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Résumé

Le carcinome hépatocellulaire (CHC) est la forme la plus fréquente de cancer du foie et I’'une
des principales causes de mortalit¢ par cancer dans le monde. Il s’agit d’une maladie de
mauvais pronostic, aux ressources thérapeutiques limitées, hétérogéne sur le plan
immunophénotypique et génomique, qui se développe trés souvent sur un foie remanié
cirrhotique. Les études moléculaires ont révélé plusieurs sous-classes de CHC caractérisés par
des signatures génomiques et protéomiques distinctes. Au cours de mon travail de thése, nous
avons contribué a améliorer notre compréhension de la biologie des CHC et des classifications
moléculaires en cartographiant le génome non-codant de tumeurs de CHC induites par des virus
hépatotropes (VHB, VHC) et en étudiant la sous-classe moléculaire de CHC la plus agressive
KRT19-positif. Nous avons établi la premiére carte de transcriptome a ARN non codants du
CHC et révélé une forte activation intra-tumorale des rétrotransposons a LTR, qui sont
principalement inhibés dans les cellules hépatiques normales, dans des CHC induits par les
VHB et VHC. Certains des transcrits dérivés de LTR se sont révélés étre des régulateurs clés de
I’expression génique et donc activer la croissance cellulaire. Dans la deuxiéme étude, nous
identifions une nouvelle voie de régulation des CHC KRT19-positif affectant le métabolisme
énergétique de ces tumeurs. Les CHC KRT19-positif sont des tumeurs fortement glycolytiques
liée a une activation de la réponse a I’hypoxie. L’exceés de production par les CHC KRT19-
positif de I’oncométabolite 2-hydroxyglutarate en absence de mutation des génes IDH1 et IDH2
¢tait associé a un profil aberrant hyperméthylé sur la lysine 9 de I’histone H3 (H3K9me3)
suggérant une répression de la transcription notamment des geénes impliqués dans la
différenciation cellulaire.

Abstract

Hepatocellular carcinoma (HCC) is the main primary liver cancer and one of the most leading
cause of cancer-related death worldwide. This heterogeneous disease with a worse
prognosis has been subjected of numerous studies aimed to establish global phenotypic
profiles. During my thesis, 1 dedicated my work to improve these classifications by
identifying signatures on the non-coding genome and working on a very aggressive form
of HCC expressing progenitors markers. With help of a Japanese team, we demonstrated
that LTR-derived ncRNAs were active in HCC and that correlation correlates with
expression of common cancer markers (GPC3) ans TP53 mutations. This signature can
also be used to discriminate HCCs at high risk of recurrence. Finally, we have showed that
these LTRs are detectable on prenoplastic stages in the Mdr2 KO mouse model. In
parallel, I worked on HCC that expresses progenitor markers such as cytokeratin 19. Using
proteomic and transcriptionnal approaches and in silico analyses, we propose that the
occurrence of this type of cancer id due to an hypoxic event likely related to trans-arterial
chemoembolization. These tumors have a highly glycolytic phenotype with production of
an oncometabolite (2-hydroxyglutarate) that has been generally foubd in IDH1/2 mutated
cholangiocarcinomas. Finally we suggest the use of metformin, type 2 diabetes drug, to
reverse metabolic reprogramming and restore sensitivity to chemotherapy.
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Figure 1: Epidémiologie du carcinome hépatocellulaire dans le monde Les données (octobre 2018) sont
tirées de I'Organisation Mondiale de la Santé. Les données pour l'incidence (A) et la mortalité (B) sont
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[ INTRODUCTION

1. Epidémiologie du carcinome hépatocellulaire

Le carcinome hépatocellulaire (CHC) est la tumeur maligne primitive du foie la plus fréquente
et I’'une des plus meurtrieres dans le monde, tous cancers confondus (deuxiéme en terme de

mortalité).

En moyenne 840 000 nouveaux cas par an surviennent dans le monde avec un rapport
incidence/mortalité proche de 1 (780 000 décés par an). Les hommes sont davantage affectés
par la maladie que les femmes avec un sexe ratio de 3:1 des cas diagnostiqués (Ferlay et al.,

2019).

Il existe de fortes disparités géographiques. La Chine, le sud-est asiatique, le Japon et I’Afrique
sub-saharienne sont des zones de forte incidence avec 20 nouveaux-cas pour 100 000 habitants,
alors qu’en Scandinavie et au Canada, I’incidence est plus faible (moins de 5/100 000). En
France et aux USA, I’incidence du CHC est moyenne (entre 5 et 10 par 100 000 habitants). Ces
variabilités géographiques sont liées a des expositions variables aux facteurs de risque de CHC.
En Europe centrale et de 1’est, 1’alcool est le principal facteur de risque alors qu’en Asie et en
Afrique, I’infection par le virus de I’hépatite B est prédominante (Akinyemiju et al., 2017). La

Figure 1 montre 1’incidence du CHC dans le monde d’aprés 1’organisation mondiale de la santé.

En France, selon les derniéres estimations de I’Institut National de Veille Sanitaire, I’incidence
en 2017 était de 8 273 nouveaux cas par an chez les hommes et 2 432 cas chez les femmes

(Jéhannin-Ligier et al., 2017)

2. Etiologies du carcinome hépatocellulaire

2.1 Etiologies virales
Le CHC se développe principalement sur un foie inflammatoire chroniquement endommagé,
présentant des cycles répétés de nécrose/régénération, une hépatite chronique, une fibrose et
finalement une cirrhose. Dans un contexte d’infection par des virus hépatotropes, notamment
les virus de I’hépatite B et de 1’hépatite C, qui sont des facteurs de risque majeurs du CHC, le

foie est le site de production de nombreux médiateurs inflammatoires et oxydatifs en réponse a

19



I’infection. De nombreuses cellules immunes participent également a la maintenance de
I’homéostasie hépatique. En cas de régénération hépatique, les lymphocytes T via notamment la
cytokine lymphotoxine régulent ce processus indispensable a la vie du foie (Tumanov et al,
2009). En réponse a ’infection virale, et donc a une inflammation prolongée, la création d’un
environnement prolifératif peut conduire a un remodelage du parenchyme hépatique, une
fibrose et éventuellement a long terme un cancer (Pikarsky et al., 2004; Haybaeck et al., 2009).
Les virus des hépatites B et C sont également capables d’induire une carcinogenese hépatique

par des mécanismes directs.

2.1.1 Le virus de I'hépatite B
L’infection par le virus de 1’hépatite B (VHB) est le facteur de risque du CHC le plus important
au monde (la moiti¢ des cas) (Parkin, 2006; Venook et al., 2010).

Il existe dans le monde plus de 350 millions de porteurs chroniques du VHB et cette infection
cause plus d’un million de déces chaque année. C’est un virus responsable d’une infection aigué
susceptible d’évoluer vers la chronicité. L’infection aigué est le plus souvent asymptomatique.
Elle évolue vers la guérison dans plus de 90 % des cas. L hépatite fulminante est rare, observée
en moyenne dans un cas sur 1 000. Le risque de passage vers la chronicité est estimé a 5-10 %.
La cirrhose est habituellement observée chez 20 % des sujets, 15 a 20 ans en moyenne apres la
survenue de I’infection. Le CHC est diagnostiqué 10 a 15 ans apres celui de la cirrhose (Tang et
al., 2018). Le risque de passage a la chronicité est, par contre, beaucoup plus élevé chez les
enfants car il est de 25 a 50 % quand ’infection survient entre 1 et 5 ans et peut atteindre 90 %

en cas d’infection néo-natale (Abdel-Hady and Kelly, 2013).

Le virus du VHB est un virus enveloppé possédant un génome viral a ADN partiellement
double brin de 3,2 kb. Le génome code une protéine de capside, une ADN polymérase, des
protéines d’enveloppe (S, Pré-S1 et pré-S2), ’antigene e et la protéine HBx qui est une protéine
transactivatrice. Le risque de développer un CHC est li¢, au niveau de la réplication virale, au
génotype viral et a la présence de mutations génomiques. Une équipe taiwanaise a montré que la
survenue du CHC est corrélée au nombre de copies d’ADN du virus retrouvé dans le sérum des
patients infectés (Chen et al, 2006). Il a également été montré que le génotype C, par
comparaison avec le génotype B, est un facteur de risque plus important dans la survenue du
cancer, d’autant plus s’il est associé¢ a une cirrhose (Chan et al., 2004) Pour autant les auteurs ne

concluent pas que ce génotype a un effet plus important sur la carcinogenése hépatique.
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2.1.2 Le virus de I'hépatite C

Le VHC est un virus a ARN de polarité positive appartenant a la famille des flaviviridae (virus
de la dengue, fievre jaune, etc.). On estime que 170 millions de personnes sont infectés par le
VHC dans le monde. Il n’existe pas de vaccins prévenant la survenue de I’infection par le VHC.
Le traitement curatif de choix était jusqu’a peu 1’association de I’interféron alpha (IFN-a)
pégylé avec la ribavirine (analogue nucléosidique de synthese). La réponse au traitement varie
en fonction des génotypes (Flamm, 2003). La bithérapie est plus efficace pour les génotypes 2
et 3 (80 % de bons répondeurs) que pour le génotype 1 (autour de 40 %) (Boyer and Marcellin,
2002). La résistance au traitement peut s’expliquer par une forte réplication virale, un taux
important de mutations génétiques favorisant I’émergence de mutants résistants, une demi-vie
trés courte des virions et par 1’action de certaines protéines virales comme la protéine NS5A
dans le mécanisme de résistance a I’interféron (Enomoto et al., 1996). Depuis peu, I’émergence
de nouveaux principes actifs, appelés agents antiviraux directs (AAD) permettent d’obtenir des
taux de guérison supérieurs a 95% chez des patients jamais traités mais aussi chez des patients
en échec de traitements antérieurs. Les différentes classes thérapeutiques disponibles sont les
inhibiteurs de la protéase NS3/4A (siméprévir, paritaprévir...), les inhibiteurs de NS5A
(daclatasvir, ledipasvir...) et les inhibiteurs de la polymérase NS5B (sofosbuvir, dasabuvir...)
(Gane et al., 2013). En raison du colt extrémement ¢levé de ces médicaments et d’une moindre
réponse clinique des génotypes viraux 2 et 3, la recherche de nouvelles stratégies thérapeutiques
reste une priorité pour les chercheurs. Récemment, une équipe américaine a proposé I’utilisation
d’un anti-allergique peu colteux dans le traitement de I’infection (He et al., 2015), mais il reste
encore de nombreux tests a effectuer avant que celui-ci ne soit autorisé a €tre administré aux

patients infectés.

2.2 Etiologies non virales

2.2.1 Alcool

La consommation abusive d’alcool est connue pour augmenter le risque de développer un CHC
en favorisant le développement d’une stéatohépatite et d’une cirrhose (Mittal and El-Serag,
2013). De plus le risque de développer une cirrhose est une relation linéaire a la consommation

d’alcool (Scoccianti et al., 2016).

L’alcool est aussi connu pour agir en synergie avec d’autres facteurs de risque et en particulier

avec les virus des hépatites. Le risque de développer un CHC augmente de 2 a 3 fois chez des
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patients consommateurs de plus de 60 g/jour d’alcool lorsqu’ils sont respectivement infectés par

le VHC ou le VHB (Ikeda et al., 1998; Hutchinson et al., 2005).

2.2.2 Facteurs environnementaux toxiques

L’exposition a des produits chimiques en particulier chez certaines catégories d’ouvriers est
responsable d’un nombre substantiel de cas de cancers professionnels méme s’il est difficile
d’estimer le nombre de cas, en raison du manque d’informations concernant la durée
d’exposition et I’interaction avec d’autres carcinogeénes (Jiang et al., 2017). Cependant, les rares
¢tudes s’intéressant au sujet ont permis d’identifier des substances comme le chlorure de vinyle
(Fred et al, 2008) ou le trichloroéthyléne (Uccello et al, 2012) comme ayant un effet
carcinogene sur le foie et pour lesquelles il y a suffisamment de preuves chez I’homme et chez

I’animal pour les incriminer directement dans la pathogenése des cancers hépatiques.

2.3 Facteurs de risque génétiques
La plupart des prédispositions génétiques a la survenue d’'un CHC sont des maladies
métaboliques. On retrouve I’hémochromatose (mutation C282Y du gene HFE1) se caractérisant
par une surcharge ferrique dans le foie, la maladie de Wilson (mutations dans le géne ATP7B)
conduisant a un défaut d’excrétion hépatique du cuivre, le déficit en alpha-1 antitrypsine
(mutations du gene SERPINAT1), la tyrosinémie de type 1 (mutations du géne FAH) et la

porphyrie aigué intermittente (mutations du géne HMBS).

3. Histoire naturelle de la carcinogenése hépatique

Le carcinome hépatocellulaire se développe principalement sur une hépatite chronique. La
fibrose hépatique est une pathologie résultant d’une prolifération anormale de tissus cicatriciels
composés de collagénes en réponse a une hépatite chronique. La cirrhose est le stade ultime de
la fibrose hépatique et se définit par une déstructuration de I’architecture du foie et le
développement de nodules de régénération. Cliniquement, la cirrhose peut étre associée a une
hypertension portale et a une insuffisance hépatique de sévérité variable. Au sein des nodules
cirrhotiques, les hépatocytes font I’objet de cycles répétés de mort cellulaire et de prolifération
compensatrice pouvant fournir un environnement mutageéne propice a la transformation
cellulaire et au développement tumoral. Les causes de la cirrhose sont multifactorielles et sont
principalement dues aux infections par les virus hépatotropes B et C, et une consommation

abusive d’alcool. D’autres facteurs étiologiques comme une agression hépatique par des
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aflatoxines, 1’existence d’une maladie métabolique héréditaire ou I’épidémie d’obésité et le
développement d’une stéatohépatite sont également des causes de cirrhose. Les mécanismes

conduisant a la fibrose hépatique semblent cependant indépendants de 1’étiologie.

3.1 De I'hépatite chronique au CHC

3.1.1 L’hépatite chronique viro-induite

L’infection par le VHC est une cause majeure d’hépatite chronique. La physiopathologie de
I’hépatite C chronique est li¢e a I’inflammation induite par la réponse immune dirigée contre les
antigénes du virus. De plus, les patients atteints d’hépatite chronique virale C développent, dans
40 a 60 % des cas, une stéatose. Particulierement, chez les patients infectés par le génotype 3, le
degré de stéatose et significativement corrélé a la concentration intra-hépatique en ARN du
VHC, suggérant I’implication directe du VHC dans la genese de la stéatose (Rubbia-Brandt et
al., 2000, 2001).

Comme pour le VHC, I’infection par le virus de I’hépatite B provoque des cycles de nécrose-
régénération du tissu hépatique qui progresse en fibrose, et dans le contexte di a la persistance
de I’'inflammation, participe a 1’établissement d’un terrain favorable a I’émergence d’altérations
génétiques et épigénétiques conduisant a la tumorigenése (Neuveut et al., 2010). Le virus de
I’hépatite B a, de plus, des effets directs sur la dynamique cellulaire qui seront décrits dans les

paragraphes (Intégration par le virus de I’Hépatite B p36 et HBx p40)

3.1.2 L’hépatite chronique alcoolique

L’action de 1’alcool sur la carcinogenése hépatique est multiple. L’acétaldéhyde, produit du
métabolisme de 1’éthanol par [’aldéhyde déshydrogénase (protéine cytosolique) et le
cytochrome P450 2E1 (protéine du réticulum endoplasmique), est connu pour former des
adduits avec ’ADN génomique (Brooks and Theruvathu, 2005) et inhiber I’enzyme responsable
des réparations de I’ADN suite a 1’action d’agents alkylants (Espina et al., 1988). Ces adduits
peuvent conduire a des mutations et a des erreurs de réplication dans des oncogenes et des
geénes suppresseurs de tumeur (Purohit et al., 2013). L’acétaldéhyde est capable également de
faciliter I’invasion cellulaire en augmentant la synthése des métalloprotéinases (MMPs) comme
la MMP 9 (Hsiang et al., 2007). La consommation d’alcool active fortement I’expression du
cytochrome P450 2E1. Cette enzyme, qui catalyse de nombreuses réactions d’oxydation de
toxiques dans le foie, géneére un grand nombre d’espeéces réactives de 1’oxygene (ROS),

augmentant ainsi la peroxydation des lipides et la production d’un métabolite particulier, le 4-
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hit ») vers un état inflammatoire (« second-hit ») aboutissant a la NASH, la fibrose et a plus long terme la

cirrhose. D'apres Jansen et al. 2004.




hydoxynonenal (4-HNE) (Hu et al, 2002). Ce dernier forme des adduits dans I’ADN
préférentiellement a la troisiéme base du codon 249 du géne TP53 (Hu et al,, 2002).

D’autres mécanismes, comme la perte chromosomique, le stress oxydatif, la méthylation de
I’ADN et la réduction du taux de 1’acide rétinoique dans le foie, contribuent au développement

d’un CHC sur une pathologie alcoolique (Purohit et al., 2013).

3.1.3 NAFLD et NASH

Le syndrome métabolique est un ensemble de plusieurs troubles physiologiques et
biochimiques. Il est défini par une obésité¢ abdominale et au moins deux criteéres de la liste ci-
apres (taux élevé de triglycérides sérique, taux inférieur a la normale de HDL, une hypertension
artérielle et une hyperglycémie a jeun) (Parikh and Mohan, 2012). Dans la majorité des cas, le

syndrome métabolique conduit a une insulino-résistance et a une stéatose hépatique.

La stéatopathie hépatique non alcoolique (Non Alcoholic Fatty Liver Diseases, NAFLD) inclut
un large spectre d’anomalies hépatiques de la stéatose a la stéatohépatite (Non Alcoholic
Steato-Hepatitis, NASH), a la fibrose, la cirrhose et le CHC (cf. Figure 2). La stéatose simple
NAFLD est connue pour étre associée a 1’obésité, la résistance a 1’insuline, le diabéte et
I’hypertriglycéridémie. La prévalence de la NAFLD est en constante augmentation affectant
environ un quart de la population mondiale (Moller ef al., 1994; Bergstrom et al., 2001; Wolk et
al., 2001; Calle et al., 2003; Younossi et al., 2016). La NAFLD est a la fois la cause et la

conséquence du syndrome métabolique (Yki-Jarvinen, 2014).

La stéatose hépatique se caractérise par I’accumulation intracellulaire de triglycérides (TG) et
de diacylglycérols (DAG) contenus dans des vésicules lipidiques de différentes tailles (stéatose
macro- et micro-vésiculaire). L’accumulation de ces lipides est le résultat d’un déséquilibre
dans le transport des lipides, I’oxydation et la synthése de novo des lipides (Ginsberg, 2006;
Goldberg and Ginsberg, 2006). C’est un phénoméne qui peut étre réversible mais peut
également progresser en stéatohépatite (NASH) (Wong et al., 2010) voire en CHC sur un foie
non-cirrhotique (Paradis et al., 2009).

Les facteurs responsables du passage de la stéatose a la NASH restent encore a déterminer ; de
nombreuses études font état de la toxicité cellulaire directe des lipides accumulés (Lee et al,
1994; Cusi, 2012), et de la dérégulation du métabolisme lipidique (Puri et al., 2007; Caballero
et al., 2009; Min et al, 2012) (voir également le chapitre 9.3 en page 60), générateurs

d’inflammation. Récemment, une étude de notre laboratoire a, d’une part, identifi¢ une
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signature lipidique spécifique présente dans les foies de patients souffrant de NASH et d’autre
part, montré la forte lipotoxicité de ce set de lipides sur des hépatocytes en culture primaire
(Chiappini et al., 2017). En effet, il a été observé une augmentation importante de longs acides
gras saturés et insaturés (jusqu’a C18) et une baisse de tres longs acides gras poly-insaturés dus

a une réduction d’activité de I’enzyme FADS1 nécessaire a la synthése des phospholipides.

Le syndrome métabolique, I’obésité viscérale et la NAFLD sont des maladies inflammatoires.
L’obésité viscérale est caractérisée par des niveaux importants de sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires (TNF-a, IL-1b, IL-6, MCP-1) ce qui altére la sensibilité a I’insuline notamment
des adipocytes et induit la polarisation des macrophages en phénotype M1 conduisant a
I’initiation et a I’entretien de 1’inflammation dans le foie et la progression vers des états

pathologiques plus séveres incluant le CHC (Xu et al., 2003; Park et al., 2010).

La progression vers un CHC n’est évidemment pas uniquement liée a ce processus
inflammatoire. La dérégulation de voies oncogéniques comme la voie PI3K-Akt-mTOR-PTEN
(Leavens et al., 2009; Kudo et al., 2011) et des anomalies mitochondriales (Bournat and Brown,
2010; Montgomery and Turner, 2015) sont également des facteurs importants de progression

vers la carcinogenése.

3.2 Fibrogenése hépatique
Les cellules étoilées du foie (HSCs, hepatic stellate cells) jouent un role clé dans la fibrogenése
hépatique. Ces cellules sont localisées dans 1’espace de Disse entre la face sinusoidale des
hépatocytes et les cellules endothéliales, et ont différents rdles incluant le stockage de la
vitamine A (Hendriks et al., 1987), le contrdle du tonus vasomoteur (Kawada et al, 1993) et

surtout la sécrétion et la dégradation de la matrice extracellulaire (Clement et al., 1986).

