génique au cours de différents processus de
développement (Kanayama et al.,, 2019). La quantification de chaque de domaines
chromatinien montre que le génome est majoritairement constitué de chromatine inactive
quiescente (18), pauvre en CpG. Les caractéristiques associées a chacun des 18 domaines,
comme l"accessibilité de I’ADN et le niveau de méthylation ont été étudiées (cf. Figure 17). On
peut voir que pour la chromatine active, les domaines correspondants a des TSS sont
faiblement méthylés et fortement accessibles, les enhancers sont en majorité moyennement
méthylés et faiblement accessibles, alors que les domaines transcrits ont une méthylation
extrémement forte et correspondent a de I’ADN sous forme compactée, non accessible. Au
niveau de la chromatine inactive, les domaines 16, 17 et 18 sont fortement compactés, mais
présentent des niveaux de méthylation différents : la chromatine quiessante est fortement
méthylée alors que les domaines chromatiniens réprimés par les protéines Polycomb ont une
méthylation plus faible. Pour la chromatine bivalente, on retrouve une méthylation similaire

a celle des TSS mais une plus faible accessibilité.

2.3.1. Impact de la méthylation du promoteur des genes
Majoritairement, les il6ts sont déméthylés. Leur profil de méthylation joue néanmoins un role
clé dans la différenciation cellulaire. En effet, la méthylation des il6ts CpG (CGl) localisés aux
promoteurs des genes entraine la répression de leur transcription (Renfree et al., 2013), et |a
démeéthylation spécifique des génes dans certains tissus est associée a leur activation
transcriptionnelle (Meissner et al.,, 2008). La répression de la transcription par
I'hyperméthylation des CpG dans un promoteur résulte de plusieurs mécanismes. D’un coté,
elle empéche les facteurs de transcription de se lier a I’ADN (Bird, 2002). De I'autre, elle crée
des sites de liaison spécifiquement reconnus par les MBPs (Methyl-Binding Protein), qui se
lient a 'ADN méthylé et recrutent des complexes de remodelage de la chromatine. Ces
derniers la condensent sous forme d'hétérochromatine, ce qui la rend inaccessible aux
complexes de transcription et empéche |'expression des génes (Sasai and Defossez, 2009) (cf.
Figure 18). Il faut noter que la méthylation des CpG dans le promoteur d’un géne réprimé n’est
pas systématique, il s’agit d’'un mécanisme de régulation d’un nombre restreint de sites qui

induit la formation de profils de méthylation tissus et cellules spécifiques (Weber et al., 2007).
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Des études a grande échelle menées sur la méthylation dans les tissus normaux de plusieurs
organes ont ainsi permis d'identifier des CpG différentiellement méthylés selon les tissus,
supposés participer a la différentiation cellulaire. On les retrouve dans certains llots CpG, mais
surtout dans les shores, les régions de 2kb directement adjacentes aux ilots. Ces observations
soutiennent un réle fonctionnel pour les shores, dans lesquels la méthylation des CpG est

étroitement liée a I’expression des genes (Irizarry et al., 2009).
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Figure 18 : Schéma de I'interaction entre la méthylation et la transcription des génes. a. dans les ilbts
CpG b. dans les shores.
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2.3.2. La méthylation du corps des génes
En dehors des promoteurs, on retrouve également des CpG dans le corps des genes. Ceux-ci
sont peu denses et généralement fortement méthylés (80 % a 90 %) (Lister et al., 2009). La
méthylation de ces CpG, caractéristiques des génes transcrits, est positivement corrélée a leur
expression. Ainsi, le traitement de cellules en culture par un agent déméthylant induit non
seulement la réactivation de génes dont le promoteur était hyperméthylé, mais diminue aussi
I’expression de génes activements transcrits dont le corps est fortement méthylé (Yang et al.,
2014). La fonction de la méthylation du corps génétique n'est pas encore bien comprise, mais
un ensemble de preuves suggere qu’elle pourrait étre liée a I'efficacité de I'allongement de la
transcription et empécherait l'initiation de transcription intragénique en ne permettant pas a
la machinerie de transcription de se fixer a des éléments transposables ou des promoteurs
cryptiques (Wolf et al., 1984; Zilberman et al., 2007). La méthylation dans le corps des génes
est dépendante de la méthyltransférase de ’ADN DNMT3b, qui la protege de la fixation de

I'ARN polymérase Il. Cette fonction de DNMT3b dépend de son activité enzymatique, mais
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aussi de son recrutement par H3K36me3, particulierement enrichi dans le corps des genes
(Neri et al., 2017). Cette marque est catalysée par I'enzyme SETD2 en méme temps que
I’élongation transcriptionnelle par I'ARN polymérase Il (RNA Pol Il) (Wagner and Carpenter,

2012) (cf. Figure 19).
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Figure 19 : Réle de la méthylation de I'ADN dans le corps des génes. La méthylation intragénique
restreint l'initiation de la transcription par I'intermédiaire de DNMT3B- et H3K36me3. Dans les cellules
DNMT3B KO, les régions intragéniques hypométhylées sont pénétrées par I'ARN polymérase I, ce qui
conduit a des initiations de la transcription cryptique et a la génération de faux transcrits. L'ARN Pol I
recrute I'histone méthyltransférase SETD2 pendant l'allongement de la transcription pour catalyser les
marques H3K36me3. (Teissandier and Bourc’his, 2017).

2.3.3. La méthylation des régions de régulation distales
En plus des promoteurs, régions régulatrices proximales, la méthylation des régions de

contréle distales comme les enhancers (qui augmentent I'expression des genes) et les
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répresseurs ou insulateurs (qui la diminuent), permet également de moduler I’expression des
génes (Lister et al., 2009). Les changements de méthylation de I'ADN au niveau des éléments
activateurs permettraient méme de prédire plus efficacement les changements d'expression

génétique dans les cancers que les promoteurs (Aran et al., 2013).

Parmi les domaines de méthylation décrits précédemment, les deux régions les moins
méthylées, LMR et UMR, beaucoup plus focales que les HMD et PMD, correspondent aux
domaines de régulation de la transcription (Salhab et al., 2018). Les UMR regroupent les CpG
avec une méthylation < 10 %, c’est a dire les flots non méthylés ainsi qu’une partie de leurs
shores, et sont enrichis aux promoteurs. Ces régions correspondent aux éléments de
régulation proximale. Les régions faiblement méthylées (LMR) présentent une méthylation
moyenne de 30 % et correspondent aux régions régulatrices distales. Elles ne sont
généralement pas des flots CpG puisqu'elles ont une teneur en CpG plus faible, sont plus
courtes et plus éloignées des sites d’initiation de la transcription (TSS). On retrouve
généralement les enhancers dans ces régions, leur état de méthylation étant étroitement lié
a I’expression. Les LMRs se forment dynamiquement lors de la différenciation, pilotés par des
facteurs de transcription spécifiques a chaque type cellulaire (Stadler et al., 2011). Plus de 4

% de tous les CpG sont dans les LMR.

Etudier I'impact transcriptionnel de la méthylation des éléments distaux n’est pas aisé car
ceux-ci sont plus difficiles a identifier, et surtout a relier a leur(s) gene(s) cible(s), que les
promoteurs. Des méthodes statistiques ont été développées, comme I'outil ELMER, qui
corrélent données de méthylation et d’expression pour (1) identifier les enhancers
différentiellement méthylés entre deux conditions, (2) identifier les génes régulés par chaque
enhancer, et (3) caractériser les facteurs de transcription en amont via une analyse de motifs
autour des CpG altérés (Yao et al., 2015) (cf. Figure 20). Cette méthode, récemment étendue
au-dela des enhancers a I’'ensemble des CpG distaux (Silva et al., 2019), a notamment permis
d’identifier des réseaux transcriptionnels dérégulés dans les cancers par des facteurs de
transription clés comme GATA3 et FOXA1 (cancer du sein), ou encore NFE2L2, SOX2 et TP63

(cancer du poumon a cellules squameuses).
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Figure 20 : Principe de détection de couple CpG-géne implementé dans le package ELMER. (Silva et
al., 2019).

3. Dérégulations épigénétiques et cancers

Les mécanismes épigénétiques sont essentiels au développement normal et au maintien de
I'expression tissus spécifique des génes. Leur altération peut modifier I’activité des génes et
promouvoir la transformation maligne des cellules (Sharma et al., 2010). L’étude a I’échelle
du génome de la méthylation dans différents cancers met en évidence une hyperméthylation
locale des CpG ainsi qu’une hypométhylation globale (Berman et al., 2011; Eden et al., 2003;
Ehrlich, 2009; Esteller et al., 2001).