L’ agression des hépatocytes par des virus ou des toxines de diverses natures est a 1’origine
d’une inflammation associée a une infiltration cellulaire composée notamment de cellules de
Kiipfer, de macrophages et de plaquettes. Les HSC sont par la suite activées par des cytokines
pro-inflammatoires et des facteurs de croissance qui sont secrétés par des cellules immunes
infiltrantes. A 1’état activé, les HSC proliférent et se transforment en myofibroblastes secrétant
des molécules pro-fibrogéniques (TGF-B, CTGF, PDGF) (Paradis et al, 2002; Borkham-
Kamphorst et al., 2007; Inagaki and Okazaki, 2007), du collagéne (Tsukada et al., 2006) et des
enzymes de dégradation de la matrice extracellulaire (métalloprotéases MMP2 et MMP9)

(Arthur et al., 1992; Han et al., 2007).
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3.2.1 Lacirrhose

La cirrhose est le stade ultime de la fibrose hépatique conduisant & de profondes modifications
de Darchitecture hépatique. Ce phénomene est souvent asymptomatique jusqu’au stade
symptomatique de la décompensation. Elle est caractérisée sur le plan histologique par
I’existence de barri¢res fibreuses mutilantes et vascularisées qui relient les voies portales entre
elles et a la veine centrolobulaire. Les hépatocytes sont enchassés dans des nodules fibrotiques
appelés nodules de régénération. L’évolution de la cirrhose est la suivante : au cours d’une
premiere phase, la cirrhose est non compliquée (cirrhose compensée) pouvant se développer de
maniere asymptomatique. Elle peut étre découverte de maniére fortuite lors d’un examen
clinique « de routine » ou a I’occasion d’une chirurgie abdominale. Trente a 40 % des cas de
cirrhose sont asymptomatiques. Un second temps est marqué par la survenue de complications
(cirrhose décompensée) avec détérioration de 1’état général, insuffisance hépatique et
hypertension portale responsables de multiples complications comme 1’apparition d’une ascite,
une péritonite bactérienne spontanée, une hémorragie digestive ou une encéphalopathie

hépatique (Schuppan and Afdhal, 2008).

Au cours de la cirrhose, la synthése d’ADN est accélérée au sein des nodules de régénération et
par conséquent les réarrangements chromosomiques sont plus fréquents, favorisant le
développement de nodules hyperplasiques. Ces derniers peuvent évoluer en nodules
dysplasiques qui sont des lésions pré-néoplasiques. Cette évolution s’accompagne d’une
accumulation d’altérations moléculaires « gains de fonction » conduisant a [’acquisition
d’activités biologiques et de capacités fonctionnelles nouvelles essentielles a 1’initiation de la

carcinogenese hépatique et a sa progression.

3.3 Complications de la cirrhose

3.3.1 Ascite

L’ascite, définie comme la présence d’un exces de liquide dans la cavité péritonéale, est la
principale complication de la cirrhose (Runyon and AASLD, 2013). L’ascite représente un stade
avancé de progression vers une phase décompensée de la cirrhose et est associée a un pronostic
défavorable avec une mortalité¢ de 50 % dans les 2 ans qui suivent son apparition (Moore and
Aithal, 2006). Elle résulte principalement de défaillances liées a I’insuffisance hépatique et a
I’hypertension portale. L’infection du liquide d’ascite est également une complication grave

chez 10 a 30 % des patients cirrhotiques (Ascione et al., 2017).
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3.3.2 Encéphalopathie

L’encéphalopathie hépatique est une complication neuropsychique séveére liée notamment a
I’accumulation de substances neurotoxiques comme celles issues du métabolisme de la
glutamine pris en charge par des bactéries du microbiote intestinal (Desjardins et al., 2012).
L’accumulation, dans le sang des patients, d’ammoniaque, qui n’est pas dégradé par un foie
insuffisant, est a I’origine d’anomalies cérébrales structurales et fonctionnelles. L’existence

d’une encéphalopathie hépatique est une indication a la transplantation hépatique.

3.3.3 Hypertension portale et translocation bactérienne

L’hypertension portale est une conséquence fréquente de la cirrhose et est reliée a des
conséquences morbides comme des encéphalopathies et des saignements dans le tube digestif.
De nombreuses voies de signalisation sont aujourd’hui connues comme ayant un rdéle dans la
pathogénicité de I’hypertension portale et dans la progression vers le cancer. L hypertension
portale provoque des changements structuraux majeurs dans 1’intestin comme une congestion,
un épaississement de la musculaire muqueuse et une réduction drastique de 1’intégrité des
jonctions serrées (Iwakiri, 2014) ce qui a pour conséquence d’augmenter la perméabilité
intestinale et la translocation bactérienne épithéliale en direction du foie. De plus, 1’anabolisme
des acides biliaires est profondément modifié chez les patients cirrhotiques alors que les acides
biliaires sont connus pour exercer diverses fonctions visant a atténuer la translocation
bactérienne et la prolifération bactérienne excessive par I’intermédiaire du récepteur nucléaire
FXR (Kakiyama et al., 2014; Ridlon et al, 2015). L’hypertension portale perturbe donc
fortement la perméabilité intestinale et facilite I’inflammation par le biais de la translocation
bactérienne (Wiest et al, 1999, 2014). Cette derni¢re est fréquente chez les patients avec
cirrhose avancée (Cirera et al., 2001) et des taux sériques importants d’endotoxines peuvent étre
retrouvés chez ces patients (Zhang et al., 2012). Dans un mode¢le de carcinogenése induite par le
Diéthylnitrosamine (DEN), il a été montré que I’action combinée de la translocation bactérienne
et de la dysbiose intestinale induite par une antibiothérapie conduit a une inflammation
soutenue dans le foie et a 1’apparition de lésions fibrotiques et néoplasiques (Zhang et al.,

2012).

La voie TLR4 (Toll like receptor 4) impliquée dans la reconnaissance des LPS bactériens
présents dans des microbiotes intestinaux dysbiotiques semble avoir un impact pathogénique
trés important dans la carcinogenése hépatique. La voie LPS/TLR4 favoriserait la prolifération

hépatocytaire via la production de TNFa et d’IL-6 par les macrophages conduisant a une
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progression accélérée de tumeurs chimiquement induites (Yu et al., 2010). L’influence de cette
voie a été confirmée dans un autre modéle de carcinogenése induite (Dapito et al., 2012). Les
cellules cibles des LPS, a savoir les hépatocytes et les cellules étoilées du foie, entretiennent un
dialogue moléculaire pour activer la voie NF-xB et favoriser la progression tumorale. De plus,
la production hépatocytaire du mitogene, 1’épiréguline, accentue le développement des nodules
tumoraux. Le lien entre microbiote et cancers primitifs du foie a été formellement démontré
dans des modeles animaux cancéreux par des expériences d’administration d’antibiothérapie
chez des animaux immunocompétents et des expérimentations réalisées chez des souris

axéniques. L’ensemble de ces animaux présentait un développement tumoral fortement réduit.

L’emploi d’antibiotiques, et surtout de probiotiques ou de prébiotiques pour corriger une
dysbiose et, par la I’état pathologique associé, est reconnu comme étant une approche
thérapeutique d’intérét par de nombreuses équipes dans le monde. En effet, la dysbiose
intestinale, secondaire en partie aux modifications qualitatives et quantitatives du pool des
acides biliaires, chez les patients atteints d’hépatite chronique, contribuerait a I’inflammation
chronique hépatique. Les espéces bactériennes anaérobes strictes productrices de butyrate, un
acide gras a chalne courte aux propriétés anti-inflammatoires et anti-tumorales (Fung et al.,
2012; Louis et al., 2014; Wilson et al., 2017) sont moins abondantes dans le microbiote fécal de
patients avec hépatopathie chronique que chez des individus sains, au profit d’une
surreprésentation d’espéces bactériennes aérotolérantes et anaérobes facultatives telles que des
Enterobacteriacae (Milosevic et al, 2019). Cette dysbiose conduit a un changement de
métabolisme des acides biliaires secondaires fermentés par les communautés bactériennes et
entretient le déséquilibre bactérien intestinal. Une étude pionni¢re a montré que 1’obésité induite
chez des souris altére la composition du microbiote intestinal et augmente la production d’acide
déoxycholique (DCA) qui provoque des dommages a I’ADN dans les hépatocytes (Yoshimoto
et al., 2013). Récemment, un probiotique (Prohep®) a montré des effets anti-carcinogeénes dans
un modele de souris par modulation du microbiote intestinal, inhibition de 1’angiogenese et

modulation de 1’expression de cytokines anti-inflammatoires (IL-17) (Li et al., 2016a).

La recherche de traitements ciblant 1’axe microbiome intestinal - foie doit évidemment se
poursuivre étant donné le role majeur de la translocation bactérienne épithéliale et a distance, et

de la dysbiose dans la pathogenese des hépatopathies chroniques et la carcinogenese hépatique.
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3.3.4 Varices cesophagiennes

Autre conséquence de I’hypertension portale est formation de varices dans la paroi de I'estomac
ou de I’oesophage. La rupture de ces varices cesophagiennes peut entrainer une hémorragie
digestive. Elle est 1’une des principales causes de déces chez les patients cirrhotiques en

absence de traitement (Garcia-Tsao and Bosch, 2015).

3.4 Du foie sain au CHC

Dans une proportion non négligeable de cas (20 % environ), le CHC peut se développer dans un
foie non cirrhotique voire dans un parenchyme hépatique non remanié. Dans ce contexte, les
tumeurs sont généralement plus volumineuses que celles développées sur foie cirrhotique
(Gaddikeri et al., 2014). Les actions directes des virus des hépatites, du syndrome métabolique
et de D’exposition a des génotoxiques sont des facteurs de risque reconnus. L’adénome
hépatocellulaire est une tumeur bénigne du foie qui peut se compliquer par un CHC (Farges et
al., 2011), d’autant plus lorsqu’il existe des anomalies de stockage du glycogeéne ou la prise de

pilules contraceptives par voie orale (Farges and Dokmak, 2010; Shanbhogue et al., 2011).

Enfin, un CHC développé sur foie sain est fréquent dans des maladies rares comme
I’hémochromatose, la porphyrie, la maladie de Wilson ou encore la déficience en alpha-1

antitrypsine (Trevisani et al., 2010).

4. Diagnostic du carcinome hépatocellulaire

Le pronostic sombre du CHC est souvent dii @ une absence de symptomatologie clinique dans
les stades précoces de la maladie. Plus de 60 % des patients sont diagnostiqués a des stades
avancés (Altekruse et al., 2009) et ont en conséquence une survie réduite comparée a celle des
patients diagnostiqués a un stade précoce. Le dépistage des patients a plus haut risque de
développer un CHC est primordial et est actuellement basé¢ sur le dosage sérique de l'alpha
foeto-protéine et de I’échographie abdominale. Depuis de nombreuses années, des efforts
importants ont été menés dans le dépistage précoce des populations cirrhotiques a fort risque de
développer un CHC au moyen de marqueurs non-invasifs biologiques et d’imagerie. Compte
tenu des risques d’erreurs diagnostiques, de la médiocrit¢é de performance en termes de
sensibilité et spécificité des marqueurs disponibles, certains cliniciens privilégient des
approches conventionnelles d’exploration d’un nodule suspect par ponction biopsique hépatique

dirigée sous échographie ou scanner pour poser un diagnostic histologique (Blanc et al., 2019).
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Nodule découvert en échographie
chez un malade cirrhotique
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Figure 3: Algorithme décisionnel pour la prise en charge d'un patient cirrhotique



Le risque de dissémination tumorale sur le trajet de I’aiguille est variable selon les travaux.
Certaines études ne rapportent aucune dissémination iatrogéne (Bret et al., 1988; Buscarini et
al., 1990; Nolsee et al, 1990) alors que d’autres estiment que ce risque est compris entre 2 et

5 % (Chapoutot et al., 1999; Dumortier et al., 2000; Takamori et al., 2000).

4.1 Imagerie
La caractérisation des nodules tumoraux de CHC repose sur I’examen précis de la
vascularisation par IRM ou échographie de contraste avec injection de produit de contraste. Le
diagnostic de CHC peut reposer sur l'imagerie seule interprétée par un expert en associant deux
méthodes radiologiques dés lors qu’il existe une hyper-vascularisation artérielle (Ronot and
Vilgrain, 2014). En effet, en cas de découverte d’un nodule de taille supérieure a 1 cm
hypervascularisé a la phase artérielle avec diminution de I’intensité du signal aux phases portale
ou tardive, le diagnostic de CHC peut étre retenu. Si le nodule est de taille inférieure a 1 cm,
des imageries régulieres (échographie) tous les 3 mois environ sont réalisées pour surveiller

I’évolution du nodule (cf. Figure 3).

4.2 Diagnostic biologique (marqueurs)

4.2.1 Protéines sériques

L’alpha foeto-protéine (AFP) est une protéine onco-foetale qui fit pendant trés longtemps le
seul marqueur non invasif disponible pour le diagnostic du CHC et le plus largement utilisé.
Malheureusement les performances de ce marqueur sont limitées. La plupart des études rapporte
une sensibilité d’environ 60 % et une faible spécificité (Sato et al., 1994; Adachi et al., 2003;
Marrero et al., 2009; Bruix et al., 2016). D’autres biomarqueurs diagnostiques potentiels sont en
développement, parmi lesquels 1’ostéopontine, une phosphoprotéine de la matrice
extracellulaire qui se lie aux intégrines. Cette dernicre est retrouvée abondante dans les tissus
tumoraux de patients atteints de CHC (Gotoh et al., 2002). Les performances diagnostiques de
I’osteopontine sont comparables a celles de I’AFP et la combinaison des deux biomarqueurs
améliorerait le diagnostic avec une sensibilité de 77 % et une spécificité de 82 % dans une étude
par méta-analyse (Sun et al, 2018). D’autres études prennent en compte 1’hétérogénéité
tumorale, en combinant des marqueurs cliniques et protéiques pour 1’établissement de scores
composites. L’exemple le plus avancé, actuellement en phase III de développement clinique, est
le score GALAD qui combine le sexe, I’age, le taux de I’AFP, de I’AFP-L3, une isoforme de
I’AFP, et de la des-carboxy-prothrombine (DCP). Ce score, évalué sur une cohorte de 670
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patients (331 avec CHC, 339 avec maladie chronique du foie dont la cirrhose) et validé sur des
cohortes externes européennes et asiatiques a une performance diagnostique supérieure a celle
de I’échographie hépatique (Johnson et al, 2014; Yang et al., 2019). La validation du score
GALAD sur des cohortes prospectives est en cours d’étude (Sengupta and Parikh, 2017).

4.2.2 Autres marqueurs

L’amélioration des technologies d’analyse haut débit a permis d’isoler de nombreux types de
molécules dans le sérum des patients avec hépatopathie chronique avec ou sans CHC. C’est le
cas des micro-ARNSs circulants miR21 et miR199, qui, dans le cadre d’une étude clinique de
phase II, sont proposés comme marqueurs de discrimination entre les patients cirrhotiques sans
ou avec CHC (Bai et al., 2019; Peng et al., 2019). Les performances diagnostiques de ces
micro-ARNs associés au dosage de I’AFP sont trés bonnes (AUC=0,95).

Les petites molécules peuvent étre identifiées par spectrométrie de masse et chromatographie
haute résolution. Nous I’avons mentionné, de nombreuses voies métaboliques et de signalisation
sont perturbées dans les cancers, notamment le CHC. Il devient donc indispensable d’identifier
les métabolites issus de ces voies. L’un des métabolites prometteurs en terme de développement
clinique, est le 1-méthyladénosine dont la mesure sérique sépare clairement, dans une étude
chinoise, les patients atteints de CHC des individus sains (Chen et al., 2011). Les performances

diagnostiques de ce métabolite associé¢ au dosage de I’AFP sont trés bonnes (AUC=0,95).

Malgré des avancées significatives notamment technologiques dans le domaine des
biomarqueurs issus du métabolome, ces méthodes souffrent d’un important écueil : de
nombreux facteurs, comme le régime alimentaire ou des facteurs environnementaux peuvent
modifier considérablement le métabolome indépendamment de la maladie sous-jacente

(Monteiro et al., 2013).

Des efforts d’identification de nouveaux outils diagnostiques ont porté sur la recherche de
cellules tumorales circulantes (CTC) et de la quantification de ’ADN nu tumoral (cfDNA,
circulating free DNA) circulant. Pour la détection des CTC, deux systémes existent : la méthode
ISET qui utilise un systeme de filtration des cellules en fonction de leur taille et le systeme
CellSearch® qui, au moyen de billes magnétiques, capture des CTC via des marqueurs présents

a leur membrane plasmique (EPCAM, KRT18, KRT19, CD45).

La premicre étude de détection de CTC dans le sang de patients atteints de CHC fut réalisée par

une ¢équipe francaise. Plus de la moiti¢ des patients testés présentaient des CTC dans leur sang
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circulant et la présence des CTC était corrélée a 1’invasion tumorale et a la thrombose portale
(Vona et al., 2000). Une autre équipe a détecté des CTC exprimant le récepteur membranaire
ASGR1 (asialoglycoprotein receptor 1), récepteur facilitateur de 1’infection par le virus de
I’hépatite B (Witzigmann et al, 2016). Les CTC ont été retrouvées chez plus de 80 % des

patients testés ainsi que chez des patients présentant un petit CHC (Xu et al., 2011).

L’ADN tumoral circulant comporte des petits fragments d’ADN de 160 a 180 paires de bases
(taille d’un nucléosome) qui circulent dans le sang de patients. Leur présence serait fortement
liée a leur relargage par des cellules apoptotiques (Jung et al., 2010; Jiang et al, 2015). La
concentration sanguine de I’ADN circulant serait associée a la taille des tumeurs (lizuka et al.,
2006; Ren et al., 2006), au grade tumoral (lizuka et al., 2006; Ng et al., 2018) et pourrait servir
de marqueur pronostique apres une chirurgie de résection (Tokuhisa et al., 2007). Toutefois,
d’un point de vue diagnostique, I’intérét de la détection des CTC est importante combinée au

dosage de I’AFP (Liao et al., 2015).

La possibilité qui est aujourd’hui offerte par le séquengage de nouvelle génération d’améliorer
la caractérisation des CTC et la détection des mutations présentes dans le cfDNA peut dans un
avenir proche conduire a I’établissement de tests de détection sensibles et trés spécifiques pour

ce type de cancer (Aravanis et al., 2017).

4.3 Diagnostic histologique
Le CHC peut se présenter sous la forme d’une tumeur épithéliale nodulaire unique avec parfois
des nodules satellites, d’une Iésion diffuse et/ou multifocale, souvent polychrome, blanche,
beige, jaune, ou verdatre avec des remaniements nécrotiques et hémorragiques. La plupart des
CHC expriment le marqueur antigénique hépatocytaire (HepParl) et les cytokératines 8 et 18.
Le pdle canaliculaire des hépatocytes est trés souvent marqué par 1’anticorps polyclonal anti-
ACE (antigene carcinoembryonnaire). L’alpha foetoprotéine peut étre exprimée dans environ
30 % des CHC, et les cytokératines 7 et 19, spécifiques des cellules biliaires, sont généralement
absentes. Enfin la néo-angiogenése tumorale est observée par le biais de marqueurs

endothéliaux comme CD31, CD34 et BNH9.

L’apparence histologique varie fortement d’un patient a 1’autre mais aussi a I’intérieur d’une

tumeur d’une zone a I’autre. Il existe également différents grades de différenciation tumorale.
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Figure 4: Grades de différenciation selon la classification d'Edmondson et Steiner Grades de
différenciation selon Edmonson-Steiner, Grade | (A), Grade Il (B), Grade Il (C) et Grade IV (D). Images tirées de
Zhou et al. 2017.



4.3.1 Profils architecturaux

Sur le plan microscopique, I’architecture des CHC varie avec des cellules qui peuvent étre
disposées en travées (trabéculaire) plus ou moins épaisses selon 1’état de différenciation (plus la
tumeur est dédifférenciée, plus les travées sont épaisses). Ces travées sont séparées par des
sinusoides. Ce type architectural est souvent accompagné de structures pseudo-glandulaires (ou
acineuse) ressemblant a des canaux avec parfois une production de bile. Les CHC peuvent
présenter €galement des formes compactes ou les espaces sinusoidaux sont trés discrets. 1l
existe également des formes squirreuses ou le stroma fibreux est tres abondant et des CHC
fibro-lamellaires qui sont des formes rares de CHC généralement développées chez des patients
jeunes non-cirrhotiques avec des travées hépatocytaires en forme de feuilles mais aussi des

formes de tumeurs ressemblant a un cholangiocarcinome.

4.3.2 Grades de différenciation

Les CHC peuvent présenter différents grades de différenciation estimés selon deux types
d’échelle : le grade histologique d’Edmondson et Steiner développé par deux médecins
américains dans les années 50, aujourd’hui encore utilis¢ (Edmondson and Steiner, 1954).
L’Organisation Mondiale de la Santé¢ (OMS) a développé un grade qui est tres proche de celui
d’Edmonson et Steiner. Ces grades tiennent compte de I’architecture tumorale et des atypies

cyto-nucléaires (cf. Figure 4).

4.3.2.1 Le CHC bien différencié

Il correspond au grade I et II d’Edmondson et Steiner, et est généralement retrouvé dans les
petites tumeurs (de taille inférieure a 2 cm) a un stade précoce de la maladie. Il a une
architecture trabéculée et pseudo-acineuse. Les cellules ont peu d’atypies avec un rapport
noyau-cytoplasme augmenté. De plus, les cellules tumorales sont plus petites que les
hépatocytes normaux. Dans le cas des tumeurs de taille supérieure a 3 cm, ce grade de

différenciation peut étre retrouvé a la périphérie du nodule tumoral.

4.3.2.2 Le CHC moyennement différencié
Il correspond au grade 111 d’Edmondson et Steiner. Les travées sont plus épaisses, le cytoplasme
est trés ¢€osinophile, le rapport noyau-cytoplasme est proche de celui observé dans les

hépatocytes normaux. C’est le grade le plus fréquemment observé dans les CHC.
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Figure 5: Classification BCLC (Barcelona Clinic Liver Cancer) pour le traitement du CHC
TACE : Chimioembolisation trans-artérielle ; HTP : Hypertension portale



4.3.2.3 Le CHC peu différencié
Il correspond au grade IV d’Edmondson et Steiner. La tumeur est compacte avec un rapport
noyau-cytoplasme supérieur a celui des hépatocytes normaux. Les cellules sont pléomorphiques

avec présence de cellules géantes mono- ou multinucléées et une forte activité mitotique.

5. Traitements du carcinome hépatocellulaire

La transplantation hépatique est a ce jour la meilleure option thérapeutique pour traiter les
patients atteints de CHC. Malheureusement, la plupart des patients sont diagnostiqués a un stade
avancé de la maladie ce qui contre-indique la transplantation hépatique. La surveillance
systématique des patients a haut risque de développer un cancer permet de diagnostiquer
précocement les patients et ainsi de leur offrir une relative large gamme de traitements (Forner
et al., 2012, 2019). L’évaluation du stade de la maladie est donc essentielle pour une prise en
charge optimisée des patients. Parmi 1’ensemble des classifications utilisées en pratique
clinique, la classification BCLC (Barcelona Clinic Liver Cancer) est la plus consensuelle. Cet
algorithme décisionnel, présenté en Figure 5, représente une aide importante pour une sélection

personnalisée des options thérapeutiques.

5.1 Radiofréquence
L’ablation de la tumeur par radiofréquence est le traitement de choix pour un nodule unique de
diamétre inférieur a 3 cm localisé dans un foie ayant conservé une bonne fonction hépatique.
Les taux de survie a 5 ans sont larges entre 40 et 90 %. Il y a de fortes disparités dans
I’estimation des taux de récidive en fonction des études et des équipes cliniques. Ce taux peut
étre tres faible (pour les nodules uniques inférieurs a 2 cm) (Livraghi et al., 2008) pouvant
atteindre 70 % (pour les nodules compris entre 3 et 4 cm) (Zytoon et al., 2007; Montasser et al.,

2014).

5.2 Chimio-embolisation trans-Artérielle
La chimio-embolisation trans-artérielle (TACE) est un traitement adapté aux patients atteints de
CHC de stade intermédiaire (BCLC B) et non ¢ligibles a un traitement curatif. Associée a une
chimiothérapie (de type doxorubicine ou cisplatine), la TACE entraine une nécrose ischémique
de la tumeur qui notamment déclenche [I’activation fonctionnelle de protéines pro-

angiogéniques, comme le VEGF, (Petrillo et al., 2018a) et I’expression de marqueurs de cellules
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progénitrices (Nahm et al, 2017b), pouvant contribuer & un regain d’agressivit¢ du tissu

tumoral non détruit.

5.3 Traitements chirurgicaux

5.3.1 Résection

La résection chirurgicale est, comme la radiofréquence, adaptée au nodule unique développé sur
foie non-cirrhotique. Les patients ne présentant pas d’hypertension portale avec une fonction
hépatique préservée ont un taux de survie a 5 ans de 70 % mais un risque important de récidive
tumorale, di notamment a la présence de foyers d’invasion micro-vasculaire (Wong and Lo,

2013).

5.3.2 Transplantation

La transplantation hépatique est indiquée chez des patients atteints de CHC développé sur foie
cirrhotique, car elle traite a la fois la tumeur et la cause sous-jacente. Il a été établi par de
nombreuses équipes médico-chirurgicales que les conditions idéales de transplantation devaient
respecter les critéres dits de Milan (Mazzaferro et al., 1996), qui sont essentiellement des
critéres morphologiques (taille et nombre de nodules). Des critéres supplémentaires comme le
degré de différenciation tumorale et le taux sérique d’AFP sont également utilisés dans la
décision thérapeutique, méme s’il n’existe aucun consensus. Il est cependant de pratique
courante de ne pas proposer de transplantation hépatique a des patients présentant une tumeur
peu différenciée (Cillo et al., 2004) ou ayant un taux sérique d’AFP ¢levé supérieur a 1000 ng/

mL (Duvoux et al., 2012; Toso et al., 2015).

5.4 Thérapies ciblées
Comme nous I’avons vu précédemment, le CHC est le résultat d’un processus complexe multi-
étapes comprenant des altérations génétiques et génomiques nombreuses et variées, qui
affectent de nombreuses cascades de signalisation. Les efforts de classification moléculaire de
ces tumeurs ont permis d’identifier quelques cibles thérapeutiques potentielles adaptées a

chaque patient.

Le sorafenib est un inhibiteur de diverses kinases impliquées dans la progression tumorale.
Deux essais cliniques de phase III (Llovet ef al, 2008; Cheng et al., 2009) ont démontré son
efficacit¢ en améliorant la survie des patients et sa tolérance chez des patients a un stade

tumoral avancé. D’autres molécules en phase II de développement ont été testées. Le sunitinib
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(anti-VEGFR et anti-PDGFR), le brivanib (anti-VEGFR et anti-FGFR) ou 1’everolimus
(inhibiteur de mTOR) n’ont pas montré d’efficacité supérieure a celle du sorafenib (Park ef al.,

2011; Zhu et al., 2011; Finn et al., 2012; Cheng et al., 2013).

5.5 Immunothérapie
Des immunothérapies basées sur ’administration d’anticorps monoclonaux dirigés contre des
points de controles immunitaires sont en cours de développement dans le CHC et font I’objet de
multiples essais cliniques de phase II et III. Les traitements en cours d’évaluation sont les
anticorps anti-PD1 (nivolumab, pembrolizumab) et les anticorps anti-CTLA4 (tremlimumab)
qui semblent montrer des résultats encourageants chez certains patients non répondeurs au

sorafenib (El-Khoueiry et al. 2017; Duffy et al. 2017; Zhu et al. 2018)

6. Principaux facteurs de carcinogenése hépatique

6.1 Mutagenése insertionnelle

6.1.1 Intégration par le virus de I'Hépatite B

L’intégration de I’ADN du virus de 1’hépatite B dans le génome eucaryote est un événement
fréquent, détectable chez 75-90% des cas, bien que non essentiel au cycle viral. Les premiers
genes cellulaires affectés par I’intégration du VHB ont été découverts dans les années 90. Il
s’agit des geénes codant la cycline A (Wang et al., 1992) et le récepteur § de 1’acide rétinoique
(Garcia et al., 1993). Depuis ces travaux, de nombreux sites récurrents d’intégration ont été
identifiés grace notamment a I’essor des technologies de séquengage a haut débit. Une étude
majeure publiée en 2012 a analysé le génome des tissus hépatiques provenant de 81 patients
atteints de CHC et infectés par le VHB (Sung et al, 2012). Des intégrations virales ont été
identifiées chez 75 patients de cette cohorte. Plus précisément, les intégrations ont été
retrouvées préférentiellement dans le tissu tumoral plutét que non tumoral (91 % versus 33 %)
suggérant un avantage de croissance conféré par les intégrations au cours de la tumorigenese.
Un seul site d’intégration sur les 399 sites séquencés était partagé entre la tumeur et la non
tumeur d’'un méme patient. Le géne TERT est trés fré¢quemment le siége d’une intégration,
principalement au niveau du promoteur et dans des régions introniques du géne, confirmant les
données d’une étude précédente (Paterlini-Bréchot et al., 2003). Les autres génes cibles sont des

geénes impliqués dans la méthylation de I’ADN (MLL4, 10 sites d’intégration identifiés), le
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cycle cellulaire (CCNEI, 4 sites) et la sumoylation (SENP5, 3 sites). L’intégration virale dans
ces régions génomiques conduit a une surexpression des ARNm TERT, MLL4 et CCNEI.
Enfin, les auteurs ont montré que ces intégrations sont associées a un age jeune des patients
cancéreux suggérant une possible accélération du développement tumoral par le biais de ce
mécanisme et surtout 1’association a un pronostic sombre par la présence d’au moins 3
intégrations virales dans le génome tumoral. Deux autres études ont depuis été rapportées,
identifiant le set de cibles récurrentes d’intégration (Ding et al., 2012; Fujimoto et al., 2012).
Seul le géne TERT est une cible commune d’intégration dans ces deux articles. De plus, Ding et
ses collaborateurs n’ont pas retrouvé de différences d’intégration entre les parties tumorales et
non tumorales analysées. Les différences observées entre ces études peuvent évidemment étre la
conséquence de différence dans les cohortes de patients étudiées, dans la méthodologie
employée mais aussi des différences dans la notion de « tissu adjacent a la tumeur » pour le

choix de la zone non-tumorale & séquencer.

Le phénomene de mutagenése insertionnelle par intégration d’éléments génétiques dans I’ADN
génomique de 1’hdte peut également concerner des régions non-codantes de 1’ADN, en
particulier des séquences répétées comme les éléments transposables LINE-1 (Long
interspersed nuclear elements ) et LTR (long terminal repeat sequence), ce qui a été d’ailleurs
observe dans les trois articles cités précédemment. Le fait notable concernant I’intégration dans
ces régions répétées fut la découverte d’un transcrit chimérique HBx-LINE1 dans la lignée
cellulaire HKCI-4 (lignée dérivée d’un CHC-HBYV positif). Ce transcrit est capable d’activer la
voie Wnt/B-caténine in vitro, et de favoriser 1’invasion cellulaire et la transition épithélio-
mésenchymateuse (EMT). Il fut identifié dans des tumeurs de CHC chez 21 patients infectés par
le VHB sur un total de 90 CHC analysés. Ce résultat fut par la suite confirmé dans une cohorte
de patients cancéreux chinois (17 CHC exprimaient le transcrit HBx-LINE1 sur 40 cas analysés)
(Liang et al., 2016), mais non confirmé dans une cohorte de 50 patients caucasiens présentant
un CHC (Cao et al., 2015). D’autres études méritent d’étre effectuées afin de clarifier cette

différence.

6.1.2 Insertion d'éléments LINE-1

Le génome humain contient environ 500 000 copies de LINE-1 (L1), ce qui représente 17% de
I'ADN humain. La majorité des L1 perd la capacité de rétrotransposition en raison de
troncatures en 5', de réarrangements inversés ou de mutations ponctuelles survenant au cours de

la transcription inverse ou de la réplication chromosomique ultérieure. On estime que le génome
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humain moyen contient environ 50 a 120 L1 actifs, avec un sous-ensemble hautement actif (~ 5
a 10% d'éléments actifs) appelé « hot L1 » constituant la majorité de cette activité. Ces L1 actifs
utilisent un mécanisme de ‘copier-coller’ pour s’insérer et se propager dans tout le génome,
avec des effets potentiellement perturbateurs sur les génes voisins ou les séquences régulatrices.
De cette maniére, les L1 actifs continuent de remodeler le génome humain et deviennent une
source de mutageneése endogeéne qui provoque la variation du génome individuel et peut
participer a la pathogenése de nombreuses maladies génétiques (cf. Figure 6). Les L1 sont actifs
dans la lignée germinale et au cours de l'embryogenése, et sont inhibés dans les cellules
somatiques par voie épigénétique. Dans les cellules cancéreuses, les L1 sont activés de maniere
aberrante et peuvent jouer un réle dans l'instabilit¢ du génome, une des caractéristiques de la
pathogenése du cancer. Leurs états de méthylation et leurs activités de rétrotransposition sont
associés et fluctuent pendant I’initiation et la progression du cancer. De plus, les protéines
ORFl1p et ORF2p codées par les L1 peuvent avoir un potentiel pro-oncogeéne, par exemple en
activant des facteurs de transcription oncogéniques ou en séquestrant des oncosuppresseurs

(Burns, 2017).

6.1.2.1 Activation de la voie Wnt/béta-caténine : insertion dans le géne MCC.
Durant ma these, j’ai participé a une étude visant a établir que la mobilisation de L1 dans les
cellules germinales et somatiques est un facteur étiologique important dans le CHC (Shukla et

al., 2013).

Trois insertions germinales d’éléments L1 ont été identifiées dans les tumeurs CHC viro-
induites de 4 patients sur 19 CHC analysés par séquencage haut débit ; celles-ci altéraient
fortement I’expression du géne MCC (Mutated in Colorectal Cancer) connu pour réguler de
multiples processus cellulaires dans les cellules épithéliales, tels que la prolifération, la réponse
aux dommages de I'ADN, la formation de lamellipodes et la migration cellulaire. Le gene MCC
peut également réprimer les voies de signalisation Wnt et NFkB (Bouwmeester et al., 2004;
Fukuyama et al., 2008; Sigglekow et al., 2012). De nombreuses preuves en particulier dans le
colon suggerent que le géne MCC est un puissant suppresseur de tumeur dans les tissus murins
et humains et que le gene MCC réprime la voie B-caténine (Arnaud et al, 2009). La
surexpression du géne MCC est associée dans notre étude a une inhibition de la prolifération
cellulaire . Une analyse des produits du géne MCC montre une diminution importante de
I’expression de la protéine MCC dans les tumeurs de CHC et dans les régions non-tumorales

adjacentes chez ces 4 patients comparée a celle observée dans des foies normaux. Cette
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inhibition de MCC est associée a une augmentation de 1’expression de B-caténine en accord
avec les données de la littérature. Bien que le role pathogénique de I’insertion germinale d’un
¢lément L1 dans le gene MCC n’a pas été formellement démontré dans notre étude, nos
résultats suggerent I’existence d’une prédisposition génétique au CHC chez ces 4 patients en
lien avec une insertion d’¢léments L1 et un réle important de la protéine MCC dans le cancer du

foie.

6.1.2.2 Hypométhylation du promoteur L1 dans les CHC.

Comme décrit précédemment, la plupart des rétrostransposons L1 sont rendus inactifs par la
méthylation de leur promoteur. Un séquengage des ilots CpG dans le foie tumoral de 8 patients
a montré une hypométhylation du promoteur L1 dans les cellules tumorales comparée a celle de
cellules non tumorales adjacentes et de cellules normales. L’expression des transcrits ORF2 et
de la région 5' non codante était augmentée dans les parties tumorales et non-tumorales par
rapport au foie normal contrdle montrant une forte activation et une transcription de LI.
D’autres études citant notre travail ont utilis¢é I’hypométhylation des éléments L1 comme
marqueur pronostic dans le CHC (Gao et al., 2014, Zhu et al., 2014 b; Harada et al., 2015). Dans
ces travaux, 1I’hypométhylation des éléments L1 est associée a un pronostic plus sombre des

patients indépendamment de tout critére clinico-pathologique, a I’exception du sexe.

6.1.2.3 Activation spécifique du facteur de transcription ST18.

Dans notre étude, deux autres insertions somatiques dans le gene ST18 ont également été
retrouvées dans I’ADN tumoral d’un patient atteint de CHC conduisant a une augmentation
d’expression de ST18, un répresseur de transcription a doigt de zinc. Des analyses par RT-PCR
et par immunohistochimie ont montré une forte expression de ST18 dans la tumeur comparée a
la non-tumeur. Cette forte expression a été retrouvée dans des lignées cellulaires transformées
dérivées de CHC humain ainsi que dans des nodules de CHC développés dans le modéele de
souris invalidées pour le géne Mdr (multidrug resistance) 2. Le role de la protéine ST18 dans la
carcinogenese reste controversée ; des €tudes montrent un effet suppresseur de tumeur quand
d’autres soulignent le caractére pro-oncogene de ce facteur de transcription suivant le type de
cancer ¢tudié. Nos données expérimentales ainsi que 1’absence d’expression de la protéine ST18
dans le foie normal suggérent un réle oncogénique de la protéine ST18 au moins dans la tumeur
de CHC analysée. Au total, notre travail a permis d’identifier un nouveau mécanisme de
carcinogenese hépatique par mutagenése insertionnelle germinale et somatique de

rétrostransposons de type LINE-1. Bien que ce mécanisme soit activé de maniere hétérogene
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avec des insertions identifiées dans des sous-groupes de patients, les L1 représentent des
¢léments génétiques importants de mutagenése insertionnelle (comme le virus de 1’hépatite B)
pouvant altérer des voies oncogéniques ou suppressives de tumeur et conduire a 1’initiation ou

la progression tumorale du CHC.

6.2 Action directe des protéines virales

6.2.1 HBx

La protéine HBx présente de nombreuses activités biologiques pouvant affecter la transcription
de nombreux genes cellulaires, la transduction du signal intracellulaire, la prolifération
cellulaire, I’apoptose, la réparation des dommages a I’ADN, l’inflammation et la réponse
immunitaire. Elle est capable de stimuler la réplication du VHB en augmentant ’activité de la
polymérase virale via notamment la régulation du calcium intracellulaire (Bouchard et al,
2001). Elle stimule la phosphorylation de la protéine core, indispensable a la réplication virale
(Melegari et al., 2005). HBx peut également induire des voies d’apoptose et de production
d’especes réactives de 1’oxygéne (ROS) (Chaturvedi et al., 2019). Enfin, HBx est capable
d’interagir avec de nombreuses voies de signalisation qui sont reconnues comme étant majeures
dans la pathogeneése du CHC comme les voies Wnt/B-caténine (Cho et al, 2012) et TGF-
(Cheng et al., 2018).

6.2.2 Capside du VHC

La carcinogenése liée a ’infection par le VHC est complexe, résultant de la combinaison de
facteurs environnementaux, de facteurs liés a 1’hdte et de I’action des protéines virales. Le virus
a la capacité¢ d’induire directement la transformation cellulaire et la tumorigenése en altérant
différentes voies de signalisation oncogéniques. Notre laboratoire, a par exemple, étudié de
maniere extensive le réle de la protéine de capside du VHC dans la carcinogenése hépatique et
montré que celle-ci interagissait avec la voie du TGF-B favorisant ainsi la fonction de
promotion tumorale dépendante de cette voie. De plus, I’analyse de différents variants de
protéine de capside isolés de tumeurs de CHC humain a montré que seules certaines séquences
de capside étaient capables d’induire une transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) qui

contribuait a ’invasion tumorale et au processus métastatique (Pavio et al., 2005; Battaglia et

al., 2009).
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6.3 Maladies métaboliques
L’épidémie d’obésité et de diabete de type 2 est aujourd’hui la cause principale de stéatose
hépatique non liée a 1’alcool (NAFLD, Non Alcoholic Fatty Liver Disease). L’augmentation
importante de I’incidence de ces pathologies qui concerne plus d’un milliard de personnes dans
le monde (principalement dans les pays développés) fait de celles-ci, la premiére cause de
maladies chroniques du foie et un probléme de santé publique majeur (Browning et al., 2004;
Ramachandran and Snehalatha, 2010; NCD Risk Factor Collaboration (NCD-RisC), 2016). La
stéatose et la résistance a I’insuline favorisent I’inflammation dans les organes périphériques
métaboliquement actifs comme le tissu adipeux, entrainent d’importants changements
hormonaux, des changements du statut oxydatif et une lipotoxicité (Baffy et al., 2012). En 2010,
une équipe américaine a montré que 1’obésité, dans un modele murin génétique ou apres
administration d’un régime alimentaire riche en lipides, favorise le développement du cancer du

foie via la contribution des signalisations IL-6 et TNFa (Park et al., 2010).

6.4 Microbiote intestinal

Le foie est constamment exposé a des produits microbiens provenant des flux mésentérique et
portal. Ces produits, comme les endotoxines et en particulier les lipopolysaccharides (LPS),
activent les voies pro-inflammatoires et oxydatives et peuvent contribuer au développement
d’un CHC (Yu et al., 2010). Une équipe frangaise a retrouvé la présence d’ADN bactérien
d’ Helicobacter pylori, bactérie responsable de certains cancers de I’estomac, dans les foies de
patients atteints de cirrhose (Rocha et al., 2005). Des études expérimentales chez le rongeur ont
montré 1’implication de composants moléculaires du microbiote intestinal dysbiotique dans la
promotion et la progression tumorale hépatique. Chez des rongeurs sauvages ou axéniques
(dépourvus de microbiote intestinal) traités par des carcinogenes chimiques, la progression du
CHC est largement freinée par ’application d’une antibiothérapie ou par le statut axénique lui-
méme via une réduction de 1’activation de la voie LPS/TLR4 (Dapito et al., 2012; Zhang et al.,
2012).