3.1.1. Méthylation anormale dans les promoteurs des oncogénes ou
genes suppresseurs de tumeurs

Compte tenu du lien entre méthylation et expression décrit précédemment, la méthylation
aberrante des ilots CpG au niveau des promoteurs a été particulierement étudiée.
L’hyperméthylation du promoteur est reconnue par des protéines a domaine MBD (methyl-
CpG binding domain) qui recrutent des DNMTs et des protéines impliquées dans la
modification des queues d’histone. Ce recrutement permet de maintenir la méthylation de
I’ADN, d’enlever les marques d’acétylation des histones et de triméthyler H3K19 (cf. Figure
21). Ces mécanismes contribuent a diminuer I'accessibilité du promoteur aux complexes de

transcription, et donc la transcription du gene (Deltour et al., 2005). Ainsi, plusieur genes de
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réparation de I’ADN sont inactivés par I'hyperméthylation de CpG dans leur promoteur,
comme BRCA1 dans le cancer du sein (Dobrovic and Simpfendorfer, 1997), MGMT dans les
cancers du c6lon, du poumon et des lymphoides (Esteller et al., 1999) et hMLH1 associé a de
I'instabilité microsatellite dans les cancers du célon (Herman et al.,, 1998). A l'inverse,
I’lhypométhylation de CpG dans un promoteur peut entrainer l'activation d’oncogenes
habituellement réprimés. Par exemple, dans le cancer du poumon non a petites cellules
(NSCLC), le géne ELMO3 est surexprimé dans les tumeurs primaires de patients présentant
des métastases distantes. L'augmentation de son expression coincide avec une

hypométhylation dans la région promotrice de ELMO3 (Sges et al., 2014).
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Figure 21 : Profil de méthylation de 'ADN et compaction de la chromatine inversés dans les cellules
cancéreuses. L’analyse des taux de méthylation entre cellules normales et cellules tumorales, montre
un niveau de méthylation plus élévé de certains ilbéts CpG, associé a une extinction du gene situé en
aval, a une perte des marques H3K4me3, remplacées par H3K9m3. Il est également montré une
diminution de méthylation au niveau des séquences répétées, une perte d’H3K9me3 et une acétylation
des queues d’histone, ce qui participe a une instabilité du génome.

Les Tlots CpG ne représentent qu’une partie de la variabilité de méthylation entre les différents
tissus, un grand nombre des CpG différenciellement méthylés étant retrouvés dans les shores,
adjacents aux flots. En effet, dans le cancer du célon, la plupart des changements de
méthylation (a la fois hyper- et hypométhylation) ont lieu dans les shores. De plus, entre 45 %

a 65 % de ces changements affectent des régions rétrouvées différenciellement méthylées
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entre les différents tissus normaux (lrizarry et al., 2009). Cette observation soutient
I’hypothése que la dérégulation de la différenciation cellulaire est 'un des principaux
mécanismes par lequel la méthylation participe au développement de tumeurs (Feinberg et

al., 2006).

On peut distinguer deux causes possibles aux altérations de la méthylation de genes impliqués
dans la transformation tumorale. Soit il s’agit d’'une survenue aléatoire qui donne un avantage
sélectif, soit il s’agit du résultat de I'altération d’un oncogéne qui va modifier la méthylation
dans les promoteurs d’autres genes. On sait par exemple que les altérations qui touchent les
méthyltransférases ou les protéines qui interagissent avec les DNMTs sont impliquées dans
plusieurs types de cancers, dont les leucémies myéloides aigués (Wong et al., 2019). Une
altération forte des mécanismes de méthylation, par la perte de DNMT1, meéne a I'apoptose
(zhou et al., 2017), a des altérations durant la mitose (Chen et al., 2007) et a une importante
instabilité chromosomique, ce qui peut entrainer la transformation maligne des cellules (Eden
et al., 2003). De méme, |’activation de I’'oncogéne K-ras entraine la transformation de cellules
en recrutant plusieurs effecteurs épigénétiques qui méthylent directement les promoteurs
des génes cibles, comme celui du géene pro-apoptotique Fas (Gazin et al., 2007). L’étude des
genes altérés dans les cancers a montré que de nombreux génes touchés étaient impliqués
dans la régulation épigénétique par I'établissement de la méthylation, le remodelage de la
chromatine, et la modification des histones (Klose and Bird, 2006). Néanmoins, la
conséquence exacte de |'altération de ces genes sur le méthylome des cellules tumorales reste

a élucider (Witte et al., 2014).

3.1.2. Perte de I'empreinte parentale
On retrouve également des altérations locales de la méthylation prés des génes soumis a
empreinte parentale. En effet, la perte de I'empreinte a l'intérieur de ces régions régulatrices
peut perturber I'expression des génes et conduire a la survenue de maladies ou favoriser le
développement de cancer. Par exemple, 'altération du locus 11p15.4-5 peut entrainer la
survenue du syndrome de Beckwith—Wiedemann (BWS), un trouble de régulation de la
croissance présentant une surcroissance somatique et une prédisposition aux tumeurs
embryonnaires, notamment aux hépatoblastomes, des tumeurs pédiatriques du foie (Brioude

et al., 2018). Au niveau de ce locus, on retrouve 2 domaines, chacun contenant une région de
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contréle soumise a empreinte parentale. Dans le domaine télomérique, on retrouve
notamment I’ARN non codant exprimé par I’allele maternel H19 et le facteur de croissance
foetale exprimé paternellement IGF2 (cf. Figure 22). La marque épigénétique associée a ces
génes (IC1), située entre les deux, est généralement méthylée sur le chromosome paternel et
non méthylée sur le chromosome maternel. Dans 5 % des cas de BWS, IC1 présente un gain
de méthylation sur le chromosome maternel, ce qui perturbe I’équilibre d’expression de ces
genes entre les 2 alleles parentaux, entrainant une répression de H19 et une surexpression
d’IGF2. L'autre domaine soumis a empreinte parentale et impliqué dans la survenue de BWS
est le domaine centromérique. Il contient les genes KCNQ1, KCNQ10T1, et I'inhibiteur du cycle
cellulaire CDKN1C associé a la marque épigénétiques est IC2, retrouvée dans le géne CDKN1C
et le promoteur de KCNQ1OT1 (cf. Figure 22). IC2 est méthylé sur le chromosome maternel,
associé a I’'expression de KCNQ1 et CDKN1C, est non méthylé sur le chromosome paternel ou
seulement KCNQ10OT1 est exprimé. 50 % des BWS présente une perte de méthylation d’IC2,
entrainant une répression de KCNQ1 et de I'inhibiteur du cycle cellulaire CDKN1C ainsi qu’une
surexpression de KCNQ10T1, un long ARN non codant qui interagit avec la chromatine et
régule la transcription de multiples génes cibles par des modifications épigénétiques. Ce
dernier est notamment impliqué dans la carcinogénése des cellules du colon et associé a un

mauvais pronostic (Zhang et al., 2019).
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Figure 22 : Schéma représentant les génes soumis a empreinte du locus 11p15. Les génes exprimés a
partir du chromosome maternel sont représentés en rouge, et les genes exprimés a partir du
chromosome paternel en bleu. Les génes en gris indiquent que les alléles ne sont pas exprimés. Les
cercles indiquent les marques épigénétiques soumises a empreinte parentale, remplies elles sont
meéthylées, alors que vides elles ne le sont pas. Les fleches indiquent |'orientation de la transcription.

Dés 1983, il a été mis en évidence que les cellules tumorales présentaient une déméthylation
étendue des CpG comparée aux cellules de tissus normaux (Gama-Sosa et al., 1983). Cette

hypométhylation globale du génome est une caractéristique commune a tous les types de
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cancers (Ehrlich, 2009; Klein Hesselink et al., 2018; Pérez et al., 2018; Shen et al., 2017; Zelic
et al., 2015) et peut rendre I"ADN plus sensible aux cassures ou aux remaniements
chromosomiques (Baylin and Jones, 2016). Cette hypométhylation affecte principalement les
‘partially methylated domains’ (PMDs) (Berman et al., 2011). Ces domaines, qui couvrent
plusieurs mégabases, présentant une méthylation entre 50 % et 70 % et sont un excellent
indicateur du type cellulaire et de I'histoire de la prolifération de la cellule. Plusieurs travaux
ont montré que les niveaux de méthylation de I'ADN dans différents organes évoluent avec
I'age (Wilson et al., 1987). Une diminution progressive des niveaux de méthylation de I'ADN a
notamment été observée dans les régions pauvres en GpG. Cette perte progressive de
méthylation pourrait étre causée par des erreurs dans son maintien au cours de la réplication
par DNMT1, qui a une fidélité d’environ 95 % par génération cellulaire (Stein et al., 1982;
Wigler et al., 1981). Cette perte de méthylation associée a la réplication s'accélére dans les
cancers suite a I'augmentation de la prolifération, en particulier au niveau des CpG isolés
situés dans les PMDs, sans base C/G adjacente et sans autre CpG dans les 35 pb alentour (Zhou
et al.,, 2018). L'hypométhylation de ces régions s'accumule avec le nombre de divisions
cellulaires, en raison du timing de réplication tardif et de I’efficacité réduite des mécanismes

de réplication de la méthylation dans les régions a trés faible densité de CG (Zhou et al., 2018).