Comme nous I’avons mentionné précédemment, 1’obésité et les régimes alimentaires gras sont
des facteurs de risque importants du CHC. Ils provoquent des altérations de composition, et
donc de fonctionnalité du microbiote intestinal (Ley et al., 2005, 2006; Turnbaugh et al., 2006).
Il a été montré que I’administration d’antibiotiques chez des souris obéses retarde 1’apparition
de nodules tumoraux suggérant fortement 1’implication des microbiomes dysbiotiques dans

cette carcinogenese. De plus, 1’acide déoxycholique (DCA), métabolite issu de Ia
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transformation des acides biliaires primaires en secondaires par des genres bactériens de type
Clostridium cluster XI et XIVa, et connu pour son activité génotoxique, est particulicrement
surreprésenté dans des souris obeses exposées a des carcinogenes chimiques. Le blocage de la
production de DCA ou la réduction des bactéries productrices de DCA empéchent le

développement du CHC chez des souris obéses (Yoshimoto et al., 2013).

L’utilisation de prébiotiques et de probiotiques qu’il s’agit d’identifier et qui viseraient a
moduler les flores intestinales dysbiotiques représente un axe important de recherche pour la

prévention et le traitement du CHC.

7. Effecteurs moléculaires

7.1 Anomalies du génome codant
Les progres des technologies de ces 20 derniéres années ont permis des avancées spectaculaires
dans I’identification et I’étude des fonctionnalités des mutations somatiques observées dans le
CHC. Ces données récentes permettent de mieux comprendre le développement tumoral et sa

progression.

7.1.1 Geéne p53

Le gene TP53 est un gene suppresseur de tumeur fréquemment muté dans les cancers solides.
Nous avons noté précédemment que 1’intoxication par 1’aflatoxine B1 entraine une mutation
spécifique dans le codon 249 (R249S). de TP53. De nombreuses mutations ont été identifi¢es
dans le géne TP53 mais aucune mutation récurrente n’a pu é&tre observée (Hsu et al., 1991;
Guichard et al., 2012; Fujimoto et al, 2015; Schulze et al, 2015). A la différence du gene
TERT, les mutations de TP53 sont majoritairement observées dans les stades avancés de CHC

(Schulze et al., 2015).

7.1.2 Géne CTNNB1

La voie de signalisation WNT-B-caténine joue un role majeur dans I’embryogenése, la zonation
du foie ou encore le métabolisme hépatique. Des mutations activatrices du géne CTNNBI1
codant la B-caténine ont été retrouvées dans 26 % (de La Coste et al., 1998) ou 37 % des cas
(Schulze et al., 2015) étudiés. Les mutations dans le géne CTNNBI ont pour conséquence une
accumulation et une translocation de la protéine B-caténine dans le noyau ou elle s’associe aux

facteurs de transcription de la famille LEF/TCF pour stimuler 1’activité¢ transcriptionnelle de

42



A Frizzled B LRP5/6
LRP5/6 ‘ Frizzled

CK1 —60

Io ¢ GSK3p 2

- Dégradation par
le protéasome

~
-~
-~

e

CBP/p300

Transcription des geénes cibles

LLLLLLLLLLLLLS

Figure 7: Voie Wnt/Scaténine

En l'absence du ligand Wnt, la B-caténine se situe dans un complexe de dégradation comprenant les protéines
Axin et APC et les kinases CK1 et GSK3. Ce complexe phosphoryle la B-caténine qui est ensuite ubiquitinylée
et dégradée. En présence du ligand Wnt, les récepteurs membranaires Frizzled et LRP5/6 sont activés et
phosphorylés par le recrutement de Dvl. Aprés recrutement de I'Axin, le complexe de dégradation de la (3-
caténine est rompu, conduisant a 'accumulation de la B-caténine et sa translocation dans le noyau ou elle agit
comme facteur de transcription dans un complexe formé par TCF et CBP/p300.



genes cibles impliqués notamment dans la prolifération cellulaire, la migration et 1’échappement
métastatique. D’autres mutations seraient capables d’activer la voie WNT-B-caténine comme les
mutations inactivatrices des génes AXINI1 (11 %), AXIN2 (1 %) et APC (1 %). De maniere
intéréssante les tumeurs mutées pour AXIN1 n’ont pas le méme profil transcriptionnel que les
tumeurs mutées CTNNB1 ou APC (Laurent-Puig et al., 2001; Hoshida et al, 2009). Des
équipes frangaises ont montré qu’aucun gene cible de la B-caténine n’était exprimé dans des
modeles cellulaires mutés pour AXINI suggérant un role de ce géne indépendant de cette voie

(Zucman-Rossi et al., 2007).

La voie WNT-B-caténine est une voie complexe impliquée dans le développement du foie
embryonnaire et dans I’homéostasie hépatique adulte contrdlant divers mécanismes clés comme

la prolifération cellulaire, la différenciation et la polarité cellulaires.

En absence de ligand de la famille WNT, la B-caténine forme un complexe avec les protéines
APC, Axin, CK1 et GSK-3p qui phosphoryle la B-caténine. Cette derniere est ubiquitinylée et
dégradée par le protéasome. Lorsqu’un ligand de la famille WNT se fixe a son récepteur
membranaire (Frizzled), le complexe ligand-récepteur induit une cascade d’événements
moléculaires qui conduit a I’accumulation et la translocation nucléaire de B-caténine ou elle

jouera un role de co-facteur de transcription en présence de TCF/LEF (cf. Figure 7).

Une premiere étude a montré que ’activation aberrante de la voie WNT-B-caténine par le biais
d’une inactivation du géne APC conduit au développement d’un CHC chez la souris (Colnot et
al., 2004). L’inhibition de B-caténine est associée a une augmentation de 1’apoptose et une
réduction de la prolifération dans des modé¢les cellulaires (Behari et al., 2007; Monga, 2015).
Dans des mode¢les animaux, il a ét¢ montré que D’infiltration macrophagique est responsable
d’une activation forte de la voie WNT-B-caténine par la production de ligands de la famille
WNT (Debebe et al, 2017) et que I’inhibition pharmacologique de ces ligands réduit la
prolifération cellulaire (Wang et al, 2016). Enfin, D’expression de marqueurs de
dédifférenciation cellulaire comme EPCAM peut étre activée par la voie WNT-B-caténine
(Yamashita et al., 2007). L’ensemble de ces données démontre 1’importance de cette voie dans

la carcinogenéese hépatique.

7.1.3 PI3-K
Les phosphatidylinositol 3-kinases (PI3K) appartiennent a une famille conservée de lipides

kinases intracellulaires qui phosphorylent le groupe 3’-hydroxyle des phosphatidylinositols.
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Cette réaction conduit a l'activation de nombreuses voies de signalisation qui régulent des
fonctions aussi diverses que le métabolisme cellulaire, la survie des cellules, la polarité
cellulaire ainsi que le trafic vésiculaire. La voie PI3-K-AKT-mTOR est fréquemment dérégulée
dans les cancers solides et notamment dans le CHC. mTOR contréle de nombreux processus
cellulaires incluant la régulation de la biosynthese des protéines. Lorsque celle-ci est activée de
maniére aberrante, cela conduit a une prolifération cellulaire anormale (Mamane et al., 20006;
Petroulakis et al., 2006). Méme si des mutations ont été retrouvés dans les genes de cette voie
(PI3KCA : 3 % et PTEN : 1 % des tumeurs), il semblerait que cela n’affecte pas la voie PI3-K-
AKT-mTOR (Villanueva et al., 2008).

Un taux élevé de protéine AKT phosphorylée, retrouvé dans un CHC sur cinq analysés (Boyault
et al., 2007), est caractéristique des classes moléculaires G2 (Boyault et al, 2007) et S2
(Hoshida et al., 2009) et est corrélé a une récidive précoce des CHC traités. Phospho-mTOR et
ses cibles, les S6 kinases, sont fréquemment dérégulés dans les CHC (Sahin et al., 2004). De
plus, ’expression du régulateur négatif PTEN est souvent réduite dans le CHC. L’inactivation
du geéne PTEN dans les hépatocytes conduit au développement d’'un CHC dans un mode¢le
animal (Horie et al., 2004) et son expression dans les cancers humains est fortement corrélée a
un mauvais pronostic (Hu et al., 2003).

Comme I’indique ces données moléculaires évidemment non exhaustives, la voie PI3-K-AKT-
mTOR est fortement impliquée dans la carcinogenése hépatique et fait 1’objet de recherche de
composés pharmacologiques pour le traitement du CHC. Des études in vitro et in vivo évaluant
le sirolimus et I’everolimus (inhibiteurs mTOR) ont produit des résultats encourageants
d’inhibition de la croissance tumorale (Semela et al., 2007; Piguet et al., 2008; Villanueva et al.,
2008). Actuellement des essais cliniques sont en développement, évaluant I’efficacité de ces
inhibiteurs en combinaison avec des drogues de chimiothérapie conventionnelle.
Malheureusement la plupart des essais déja réalisés n’a pas montré d’effet positif sur la survie
des patients (Kneteman et al., 2004; Zhu et al., 2011, 2014a), ce qui est probablement di a un
rétro-contrdéle déclenché par mTORC2. L’inhibition des deux complexes mTORC1 et mTORC2
a donné des résultats prometteurs in vivo (Xie et al., 2017), et est actuellement testée dans le

cadre d’études cliniques (essai NCT03591965; clinicaltrials.gov)

7.1.4 Stress oxydatif
NRF2 (Nuclear factor erythroid 2-related factor 2) codé par le géne NFE2L2 est un facteur de

transcription qui induit I’expression de nombreux génes de réponse au stress oxydatif. KEAP1
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est une molécule inhibitrice de NRF2 entrainant sa dégradation par le protéasome. Il a été
montré que I’activation de NRF2 dans des cellules murines cancéreuses protége ces dernicres de
la toxicité vis-a-vis des especes réactives de I’oxygene (ROS) et de la mort cellulaire (DeNicola
et al., 2011). Dans le CHC, des mutations activatrices du gene NFE2L2 (3 a 6 %) et des
mutations inactivatrices du géne KEAPI (2 a 8 %) ont été identifiées dans différentes études

(Guichard et al., 2012; Cleary et al., 2013).

7.1.5 Remodelage de la chromatine

Le remodelage de la chromatine est un mécanisme important de controle du cycle cellulaire, de
la différentiation cellulaire et de la réparation des dommages a I’ADN. Les génes impliqués
dans ce processus sont fréquemment mutés dans les cancers et représentent la troisiéme famille
de genes les plus fréquemment mutés dans le CHC (89). Des mutations dans les genes
régulateurs de 1’épigénétique ARIDIA, ARIDIB et ARID2 (ARID1A : 16 %, ARID2 : 6%) ont
été détectées dans des CHC associés a 1’alcool et au VHC (Li et al., 2011a; Guichard et al.,
2012; Nault et al., 2019). Dans 1’étude sino-américaine de Li et collaborateurs, portant sur une
centaine de patients, les auteurs ont montré que les mutations de ARID2 étaient corrélées aux
mutations de la béta-caténine. Le role des mutations de ARID2 semble étre 1i¢ a une réduction
de la voie Jak/STAT conduisant a la persistance de I’infection par le VHC. D’autres génes
impliqués dans le remodelage de la chromatine sont également mutés dans les CHC comme le

géne CHDI1L qui favorise la progression tumorale (Liu et al., 2016).

7.1.6 Modifications des histones

Les histones sont la cible d’un grand nombre de modifications post-traductionnelles, telles que
I’acétylation, la méthylation, la phosphorylation et I’ubiquitinylation, constituant un code tres
¢laboré dont I’impact sur les fonctions nucléaires comme la régulation transcriptionnelle est
majeur. De nombreuses études indiquent que la méthylation des histones est fortement li¢e a la
dérégulation de geénes associés a l’invasion tumorale et a la prolifération cellulaire. Par
exemple, la méthylation de 1’histone H3 sur la lysine en position 4 et 36 (K4, K36) provoquent
des changements conformationnels de la chromatine entrainant 1’expression de génes impliqués

dans la transition épithélio-mésenchymateuse (Jenuwein, 2001).

7.1.6.1 La méthylation des histones
EZH?2 (enhancer of zeste homologue 2), une protéine du complexe épigénétique Polycomb, est

responsable de la mono-, di- ou triméthylation de la lysine située en position 27 de I’histone H3
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(H3K27mel, 2 ou 3). EZH2 est une protéine clé du complexe PRC2 (polycomb repressive
complex 2) : elle porte I’activité catalytique du complexe et joue un rdéle majeur dans la
répression transcriptionnelle. La protéine EZH2 est surexprimée dans pres de 50 % des CHC.
Son expression est associée a une prolifération cellulaire tumorale accrue et a un mauvais
pronostic des patients. L’invalidation ou I’inhibition de EZH2 dans des lignées cellulaires
dérivées de CHC ralentit la prolifération cellulaire et la formation de tumeurs dans des modeles
de souris xénogreffées (Chiba et al, 2012). La phosphorylation de la protéine EZH2 a
également une influence sur les modifications des histones en rompant les interactions de EZH2
avec le complexe Polycomb, le rendant ainsi inactif et réduisant, par voie de conséquence, le

degré de méthylation de H3K27 et la croissance tumorale (Wan ef al., 2018).

La méthylation de la lysine 9 de l'histone H3 (H3K9) est catalysée par deux enzymes
principales, les lysines méthyl-transférases KMT1A et SETDBI1, contribuant a la répression de
geénes de I’euchromatine. L’expression de ces deux enzymes est retrouvée plus importante dans
la partie tumorale du CHC que non tumoral. La surexpression de KMTIA est corrélée a une
récidive tumorale plus fréquente et son inhibition réduit la croissance tumorale (Chiba et al,
2015). De plus, il a été retrouvé des mutations inactivatrices de KMT2C (5%) dans les CHC.
Son inactivation dans des lignées cellulaires conduisent a une activation de la prolifération

cellulaire (Greenman et al., 2007).

7.1.6.2 L’acetylation des histones

L’acétylation des histones est régulée par deux groupes d’enzymes aux fonctions opposées : les
histones acétyltransférases (HAT) et les histones désacétylases (HDAC) qui ajoutent ou
enlévent un groupement acétyle sur les lysines conservées des queues amino-terminales des
histones modifiant ainsi la charge portée par la lysine, I’accessibilit¢ de I’ADN et la

transcription (Roth et al., 2001; Ropero and Esteller, 2007).

L’expression des HDAC est fortement dérégulée dans les CHC (Haberland et al., 2009).
HDAC3 dont le réle dans la prolifération tumorale et I’invasion a été montré in vitro, est
surexprimée dans les CHC et est associée a la récidive tumorale (Wu et al., 2010).

HDACI1 et 2 sont également associées a la prolifération tumorale et au risque de récidive
tumorale. L’inhibition de HDACI et 2 empéche la répression de I’enzyme fructose 1,6
biphosphatase et inhibe la croissance tumorale in vitro dans des lignées cellulaires et in vivo

dans des modeles de xénogreffes (Yang et al., 2017).
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De plus, HDAC?2 est impliquée dans la modulation de génes de 1’apoptose, du cycle cellulaire et
du métabolisme lipidique dans une <¢étude transcriptomique réalisée sur des lignées

d’hépatocarcinome (Lee et al., 2014).

Tout comme la méthylation, 1’acétylation est une cible thérapeutique majeure et a fait 1’objet de
développement de candidats médicaments visant a inhiber les HDAC. Le Vorinostat est un
inhibiteur de HDAC utilisé dans le traitement des lymphomes cutanés a cellules T (Duvic et al,
2007). Dans des mode¢les in vitro, le Vorinostat a montré des effets notables anti-cancéreux en
combinaison avec le sorafenib ou 1’oxaliplatine (Hsu et al., 2014; Liao et al., 2017). Des études
cliniques de phase I/II d’évaluation du Vorinostat dans le CHC sont en cours (clinicaltrials.gov

— juin 2019).

7.1.7 Méthylation de ’'ADN

La méthylation de I’ADN se produit principalement sur les résidus cytosines de dinucléotides
palindromiques 5'-CG-3', appelés dinucléotides CpG, au niveau des promoteurs et a proximité
du site d’initiation de la transcription. Les enzymes responsables de 1’addition covalente d’un
groupement méthyl sur une cytosine sont les méthyltransférases de ’ADN (DNMTs). La
méthylation de I’ADN est un mécanisme fondamental de régulation épigénétique de
I’expression des geénes. Elle joue un role primordial dans le développement, la formation et la
maintenance de la chromatine ainsi que d’autres processus fondamentaux. Les enzymes DNMTs

sont fréquemment surexprimées dans de nombreux cancers (Subramaniam et al., 2014).

Des genes suppresseurs de tumeurs, comme la E-Cadherine, p16 ou encore SOCS1 sont souvent
réprimés par la méthylation de I’ADN (Wei et al, 2002; Okochi et al, 2003).
L hyperméthylation des ilots CpG observée dans le CHC est associée a une instabilité
chromosomique, une forte activité télomérase et un mauvais pronostic clinique (Zhang et al.,

2007a, 2008; Wang et al., 2018).

Par ailleurs, les mutations somatiques retrouvées dans le foie non tumoral sont
préférentiellement situées dans des régions hautement méthylées dans une importante étude
réalisée sur 373 échantillons, suggérant un role majeur du contexte chromatinien dans la

régulation de la fréquence des mutations somatiques (Hama et al., 2018).

Des candidats inhibiteurs de la méthylation de I’ADN sont développés depuis plusieurs années
pour aborder une nouvelle approche de thérapie du CHC. L’azacytidine (5-AZA), analogue de

la cytosine et inhibiteur des DNMT, stimule la différenciation des cellules tumorales en
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convertissant des cellules résistantes au Sorafenib en cellules trés bien différenciées dans un
modeéle murin de xenogreffes sous-cutanées de cellules dérivées de CHC (Gailhouste et al.,
2018). Récemment, une étude de phase I/II chez des patients réfractaires aux traitements
classiques a montré une réponse positive en termes de survie des patients traités par de faibles
doses de décitabine (5-aza-2'-deoxycytidine) qui présente une fonction similaire a celle du 5-

AZA (Fan et al., 2014).

En raison de leur demi-vie courte, du fait de I’inactivation métabolique des cytidines
déaminases (Sato et al, 2017), des molécules de seconde génération sont en cours de
développement. Il faut noter que de nombreuses €tudes pré-cliniques ont montré une certaine
efficacité de ces molécules (comme la guadecitabine) dans des modeles in vitro et in vivo de

xénogreffes (Kuang et al., 2015; Jueliger et al., 2016).

7.2 Anomalies du génome non-codant
Les projets de séquencage a grande échelle comme le TCGA (The Cancer Genome Atlas) et
I’ICGC (International Cancer Genome Consortium) se sont principalement concentrés dans les
variations génomiques existants dans les séquences codantes pour des protéines dans les
génomes tumoraux. Ces projets (comme le projet ENCODE (Derrien et al., 2012; ENCODE
Project Consortium, 2012)) ont grandement facilité la compréhension et 1’identification de
nouvelles altérations dans les régions codantes. Cependant, seulement 2 % du génome humain
est constitu¢ de régions codantes pour des protéines. Pendant trés longtemps, les 98 % restants
« non codants » ont été trés peu étudiés. Aujourd’hui, de nombreuses études ont montré que des
variations, mutations dans cet ADN « poubelle » pouvaient avoir des répercussions importantes

dans des maladies comme le cancer.

7.2.1 Promoteur de TERT

De nombreuses ¢tudes ont montré I’importance du systéme télomeres/télomérase dans la
pathogenése des maladies hépatiques et I’initiation tumorale. La sénescence réplicative est un
processus physiologique qui controle la capacité proliférative des hépatocytes par
I’intermédiaire du raccourcissement des télomeéres (Paradis et al, 2001). Les téloméres sont
constitués de régions TTAGGG hautement répétitives et de protéines associées situées a
I’extrémité des chromosomes assurant leur protection vis-a-vis d’éventuelles recombinaisons
non homologues avec fusions chromosomiques et fusions de chromatides sceurs. Au cours de la

vie cellulaire, les télomeéres raccourcissent et conduisent a un arrét de prolifération, une
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sénescence et une apoptose. La télomérase est un complexe enzymatique composé d’une sous-
unité catalytique protéique portant I’activité transcriptase inverse (hTERT) et un ARN matriciel
(hTR, encore appelé TERC). La télomérase maintient la longueur des téloméres en synthétisant
et en ajoutant des fragments d’ADN au chromosome. L’expression de cet enzyme est réprimée

dans la plupart des cellules somatiques.

La réactivation de la télomérase dans 90 % des cas de CHC est principalement due (i) a des
mutations du promoteur du géne TERT (60 % des cas) (Nault et al, 2013b), (i1) a une
amplification du géne TERT (6 % des cas) (Totoki et al., 2014) et (iii) & une intégration du
virus de I’hépatite B dans le promoteur du géne TERT (10-15 % des cas) (Paterlini-Bréchot et
al., 2003; Sung et al., 2012). Le taux de mutations du promoteur du géne TERT est faible dans
les 1ésions pré-néoplasiques et augmente fortement dans le CHC suggérant que cette mutation

est un événement précoce et récurrent dans la carcinogenése hépatique (Schulze et al., 2015).

Récemment, un essai clinique visant a inhiber 1’activité¢ télomérase par |’Imetelstat, un
oligonucléotide 13-mer conjugué a un lipide, a été réalisé montrant une certaine efficacité chez
certains patients avec cancers solides (poumons, sein) et hémopathies malignes (myélome
multiple, leucémie lymphoide chronique) ainsi que des enfants atteints de tumeur au cerveau

(Salloum et al., 2016).

7.2.2 ARNSs non codants

7.2.2.1 Micro-ARNs

Les micro-ARNs (miARNs) sont des régulateurs traductionnels qui, apreés appariement a un
ARN messager cible, conduisent a la répression traductionnelle ou a la dégradation de cet
ARNm. Ils interviennent dans de multiples processus biologiques comme la différenciation
cellulaire, la maintenance des cellules souches ou la transition épithélio-mésenchymateuse. De
nombreuses études ont décrit le profil d’expression des miARNs et leur role dans la régulation
d’expression de geénes dans les cancers et notamment dans les CHC.

miR-122 est I’'un des plus importants micro-ARN exprimé dans le foie. Il joue un role majeur
dans I’homéostasie et les fonctions normales du foie (Li et al., 2011b; Szabo and Bala, 2013).
miR-122 est spécifique du foie et de nombreux facteurs de transcriptions hépato-spécifiques,
comme HNF4a ou HNF1a, se lient au promoteur de miR-122 et activent son expression (Li et
al., 2011b; Hu et al., 2012). miR-122 est également associé¢ a la résistance anti-tumorale des

drogues de chimiothérapie, en particulier le sorafenib. Des lignées cellulaires résistantes aux
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thérapies ont une expression moins importante de miR-122. La réactivation de miR-122 confére

aux cellules tumorales une plus grande sensibilité¢ au sorafenib (Xu et al, 2016).

D’autres micro-ARNs sont impliqués dans les fonctions hépatiques et dans la carcinogenese. On
peut citer miR-19a et miR-223 qui sont li¢s a ’infection par le VHB et ont pour cibles MYC et
PTEN (Yu et al., 2016), ou encore miR-222 qui est impliqué dans la fibrogenése hépatique
(Hayes and Chayama, 2016).

De nombreuses analyses globales d’expression des micro-ARNs ont permis de stratifier les
tumeurs de CHC. Par exemple, une équipe espagnole a analysé 1’expression de 358 miARNs
dans 89 CHC chez des patients infectés par le virus de I’hépatite C (Toffanin et al., 2011). Trois
sous-classes sensiblement égales en nombre ont été déterminées suivant une classification
moléculaire non hiérarchique. L’analyse fonctionnelle de ces sous-classes a permis de dégager
de nombreuses voies de signalisation et aberrations génomiques, par ailleurs déja connues dans
les CHC. En effet, la sous-classe A est fortement associée aux mutations du géne CNNTBI1 et
semble trés proche des données antérieures de classification transcriptomique. Le sous-groupe
B est caractérisé par une signature de genes de réponse a l’interféron et est associé¢ a des
tumeurs de faible volume. Le sous-groupe C de mauvais pronostic est divisé¢ en 3 catégories,
dont I’une d’entre elles présente une expression trés marquée des miARNs, en particulier dans

une région chromosomique (chr19q13.41) riche en miARNS.

7.2.2.2 Longs ARNs non codants

A c6té de la multitude d’ARNs non-codants ayant des profils d’expression et de régulation
complexes et dont la taille est inférieure a 200 nucléotides comme les micro-ARNSs, une large
proportion du génome humain est composée de longs ARNs non-codants (IncRNA). Bien que
leur role soit peu exploré, il est clair que certains d’entre eux jouent un role important dans la
régulation de I’expression génique et sont impliqués dans diverses pathologies, notamment le
cancer. Parmi les nombreux IncRNAs différentiellement exprimés dans le CHC comparé a la
cirrhose ou au tissu sain, seuls quelques-uns sont particulierement bien caractérisés sur le plan
structural et fonctionnel. Par exemple, HULC (highly upregulated in liver cancer) agit en
séquestrant des micro-ARNs comme miR-107 conduisant & une activation d’expression du
facteur de transcription E2F1 et de la sphingosine kinase I, cette dernieére ayant un rdle pro-
angiogénique dans des modeles in vivo (Lu et al., 2016). HULC est capable également d’activer

la transition épithélio-mésenchymateuse via miR-200a-3p (Li et al, 2016b), de déréguler le
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Figure 8: Transport et métabolisme du glucose dans des cellules normales et tumorales

Dans les cellules normales, le glucose est transporté par GLUT1 et SGLT1 puis métabolisé par la glycolyse
pour générer majoritairement du pyruvate qui subit 'oxydation mitochondriale. Le transporteur SMCT1
permet l'entrée de lactate et de pyruvate dans les cellules. Le métabolisme du glucose par la voie des
pentoses phosphates (PPP) est trés faible tout comme la synthése des acides gras et du cholestérol. Les
niveaux d’ATP sont maintenus par phosphorylation oxydative (chaine respiratoire ETC/OXPHOS). Dans les
cellules tumorales, GLUT1 et SGLT1 sont surexprimés. Le pyruvate généré par la glycolyse est majoritairement
transformé en lactate, car la fonction mitochondriale est supprimée. MCT4 surexprimé exporte le lactate et
SMCT1 est inhibé. Le métabolisme du glucose par la voie des pentoses phosphates est stimulé générant du
ribose-5-phosphate pour la synthese d’ADN/ARN et du NADPH pour la synthése des acides gras et du
cholestérol. Les niveaux d’ATP sont maintenus par la glycolyse. D'aprés Ganapathy et al. 2009



métabolisme lipidique par la voie PPARa-acyl-Coa synthetase I (Cui et al., 2015) et d’activer la
traduction d’ARNs messagers oncogéniques (Li et al., 2016b).

HOTAIR (Hox antisense intergenic RNA) est un IncRNA intergénique impliqué dans la
régulation épigénétique des geénes. Fréquemment surexprimé dans les CHC et les lignées
cellulaires dérivées de CHC, HOTAIR augmente le recrutement de PRC2 (Polycomb Group
Complex 2) sur le génome et influence la répression de geénes cibles en modifiant des marques
chromatiniennes comme la triméthylation de la lysine 27 de ’histone H3 et la déméthylation de

la lysine 4 de I’histone H3 (Tsai et al., 2010).

8. Le métabolisme du carcinome hépatocellulaire

8.1 Geéneéralités sur le métabolisme des cellules tumorales
Les cellules tumorales présentent un métabolisme différent de celui des cellules normales. Il est
fréquent d’observer une surexpression des voies de la glycolyse, du glycogene et de la
néoglucogenese dans le but d’ajuster le controle métabolique et d’assurer la croissance et les
divisions cellulaires. Ce phénoméne de reprogrammation métabolique des cellules cancéreuses
avec hyper-consommation de glucose par la voie de la glycolyse au détriment de la voie

oxydative fit pour la premicre fois décrit par le biochimiste allemand Otto Warburg.

Dans des conditions normales en présence d’oxygene, les cellules dégradent le glucose en
pyruvate via la glycolyse et ce dernier est métabolisé via le cycle des acides tricarboxyliques
(cycle de Krebs) et la phosphorylation oxydative dans le compartiment mitochondrial pour la
production d’ATP. A travers cette voie mitochondriale, une molécule de glucose génére 36 & 38
molécules d’ATP. Dans des conditions d’environnement anaérobie, la glycolyse est la voie de

dégradation préférentielle avec relargage de lactate (cf. Figure 8).

L’orientation métabolique des cellules cancéreuses qualifiée d’effet Warburg a pour objectif de
faire face aux importants besoins spécifiques des cellules notamment en mati¢re de production
de précurseurs métaboliques nécessaires aux synthéses des protéines et des acides nucléiques.
Elle est rendue possible par une augmentation de la captation et du transport intracellulaire du
glucose par les transporteurs membranaires GLUT (DeBerardinis et al., 2008; Hsu and Sabatini,
2008; Jones and Thompson, 2009)ainsi que par de trés nombreuses modifications enzymatiques.

Les cellules tumorales vont, méme en présence d’oxygene, limiter leur production d’ATP (2 4 4
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Figure 9: La protéine HIF1-a dans des conditions normoxiques et hypoxiques

Dans des conditions normoxiques (20 % d'oxygene), les prolyl hydroxylases (PHD) hydroxyle HIF1-a qui se fixe
a VHL. VHL forme un complexe avec l'elongine B (EB), I'elongine C (EC), CUL2, RBX1 et I'enzyme
d'ubiquitinylation E2. HIF1-a est ensuite ubiquitinylé et dégradé par le protéasome. A l'inverse, en absence
d'oxygene, HIF1-a n'est pas hydroxylé et entre dans le noyau pour activer l'expression de genes cibles comme
le facteur d'angiogenése VEGF et I'anhydrase carbonique 9 (CAIX). D'apres Kitamura et Tsukamoto 2008



moles par mole de glucose) en utilisant préférentiellement la voie de la glycolyse (Warburg,

1927).

La glutamine est également utilisée comme autre substrat énergétique pour le cycle de Krebs et

la production d’ATP et son catabolisme est fortement augmenté dans la glycolyse aérobie.

8.2 Voies de signalisation impliquées dans la reprogrammation
métabolique du CHC

L’utilisation préférentielle du glucose est dirigée par diverses voies de régulation qui agissent
sur la stabilisation de la protéine HIF1-a (Hypoxia-inducible factor la), et cela méme en
présence d’un environnement aérobie. Dans des conditions normoxiques (20 % d’oxygene),
HIF1-a est rapidement hydroxylé par des prolyls hydroxylases (réaction dépendante d’oxygeéne
et de fer). HIF1-a hydroxylé se fixe a un complexe protéique comprenant pVHL, les élongines
B et C et la culline 2, cette derniére présentant une activit¢ ubiquitine ligase. Apres
ubiquitinylation, HIF1-a est dégradé par le protéasome. En absence d’oxygene, la premiére
réaction d’hydroxylation n’est pas déclenchée et la fixation de HIF1-a au complexe n’aboutit
pas a sa dégradation. La protéine HIF1-a est alors transloquée dans le noyau ou elle joue un réle
de facteur de transcription d’activation de geénes sous la dépendance d’éléments de réponse a

I’hypoxie (HRE) (cf. Figure 9).

L hypoxie est donc le principal facteur d’induction de HIF1-a mais la stabilisation de ce dernier

peut également avoir lieu en présence d’oxygene.

8.2.1 Akt

Nous I’avons vu précédemment (cf. PI3-K p 43), la voie PI3-K-Akt-mTOR est fortement
dérégulée dans les CHC et 1’activation d’Akt par phosphorylation est observée dans ce cancer.
L’expression et la translocation a la membrane plasmique du transporteur GLUTI sont
augmentées par Akt (Barthel et al, 1999; von der Crone et al., 2000, p. 4). De plus, Akt
phosphoryle 1’hexokinase HK2 et augmente son activité intracellulaire (Gottlob et al., 2001;
Miyamoto et al., 2008). Enfin les cellules surexprimant Akt deviennent dépendantes du glucose

pour proliférer (Elstrom et al., 2004).

8.2.2 TPS3
La protéine p53 a un effet négatif sur la glycolyse en inhibant I’import du glucose dans la

cellule par inhibition de I’expression des transporteurs GLUT1 et GLUT4 (Kawauchi et al.,
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2008). La protéine TIGAR, une des cibles de p53, du fait de sa similarité avec le domaine
biphosphatase de 1’enzyme 6-phosphofructo-2-kinase, réduit le niveau du fructose 2,6-
biphosphate et donc inhibe la voie de la glycolyse. Enfin, des mutations inactivatrices de TP53
augmentent |’utilisation de la voie de la glycolyse aérobie par les cellules tumorales en

induisant I’activation de NF-kB et de GLUT3 (Kawauchi et al., 2008).

8.2.3 AMPK

Le role de I’activation de I’AMPK dans la reprogrammation métabolique des cellules tumorales
est controversé. Certains travaux montrent une inhibition de la voie de la glycolyse aérobie au
profit de la phosphorylation oxydative, conduisant & un arrét de synthese des acides nucléiques,
des protéines et des lipides et donc a un arrét de croissance cellulaire (Semenza et al., 1994;
Wouters and Koritzinsky, 2008). D’autres études, au contraire, montrent une activation

d’expression de GLUT4 et donc d’une importation intracellulaire plus importante de glucose

suite a une activation de I’AMPK (Hu et al., 2008).

8.2.4 Mutations de la B-caténine

Les mutations du géne CTNNBI codant la B-caténine concernent plus d’un quart des CHC
analysés (cf. Géne CTNNBI1 p42) et provoquent des changements métaboliques profonds. Une
étude tres récente a montré dans des modéles animaux que la reprogrammation métabolique de
type Warburg n’a pas lieu dans des CHC mutés pour le géne CTNNBI et que la voie de la
glycolyse n’est donc pas la voie métabolique préférentielle pour ces tumeurs. Les auteurs
montrent que, dans ces CHC, les voies d’oxydation des acides gras ainsi que 1’anabolisme des
phospholipides sont privilégiés (Senni et al, 2019). En accord avec ces données
expérimentales, la méme équipe montre que des CHC murins et humains mutés pour le géne

CTNNBI1 accumulent le '"*F-flurorocholine, et non pas le fluorodésoxyglucose (Gougelet et al.,

2019).

8.2.5 Oncogénes

Certains oncogénes peuvent étre responsables de la dérégulation métabolique observée dans les
cellules cancéreuses. Le proto-oncogene Ras, lorsqu’il est muté, induit I’expression de la lactate
déshydrogénase (LDHA) (Chiaradonna et al., 2006) et conduit a ’augmentation de la captation
et de la dégradation de glucose par la voie de la glycolyse (Yun et al., 2009).
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Des génes de la glycolyse et du transport de glucose (enolase 1, hexokinase 2, GLUT1) sont des
cibles de I’oncogene Myc (DeBerardinis et al., 2008). De plus, Myc induit la dégradation de la

glutamine par ’activation de 1’expression de la glutaminase (Yuneva et al., 2007).

8.2.6 Conséquences de la reprogrammation métabolique

8.2.6.1 Fonction mitochondriale et production de ROS

Un organisme aérobie produit naturellement des especes réactives a [’oxygeéne (ROS).
L’équilibre redox d’une cellule est essentiel a sa survie et est dépendante de la quantité de ROS
produits par le métabolisme ainsi que leur recyclage par différents systémes enzymatiques
(catalase, SOD, peroxydases, etc.) et non-enzymatiques (glutathion, vitamines E et C,

caroténoides, etc.) .

Une dérégulation du potentiel redox est fortement impliquée dans la progression tumorale et la
résistance aux chimiothérapies (Hanahan and Weinberg, 2011). D’ importantes quantités de ROS
produits peuvent étre cytotoxiques via les dommages causés aux macromolécules (Collins et al.,
2005). L’utilisation préférentielle de la glycolyse réduit de facto 1’activité mitochondriale et la
production mitochondriale de ROS, en particulier via HIF1-a (Yoshida et al, 2000, Zhang et
al., 2007b). Dans certains cas pourtant, I’hypoxie conduit paradoxalement a une production
importante de ROS (Chandel et al., 1998; Guzy et al, 2005). Ces différences entre études
peuvent s’expliquer en partie par la nature des cellules étudiées et par les méthodes de mesure

des taux intracellulaires de ROS (Denko, 2008).

Enfin, la synthése du glutathion réduit, puissant anti-oxydant cellulaire, est dépendante des
voies métaboliques du glucose et de la glutamine. En effet, le glucose via la voie des pentoses
phosphates fournit le cofacteur NADPH et la glutamine sert de substrat a la synthése du

glutathion (Yuneva, 2008).

8.2.6.2 Biosynthése de macromolécules

Outre la production d’ATP, le métabolisme du glucose et de la glutamine contribuent a la
formation de macromolécules indispensables a la survie et a la croissance tumorale. Le glucose
fournit les précurseurs de la synthése du ribose via la voie des pentoses phosphates (PPP) (Wice
et al., 1981). Le métabolisme de la glutamine conduit a la synthése des purines et pyrimidines

(Zetterberg and Engstrom, 1981).
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8.3 Heétérogénéité métabolique des cancers
Les tumeurs ont des profils métaboliques différents qui sont fonction de parametres du micro-
environnement comme la vascularisation, le taux d’oxygeéne, la mécano-transduction ou encore
I’impact de drogues de chimiothérapie. Il a été montré, dans le cancer du sein, I’existence de
sous-populations cellulaires tumorales sensibles, et d’autres résistantes, a la chimiothérapie
(Gonzalez-Angulo et al., 2007). Ces différents facteurs de pression de sélection contribuent
largement a la survie et a la propagation loco-régionale et a distance du cancer. Par ailleurs, les
différents sous-clones peuvent se comporter de maniére « symbiotique ». En effet, il a été
montré, dans des cellules MCF7 dérivées de cancer du sein humain et dans des modéles
animaux, que des ensembles de cellules tumorales développaient un métabolisme glycolytique
de type Warburg et secrétaient du lactate qui était utilis€é par d’autres sous-populations
tumorales pour former du pyruvate et entrer dans un métabolisme oxydatif donnant ainsi un

avantage de croissance aux deux types de populations tumorales (Sonveaux et al., 2008).

Enfin, le concept de cellules souches cancéreuses (CSC) peut contribuer a 1’hétérogénéité
métabolique intra-tumorale. Un faible nombre de cellules souches a fort taux d’auto-
renouvellement et résistantes aux thérapies anticancéreuses classiques alimenterait le pool de
cellules tumorales et contribuerait au phénomene de la récidive tumorale (Nabi and Le, 2018).
Leur état « d’indifférenciation » ou de « dédifférenciation » serait associ¢ a une diversité de
phénotypes métaboliques (Prasetyanti and Medema, 2017) pouvant conduire a la coexistence de

divers sous-clones au sein d’un méme nodule tumoral.

8.4 Le métabolisme comme cible pour la thérapie anti-cancéreuse
Les enzymes des voies métaboliques dérégulées que nous venons de décrire sont des cibles
thérapeutiques potentielles dont I’inhibition aurait pour objectif d’empécher la tumeur de

« s’alimenter » et donc de croitre.

8.4.1 Les transporteurs

Les transporteurs de glucose sont en amont des voies métaboliques majeures utilisées par les
cellules cancéreuses et sont donc des cibles thérapeutiques potentielles. Les flavonoides, par
exemple, ont la capacité d’inhiber les transporteurs de glucose. La phloretine et la sylibin sont
capables d’inhiber I’import intracellulaire de glucose (Kobori et al., 1997; Cui et al., 2009; Wu
et al., 2009; Zhan et al., 2011). A T’heure actuelle, aucune de ces molécules n’a fait I’objet

d’étude clinique.
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8.4.2 L'hexokinase 2

L hexokinase 2 est la premicre enzyme de la voie de la glycolyse. En utilisant un anologue du
glucose, le 2-déoxy-D-glucose, il a été montré une inactivation de 1’hexokinase apres
phosphorylation (Aft et al., 2002; Zhang et al., 2015) dans des lignées cellulaires de CHC. La
combinaison du 2-deoxy-D-glucose et de la doxorubicine ou du paclitaxel donne des résultats
anti-tumoraux encourageants dans des modéles xénogreffés (Maschek et al.,, 2004). Un autre
analogue du glucose, le 3-bromopyruvate, a présenté des effets plus importants d’inhibition de
la voie de I’hexokinase ; il a été testé chez un enfant atteint de CHC avec des résultats
encourageants (Ko ef al., 2012) mais actuellement aucune étude clinique n’a été réalisé évaluant

ce type de traitement.

8.4.3 La metformine

La metformine est un anti-hyperglycémiant oral utilisé pour le traitement du diabéte de type 2.
Elle est connue pour activer ’AMPK qui inhibe mTOR (Long and Zierath, 2006). De
nombreuses études montrent que les patients prenant cette médication ont un risque réduit de
développer un CHC (Donadon et al., 2009, 2010; Hassan et al., 2010; Tseng, 2018) ou encore
qu’une survie prolongée a été enregistrée chez des patients atteints de cancer pancréatique ou de
lymphome bénéficiant de cette médication (5,89 années contre 1,29 dans le lymphome ; 0,68
contre 0,22 dans le cancer du pancréas)(Wynn et al, 2019). Dans des mod¢les animaux de
cancer, la metformine réduit substanticllement le volume tumoral. Parmi toutes les molécules
présentées dans ce chapitre, la metformine bénéficie d’une large littérature dans le traitement
des cancers et de nombreux essais cliniques sont en cours pour démontrer son effet bénéfique en
association avec des chimiothérapies classiques. Chez des patientes atteintes de cancer du sein,
la metformine administrée en pré-opératoire a permis de diminuer significativement
I’expression intra-tumorale de marqueurs de prolifération cellulaire et d’augmenter celle de
marqueurs apoptotiques (Niraula ef al., 2012; Hadad ef al., 2015). A I’heure actuelle, quelques
essais cliniques sont en cours dans la prévention ou le traitement du CHC en association avec

d’autres molécules. Les résultats ne sont pas encore disponibles.

9. C(lassifications moléculaires

Les CHC présentent une pathogenese et une évolution différentes suivant les patients ainsi
qu’un pronostic variable reflétant une hétérogénéité moléculaire et des combinaisons

spécifiques de multiples altérations génétiques et épigénétiques modifiant les voies
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Figure 10 Classification moléculaire des CHC a 6 groupes selon Boyault et al.