L'hypométhylation globale des tumeurs est un processus continu qui persiste tout au long de
la vie des cellules tumorales, impliquant des mécanismes existants dans les cellules normales,
mais amplifiés par la dérégulation des mécanismes cellulaires (Bell et al., 2019). L’altération
des mécanismes responsables de la méthylation comme les méthyltransférases de I’ADN,
leurs partenaires et les déméthylases, peut également participer a I’lhypométhylation globale
observée. Ainsi, dans les carcinomes hépatocellulaires, la surexpression d’UHRF1, une
protéine qui identifie 'ADN hémiméthylé généré pendant la réplication de I'ADN et recrute
ensuite des DNMT1 (Bostick et al., 2007), entraine une hypométhylation globale de I'ADN
(Mudbhary et al., 2014).

3.3.1. Hyperméthylation liée a I'age
Les changements épigénétiques, et particulierement la méthylation, sont tres efficaces pour

estimer de maniére extrémement précise I'age chronologique d'un individu (Field et al., 2018;
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Horvath and Raj, 2018). Leur changement avec I'dge du patient suggérent un réle dans les
maladies liées au vieillissement (Jylhdava et al.,, 2017). L'utilisation de méthodes
d’apprentissage supervisées pour |’estimation de I’dge chronologique, met en évidence, dans
certains cas, une différence entre I'age du patient et I’dge estimé avec les marqueurs de
méthylation (Bell et al., 2019). Ce phénotype lié a I'dge peut étre di a une maladie, a des
mesures cliniques de "fragilité" ou des phénotypes cellulaires, comme I'dge mitotique (le
nombre total de divisions cellulaires durant la vie d'un tissu). Il est particulierement marqué
dans les tumeurs présentant une augmentation de la prolifération (Tomasetti and Vogelstein,
2015; Yang et al., 2016). En plus de la déméthylation de CpG située dans les PMD, d’autres
changements de méthylation apparaissent avec I'age, notamment une hyperméthylation des

CpG dans les flots (Day et al., 2013; Unnikrishnan et al., 2019).

Parmi les promoteurs hyperméthylés avec I'dge dans différents types de tissus, les domaines
chromatiniens bivalents, présentant a la fois la marque active H3K4mel et la marque
répressive H3K27me3, sont particulierement enrichis. Cette méme catégorie de promoteurs,
associée a des génes clés du développement, présente une hyperméthylation encore plus
marquée dans les cancers (Rakyan et al., 2010). Une des hypothéses proposée est que, dans
un contexte cancéreux, I'hyperméthylation aberrante des promoteurs de la chromatine
bivalente entraine la répression permanente des génes nécessaires a la différenciation,
poussant ainsi les cellules souches vers un état prolifératif prédisposant au développement du

cancer (Ohm and Baylin, 2007).

3.3.2. Phénotypes hyperméthylateurs
Au-dela de I’hyperméthylation classiquement observée dans les cancers, des phénotypes
hyperméthylateurs ont été identifiés, caractérisés par I’hyperméthylation d’un grand nombre
de CpGs situés dans des ilots et les promoteurs des génes. Ce phénotype, qui définit un sous-
ensemble de tumeurs présentant des aberrations épigénomiques importantes et une biologie
distincte, a été initialement décrit dans le cancer colorectal (Toyota et al., 1999). Il a ensuite
été trouvé dans beaucoup d’autres tissus dont le carcinome hépatocellulaire (Cheng et al.,
2010; Toyota et al., 1999; Zhang et al., 2007), dans lequel il s'est révélé associé a un mauvais

pronostic. Méme si le terme de phénotype hyperméthylateur est utilisé pour plusieurs types
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de tumeurs, les CpG ciblés ne sont pas forcément les mémes entre les différents cancers et la

cause de ce phénotype reste en majorité a identifier (Hughes et al., 2013).

Parmi les causes moléculaires identifiées, on retrouve 4 altérations qui conduisent a un
phénotype hyperméthylateur via un mécanisme commun, I'inactivation des déméthylases de
la famille TET. La premiére est la mutation inactivatrice d’'un des membres de la famille des
TET, par exemple TET 2 dans les leucémies (Hughes et al., 2013). On retrouve également,
associées a ce phénotype, les mutations somatiques des isocitrates déshydrogénases-1 et 2
(IDH1/2), fréquemment observées dans les gliomes et les leucémies (Hughes et al., 2013;
Turcan et al., 2012). Les génes mutants IDH1 ou 2 produisent du (R)-2-hydroxyglutarate [(R)-
2HG] qui s’accumule dans les cellules (Dang et al., 2010). Ce métabolite présente des
similitudes structurales avec le 2-oxoglutarate (2-OG) et entraine I'inhibition compétitive des
démeéthylases d’ADN de la famille TET. De plus, les enzymes du cycle de Krebs, la succinate
déhydrogénase (SDH) et la fumarate hydratase (FH) sont des suppresseurs de tumeurs dont
les mutations de perte de fonction prédisposent aux syndromes familiaux de cancer (Frezza
et al., 2011). L'inactivation de la SDH et de la FH entraine respectivement un blocage du cycle
de Krebs, une altération de la respiration et une accumulation anormale de leurs substrats
succinate et fumarate. Les deux métabolites sont également des inhibiteurs des dioxygénases
20G-dépendantes (Yang and Pollard, 2013). On retrouve ce phénotype hyperméthylateur
associé aux mutations des genes codant pour les succinates deshydrogénases dans les
parangliomes, des tumeurs neuroendocrines (Letouzé et al., 2013), et associé a la mutation
des génes codant pour les furamates hydratases (FHx) dans les carcinomes du rein (Pollard et

al., 2007).
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Figure 23 : Reprogrammation épigénétique par onco-métabolites. Les mutations dans les enzymes
métaboliques isocitrate déshydrogénase (IDH)-1 et -2, succinate déshydrogénase (SDH) et fumarate
hydratase (FH) entrainent une accumulation anormale de (R)-2-hydroxyglutarate ((R)-2HG), succinate
et fumarate, respectivement. Leur accumulation inhibe les activités des dioxygénases dépendantes du
2-oxoglutarate (20G), y compris la famille des enzymes modifiant I'ADN de la TET et les déméthylases
d'histone lysine contenant le domaine JmjC (KDMs). SUCC, succinate ; FUM, fumarate ; Mal, malate ;
mIDH1/2, mutant IDH1/2 ; Me, groupement méthyle (Yang and Pollard, 2013).

L’augmentation des onco-métabolites (R)-2HG, et (3)-2HG, succinate et furamate, perturbe le
cycle de KREBS a différents niveaux dans les différents cancers. Toutes ces altérations
convergent pour altérer les enzymes déméthylases TET (cf. Figure 23). Leur inhibition induit
une hyperméthylation étendue de I'ADN. Ce changement et la chromatine, rendue
inaccessible a la machinerie de transcription, bloquent la différenciation cellulaire des cellules

présentant ce phénotype (Van der Auwera et al., 2009).

Les perturbations épigénétiques a I'ceuvre dans le carcinome hépatocellulaire ont fait I'objet
de plusieurs études pour caractériser ces changements et comprendre comment ils peuvent

participer a la transformation maligne des hépatocytes.

3.4.1. Hyperméthylation dans les promoteurs
L’hyperméthylation touchant un grand nombre de CpgG, il est intéressant de regarder plus
précisément dans les tumeurs, quels sont les CpG fréguemment altérés, et si leur méthylation
affecte la régulation de la transcription de genes clés. Les genes fréquemment altérés au
niveau des promoteurs ne sont pas les mémes en fonction des types de cancer (Esteller et al.,

2001; Shen et al., 2012; Shin et al., 2010; Yang et al., 2003).
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Le gene suppresseur de tumeurs CDKN2A est fréqguemment inactivé par hyperméthylation
dans les cancers du foie. Ce gene code pour plusieurs protéines grace a un épissage alternatif
des premiers exons, dont p16 et p19 (inhibiteurs de CDK4, importante pour la progression en
phase G1 du cycle cellulaire) et p14 (stabilisateur de p53). Il est inactivé par délétion
homozygote dans plusieurs cancers, dont celui du foie (Biden et al., 1997; Herman et al.,
1995), entrainant une prolifération des cellules et I'apparition de métastases (Chen et al.,
2015). Cependant, l'inactivation épigénétique par hyperméthylation du promoteur est de loin
I"altération la plus fréquente de CDKN2A dans les CHC (53 % vs. 4 % d’inactivation génomique)
(Wheeler and Roberts, 2017).

D’autres genes sont fréquemment inhibés par hyperméthylation de leur promoteur,
notamment GSTP1, CDH1, APC, RASSF1 et MGMT. La fréquence d’altération de ces génes varie
en fonction des séries (Zhang et al., 2016). Une analyse par voie de signalisation montre que
les génes hyperméthylés sont fréquemment impliqués dans le cycle cellulaire, la prolifération,

la différenciation, et la mort cellulaire (Song et al., 2013).

Enfin, les ROS (Reactive Oxygen Species) peuvent inhiber I’expression de CDH1, la E-Cadherin,
en induisant des changements épigénétiques, dont une hyperméthylation dans son
promoteur (Han et al., 2018; Lim et al., 2008). La E-cadhérine participe a des mécanismes
régulant I'adhérence des cellules, la mobilité et la prolifération des cellules épithéliales (Meigs
etal., 2002). L'inactivation de tous ces génes suppresseurs de tumeurs, altére des mécanismes

importants pour la cellule et joue un réle dans la carcinogenése hépatique.

3.4.2. Etudes globales de la méthylation
L'analyse a large échelle des profils de méthylation de I’ADN, avec une puce de méthylation
Illumina ciblant 450k CpG répartis le long du génome, des carcinomes hépatocellulaire a mis
en évidence une hypométhylation globale des CpG en dehors des génes et des promoteurs,
ainsi gu’une forte hyperméthylation des CpG dans les tumeurs (Yamada et al., 2016; Zheng et
al., 2018). Toutes les tumeurs analysées semblent présenter une hypométhylation, méme si

elle n’affecte pas les mémes CpG avec la méme intensité (Mah et al., 2014; Zheng et al., 2018).
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Plusieurs études ont également décrit un phénotype hyperméthylateur dans les CHC (Cheng
et al., 2018; Mah and Lee, 2014). L'une d’elles, menée par le consortium TCGA (The Cancer
Genome Atlas) sur 363 CHC, permet de voir que 196 CHC montrent une hyperméthylation,
plus ou moins marquée selon les tumeurs (Wheeler and Roberts, 2017). Environ 15 000 sites
CpG avec une hyperméthylation significative ont été identifiés, et forment 4 sous-groupes
distincts, associés a |'origine géographique et les altérations de génes driver comme TP53,

CTNNB1, du promoteur de TERT et de la répression de CDKN2A (cf. Figure 24).

L’origine de ces profils d’hyperméthylation n’est pas bien compris, mais une mutation ou une
sous-expression des déméthylases TET (Williams et al., 2012) pourraient en étre a |'origine
(Liu et al., 2019; Thomson et al., 2016). On remarque également que parmi le sous-groupe
présentant I’"hyperméthylation la plus marquée sont retrouvées les 3 tumeurs avec une

altération d’/DH1, connue pour étre associée a un profil hyperméthylateur dans d’autres

cancers.
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Figure 24 : Analyse non supervisée de I'hyperméthylation de 15 000 sites CpG dans les tumeurs
comparées aux normaux. Quatre sous-groupes distincts de CHC sont définis. Le heatmap représente la
meéthylation dans ces 15 000 sondes, et I'association des sous-groupes obtenus avec les annotations
cliniques et moléculaires (Wheeler and Roberts, 2017).
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3.4.3. Pertinence clinique de la méthylation de I’ADN dans la prise en

charge des carcinomes hépatocellulaires
La méthylation aberrante des promoteurs a été utilisée pour développer une signature
pronostic des carcinomes hépatocellulaires, qui prédit avec précision la survie a partir de 36
marqueurs de méthylation de I'ADN (Villanueva et al., 2015). Cette signature permet
d’identifier des tumeurs présentant des caractéristiques de cellules progénitrices, plus

agressives, associées a un mauvais pronostic.

De plus, I'hyperméthylation de certains genes est tres caractéristique des altérations
hépatiques. Le statut de méthylation de 5 génes suppresseurs de tumeur (APC, FHIT, CDKN2B,
CDKNZ2A, CDH1) dans les CHC a également été détecté avec succes dans le plasma (Han et al.,
2018; lyer et al., 2010). L' utilisation de I'hyperméthylation de ces promoteurs, détectable dans
les cellules sanguines, en fait des bons marqueurs potentiels pour un diagnostic précoce et

sans risque, contrairement a la biopsie qui est une procédure invasive (Hardy et al., 2017).

4. Objectifs de la these, stratégie et données

Elucider les processus transcriptionnels et épigénétiques dérégulés dans les cancers est
fondamental pour mieux comprendre les voies biologiques impliquées et proposer une
thérapie adaptée au phénotype moléculaire de chaque tumeur (Chang et al., 2009). Les
approches classiques de classification non supervisée ont permis de définir, sur la base du
transcriptome, les principaux groupes moléculaires pour chaque type tumoral, et notamment
les tumeurs hépatiques (Boyault et al., 2007; Chiang et al., 2008; Hoshida et al., 2009).
Cependant, ces groupes restent relativement hétérogéenes et ne refletent qu’imparfaitement
la diversité des mécanismes biologiques a I'ceuvre dans ces tumeurs. L’analyse du méthylome
a également mis en évidence des groupes de tumeurs présentant des profils similaires dans
différents types de cancer (Witte et al., 2014). Les changements de méthylation observés dans
les tumeurs incluent une hypomeéthylation globale des régions partiellement méthylées et
pauvres en CpG (Berman et al., 2011), une hyperméthylation des domaines bivalents de la
chromatine (Rakyan et al., 2010), un phénotype hyperméthylateur plus ou moins marqué dans
certaines tumeurs (Berman et al., 2011; Wheeler and Roberts, 2017) et une altération ciblée

de la méthylation d’oncogéne et de génes suppresseur de tumeurs qui influe sur leur
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expression. Divers processus sont susceptibles d’affecter le méthylome, comme [I'age
(Ashapkin et al., 2017), les expositions environnementales (Ladd-Acosta and Fallin, 2015) ou
I’altération de certains driver comme les génes IDH, SDH, TET et H3F3A (Chen et al., 2017;
Dang et al., 2010). Cependant, a quelques exceptions pres, les mécanismes biologiques a
I'origine des altérations de méthylation observées dans les tumeurs restent largement
méconnus. En effet, les approches classiques consistent a définir des groupes de tumeurs puis

a étudier les changements d’expression/de méthylation dans ces groupes.

Dans ce contexte, I'objectif de ma these était de développer des méthodes d’analyses
innovantes pour explorer le transcriptome et le méthylome des tumeurs hépatiques afin
d’identifier des signatures moléculaires reflétant plus finement les mécanismes biologiques
dérégulés dans ces cancers. Pour cela, jai mis en place une méthode de déconvolution du
signal (Analyse en Composantes Indépendantes, ACl) afin d’identifier des composantes
transcriptionnelles et épigénétique fines dans les cancers du foie. J’ai ensuite exploré en détail
ces composantes et leurs interactions afin d’identifier les mécanismes moléculaires sous-

jacents.

Les méthodes statistiques de déconvolution, telles que I'analyse en composantes
indépendantes (ACI) ou la factorisation matricielle non négative (NMF), ont récemment
trouvé de nombreuses applications en biologie moléculaire (Zinovyev et al., 2013). En effet,
ces approches permettent de séparer différentes sources de variation mélangées dans un
signal, ce qui est fréquent en biologie. Ainsi, le transcriptome d’une tumeur refléte a la fois la
cellule d’origine, la dérégulation de diverses voies oncogéniques, I'abondance de l'infiltrat
inflammatoire etc. Le méthylome refléte lui une superposition de changements liés a I'age,
aux altérations driver ou encore aux expositions environnementales. Les méthodes de
déconvolution apparaissent donc prometteuses pour extraire les signatures individuelles de
ces processus dans les données biologiques. Au cours de ma thése, j’ai appliqué I’analyse en
composantes indépendantes pour isoler les différentes signatures épigénétiques ou
transcriptionnelles présentes dans les tumeurs (groupe de CpG altérés conjointement ou de

génes co-régulés) et élucider leur signification biologique.
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4.1.1. Principe mathématique de I’ACI
L'analyse en composantes indépendantes est une méthode développée a l|'origine pour
résoudre les problémes de séparation aveugle des sources (Jutten and Herault, 1991), c’est a
dire, retrouver, uniquement a partir du mélange final, les signaux sources qui ont mené a ce
mélange. L'exemple type pour ce probleme est “la soirée cocktail”. Au cours d’une soirée
rassemblant plusieurs convives qui discutent par petits groupes de taille variable, le bruit total
des conversations est considéré comme le mélange. L'objectif est d’isoler, a partir des
différents micros positionnés dans une piéce, la voix de chaque personne. Pour cela, I'ACI
considéere que les voix de chaque invité enregistrées a un instant t sont indépendantes les

unes des autres (Oja and Nordhausen, 2006) .