Classification transcriptomique de 57 CHC et validée sur une cohorte indépendante de 63 autres CHC. Cette
classification a 6 groupes regroupe des données daltérations chromosomiques et mutationnelles. Cette
classification est enrichie par des annotations clinico-pathologiques et de voies de signalisation dérégulées.

D'aprés Boyault et al. 2007.



oncogéniques et suppressives de tumeur. L’existence de sous-classes de CHC biologiquement
distinctes a été¢ suggérée sur la base d’associations d’études pan-génomiques. Depuis environ
une décennie, de nombreuses équipes a travers le monde ont proposé d’adjoindre, aux
classiques classifications anatomo-cliniques des cancers, une stratification moléculaire
permettant de mieux caractériser la biologie de ces tumeurs et offrir aux patients des thérapies

personnalisées.

9.1 Classifications transcriptionnelles
Les altérations génétiques identifiées dans le CHC ont en effet été associées a des criteéres
clinico-pathologiques. Par exemple, P. Laurent-Puig et al. ont décrit ’existence de sous-classes
de CHC humains en étudiant une cohorte de 137 tumeurs (Laurent-Puig et al, 2001). Un
premier sous-groupe de cancers corrélé a un mauvais pronostic est associé¢ a une forte instabilité
chromosomique et des pertes d’hétérozygotie fréquentes. Les génes TP53 et AXIN y sont
fréquemment mutés. Le deuxiéme sous-groupe est caractérisé par une stabilité chromosomique
et des mutations dans le géne CTNNBI codant la B-caténine. Ce méme groupe de chercheurs
réalisa plus tard, sur une autre cohorte de 120 CHC, une analyse génétique ainsi qu’une étude
du profil d’expression des transcrits ARNm (transcriptome) sur 57 CHC. Six sous-groupes
moléculaires nommés G1 a G6 ont été¢ déterminés selon le profil transcriptomique des tumeurs,
correspondant a des altérations différentielles de molécules et voies de signalisation. Les sous-
groupes G1 a G3 sont caractérisés par une forte instabilité chromosomique comparés aux sous-
groupes G4 a G6. Les sous-groupes G1 et G2 sont caractérisés par davantage d’infections par le
virus de I’hépatite B, des mutations dans le géne AXINI et une activation de la voie AKT. Dans
le sous-groupe G3, les genes du cycle cellulaire et de la prolifération sont fortement
surexprimés, et ces altérations sont associées a un pronostic sombre des patients appartenant a
ce sous-groupe. Les mutations dans le géne CTNNBI sont fréquemment retrouvées dans les
sous-groupes G5 et G6 et sont associées a une signature moléculaire d’activation de la voie

WNT.

Un résumé de cette classification moléculaire, tirée de la publication principale, est présenté

dans la Figure 10.

Une importante méta-analyse réalisée a partir de 8 jeux de données publiques correspondant a
603 CHC fut par la suite conduite (Hoshida et al., 2009). Trois sous-groupes transcriptomiques
nommeés S1 a S3 furent révélés (cf. Figure 11). Les sous-groupes S1 et S2 partagent des

caractéristiques phénotypiques communes telles qu’une faible différenciation tumorale, une
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Figure 11: Classification moléculaire des CHC a 3 groupes selon Hoshida et al. Une méta-analyse incluant
603 CHC provenant de 9 jeux de données transcriptomiques a défini trois sous-classes moléculaires
caractérisées par un profil dexpression génomique et des annotations clinico-pathologiques spécifiques. Ce
schéma illustre également les correspondances de ces 3 sous-classes moléculaires avec les signatures et
sous-classes précédemment rapportées. D'apres Hoshida et al. 2009.



importante prolifération cellulaire, un volume tumoral élevé et un mauvais pronostic clinique.
De plus, d’un point de vue moléculaire, les sous-groupes S1 et S2 présentent une activation du
facteur de transcription E2F1 et de ses geénes cibles ainsi qu’une répression de TP53 et des
genes cibles associés. Spécifiquement, le sous-groupe S1 est caractéris€ par une signature
d’activation des voies WNT (en absence de mutation du géne CTNNBI) et TGF-B. Le sous-
groupe S2 présente des taux sériques ¢levés d’AFP et une signature d’activation de 1’oncogene
MYC. Cette sous-classe a aussi la particularit¢ de présenter un profil moléculaire dit
« progéniteur » avec notamment une expression ¢levée du marqueur EPCAM. Nous reviendrons
sur ce point dans le chapitre suivant. Enfin le sous-groupe S3 regroupe des tumeurs de petite
taille bien différenciées, associées a une bonne survie des patients. Le géne CTNNBI est
davantage muté dans ce dernier sous-groupe.

A la différence de 1’étude réalisée par Boyault et collaborateurs (Boyault et al, 2007), les
infections virales B et C ne semblent pas appartenir a un sous-groupe moléculaire particulier.
Cette méta-analyse montre également que la proportion de CHC appartenant aux différents
sous-groupes moléculaires est sensiblement identique que les tumeurs proviennent de patients
caucasiens ou asiatiques.

Enfin, un travail récent réalisé par le consortium international TCGA a produit une analyse
moléculaire détaillée de 363 CHC au moyen de différentes plateformes d’exploration globale de
I’épigénome et du génome codant ainsi qu’une exploration ciblée du microenvironnement
tumoral et du protéome. Les caractéristiques ethniques des patients, les étiologies et la
pathogenese de ce panel de CHC sont variées. Le traitement des grands ensembles de données
produites a conduit les auteurs a proposer une nouvelle classification moléculaire intégrant une
grande diversité d’altérations suivant 3 clusters nommés iC1 a iC3. Ces clusters recoupent en
partie les sous-groupes S1 a S3 décrits par 1’équipe du Prof. Hoshida (Hoshida et al., 2009). 11
faut noter qu’un grand nombre d’altérations identifiées par le consortium TCGA avait
auparavant ét¢ décrit et qu’aucune nouvelle altération moléculaire parmi le petit nombre
identifié¢ (comme les mutations dans les génes LZTR1 et EEF1A1) ne pouvait malheureusement
étre la cible d’une thérapie.

Par la suite d’autres études n’ont fait que confirmer [’existence de ces sous-groupes
moléculaires dans le cadre d’études de cohortes de CHC ou de méta-analyses indiquant la quasi-
exhaustivité des altérations moléculaires décrites par la communauté scientifique, et, par la, la

relevance biologique et clinique de ces défauts (Wang et al., 2017).
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Certaines études se sont concentrées sur des sous-ensembles de CHC aux caractéristiques
clinico-pathologiques particuliéres comme, par exemple, des CHC bien différenciés associés a
un trés bon pronostic clinique (Désert et al., 2017). Deux sous-groupes de CHC distincts par la
présence ou non de mutations dans le gene CTNNBI ont été décrits : un sous-groupe dit
‘périportal’ (sans mutation du géne CTNNBI1) et un sous-groupe dit ‘périveineux’ (avec
mutations du géne CTNNBI1) liés a I’expression de génes impliqués dans le métabolisme et la
zonation du foie. Dans le foie normal, le facteur de transcription hépatocytaire HNF4a et la -
caténine cooperent pour 1’activation de la transcription de geénes liés a la zonation fonctionnelle
et métabolique du foie (Colletti et al., 2009; Torre et al., 2011). Il a été montré que ce dialogue
était maintenu dans les CHC bien différenciés. Il est a noter que les patients présentant une
tumeur bien différenciée et non mutée pour le géne CTNNBI1 présentent un pronostic plus
favorable que ceux ayant un CHC muté pour le géne CTNNBI. Cet intéressant travail a permis
d’approfondir notre connaissance de la biologie de cette sous-classe moléculaire.

La grande majorité des travaux publiés a permis de stratifier les CHC selon leur profil
transcriptomique avec 1’objectif de définir des groupes homogenes de tumeurs. 11 est également
utile de définir des signatures transcriptionnelles partagées par tous les CHC analysés. Ce type
d’étude qui a été dirigé par le Dr. Coulouarn (Allain et al., 2016) sur 15 jeux de données
publiques correspondant a 784 CHC a permis de dégager une signature de 935 génes communs
dérégulés par rapport au foie non tumoral. Cette signature était principalement associée a des
altérations chromosomiques connues et d’apparition précoce dans le CHC. Cette étude a
¢galement permis de proposer des cibles thérapeutiques potentielles en complément des

thérapies ciblées spécifiques de sous-classes moléculaires.

9.2 Signature immunitaire

Il est établi que la réponse immunitaire anti-tumorale est un facteur de survie notable chez les
patients. Il est donc important d’identifier les groupes de patients qui développent cette réponse
immune efficace et ceux dont la réponse immunitaire est inefficace ou absente afin de
personnaliser le traitement du cancer. Il existe cependant a ce jour peu d’études de classification
immunitaire des CHC.

Une étude pionniere (Sia et al, 2017) fut conduite dans ce but avec 1’analyse des profils
d’expression des cellules immunitaires du microenvironnement tumoral chez environ 1000
CHC. Une sous-classe immunitaire particuliére fut découverte et concernait environ un quart
des cas de CHC de la cohorte. Cette sous-classe est caractérisée par de forts niveaux

d’abondance de lymphocytes T cytotoxiques CD8+, de macrophages et de cellules Natural
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Figure 12: Classification moléculaire des CHC basée sur le profil immunitaire des tumeurs et de leur
microenvironnement

Environ 20 % des CHC appartiennent a la sous- classe dite « immunitaire » caractérisée par de forts niveaux
d'infiltrations lymphocytaires, l'expression des points de contréle immunitaire PD-1 et PD-L1, et I'activation de
la voie de signalisation de l'interféron gamma. Ces tumeurs seraientpotentiellement sensibles aux traitements
par des inhibiteurs des points de contréle immunitaire. A l'opposé, des CHC présentent un profil
immunologiquement silencieux , parmi lesquels les CHC mutés pour le géne codant pour la B-caténine, et qui
seraient résistantes a 'immunothérapie anti-cancéreuse. Enfin, il existe une classe dite intermédiaire en
termes de degré d'infiltration lymphocytaire tumorale. D'apres Pinyol et al. 2019



Killer (NK) constituant une infiltration cellulaire majeure du microenvironnement tumoral et
représentant potentiellement un groupe candidat idéal pour une immunothérapie anti-
cancéreuse. Il a également été observé que les patients appartenant a cette sous-classe ont une
meilleure survie. Enfin, les tumeurs caractérisées par une signature WNT/B-caténine sont
totalement absentes de ce sous-groupe immunitaire. Ce fait a été confirmé par une autre équipe
qui a étudié une cohorte de patients asiatiques (Shimada et al., 2018).

La Figure 12 montre une synthése des différentes classifications moléculaires et immunitaires

abordées dans ce chapitre.

9.3 Signature protéomique
Malgré les récents progrés technologiques, 1’exploration protéique globale des cancers est sous-
représentée dans les études OMICS. Quelques équipes ont cependant étudié le protéome altéré
des CHC et établi des signatures protéiques spécifiques dans un nombre important de tumeurs.
Par exemple, des sets de protéines dérégulées liés a un phénotype « progéniteur » (Orimo et al.,
2008), a la récidive précoce du cancer (Morofuji et al., 2016) ou a la résistance au Sorafenib
(Kim et al., 2017) ont été décrits. Certaines protéines comme ERKI1 sont actuellement cibles
d’inhibiteurs en cours d’essai clinique. Récemment, un consortium chinois a réalisé une
importante analyse protéomique et phospho-protéomique dans les CHC de stade précoce de 100
patients (BCLC-0 et A) (Chinese Human Proteome Project (CNHPP) Consortium et al., 2019).
Une classification hiérarchique non supervisée a révélé 1’existence de 3 sous-classes
protéomiques. La premicre sous-classe est caractérisée par une surreprésentation de protéines
impliquées dans le métabolisme et la différenciation hépatocytaire alors que les deux autres
sous-classes sont associées a des protéomes impliqués dans la prolifération cellulaire. La
stratification des CHC en trois sous-classes protéomiques est assez proche de la classification
transcriptomique proposée par Hoshida et al. (Hoshida et al, 2009). La classification
protéomique détecte cependant des caractéristiques supplémentaires, par exemple, le degré
d’infiltration immunitaire ou encore des altérations du métabolisme glucidique dans le cas de la
sous-classe III de mauvais pronostic. Ces auteurs ont également décrit 1’importance du
métabolisme du cholestérol dans la carcinogenése hépatique par la découverte d’un marqueur
tissulaire SOATI, qui lorsqu’il est bloqué par 1’avasimibe (traitement de 1’hypercholestérolémie
familiale) inhibe la prolifération cellulaire et la progression tumorale dans des modéles

cellulaires et animaux.
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9.4 Signature métabolomique
L’exploration du métabolome connait un essor considérable du fait de ’amélioration des
techniques d’analyse, I’existence d’importantes bases de données de spectrométrie de masse et
I’acces aisé¢ aux fluides biologiques (sang, urine, liquide céphalo-rachidien, salive, etc.). La
métabolomique constitue donc un outil de choix pour détecter des modifications cellulaires et
tissulaires globales et ainsi identifier les changements physiologiques ou pathologiques associés
a la santé et aux maladies. Dans le contexte hépatique, [’étude du métabolome est
particuliérement informative car le foie est le siége d’une importante activité métabolique et

enzymatique pour le controle de I’homéostasie de 1’organisme tout entier.

Plusieurs études (rapportées dans la revue (Safaei ef al., 2016)) ont mis en évidence des voies

métaboliques hépatiques différentiellement dérégulées dans 1’état cirrhotique et cancéreux.

Le métabolisme lipidique est profondément perturbé avec une augmentation massive de
nombreux phospholipides (Yang et al., 2007) et une perte importante d’acides gras libres
(Patterson et al., 2011) probablement liée a une augmentation de la B-oxydation peroxysomale
via le facteur PPAR-a, phénoméne connu dans le CHC (Lalwani et al., 1981). Cette diminution
des lipides peut étre également le témoin d’une utilisation préférentielle du glucose comme
source d’énergie par les cellules cancéreuses. De plus, le niveau de saturation des lipides est
modifié suivant le degré de différenciation de la tumeur. Dans les cancers peu différenciés de
mauvais pronostic, le taux des acides gras insaturés est nettement plus important que celui des
acides gras saturés (Budhu et al., 2013) révélant une signature lipidique particuliére associée a

I’agressivité tumorale.

Le foie est I’organe producteur d’acides biliaires favorisant la digestion et I’absorption des
nutriments. L’¢élévation des acides biliaires est caractéristique de la cirrhose (Raedsch et al.,
1981) et peut I’étre dans le CHC en cas d’invasion tumorale et d’obstruction de la voie biliaire
(EI-Mir et al., 2001). En regle générale, la production d’acides biliaires est diminuée dans la

tumeur comparée a celle du foie cirrhotique.

Le stress oxydatif est une voie importante de carcinogenése hépatique et de développement du
CHC ; une signature de dommages oxydatifs est retrouvée dans le sérum de patients atteints de
CHC. Une ¢lévation de peptides y-glutamyl, précurseurs du glutathion, est retrouvée chez ces
patients (Soga et al., 2011) ainsi que celle de la xanthine, un intermédiaire pour la production

d’ion superoxyde (Fitian et al., 2014).
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Pour finir, une équipe espagnole a récemment réalisé¢ une étude métabolomique avec 1’objectif
d’identifier des biomarqueurs sériques diagnostiques (Banales et al, 2019). Parmi les 13
métabolites différenticllement abondants dans le sang circulant de patients avec CHC et
d’individus sains, seul 1’acide glycocholique a été retrouvé plus abondant dans le cancer. En

combinaison avec 1I’AFP, leur sensibilité et spécificité se trouvaient étre grandement améliorées

pour le diagnostic du CHC.
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Préambule

Fort initialement d’une expertise en spectrométrie de masse appliquée aux cancers primitifs du
foie, j’ai rejoint 1’équipe « Microbiote, Inflammation et Cancer » dirigée par le Professeur
Jamila Faivre avec [’objectif de développer des analyses intégrées de données de
(méta)protéomique, (méta)génomique et (méta)transcriptomique ainsi que des outils de
biostatistique de données « BIG DATA » appliquées aux cancers du foie et a son environnement

(microbiote intestinal, systéme immunitaire).

Trois études moléculaires auxquelles j’ai largement participé vous sont présentées dans ce
mémoire de thése. Elles mettent en évidence des régulateurs potentiels jusque-1a non décrits des
maladies chroniques du foie et de la carcinogenése hépatique. Dans le cadre d’un consortium
européen (MODHEP), nous avons caractérisé en collaboration avec RIKEN institute (Japon) le
génome non codant de CHC humains viro-induits et identifié en particulier une activation forte
intra-tumorale des rétrotransposons a LTR, ces derniers représentant 8 % du génome humain,
ouvrant ainsi un nouveau champ d’investigation du role des séquences répétées dans la

régulation de I’expression génique dans le cancer. (Hashimoto et al. Genome Res 2015)

Le second travail avait pour objectif d’approfondir notre connaissance de la biologie d’un sous-
type moléculaire de CHC exprimant des marqueurs progéniteurs. Nous avons caractérisé¢ le
protéome et le transcriptome altérés de ces tumeurs particulieres, et révélons le réle de la voie
de réponse a I’hypoxie dans les altérations métaboliques présentes dans ce sous-type agressif de
tumeurs, ouvrant ainsi la voie a de nouvelles perspectives de prise en charge des patients. (Dos

Santos et al. Manuscrit en préparation)

Le troisieme travail a porté sur la réponse a I’inflammation par les protéines antimicrobiennes
(lectine REG3A) via la modification du microbiote intestinal, offrant un nouveau paradigme
pour la régulation de l'interaction hote-microbiote basée sur l'activité anti-oxydante d’une
molécule de ’'immunité innée. (Darnaud*, Dos Santos*, Gonzalez* et al. Gastroenterology,

2018)
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II ETupE 1 : ACTIVATION DE PROMOTEURS
RETROVIRAUX L' TR DANS LES CARCINOMES
HEPATOCELLULAIRES VIRUS-INDUITS

1. Présentation de 1’étude

Le projet Human Genome, initi¢é en 1990 et terminé dans les années 2003, avait pour but de
séquencer le génome humain. Bien qu’il fit considéré comme une avancée majeure dans la

compréhension du vivant, un grand nombre de questions émergerent .

En 2003, le génome humain était finalement séquencé. Cet indéniable succes scientifique, vu a
I’époque comme 1’étape indispensable a la compréhension des processus biologiques, a
rapidement fait place a d’autres questions. En effet, connaitre la séquence de tous les génes ne
donne aucune indication sur les mécanismes d’activation et sur 1’orchestration nécessaire qui
controlent 1’expression temporelle et spatiale des geénes et de leurs produits. Ensuite, il est
rapidement apparu que les génes codant pour les protéines ne représentaient qu’une petite
fraction du génome, soit environ 2 %. La fonction de la majorité des trois milliards de bases
composant le génome nous est en fait encore largement inconnue. Cette simple observation
suggere que la complexité biologique tire son origine dans d’autres portions du génome. Dans
cet univers de séquences non codantes, on trouve notamment les séquences régulatrices, qui
permettent 1’expression coordonnée et complexe des geénes, de manicre spécifique dans un
organe ou un type cellulaire donné, et qui participent a la complexité biologique. La création
d’un catalogue des régulateurs de I’expression des génes est nécessaire, non seulement pour
mieux comprendre les phénoménes biologiques, mais également appréhender les mécanismes a

I’oeuvre dans les états pathologiques.

Dans ce contexte, le projet ENCODE (Encyclopedia of DNA elements) s’est attaché depuis une
dizaine  d’années a annoter  systématiquement le  génome (voir le  site
http://www.nature.com/encode/); 1’objectif principal est d’identifier les éléments fonctionnels.
Un ¢lément fonctionnel peut étre défini comme une séquence déterminée sur le génome portant
une information spécifique. Par exemple, I’information peut étre celle qui permet la production
d’un ARN, codant ou non codant. Mais 1’¢lément fonctionnel peut également étre défini par la
présence d’une « signature protéique » sur I’ADN, tel que la liaison d’un facteur de

transcription ou d’autres régulateurs d’expression. Il peut s’agir aussi d’une modification
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biochimique de I’ADN ou des histones. Par exemple, la méthylation des cytosines dans les
promoteurs des geénes est généralement associée a une répression de 1’expression. D’autre part,
la méthylation de la lysine 4 de I’histone 3 (H3K4Me3) marque un promoteur, alors que
I’acétylation de I’histone 3 sur la lysine 27 (H3K27Ac) marque une séquence amplificatrice
(enhancer) activée. L’ensemble de ces modifications complexes contribuent a la régulation
épigénétique de I’expression des genes. Comme on le voit, on s’affranchit d’un mode¢le linéaire
qui stipule que I'une des quelque 20 000 séquences composant le génome codant contient
I’information permettant la synthése d’un ARN messager qui, lui-méme, permettra la synthese
d’une protéine responsable de 1’expression d’un caractére. Au contraire, I’'un des messages
importants du projet ENCODE est que plus de 80 % du génome contient des éléments
fonctionnels pouvant étre associés a des fonctions biochimiques dans au moins un type de
cellules composant notre organisme. L’organisation du génome, telle que I’envisage ENCODE,
implique une régulation en réseaux ou de multiples régions sont appelées a moduler

I’expression finale d’un ou plusieurs génes, de fagon a assurer une réponse coordonnée.