D’un point de vu mathématique, on a :
- S$=(S1,S2,S3 .. Sd) les sources indépendantes inconnues (dans notre exemple : les
invités)
- X =(X1, X2, X3 ... Xn) les observations (micros) dont les informations contenues sont
dépendantes les unes des autres et varient ensemble. Statistiquement, cela signifie
que la covariance(X) = 1

- A, la matrice de mélange inconnue de dimension d x n (sources x observations)

Ce qui donne le systeme X = AS
On cherche la matrice orthogonale A telle que le vecteur S = A™X soit composé de sources

indépendantes.

Pour résoudre ce probléme, de nombreux algorithmes ont été développés. Bien qu’ils soient
basés sur des méthodes statistiques différentes, chacune de ces méthodes permet de mettre
en évidence et de mesurer la propriété d’'indépendance recherchée, toutes ces méthodes
statistiques aboutissent a des résultats semblables (Cardoso, 1997; Lee et al., 2000). Parmi
eux, Hyvarinen et Oja proposent d’utiliser une mesure de “non gaussianité”. En effet, d’apres
le théoréme central limite énoncé par Lindeberg-Levy (1920), la somme de variables
indépendantes tend vers une distribution normale. Maximiser la non gaussianité entre les
composantes S estimées permettrait donc d’assurer leur indépendance (Hyvarinen and Qja,

2000). Pour cela, plusieurs solutions ont été mises en place. L'une d’elle, proposée par
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Hyvérinen, est implémentée dans l'algorithme FastICA, basé sur le principe de I'algorithme
d’apprentissage itératif de type point fixe (Fixed point algorithm). Cet algorithme cherche a
maximiser le coefficient de Kurtosis, un critére permettant de mesurer la répartition d’une
variable aléatoire (Hyvarinen, 1999). L'étape préalable a I'extraction des composantes
indépendantes est une étape de blanchiment des données. Cette transformation,
implémentée dans I'algorithme, permet de décorréler et d’annuler la variance de la matrice
initiale, grace a I’Analyse en Composantes Principales (ACP). FastICA est trés utilisé dans de
nombreux domaines en raison de sa rapidité et de son absence de paramétres d’optimisation.
Cependant, dans le cas ou le nombre d’échantillons est grand, il devient trés gourmand en
temps de calcul et d’espace mémoire. Contrairement a I’ACP, les composantes indépendantes
peuvent ne pas étre orthogonales par rapport a I'’espace de données original, ce qui peut étre

considéré comme un avantage dans certaines applications (Bugli and Lambert, 2007).

4.1.2. Application aux données biologiques
Cette méthode a été appliquée avec succes dans différentes études de I'expression des génes
(Biton et al., 2014; Lee and Batzoglou, 2003). L'analyse en composantes indépendantes
cherche a retrouver des signaux sources sous |’hypothése d’indépendance statistique.
Appliquée aux données transcriptomiques, elle modélise le niveau d'expression de génes dans
plusieurs échantillons donnés comme une somme linéaire pondérée de plusieurs
composantes indépendantes, ou chaque composante capture I'effet de facteurs ou processus
influencant |'expression des génes (Liebermeister, 2002). Dans ce modeéle, la matrice
d'expression X qui a pour dimension le nombre d’échantillons sur le nombre de génes est
décomposée comme le produit de 2 matrices (cf. Figure 25). La premiére matrice correspond
aux projections des génes dans chague composante et la deuxieme correspond aux
contributions des échantillons. Les génes ayant la plus grande projection sur une composante
sont les genes les plus fortement influencés par le processus associé a cette composante. La
deuxieme matrice, de contribution des échantillons, refléte I'activité de la source de variation
représentée par la composante dans les échantillons. En corrélant I'activité des composantes
avec les annotations cliniques et moléculaires des échantillons, on peut donc identifier des
associations permettant d’interpréter la signification biologique de chacune (Zinovyev et al.,
2013). L'interprétation des composantes au niveau des génes implique I'identification de voies

de signalisation ou groupes de génes particulierement actifs dans la composante, en utilisant
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par exemple la méthode GSEA d’analyse d’enrichissement par rang GSEA (Gene Set

Enrichment Analysis) (Anders and Huber, 2010).

Genes Components Genes
s | Samples D E—
amples —
X -_— A X S Components
Expression matrix
Component activity among Gene contributions on
different samples each components
- Interpretation using samples annotations = Interpretation using genes annotations
(clinical and molecular) Enrichment analysis GSEA (Msig.DB database)

Gene Set 1221 : LIAO_METASTASIS

A

Zoro crassing at 048

Peakat 179 e
1IN i

Type
E3N@2)
T (153)

Running Encnment Scors (RES)

Figure 25 : Déconvolution de la matrice d’expression par analyse en composantes indépendantes et
interprétation des matrices résultantes optenues.

Appliquée aux données de méthylation, cette méthode permettrait de séparer les
changements de méthylation liés a des processus différents (Freytag et al., 2017). La
caractérisation de ces changements, au niveau des échantillons avec les annotations cliniques
et altérations génomiques des tumeurs, ainsi qu’au niveau des CpG avec I'étude du contexte
épigénétique dans lequel elles interviennent, pourrait nous permettre de mieux comprendre

les altérations de méthylation présentes dans les tumeurs, ainsi que leur origine.

Pour ce projet, jai analysé différents types de données (épi)génomiques générées au
laboratoire sur les cancers du foie. J'ai principalement travaillé sur des données RNAseq et de
puces méthylation, que j'ai croisées avec des résultats d’analyses whole exome et whole
genome pour interpréter les composantes. Je me suis également appuyée sur des données

publiques relatives au cancer du foie ou au paysage épigénétique du foie normal.
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4.2.1. Données du laboratoire
L'essentiel de mes analyses portent sur une série de tumeurs du laboratoire (LICA-FR),
collectées en collaboration étroite avec plusieurs hopitaux et analysées par une stratégie
multi-omique impliquant le séquengage des ARNs (RNAseq), de I’ADN a I’échelle de I'’exome
(whole exome sequencing, WES) ou du génome entier (whole genome sequencing, WGS), et

I"analyse du méthylome sur puce Illumina 450k.

Jai ainsi pu analyser les données d’expression RNAseq de 148 tumeurs du foie et 32
échantillons de foie non tumoraux appariés. Les échantillons non tumoraux proviennent de

foies normaux ou présentant divers types de cirrhoses (virales, alcooliques).

Les données de méthylation du laboratoire contiennent 239 CHC et 35 foies non tumoraux
analysés sur puce lllumina Infinium HumanMethylation450k. Cette puce est basée sur la
conversion au bisulfite de sodium (Bibikova, Barnes et al. 2011 ; Sandoval et al. 2011) qui va
transformer les cytosines non méthylées en uracile tout en gardant intactes les cytosines
méthylées, et mesure la méthylation sur environ 480 000 sites CpG qui couvrent environ 99 %
des génes et ARN non codants connus. A partir des intensités mesurées par les sondes, le
niveau de méthylation (Beta-value) compris en 0 et 1 de chaque CpG est calculé. La Beta-value

est égale a I'intensité du signal pour la forme méthylée sur 'intensité totale du signal.

A chaque échantillon analysé est associée une sélection pertinente d’annotations cliniques et
moléculaires générées au laboratoire. Les annotations cliniques incluent plusieurs
informations comme le sexe du patient, le type et le diagnostic de I’échantillon, le grade de |a
tumeur, la présence de fibrose ou de cirrhose du foie non tumoral et les principaux facteurs
de risques liés aux carcinomes. Au niveau moléculaire, j'ai utilisé pour mon projet les résultats
de précédentes analyses comme la détection de mutations, aberrations chromosomiques

(gains et pertes de fragments chromosomiques) ou réarrangements de génes driver.

4.2.2. Données publiques
En plus des données du laboratoire, j'ai utilisé différents jeux de données publiques afin de

comparer et valider les résultats obtenus.
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Pour la partie transcriptome, j’ai utilisé les données RNAseq de carcinomes hépatocellulaires
et de foies normaux des consortium TCGA (The Cancer Genome Atlas, n=383) et ICGC
(Fujimoto et al., 2016) (International Cancer Genome Consortium, n = 410) (cf. Figure 26). La
série TCGA contient des cas Américains et d’Asie du Sud Est et inclut diverses étiologies. La
série ICGC a été générée au Japon, ou |'étiologie dominante est I'infection par le virus de

I’hépatite C.

RNA-seq Data Set

i LICAFR data o TCGA LiHC data ICGC data |
i | RNAseq (180 samples) | : | RNAseq (383 samples) | | RNAseq (410 samples) |
' w  141HCC 1 = 329HCC = 210HCC
L 7FLC " 3FLC = 200NT f
= 32NT 3 = 49NT 3

Laboratory data set

________________________________

Figure 26 : Description des jeux de données RNAseq utilisés pour cette étude. HCC : carcinome
hepatocellulaire, FLC : carcinome fibrollamelaire, NT : foie non tumoral

Pour la méthylation, j’ai également utilisé la série TCGA (275 CHC et 50 foies non tumoraux)
ainsi que la série HEPTROMIC (224 CHC et 19 foies non tumoraux). Ces deux jeux de données
indépendants ont été analysés avec la méme technologie que les échantillons du laboratoire
(puce Illumina Infinium HumanMethylation 450k) permettant de comparer et valider les

résultats obtenus (cf. Figure 27).

Methylation Data Set

LICAFR data | | TCGALIHC data HEPTROMIC data |
E | Methylation (274) | : | Methylation (325) | | Methylation (243) |
= 7early HCC = 3FLC = 224HCC
" w 4FLC L = 272HCC = 19NT i
|« 2sHcc L1 = sONT
= 35NT

Laboratory data set

Samples analysed in RNAseq and Methylation
122 Samples 308 Samples
- 115 HCC/2 FLC/5 NT —> 265 HCC/43 NT

Figure 27 : Description des jeux de données de méthylation utilisés pour cette étude, et intersection
avec les données RNAseq pour les jeux de données du laboratoire (LICAFR) et du consorcium TCGA.
HCC : carcinome hepatocellulaire, FLC : carcinome fibrollamelaire, NT : foie non tumoral
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Pour chaque série, les informations cliniques classiquement fournies pour les cancers du foie
ont été extraites des publications. J'ai également récupéré un maximum d’annotations
moléculaires incluant, pour les séries ICGC et TCGA, les profils génomiques obtenus par

séquencage de I'exome ou du génome complet.

4.2.3. Annotations épigénétiques et fonctionnelles

Pour interpréter les signatures de méthylation obtenues, j’ai utilisé différentes annotations
provenant d’études épigénomiques intégrées afin de mieux comprendre le contexte

épigénétique dans lequel les changements de méthylation interviennent. Ont été récupérés :

- les domaines de méthylation du foie normal (HMD/PMD/LMR/UMR) (Salhab et al.,
2018) ;

- les données Chip-seq du marquage H3K27ac ainsi que les 18 domaines chromatiniens
déterminés sur le foie normal par le consortium Roadmap (Roadmap Epigenomics
Consortium et al., 2015) ;

- les données ChiP-seq de fixation de facteur de transcription et les données de timing
de réplication déterminées sur la lignée cellulaire de carcinome hépatocellulaire

HEPG2 par le consortium ENCODE (Davis et al., 2018; Dunham et al., 2012).

L’objectif principal de ma these est de mieux comprendre les relations de cause a effet entre
les différents niveaux de régulation dans le cancer du foie, en caractérisant précisément les
effets d’une altération moléculaire spécifique et en utilisant des méthodes statistiques
capables d’extraire des signatures d’expression des génes ou de méthylation de I’ADN liées a
des mécanismes oncogéniques précis. En croisant ces résultats avec la diversité des
altérations génomiques connues dans le cancer du foie, nous pourrons mieux comprendre les
mécanismes moléculaires impliqués dans la carcinogenése hépatique, point de départ au

développement de thérapies innovantes.
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Résultats

Le profil transcriptionnel et épigénétique de chaque tumeur refléte I'interaction de multiples
facteurs, a la fois cliniques (facteurs de risque, cirrhose) moléculaires (mutations, aberrations
chromosomiques, dérégulation  épigénétique) et phénotypiques (prolifération,
différenciation, infiltrat inflammatoire). Ce chapitre présente les résultats des principales
études réalisées durant ma thése visant a mieux comprendre les dérégulations observées dans
les tumeurs hétérogénes et fortement remaniées que sont les carcinomes hépatocellulaires.

Ces études ont porté sur le niveau de I'expression des genes et de la méthylation des CpG.

1. Signatures transcriptionnelles des carcinomes

hépatocellulaires

Comme on a pu le voir dans l'introduction, plusieurs équipes ont créé des classifications et
scores moléculaires basés sur I’expression des génes dans les CHC (Boyault et al., 2007; Chiang
et al., 2008; Hoshida et al., 2009; Kaposi-Novak et al., 2006; Yamashita et al., 2008). Au cours
de ma premiére année de theése, j'ai participé au développement de MS.liverK, un prologiciel
sous forme de package R qui permet de reproduire et comparer les classifications et scores
publiés. MS.liverK permet de déterminer facilement les sous-groupes de CHC et les scores
moléculaires de chaque tumeur, aussi bien a partir de données de puces que de séquencage
RNAseq. Cet outil a été mis a disposition de la communauté scientifique sur Github, et il est
décrit dans un article que nous avons déposé sur bioRxiv. J’ai utilisé MS.liverK dans la suite de
ma thése pour prédire les groupes moléculaires de CHC dans les différentes séries RNAseq

que j'ai analysées.

Dans cet article, nous avons également appliqué MS.liverK a la série TCGA afin de comparer
les différentes classifications publiées (Fig. 1). Celles-ci se recoupent fortement entre elles
ainsi qu’avec les scores fonctionnels. Le groupe A de Lee rassemble I'essentiel les groupes S1-

S2 de Hoshida et les groupes G1-G3 de notre laboratoire. Le groupe B de Lee correspond au
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groupe S3 de Hoshida, qui englobe dans notre étude le groupe G4 et les groupes G5-G6
associés a I'activation de la voie Wnt B-caténine. Le groupe « polysomie chromosome 7 » de

Chiang correspond a un sous-groupe de notre groupe G4.

Ainsi, chaque classification semble capturer certaines variations biologiques non capturées
par les autres. De plus, les frontiéres entre groupes sont parfois poreuses et certaines tumeurs
présentent des caractéristiques pouvant appartenir a plusieurs groupes. Ces observations
soulignent les limites des approches classiques de classification non supervisée, qui
permettent d’identifier les principaux groupes de tumeurs mais pas de caractériser en détail
les différentes sources de variation du transcriptome. Ces limites justifient le développement
de méthodes statistiques innovantes, comme I'analyse en composantes indépendantes, pour

identifier les génes co-régulés impliqués dans des processus biologiques précis.

Article1: “ MS.liverK: an R package for transcriptome-based computation of

molecular subtypes and functional signatures in liver cancer” (Available on bioRxiv)

Florent Petitprez, Léa Meunier, Eric Letouzé, Yujin Hoshida, Augusto Villanueva, Josep Llovet,

Snorri Thorgeirsson, Xin Wei Wang, Wolf H Fridman, Jessica Zucman-Rossi, Aurélien de

Reynies
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Abstract
Abstract

Summary: Liver cancer is a highly heterogeneous disease in terms of etiology, tissue and cellular
morphology, tumor molecular characteristics, microenvironment composition and prognosis. Several
studies, based on tumor gene-expression profiling (GEP) data, have dissected the molecular
heterogeneity of liver cancer. They resulted in various tools, either delineating homogeneous tumor
subtypes or calculating molecular scores of prognostic or biological functions. Here, we present
MS.liverK, an easy-to-use R package providing a comprehensive implementation of these tools, for
research use.

Availability and implementation: The MS.liverK R package is available from GitHub
(https://github.com/cit-bioinfo/MS.liverK).

1. Introduction

Primary liver cancer is the third most deadly cancer worldwide, with Hepatocellular carcinomas (HCC)
accounting for 85%-90% of the cases. The molecular heterogeneity of liver cancers has motivated
numerous transcriptome-based studies, yielding gene-signatures and algorithms for molecular
subtyping, prognostic prediction and functional scores computation. The use of these tools is of great
interest for researchers dedicated to liver cancer study, but is very limited due to their dispersion.