Les rétrotransposons a LTR constituent environ 8§ % du génome humain. Ils sont divisés en
deux groupes suivant leur capacité de rétrotransposition. On distingue les rétrotransposons LTR
autonomes dérivés de rétrovirus (HERV). Bien que la plupart des génes issus de HERVs ne sont
pas intacts, les HERV a LTR comprennent des caractéristiques fonctionnelles comme des

promoteurs, des sites de fixation aux facteurs de transcription et des séquences régulatrices.

En plus des HERVs, les rétrotransposons a LTR contiennent une deuxiéme grande classe que
sont les MaLR (Mammalian apparent LTR Retrotransposons). Ces MaLRs représentent 3,65 %
du génome et se caractérisent par une structure ressemblant aux rétrovirus a I’exception d’une
perte des geénes gag et pol et donc une absence d’autonomie a rétrotransposer par manque de
transcriptase inverse (Smit, 1993). L’intégration de ces éléments dans le génome est plus
ancienne que celle des HERVs (80-100 millions d’années vs. 70 millions d’années pour

HERV).

Depuis plusieurs années, de nombreuses équipes ont montré que les LTR pouvaient réguler
I'expression de genes voisins (cellulaires ou viraux) dans le développement placentaire et la
cancérogenése. La mutation insertionnelle, la recombinaison et le polymorphisme sont les trois
principaux mécanismes de cette instabilité. De plus, I'hypométhylation, la transactivation et les

transcrits anti-sens peuvent réguler 'activité des LTRs et de facto 'expression de génes voisins.
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Les ¢léments LTR et les rétrovirus endogénes contribuent a la carcinogenése en affectant
I’expression fonctionnelle de génes adjacents. C’est le cas, par exemple, observé par une équipe
allemande (Lamprecht et al., 2010), dans le lymphome Hodgkinien. Le récepteur CSFIR joue
un role essentiel dans la survie, la prolifération et la différenciation des précurseurs
hématopoiétiques (Bourette et al, 1993; Wrobel et al, 2004). Son expression aberrante peut
conduire a une prolifération cellulaire maligne, une invasion cellulaire et la formation de
métastases dans de nombreux cancers tels que celui du sein (Hiraga and Nakamura, 2009;
Patsialou et al., 2009), de I’ovaire (Horiguchi et al., 1988; Bast et al., 1993) et de la prostate
(Ide et al, 2002). La transcription de ce récepteur dans les lymphomes est initiée par une
séquence LTR de la famille des MaLR (THEIB) située en amont du promoteur classique. Ce
mécanisme, d0 a la perte du controle épigénétique, est la premiere démonstration que
I’activation d’un ¢élément LTR pouvait conduire a un cancer (Lamprecht et al., 2010). Depuis,
de nombreuses ¢tudes ont montré 1’activation de transcrits HERV LTR dans différents cancers
(Boese et al., 2000; Armbruester et al., 2002; Goering et al, 2011, Chen et al., 20135, p. 9;
Singh et al., 2013). Par exemple, dans la Leucémie myéloide, HERV-K est fréquemment
réactivé et le gene viral Np9 a été récemment identifié comme un oncogene (Chen et al,
2013b). La protéine Np9 est retrouvée préférentiellement chez les patients atteints de leucémie.
De plus, des expériences in vitro ont montré que I’expression de Np9 est essentielle a la survie
et a la croissance cellulaires et activait de nombreuses voies de signalisation relatives a la
dédifférenciation cellulaire (Wnt/Bcatenin, c-myc/AKT, ras-ERK, Notchl). Cette étude ouvre
de nouvelles voies de recherche ainsi qu’une nouvelle définition de cibles thérapeutiques dans

le traitement de la leucémie.

Enfin, récemment, il a ét¢ découvert que les LTRs étaient fortement exprimés dans les cellules
souches embryonnaires et les iPS (Fort et al., 2014) et que ’activation de certains d’entre eux

était essentielle a la reprogrammation cellulaire (Lu ef al., 2014; Ohnuki et al., 2014).

Prises dans leur ensemble, toutes ces études suggerent un role capital de ce type de séquences

génomique dans la tumorigenése.
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2. Article

Le séquencage du génome a permis d’élucider les voies moléculaires fréquemment perturbées
dans le CHC, comme pour d’autres cancers, permettant potentiellement une intervention
thérapeutique reposant sur la signature mutationnelle de la tumeur. La capacité de répertorier
tout le spectre des aberrations génétiques survenant dans le CHC revét donc une importance
cruciale. Le but de notre étude a ét¢ de cartographier le génome non codant de tumeurs de CHC
induites par des virus hépatotropes, avec l’objectif de découvrir de nouvelles altérations
génétiques du CHC affectant le génome non codant et pouvant favoriser la prolifération et la
transformation cellulaires. Nous avons établi la premiére carte de transcriptome a ARN non
codants du CHC et révélé une forte activation des promoteurs LTR, qui sont principalement
inhibés dans les cellules hépatiques normales, dans des CHC induits par les VHB et VHC.
Certains des transcrits dérivés de LTR se sont révélés étre des régulateurs clés de 1’expression

génique et donc activer la croissance cellulaire.
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CAGE profiling of ncRNAs in hepatocellular
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LTR promoters in virus-induced tumors
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An increasing number of noncoding RNAs (ncRNAs) have been implicated in various human diseases including cancer;
however, the ncRNA transcriptome of hepatocellular carcinoma (HCC) is largely unexplored. We used CAGE to map tran-
scription start sites across various types of human and mouse HCCs with emphasis on ncRNAs distant from protein-coding
genes. Here, we report that retroviral LTR promoters, expressed in healthy tissues such as testis and placenta but not liver,
are widely activated in liver tumors. Despite HCC heterogeneity, a subset of LTR-derived ncRNAs were more than 10-fold
up-regulated in the vast majority of samples. HCCs with a high LTR activity mostly had a viral etiology, were less differen-
tiated, and showed higher risk of recurrence. ChIP-seq data show that MYC and MAX are associated with ncRNA dereg-
ulation. Globally, CAGE enabled us to build a mammalian promoter map for HCC, which uncovers a new layer of

complexity in HCC genomics.
[Supplemental material is available for this article.]

Hepatocellular carcinoma (HCC) accounts for 70%-85% of total
liver cancers. The major risk factors of HCC are chronic HBV and
HCV infections and alcohol (Jemal et al. 2011). The development
of HCC is a heterogeneous multistep process associated with ge-
netic alteration and dysregulation of gene expression. Recent
whole-genome studies in HCC identified tens of thousands of
somatic mutations, several of which occur in chromatin regula-
tors, suggesting that the transcriptional network might have been
disrupted through reorganization of chromatin structure (Totoki
et al. 2011; Fujimoto et al. 2012). Genome-wide analyses of gene
expression in human HCC have identified overexpressed genes
(Ladeiro et al. 2008), activated pathways (Huang et al. 2011), and
subtypes of HCC (Boyault et al. 2007). However, most of the stud-
ies focused on protein-coding genes or microRNAs, and the reper-
toire of long ncRNAs in HCC tumor tissues remains largely
unexplored.

Comprehensive transcriptome studies have revealed that a
large proportion of mammalian genomes, including transposable
elements (TEs), are transcribed (Kapranov et al. 2002, 2007;
Okazaki et al. 2002; Carninci et al. 2005; Cheng et al. 2005;
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Article published online before print. Article, supplemental material, and publi-
cation date are at http://www.genome.org/cgi/doi/10.1101/gr.191031.115.
Freely available online through the Genome Research Open Access option.

Faulkner et al. 2009; Djebali et al. 2012). LTR retroposons are a ma-
jor class of TEs, accounting for 8% of the human genome (Lander
et al. 2001). The vast majority of long terminal repeat (LTR) retro-
posons have lost their internal-domain encoding genes and reside
as solitary LTRs lacking the ability to retrotranspose (Kovalskaya
et al. 2006). Nevertheless, regulatory sequences including promot-
ers and transcription factor binding sites are widely observed with-
in LTR elements (Bourque et al. 2008). We have recently shown
that LTRs are massively transcribed in embryonic stem cells and
iPS cells, some of which are involved in the maintenance of pluri-
potency (Fort et al. 2014). Other studies demonstrated a high activ-
ity of distinct LTR subfamilies in stem cells using several different
methods, including RNA-seq (Kelley and Rinn 2012; St Laurent
et al. 2013), DNase-seq (Jacques et al. 2013), and MeDIP-seq (Xie
et al. 2013). Furthermore, an appropriate activation of LTRs is es-
sential for iPS reprogramming (Lu et al. 2014; Ohnuki et al.
2014), suggesting that the expression of LTRs might be associated
with cancerous features, such as poor differentiation and high pro-
liferation potency.

The Cap Analysis of Gene Expression (CAGE) method has
been widely used to identify transcription start sites (TSSs) of
ncRNAs and messenger RNAs by capturing the capped 5" ends of

© 2015 Hashimoto et al. This article, published in Genome Research, is avail-
able under a Creative Commons License (Attribution 4.0 International), as de-
scribed at http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/.
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the RNAs. The reproducibility of CAGE for expression measure-
ments has been demonstrated through many studies, including
FANTOM (The FANTOM Consortium et al. 2014) and ENCODE
(Djebali et al. 2012), discovering a large number of novel ncRNAs
and active enhancers. Here, we report the ncRNA transcriptome of
human and Mdr2 knockout (KO) mouse HCCusing CAGE, with spe-
cial emphasis on ncRNAs distant from protein-coding genes. We
show that a large proportion of the distal ncRNAs are LTR-derived
in human and mouse HCC genomes. The CAGE data revealed three
well-defined subclasses of human HCCs corresponding to high, in-
termediate, and low expression levels of a selected set of LTR
ncRNAs, respectively. The LTR-high subclass was correlated with
definite clinical features (viral etiology, less differentiated tumors,
high risk of recurrence) and MYC pathway activation. ChIP-seq
data indicate an active role for transcription factors such as MYC-
based complexes in the deregulation of LTR-ncRNAs in HCC.

Results

Specific features of distal ncRNAs in HCC transcriptome

We sequenced CAGE libraries for 50 HCC tumor tissues and
50 matched nontumor (NT) tissues from patients with various eti-
ologies, mostly HBV, HCV, and alcohol abuse. We also prepared

samples from morphologically normal liver tissues collected at a
distance from a liver metastasis of colon cancer in five patients.
These last five samples are referred to as “normal” as opposed to
the “nontumor” and control for gene signatures affected in mor-
phologically normal liver tissue by nearby inflammation and virus
activities. The total number of uniquely mapped reads is 1.7 billion
—an average “mapped read count” of 16.0 million for tumors, 15.9
million for nontumors, and 19.5 million for normal tissues
(Supplemental Table S1). CAGE peaks (corresponding to TSSs)
were determined based on the 5’ position of sequenced reads using
Paraclu (Frith et al. 2008).

We identified 64,366 distinct CAGE peaks as the tran-
scriptome of human HCC tumor tissues. All the peaks fulfill the
following two criteria, as used previously (Fort et al. 2014): The ex-
pression level should exceed one tag per million (tpm) in at least
one tumor sample; and the peak should be expressed in at least
two tumor samples. Each individual peak represents a transcrip-
tion initiation region at a median length of 45 bp covering
0.17% of the human genome. To distinguish potential ncRNAs
from protein-coding genes, we classified the 64,366 peaks identi-
fied into three groups with the following distinctive features ac-
cording to the GENCODE12 annotation (Harrow et al. 2012): (1)
a coding peak, which overlaps with a protein-coding TSS (+100
bp) in sense orientation; (2) a proximal peak, which is located
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Figure 1. The transcriptome of HCC tumors contains a large number of distal noncoding transcripts. (A) Schematic representation of the coding, prox-

imal, and distal CAGE peaks. (B) Numbers of peaks in the different groups. (C) Distribution of distances between distal peaks and their closest coding peaks.
(D) Expression levels in the different groups for the indicated etiologies. The data are means over tumors belonging to a given etiology group (tpm: tags per
million +0.001). (E) Expression patterns of coding and distal peaks across human body (988 human expression data from the FANTOMS project). We
counted the numbers of tags located within each TSS region in each sample, and then the number of samples that expressed tumor transcripts with
the criterion of at least one tag. Coding peaks are ubiquitously expressed, whereas distal peaks are only expressed in limited cell types. Proximal and distal

peaks show a similar expression pattern (Supplemental Fig. S1D).
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within 5 kb of a coding peak or overlaps with a coding exon; and
(3) a distal peak, which could not be assigned as either a coding
nor a proximal peak (Fig. 1A). It can be assumed that distal peaks
are mostly ncRNAs, whereas proximal peaks are mixtures of
ncRNAs and unannotated alternative promoters of protein-coding
genes. Distal peaks account for 33.5% (21,572/64,366) of the tu-
mor transcriptome (Fig. 1B); half of them are located far (at >100
kb) from expressed coding peaks (Fig. 1C). On the other hand,
proximal peaks are enriched in the upstream of coding peaks,
which are likely to be products of bidirectional transcription
(Supplemental Fig. S1A; Katayama et al. 2005). Expression levels
of proximal peaks and their closest coding peaks tend to be posi-
tively correlated, whereas those of distal peaks and their closest
coding peaks are not correlated, suggesting that distal peaks are
not necessarily associated with their neighboring protein-coding
genes (Supplemental Fig. S1B). One of the characteristics of
ncRNAs is a lower expression level compared to coding RNAs, ex-
cept for some massively transcribed ncRNAs such as MALATI.
Indeed, median expression of proximal and distal transcripts are
~20-30 times lower than coding transcripts in all the HCCs tu-
mors, irrespective of the etiology (Fig. 1D). Despite their lower level
of expression, 90% of the distal peaks are represented by a total of
at least 50 reads, identified cumulatively across the collection of
samples studied here, and are expressed in more than 10 tumor
samples, indicating that the transcripts were not sample-depen-
dent but common to most HCC tumors (Supplemental Fig. S1C).

To estimate how widely the HCC transcripts are expressed in
the human body, we used the FANTOMS atlas, which provides ex-
pression data measured by CAGE across a broad panel of primary
cells, cell lines, and tissues, including normal adult and fetal liver
tissues (The FANTOM Consortium et al. 2014). The distributions of
expressed sample counts are strikingly different between coding
and distal transcripts (Fig. 1E; Supplemental Fig. S1D). About
80% of coding transcripts are expressed in more than half of the
FANTOMS samples, with the highest peak (mode) at 988 samples,
whereas ~94% of distal transcripts are detected in less than half of
the FANTOMS samples, with the highest peak at O samples, indi-
cating that the distal transcripts are expressed in a limited number
of tissues and cell linages.

Aberrant activation of LTR retroviral promoters in HCC tumors

We compared expression levels between a case group of 50 tumors
and a control group of 50 matched nontumors using edgeR
(Robinson et al. 2010) to explore misactivated transcripts in tumors
(see Methods). We identified 14,477 significantly up-regulated
peaks in tumors with a low FDR threshold (FDR<0.05), among
which 4942, 4779, and 4756 were coding, proximal, and distal
peaks, respectively (Fig. 2A). The most significantly up-regulated
protein-coding gene is GPC3 (Supplemental Fig. S2A), which is a
known biomarker and a possible target for the treatment of HCC
(Capurro et al. 2003; Gao et al. 2014). About 42% of the top 100 dis-
tal peaks overlapped with repetitive elements in the sense direc-
tion. To estimate the trend toward association of up-regulated
peaks and repetitive elements, we examined which fraction of
the up-regulated peaks overlapped with major repetitive elements
(LINE, LTR, and SINE). The family names and genomic positions
of repetitive elements we used are those defined by RepeatMasker
(http://www.repeatmasker.org) and RepBase (Jurka et al. 2005)
based on their classification and nomenclature of eukaryotic trans-
posable elements (Kapitonov and Jurka 2008). Interestingly, ~20%
(935/4756) of the up-regulated distal peaks overlapped with LTR el-

ements in the sense direction (Fig. 2B). The fraction of LTRs increas-
es to 30% (127/408) when limited to the most significantly
up-regulated peaks with FDR below 1.0 x 10~® (Fig. 2C). These per-
centages are significantly higher (P < 1.0 x 107> in all cases; one-sid-
ed Fisher’s exact test) than those found for (1) non-up-regulated
peaks (6.3%) (Supplemental Fig. S2B), (2) up-regulated peaks in
the antisense direction (7.1%) (Supplemental Fig. S2C), (3) non-
up-regulated peaks in the anti-sense direction (7.4%) (Supplemen-
tal Fig. S2D), (4) LINE and SINE elements in sense and antisense
(1%-7%) (Fig. 2B; Supplemental Fig. S2C), and (5) randomized
distal peaks (5%—-6%) (Supplemental Fig. S2E). A summary of the
main four overlap patterns is shown in Figure 2D. It was also true
(1) when we excluded “-int” elements from the LTR category,
which are internal elements of ERV (endogenous retrovirus)
(Supplemental Fig. S2F), (2) when we used tags with mapping qual-
ity 30 or more (Supplemental Fig. S2G), and (3) when we used
GENCODE v.19 annotations for our peak classification instead of
GENCODE v.12 (Supplemental Fig. S2H). This clearly indicates
that the promoters located in LTR elements are widely activated
in HCCs.

Next, we studied the expression levels of the 935 activated
LTR promoters in 10 normal livers using three data sets: normal liv-
er tissues from this study (n = 5) (Supplemental Table S1); adult and
fetus liver tissues from FANTOMS (n = 2) (Supplemental Table S2);
and primary hepatocytes from FANTOMS (n=3) (Supplemental
Table S2). As expected, the expression levels of LTRs in normal liv-
ers are much lower than in nontumor and tumor HCC tissues.
More than half of the LTRs were not expressed at all in any of
the 10 normal samples (Fig. 2E). We thus conclude that the up-reg-
ulation of LTR promoters is a hallmark feature of HCCs. Note that
we have confirmed that the non-LTR distal transcripts are also
weakly expressed in normal livers (Supplemental Fig. S2I).

About 500 LTR subfamilies with various copy numbers have
been defined by RepeatMasker and RepBase for the hg19 human
genome. If LTR promoters were randomly activated in unusual
conditions such as long-term inflammation, the numbers of up-
regulated LTRs should correlate with copy numbers in the genome.
If, on the contrary, they were activated through a selective process,
one should observe the activation of specific subfamilies, such as
LTR7 and HERVH-int, which are markers for pluripotent cells
(Santoni et al. 2012; Fort et al. 2014). Figure 2F shows that some
subfamilies with relatively small numbers of copies per genome
were preferentially activated in HCC tumors compared to the ran-
dom distribution (Supplemental Fig. S2J), especially the LTR12C
subfamily of which 101 elements (104 CAGE peaks) were signifi-
cantly up-regulated in HCC tumors (Supplemental Table S3).
Moreover, the peaks were consistently located at a specific position
on the LTR12C elements (Fig. 2G), implying that promoter archi-
tecture of LTR elements is conserved. In many cases, the transcrip-
tion start sites of LTR12C were located within a specific 5-nt
(GTGGC) sequence (Supplemental Fig. S2K), whereas nonex-
pressed LTR12C elements often lost this promoter sequence.
Nevertheless, the median size (1411 bp) of 101 up-regulated
LTR12C members was similar to the median (1417 bp) of all
LTR12C members (Supplemental Fig. S2L), and a subset of nonex-
pressed LTR12C retained a promoter sequence similar to that of
the active elements, indicating that the active and inactive mem-
bers cannot be distinguished solely by the presence or absence of
promoter sequences. Other subfamilies than LTR12C showed en-
richment of TSSs around the middle of the elements, which were
slightly upstream compared to the position they had in LTR12C
(Supplemental Fig. S2M). Conversely, only five elements were
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LTR12C

up-regulated in the LTR7 and HERVH-int subfamilies, which, it is els of L1 elements (Fig. 2H; Supplemental Fig. S2N). This is consis-

worth noting, have at least hundreds of elements transcribed in tent with our previous report that increases in copy number were
stem cells. In summary, nearly 1000 LTRs were up-regulated in to be found both in tumor and nontumor areas of HCCs (Shukla
HCC, only a few of which were stem cell-specific LTRs. etal. 2013), although the multiple steps ranging from expression of

The LTRs identified are mostly solitary ones, with a median full-length LINE elements to their retrotranspositions will need to

size of 472 bp, which probably lost their ability to replicate but be validated by further experiments. In addition, the antisense
kept their promoter activity. On the other hand, full-length LINE promoters that the L1 elements are known to have were clearly ob-
elements are known to be activated with copy number increase served around 5’ and 3’ regions (Fig. 2H).

in multiple cancers (Lee et al. 2012). To investigate the activity

of full-length LINE elements, we mapped CAGE tags to L1 ele- . . .
ments longer than 5 kb. Interestingly, tumor and nontumor LTR activation increases as HCC progresses in Mdr2 knockout mice
HCC samples showed very similar expression patterns, irrespective We previously reported that LTR activation is frequently observed
of the etiology, whereas normal livers had very low expression lev- in human and mouse stem cells (Fort et al. 2014). Given that LTR
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Figure 3.