Here, we introduce MS.liverK (Molecular Signatures in Liver Cancer), an R package reimplementing
these tools. MS.liverK takes as input a (log2 scale) transcriptome matrix of liver cancer samples, either
microarray- or RNA-Seg-derived. It also includes graphical functions, allowing to easily visualize the
outputs.
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2. MS.liverK

After a careful review of the literature, we identified 5 GEP-based molecular subtyping systems of HCCs
published in the last 15 years (Lee et al., 2004; Boyault et al., 2007; Yamashita et al., 2008; Chiang et
al., 2008; Hoshida et al., 2009). Lee classification (Lee et al., 2004) was established on a belgo-chinese
cohort of 91 HCC samples; it is made of 2 classes (A/B), related to proliferation and survival. Lee
subtypes have been further refined in 4 groups using Alpha-fetoprotein (AFP) marker, improving
association to survival. Boyault classification (Boyault et al., 2007) was established on a French cohort
of 57 HCCs including patients from various geographic origins; it is made of 6 classes (G1 to G6) related
to TP53 and CTNNB1 mutations, proliferation, HBV infection and prognosis. Yamashita classification
(Yamashita et al., 2008) is based on two markers, EPCAM and AFP, and defines four groups related to
differentiation and prognosis. Chiang classification (Chiang et al., 2008) was built using 91 HCV infected
HCCs; it identifies 5 classes related to CTNNB1 mutation, proliferation, inflammation and polysomy of
the chromosome 7. Hoshida classification (Hoshida et al., 2009) is based on the meta-analysis of 9
cohorts totaling 603 HCC samples; it contains 3 classes (S1/52/S3) related to proliferation,
differentiation and survival. MS.liverK implements all of the above classification systems from
transcriptomic data; it also includes a conversion function to allow using different GEP platforms (Fig.
S1A).

To ensure classifiers were adequately assigning classes to samples, we ran them on the data from the
samples used by the four teams to define their subgroups. We then compared MS.liverK classes to the
ones they originally established and found a very good correspondence (Fig. S1B): Chi-squared test p-
values for Lee, Boyault, Chiang and Hoshida and Roessler classifications were all < 2.2 e-16, with
accuracy rate of respectively 94.5%, 98.2%, 100%, 93.8% and 90.0%.

MS.liverK implements the prognostic prediction algorithm published by (Nault et al., 2013), which is
so far the most extensively validated prognostic score for hepatocellular carcinomas (HCC).

Several teams have published gene-signatures related to biological functions/pathways involved in
liver cancer oncogenesis. These gene-signatures relate to TGFB1 signalling (Coulouarn et al., 2008),
MET pathway (Kaposi-Novak et al., 2006), stemness (Oishi et al., 2012; Yamashita et al., 2008), EPCAM
(Yamashita et al., 2008) and hypoxia (van Malenstein et al., 2010). MS.liverK computes all the
corresponding scores.

We applied MS.liverK to the TCGA LIHC RNA-seq dataset (n=286). The graphical output shows a striking
concordance across the various subtyping systems, the prognostic score and the functional scores
(Figure 1). This observation is expected, given that molecular subtypes should represent homogeneous
types of tumors with specific biological and prognostic characteristics.

3. Software implementation and use

The package has been entirely written using R language. It includes pre-packaged data from Gene
Expression Omnibus (GEO), accession number GSE20238 (Minguez et al., 2011), to be used as example
data. A vignette describing the wuse of the package is available on GitHub
(https://github.com/FPetitprez/MS.liverK/blob/master/vignettes/vignette.pdf). On a standard
computer, the computation of all subtypes and scores takes a couple of minutes.
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Fig. 1. MS.liverK graphical output. Graphical output of MS.liverK illustrated on the TCGA LIHC
transcriptome dataset. Columns represent samples, rows represent molecular subtypes (upper panel),
prognostic scores (middle panel) and functional scores (lower panel).
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Afin d’identifier les génes co-régulés dans le foie normal et tumoral, et de mieux comprendre
la diversité des processus biologiques perturbant le transcriptome des carcinomes
hépatocellulaires, j'ai appliqué I'analyse en composantes indépendantes (ACI) aux données
RNAseq de tumeurs hépatiques (jeux de données LICA-FR, TCGA-LIHC et ICGC). Les résultats
obtenus ont été interprétés en prenant en compte les données additionnelles disponibles
pour chaque échantillon comme les données cliniques, anatomo-pathologiques et

moléculaires (mutations, aberrations chromosomiques).

1.2.1. Pipeline d’analyse de données RNAseq
Pour obtenir I’expression des genes a partir des données de séquencage RNAseq, j'ai d’abord
mis en place un pipeline d’analyse bioinformatique partant des séquences brutes pour aller
jusqu’aux données d’expression normalisées. Les fichiers bruts au format .fastq, contenant les
reads avec leurs scores de qualité associés, sont alignés avec le logiciel Tophat2 (Kim et al.,
2013). Le génome de référence utilisé pour les alignements est le génome humain hg19 publié
en 2007 par Genome Reference Consortium (GRC). Les résultats de I'alignement au format

.bam sont filtrés avec le logiciel SamTools (Li et al.,

Pipeline d’analyse RNA-seq
2009) et les reads qui s’alignent sur plusieurs régions

% ‘:5, Données brutes - reads FASTQ

wh

- | du génome sont supprimés. L'outil htseg-count
Alignement

T°Pha‘2‘Gé”0midefe’féfe“ehg” développé a partir du package python HTSeq
Contréle Qualité (Anders et al.,, 2015) permet alors d’obtenir la

!

Samtools — Filtering of unique alignment
- | matrice de comptage indiquant le nombre de reads
Reads alignés - fichier BAM
= |

chevauchant chaque gene référencé dans la base

Quantification des transcrits

HTSeq - Ensemble de génes référence: GENCODE GENCODE (Harrow et al_' 2012)' qu| regroupe ala

!

fois les génes codants, mais aussi les longs ARNs non

‘i ; Normalisation
_______ Sélectiondesgenes .
HHH T i Package R DESeq — SizeFactors / Dispersions i COda nts (Cf Flgu re 28) )
l Package R DESeq
varianceStabilizing . ) . . 7
FPKM Trensformation Deux matrices d’expression normalisées sont alors
fragments per l
kilobase of exon 7 7 7
model per million . générées avec le package DESeq2 (Love et al.,
reads mapped VST matrix

2014) :

Figure 28: Structure du pipeline
d’analyse mis en place au laboratoire
pour 'analyse des données RNAseq.
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- la matrice FPKM (Fragments per Kilobase of exon per Million reads) normalisée par
rapport a la taille des geénes et au nombre de reads séquencés pour chaque librairie.

- la matrice VST, normalisée par rapport a la taille de la librarie et la longueur codante
des genes, mais aussi en utilisant la fonction ‘variance stabilisation transformation’.
Cette méthode estime la variabilité des données grace a un modeéle d’erreur basé sur
la distribution binomiale négative (avec une variance et une moyenne liées par

régression locale) qui permet de normaliser les données RNAseq.

La méme normalisation de I'expression des génes a été appliquée aux données TCGA et ICGC,
pour obtenir la matrice FPKM ainsi que la matrice normalisée avec la fonction variance
stabilisation transformation du package DESeq2 (Love et al., 2014). Ce pipeline est maintenant
utilisé en routine au laboratoire pour toutes les nouvelles données RNAseq recues. Pour ce
travail, j’ai utilisé le génome de référence hg19, mais d’autres génomes de référence, comme

hg38 pour 'homme ou m21 pour la souris, peuvent également étre utilisés.

1.2.2. Paramétrage de I’ACI
Plusieurs paramétres sont a choisir pour I’analyse en composantes indépendantes : le nombre
de genes utilisés, le nombre de composantes a extraire et I'algorithme de calcul. Pour ce
travail, j’ai sélectionné les 10 000 genes les plus variants en fonction de leur écart-type, et
utilisé I'algorithme de déconvolution FastICA (Hyvarinen, 1999) implémenté dans le package

R fastlCA http://www2.uaem.mx/r-mirror/web/packages/fastiCA/index.html. J'ai basé le

choix du nombre de composantes sur la stabilité des résultats obtenus. Le but étant d’isoler
un maximum de composantes indépendantes stables au cours des différentes itérations (cf.

Figure 28).

. Parameters choice : Number of components

For each number of components tested (between 5 and 60)

Perform 100 ICA iteration

For each iteration
Compute components stability

= Percentage of iterations where a similar components is found
(Pearson’s correlation >0.9)

Number of components found in 50 % of iterations (100)
.

i P 26
Choose the last number of components where all °
components stability are upper than 50 % 0 10 20 % s 50

Number of components tested

Figure 29 : Méthode utilisée pour le choix du nombre de composantes dans I’ACI.
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Pour chagque nombre de composantes entre 5 et 60, j'ai effectué 100 itérations de I’ACI.
L'algorithme FastICA étant basé sur une initialisation aléatoire, cela donne 100 résultats
différents, qui sont ensuite comparés entre eux avec un calcul de corrélation de Pearson au
niveau de la contribution des génes. La mesure de stabilité d’'une composante est le
pourcentage d’itérations dans lesquelles une composante similaire (corrélation de Pearson >
0.9) est identifiée. On constate que, pour la cohorte LICA-FR, le nombre de composantes
stables plafonne a 26 composantes. Au-dela, les composantes supplémentaires sont instables.
J'ai donc choisi ce nombre de 26 composantes, qui correspond au nombre maximal pour
lequel toutes les composantes ont une stabilité supérieure a 50 %. La méme approche m’a

conduit a sélectionner 35 composantes pour la série TCGA-LIHC et 29 pour la série ICGC.

LICAFR data TCGA LiHC data ICGC data
RNAseq (180 samples) | | RNAseq (383 samples) | | RNAseq (410 samples) |
m 141 HCC m 329 HCC m 210 HCC
= 7FLC = 3FLC = 200 NT
= 32NT m A9 NT

} ! |

Independant components analysis (Algorithm FastICA)

=  Nb components =26 = Nb components =35 =  Nb components =29

| ! |

Components selection : Remove components liked to project bias or CG content

Select components found in at least 2 data sets (based on Pearson’s correlation on gene contribution)

Figure 30 : Schéma récapitulatif des jeux de données analysés et des parametres utilisés pour extraire
les compsantes. Chaque jeu de données a été analysé séparément avec un nombre de composantes
choisi comme décrit ci-dessus, et la reproductibilité des résultats a été étudiée ensuite. HCC = carcinome
hepatocellulaire ; FLC = carcinome fibrolamellaire ; NT = tissu non tumoral

J'ai ensuite comparé les résultats obtenus pour les 3 jeux de données. La similarité de deux
composantes provenant de différents jeux de données est déterminée en calculant, a partir
de la contribution de leurs genes communs, la valeur absolue du coefficient de corrélation de
Pearson. Une composante est gardée si elle est retrouvée dans la décomposition d’au moins
2 des 3 jeux de données de CHC (corrélation de Pearson > 0.35). Cette étape permet
notamment de supprimer les composantes liées a des biais de projets. Dans les données LICA-

FR, passées sur 8 projets de séquencage différents, on retrouve en effet une composante liée

65



MEUNIER Léa — These de doctorat - 2020

a la taille des reads et une composante liée a un des projets qui a été séquencé avec une

librairie « non-stranded », contrairement aux autres (cf. Figure 31).

Component linked to the use of
Component linked to read length non-stranded library

Kruskal-Wallis test : 6.282e-19 ” Kruskal-Wallis test : 1.203e-18
0.754 ] 27

+ <=Library non-stranded RNAseq.Project
: BS PJ1204037 (27)

B8 PJ1212200 (51)
E3 PJ1306111 (10)
E3 PJ1312222 (4)
B3 PJ1312222_v2 (18)
B PJ1312222_v3 (3)
0.4 B3 PJ1312222_v4 (2)

Library stranded B8 PJ1504060 (3)

W PJ1510176 (38)

B8 PJ1602030 (2)
(
(

0.504
0.8

0.254

'

0.004

o
o
Sample contributions

Sample contributions

—Qh i

2x100 2x75

A
I 1
“ grdmee Lo SUIND

-0.254

Figure 31 : Représentation des associations des composantes liées a des biais de projet.

Une composante corrélée au contenu en GC des génes est également identifiée dans les 3

jeux de données. Elle n’est pas gardée pour la suite de I'interprétation.

1.2.3. Interprétation des composantes
Des scripts R spécifiques a I'analyse des résultats de I’ACI ont été utilisés. lls proviennent du

package MinelCA https://www.bioconductor.org/packages/release/bioc/html/MinelCA.html

(Biton et al.) ou ont été développés durant ma these afin de faciliter la visualisation et
I'interprétation des composantes. L'interprétation biologique des composantes est basée sur
I’analyse croisée de la contribution des genes et des échantillons. Linterprétation des
composantes au niveau des genes repose sur une analyse d’enrichissement par rang
(Subramanian et al., 2005), implémentée dans le package R GSEAPreranked (Gene Set

Enrichment Analysis) https://gsea-msigdb.github.io/gseapreranked-

gpmodule/v6/index.html, que j’ai modifié pour pouvoir I'appliquer, non pas a une matrice

d’expression des génes, mais directement a un vecteur indiquant la contribution des génes
dans une composante. Cette méthode permet d’identifier des groupes de génes de la base de
données de signatures moléculaires (Molecular Signatures Database —v5.1 MSigDB) (Liberzon
et al., 2011, 2015) significativement enrichis parmi les génes les plus contributeurs d’une
composante. MSigDB regroupe a la fois les groupes de genes des bases de données GO, KEGG

et HALLMARK, mais aussi ceux identifiés dans des publications antérieures.
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Les échantillons et génes fortement contributeurs permettent d’interpréter les composantes
extraites (cf. Figure 32). Par exemple, la composante 13 est fortement associée a la mutation
du géne CTNNB1, codant pour la B-caténine (p-value = 6.14 10-16) ainsi qu’aux échantillons
des groupes G5 et G6. De maniére cohérente, I'analyse des genes fortement contributeurs a

cette composante révele un enrichissement en génes cibles de la voie Wnt/R-caténine.

Composante liée a la voie Wnt/B-catenin

Heatmap des échantillons ordonnés par contribution P-value
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Figure 32 : Représentation des associations au niveau des annotations cliniques et moléculaires et
des annotations des génes de la composante 13, liée a la voie Wnt/B-catenine.

De plus, une étude du laboratoire a montré que les différents types de mutations de la B-
caténine entrainent une activation plus ou moins importante de la voie Wnt (Rebouissou

Sandra et al., 2016). De maniére notable, I'activité de notre composante 13 dans les CHC est
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fortement corrélée aux effets connus des différentes mutations de CTNNB1 sur I’activation de
la voie Wnt. Elle est également corrélée linéairement a la quantité de glutamine synthase
(marqueur d’activation de la voie Wnt) mesurée en RPPA (reverse phase protein array). Toutes
ces observations soutiennent I'idée que la composante 13 reflete précisément le niveau

d’activation de la voie Wnt/B-catenine dans les tumeurs.

Un travail d’interprétation similaire a été fait pour toutes les composantes retrouvées dans au
moins 2 jeux de données (cf.Tableau 1). Les composantes obtenues ont ainsi été attribuées
au type d’échantillon, a des sous-groupes de tumeurs ou a des caractéristiques moléculaires
comme le gain ou la perte de bras chromosomiques, la présence de certaines mutations et

I’activation de voies de signalisation spécifiques.

Licit62 | TcGA | icec | n° |
X

Patient gender X X 1 }  Patient characteristic
NTvsT X X X 2
Immunologic X X X 3
Immunoglogulin genes X X 4
EMT X X X 5 1
Proliferation X X X 6 L Biological process
Hepatic differentiation X X X 7 ]
Fibrollamelar carcinoma X X X 8 ]
Group Chiang polysomy 7 X X X 9 +  HCC groups
Groupe Chiang proliferation X X 10 ]
AXIN1/RPS6KA3 X X X 11 ]
Oxydatif stress X X X 12
Whnt activation X X 13 F  Mutation — Pathway activation
IL6/JAK/STAT X X 14
NF-kB X X 15 ]
8q gain X X X 16 ] _ )
T X X X 17 _— Chromosomic aberation
Methylation X X X 18
Mitochondrie X X X 19
Interferon gene X X 20

Tableau 1 : Tableau récapitulatif des principales interprétations des 20 composantes étudiées et leur
récurrence dans les différents jeux de données.

On retrouve également une composante liée au sexe des patients (cf. Figure 33), avec une
forte contribution des genes du chromosome Y, et des génes XIST et TSIX d’inactivation du
chromosome X, ainsi qu’une composante liée a la présence d’infiltrats inflammatoires dans
les tissus hépatiques (cf. Figure 33), montrant un enrichissement des génes du systéme

immunitaire et une corrélation au statut inflammatoire des tumeurs déterminé en histologie.
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Composante liée au genre du patient
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Figure 33 : Représentation des associations au niveau des annotations cliniques et moléculaires et
des annotations des génes de la composante 1 liée au genre du patient et de la composante
immunologique 3.

Outre ces processus biologiques connus, I'lCA m’a permis de mettre en évidence de nouvelles
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