LTR promoters are activated in mouse HCCs. (A) Representative liver histological sections at the indicated stages of carcinogenesis in Mdr2 KO

mice. (B) Fraction of peaks overlapping with repetitive elements in the sense direction. Nearly 19% (140/740) of up-regulated distal peaks overlap with LTR
elements. (C) Fractions of peaks overlapping with LTRs according to the (sense versus antisense) direction of transcription and the degree of up-regulation.
(D) Expression levels of the 140 LTRs in normal (WT), inflammatory (INFL), adenoma (AD), low-grade, and high-grade HCC tissues. The data are means over
tumors belonging to a given histological group (tpm + 0.005). (E) CAGE signal of the most significantly up-regulated LTR promoter at the indicated stages
of the liver disease. The signal increases as the disease develops. CAGE tags are pooled for each group and visualized using the ZENBU Browser. (F)

Expression patterns of LTRs selected from four different subfamilies.

activation occurs in human HCC, as shown above, we assumed that
italso occursin mouse HCC, giving us the opportunity to study LTR
activation at different stages of liver carcinogenesis. To this aim, we
used the Mdr2 KO mouse, a well-known model of inflammation-
driven HCC (Pikarsky et al. 2004; Iannelli et al. 2014). We exam-
ined 37 liver samples from either wild-type (WT) or Mdr2 KO
mice. Liver tissues from Mdr2 KO mice were categorized into the fol-
lowing four histological groups: inflammation; adenoma; low-
grade HCC; or high-grade HCC (>50%) (Fig. 3A; Supplemental
Table S4; Katzenellenbogen et al. 2007). We sequenced CAGE li-
braries for six WT, three inflammation, fouradenoma, 16 low-grade
HCC, and eight high-grade HCC samples. We determined 49,096
CAGE peaks classified into coding, proximal, and distal groups us-
ing the Ensembl annotation (Supplemental Fig. S3A). By compar-
ing the expression levels of WT (n=3) and high-grade HCC (n=
4) tissues, we identified 740 significantly up-regulated distal peaks
characteristic of high-grade HCC (Supplemental Fig. S3B). Asin the
case of human HCC, ~19% (140/740) of the up-regulated distal
peaks were located within LTR elements with the same strand
(Fig. 3B; Supplemental Table S5), which is a much higher propor-
tion than for the other patterns (Fig. 3C; Supplemental Fig. S3C).

It was also true (1) when we excluded “-int” elements from the
LTR category and (2) when we used tags with a mapping quality
of 30 or more (Supplemental Fig. S3D). These same 140 LTRs
were also overexpressed in adenoma and HCC tissues of Mdr2 KO
mice starting from the preneoplastic inflammation stage (Fig.
3D). Figure 3E shows the most significantly up-regulated distal
peaks derived from LTRs, the expression levels of which increased
as carcinogenesis progressed. The expression patterns of the four
different elements selected from noninternal LTR families show
consistent promoter activation within LTR elements in low- and
high-grade HCC (Fig. 3F). Taken together, these results indicate
that activation of LTR promoters is a shared feature of human
HCC and the mouse HCC model studied.

Molecular signature of HCC comprising top 43 up-regulated
LTR-derived transcripts

Having found significantly up-regulated distal peaks with a low
(<0.05) FDR threshold in human and mouse HCCs, we sought to
select human ncRNA candidates appropriate for determining a
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Figure 4.

LTR-derived ncRNAs found in HCCs are also expressed in reproductive tissues and cell lines. (A) Number of LTR-derived (43) and non-LTR-de-

rived (90) ncRNAs among the up-regulated distal ncRNAs. The selection criteria are as follows: FDR threshold < 1.0 x 107'%; fold change > 8; expression in at
least 30 tumor samples. (B) Proportion of tissues, primary cells, and cell lines that expressed the 43 LTR-derived ncRNAs according to FANTOMS. The LTR
expression threshold value is the median expression level of the working set of 50 HCC tumors. (C) Top 10 normal tissues and primary cells that express the
LTRs according to FANTOMS. (Rep) Biological replicates prepared in FANTOMS. (D) Expression patterns of the six most strongly expressed LTRs in the
human body. LTR-003, 004, and 006 are only expressed in reproductive tissues (testis, placenta, and/or uterus). LTR-001 and 002 are expressed in brain.
(E) Full-length ncRNAs with LTR promoters determined by 3’ RACE. Thirteen out of 15 LTRs are confirmed as promoters of multiexon ncRNAs. LTR-002 is

shown as an example of identified transcripts.

molecular signature of HCC using the following stringent criteria:
(1) FDR threshold below 1.0 x 107'% (2) fold change above 8.0; and
(3) expression in at least 30 tumor samples. About one-third of the
distal peaks (43/133) that passed the criteria coincided with LTRs
(Fig. 4A). These 43 signature-LTRs were given sequential names
from LTR-001 to LTR-043 in ascending order of FDR values. For a
full list and the expression patterns, see Supplemental Table S6
and Supplemental Figure S4A. The fact that the signature-LTRs
are scarcely transcribed in normal liver tissues raises the question
of the nature of the tissues in which they are intrinsically pro-
grammed for expression. According to FANTOMS, their expression
is limited to 1%-2% of the normal tissues and primary cells (Fig.
4B; Supplemental Fig. S4B). Intriguingly, reproductive tissues
and primary cells occupy the top seven positions. Testis, which ex-
presses about half of the 43 signature-LTRs, is in the first position
followed by placenta, chorionic, and amniotic membranes (Fig.
4C). Some of the highest-ranking signature-LTRs, such as LTR-
003, LTR-004, and LTR-006, are exclusively expressed in reproduc-
tion-related tissues (Fig. 4D). In contrast, the top six signature-LTRs
are widely detected in all hepatic and nonhepatic cancer cell lines
(median: 38 samples) (Fig. 4B,D; Supplemental Fig. S4B), empha-
sizing the close link between these LTRs and carcinogenesis.

We submitted 15 of the 43 signature-LTRs to 3’ RACE valida-
tion (Supplemental Table S7), among which LTR-001 and 002
were further investigated by nested PCRs using 10 more primer

pairs designed on different exons (Supplemental Fig. S4C). Deep se-
quencing of 3' RACE and PCR products using MiSeq successfully
determined the transcript structures of 14 of them, among which
13 had at least one splice site (Supplemental Table S8). The 33 tran-
scripts detected, including splice variants, were all predicted to be
ncRNAs with low coding potential by the Coding-Potential
Assessment Tool (CPAT) (Supplemental Table S9; Wang et al.
2013). The median exon size is 154 bp, which is comparable to
the average coding gene size (122 bp), whereas the median intron
size is ~37 kb, i.e., much longer than the general protein-coding
gene size (1 kb) (Lander et al. 2001). Figure 4E shows an example
of novel transcripts, LTR-002, determined by the 3’ RACE. The
TSS is located at the middle of an LTR element, and the second
and third exons are located far downstream from the first exon
without encoding any viral proteins, suggesting that LTR-002 has
become fixed as a promoter provider to the ncRNA. Note that we
also confirmed that seven selected non-LTR candidates are all mul-
tiexon ncRNAs by 3' RACE and CPAT (Supplemental Tables S8, S9).

Stratification of HCCs based on the activation level of LTR
promoters

We validated the CAGE data by measuring the expression levels of
LTR-001, 002, 004, and 007, which are all multiexon ncRNAs, as
determined by 3’ RACE, using quantitative real-time PCR in the
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Figure 5. LTR promoters are frequently activated in human HCCs, correlating with viral etiology and aggressiveness. (A) Fold changes of LTR-001, 002,
004, and 007 in tumor compared to nontumor samples measured by gPCR in the working (first) and validation (second) set of HCC samples. (B)
Unsupervised classification of HCC samples according to the expression profile of the 43 signature-LTRs using the MeV (MultiExperiment Viewer) software.
Three (LTR-high, LTR-intermediate, LTR-low) distinct clusters are clearly visible. The LTR-high cluster included 16 tumor samples. The LTR-low cluster com-
prised 14 tumor, 50 NT, and five normal samples. (Blue) Normal liver, (green) NT, (black) alcohol, (yellow) HBV, (orange) HCV, (red) all tumors. (C) PCA
based on the expression profile of 43 signature-LTRs. (D) Correlation between the indicated clinical parameters and the expression level of the signature-
LTRs. Thick green lines: clinical features significantly associated with either the LTR-high or the LTR-low subclass according to the criterion FDR <0.05.
(E) Gene set enrichment analysis (GSEA) plot of HCCs related to LTR activity. Genes were rank-ordered according to differential expression between
LTR-high and LTR-low HCC subclasses. The LTR-high HCC subclass revealed an enrichment of proliferative genes comparable to that of the S2 sub-
class of Hoshida et al. (2009). The black bars on the x-axis represent positions of gene set members on the rank ordered list of gene set
Hoshida_liver_cancer_subclass_S2_up. The y-axis represents the enrichment score (ES) of the gene set Hoshida_liver_cancer_subclass_S2_up, in the sub-
class of samples LTR-high HCC. (NES) Normalized Enrichment Score; NES = ES/mean (all ES of other gene sets in MSigDB 4.0). (F) Enrichment plot showing

an up-regulation of MYC target genes in the LTR-high subclass.

previous working set of 50 tumor and matched nontumor (T/NT)
HCC samples and in a validation set of 21 new T/NT HCC samples.
The primer sequences are listed in Supplemental Table S10.
Consistent with the CAGE data, the expression of these LTRs was
more than 10-fold higher in ~60%-80% of the tumor samples
compared to the matched NT in the working set (Fig. S5A;

Supplemental Fig. S5). An up-regulation of the selected LTRs was
also observed in a large majority of the tumors in the validation
set. Globally, LTR-007 was the most frequently (76%, 54/71) ex-
pressed LTR in HCC tumors. These data show that LTRs are recur-
rently activated in HCC, with different activation levels for
different LTRs and different HCCs, indicating that the LTR
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activation is not the consequence of genome-wide random events
during tumorigenesis. Figure 5B shows an unsupervised classifica-
tion of the 105 CAGE samples according to the ncRNA expression
level of the 43 signature-LTRs. This revealed three (high, moderate,
low/inexistent) well-defined clusters of samples. The LTR-high
cluster contained only tumor HCC samples (16 in number), while
the LTR-low subclass contained all the nontumor and normal-liver
samples and 14 tumor samples. Principal component analysis
(PCA) showed that LTR-high ncRNA expressions clustered almost
exclusively (90%) with viral etiology, the highest expressions oc-
curring mostly in HBV-positive tumors (Fig. 5C). The remaining
10% were related to alcoholism. The tumors of the LTR-low sub-
class were equally divided between the different etiologies.

A multivariate-analysis based on the set of clinical parameters
listed in Figure 5D shows that the HCCs of the LTR-high subclass
were globally more severe than those of the LTR-low subclass
(Fig. 5D; Supplemental Table S11). The LTR-high HCCs were sig-
nificantly correlated with age >55 yr, viral etiology (as already
mentioned), and a high risk of recurrence. Their differentiation
grade ranged from moderate to poor. They, moreover, had a clear
tendency to be associated with more satellite nodules, more micro-
vascular invasion, and more distant metastasis. LTR-low HCCs
were mostly well-differentiated, and more importantly, they had
a much lower risk of recurrence (2/14) than the LTR-high ones
(10/16; P=0.011). A correlation with patient outcome was irrele-
vant to our purpose due to the fact that the majority of the patients
with LTR-low HCC received a hepatic graft, improving their out-
come compared to patients with LTR-high HCC who benefited
from a partial hepatectomy.

Finally, to gain insight on the molecular pathways activated
in the different HCC subclasses, we performed a gene set enrich-
ment analysis (GSEA) from the CAGE transcriptome. We found a
great enrichment of genes related to cell cycle and replication in
the LTR-high subclass compared to the LTR-low one (Fig. SE,F).
Interestingly, the gene enrichment pattern of the LTR-high
HCC:s was closely similar to that of the S2 molecular subclass de-
fined by Hoshida et al. (2009), which is characterized by prolifera-
tion as well as MYC and AKT1 activation. These results suggest that
the LTR expression level be taken as a new characteristic in the def-
inition of HCC molecular subclasses, corresponding to an as-yet
unsuspected layer of complexity in the genomics of HCC.

Distal ncRNAs activated by cobinding transcription factors

To cast light on the mechanism of up-regulation of ncRNAs, we
combined our data for human HCCs with the large set of data
for HepG2 cells provided by ENCODE. We first examined whether
the up-regulated distal peaks that we found in human HCCs (see
Fig. 2A) were also active in HepG2 cells. Of the 4756 up-regulated
distal peaks in human HCCs, 1386 had both transcripts and open
chromatin signals in HepG2 cells. This observation is further vali-
dated by independent ChIP-seq data on RNA polymerase II (Pol II)
and active histone marks (H3K4me3 and H3K27ac). Figure 6A
shows that these active signals were strongly enriched around
HepG2 active peaks, whereas none was enriched around HepG2
inactive peaks. Furthermore, the former loci were mostly marked
as promoters or enhancers, while the latter were marked as repres-
sive states according to chromatin state annotation based on com-
binatorial patterns of chromatin marks (Fig. 6B; Ernst et al. 2011).
We thus conclude that 1386 distal peaks were commonly active
both in HCC tumor tissues and the HepG2 cell line. Subsequently,
we used only these active peaks for further analyses. The list of

ENCODE data (CAGE, DNase-seq, FAIRE-seq, ChIP-seq, and chro-
matin states) used to assess the activities of the distal peaks in
HepG?2 cells is available in Supplemental Table S12.

The analysis of the promoter region around the 1386 distal
peaks active in HepG2 cells revealed that distal ncRNAs carry mul-
tiple binding sites of various transcription factors in distinct posi-
tions. The DNase I footprint represents direct binding loci of
regulatory elements including transcription factors. DNase I foot-
print data showed that the region spanning from —600 to +400
bp (local regulatory region) around the active peaks was highly en-
riched in transcription factor binding sites, with five or more foot-
prints at more than half of the peaks (Fig. 6C). We then searched
for the transcription factors that contributed to up-regulation of
ncRNAs using the ENCODE ChIP-seq data of HepG2 for 51 tran-
scription factors (Supplemental Table S13). Interestingly, MYC,
an oncogene which is widely activated in many cancers, bound
to ~45% (635/1386) of the active peaks, while it bound to a signifi-
cantly smaller proportion of the non-up-regulated peaks (one-sid-
ed Fisher’s exact test with Bonferroni correction < 0.05). In total,
19 transcription factors were significantly associated with up-regu-
lated peaks, including TBP (TATA box binding protein), which had
the lowest P-value, and ARID3A (AT-rich interactive domain-con-
taining protein 3), which had the highest binding counts
(Supplemental Fig. S6A). We then investigated which pairs of TFs
shared common targets using the Jaccard index. More specifically,
we generated a cobinding network, in which each node represents
a transcription factor and each edge represents a cobinding pair,
whose Jaccard Index is above 0.5 (Fig. 6D). Six transcription factors
in the network are fully connected to one another, and four of
them include MYC, the MYC-associated protein MAZ, the MYC
dimerization partner MAX, and the alternative MAX partner
MXI1. Moreover, all six transcription factors show binding imme-
diately upstream of TSSs (between —100 and O bp), suggesting an
active role for these transcription factor complexes in the deregu-
lation of ncRNAs in HCC (Fig. 6E). In addition, we performed sim-
ilar analyses for LTR-derived distal peaks, which is a subset of the
1386 peaks analyzed above, and observed similar enrichment pat-
terns of RNA Pol II, active histone marks, DNase footprints, and six
transcription factors (Supplemental Fig. S6B,C).

We finally performed knockdown experiments to investigate
whether LTR-derived ncRNAs have any functional role in the
regulatory network of HepG2 cells. Because recurrently activated
LTR-derived ncRNAs are enriched in the nuclear fraction of
HepG2 cells (Fig. 6F), we designed locked nucleic acid (LNA) oligo-
nucleotides (Petersen and Wengel 2003) for the top two LTR-
derived ncRNAs. LNAs were designed on the common exon of
all isoforms. LTR-001 and LTR-002 were stably suppressed by two
different LNAs per target (Supplemental Table S14) at 12, 24, 48,
and 72 h after transfection into HepG2 cells (Supplemental Fig.
S6D). We selected the 12- and 48-h time points to study early re-
sponses to the depletion of LTR-001 and LTR-002 by CAGE analy-
sis (Supplemental Fig. S6E). We confirmed that the transcriptome
of cells treated by two different LNAs were highly correlated
(Supplemental Fig. S6F). A total of 98 differentially expressed genes
(FDR < 0.05) were identified by comparison between knockdown
and control samples using edgeR (Fig. 6G). Supplemental Tables
S15 and S16 display the full list of the dysregulated genes for
LTR-001 and LTR-002 at 48 h. Among the down-regulated genes
with LTR-001 stands SMYD3, which encodes a lysine methyltrans-
ferase involved in the methylation of MAP3K2, increasing MAP ki-
nase signaling and promoting the formation of Ras-driven
carcinomas (Hamamoto et al. 2004; Mazur et al. 2014). We found
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Figure 6. A subset of up-regulated distal ncRNAs including LTRs and non-LTRs has active histone marks and TF binding sites in the HepG2 cell line. (A)
Enrichment of ChIP-seq peaks for RNA Pol Il, H3K4me3, and H3K27ac within 2 kb from the center of the CAGE peaks in 100-bp bins. The red and blue lines
represent active and inactive peaks in the HepG2 cell line, respectively. (B) Chromatin states annotated by ENCODE based on combinatorial patterns of
chromatin marks for the HepG2 active and inactive loci. (C) Distribution of DNase | footprints within 2 kb from the center of the CAGE peaks in 100 bp
bins. (D) The co-occurrence of transcription factors at up-regulated distal ncRNA loci. Nodes are connected by a solid line if their Jaccard Index is above
0.5. Nodes shown in red are fully connected to one another. (E) Enrichment of ChIP-seq peaks for the fully connected six TFs within 2 kb from the center of
the CAGE peaks in 100-bp bins. (F) Relative abundance of four LTR ncRNAs in nucleus and cytoplasm with ACTB, TUBATA, MALAT1, and NEATT as cyto-
plasmic and nuclear controls. (G) Numbers of significantly up-regulated genes after 12 and 48 h of knocking down LTR-001 and 002. (H) Expression levels
of SMYD3 measured by CAGE in CT (control) and KD (knockdown) samples at 48 h of the ASO treatment.

that the expression level of SMYD3 was unchanged at 12 h but
significantly lowered at 48 h (Fig. 6H). However, the protein lev-
el of SMYD3, expression levels of MAP kinase target genes, and
cell proliferation were not significantly changed, suggesting that
a knockdown of LTR-001 is not enough to disturb the down-
stream pathways of SMYD3. Among the up-regulated genes,
IGFBP1 (insulin-like growth factor binding protein 1) has impor-
tant inhibitory role in the development and/or growth of HCC,
and RBBP6 (retinoblastoma binding protein) acts as a cell-cycle
regulator.

Discussion

A growing number of ncRNAs are being considered as regulators
of various cellular processes (Mercer and Mattick 2013), whereas
relatively few ncRNAs are reported to be associated with hepatocar-
cinogenesis (Braconi et al. 2011; Spizzo et al. 2012). We have estab-

lished a comprehensive map of promoters for ncRNAs actively
transcribed in a large set of human HCCs as well as in the Mdr2
KO mouse model of HCC using CAGE. This unique resource pro-
vides a mammalian promoter map for liver cancer at single-nucle-
otide resolution, which enables us to connect promoter activities
with surrounding DNA regulatory elements, including LTR retrovi-
ral promoters and transcription factor binding sites. The compari-
son of the expression levels between tumors and matched
nontumor tissues revealed that more than 14,000 promoters are
significantly up-regulated in HCC tumors, one-third of which are
at least 5 kb away from the promoters of known protein coding
genes. Remarkably, 20% (935/4756) of the up-regulated distal
peaks are LTR retroviral promoters, which are mostly silenced in
normal hepatocytes and liver tissues. Nevertheless, a subset of
the LTRs is strongly expressed in reproduction tissues, such as testis
and placenta, indicating a highly tissue-specific regulation of the
LTRs. The mechanisms of regulation of the LTRs was previously
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investigated in iPS and ES cells, which express high levels of specific
LTR families, namely, LTR7 and HERVH. An appropriate activation
of these LTRs was shown to be essential for iPS reprogramming (Lu
etal. 2014; Ohnukietal. 2014). Depleting LTRs in ES cells led to cell
differentiation (Fort et al. 2014; Lu et al. 2014), whereas augment-
ing LTRs impaired cell differentiation (Ohnuki et al. 2014).
Concordantly, we found that HCCs can be stratified according to
LTR expression level and that LTR-high HCCs are less well-differen-
tiated than LTR-low ones, confirming that an excess of LTR activity
impairs cell differentiation. It is interesting that nonorthologous
LTR subfamilies are activated in both human and mouse HCCs.
The same type of unexpected concordance was previously observed
in stem cell-associated LTRs (Fort et al. 2014). Whether or not this
should be attributed to convergent evolution of functionally simi-
lar features will remain uncertain as long as LTR-related functional
pathways are not determined.

In this study, we used tags uniquely mapped to the genomes.
This strategy might miss transcripts derived from young ERV ele-
ments that accumulate few mutations. To assess the potential im-
pact of multimap tags that mapped to multiple genomic loci
(mapping quality < 10), we have performed analyses of repetitive
elements at the family level. We measured expression values for
each repeat family defined by RepeatMasker in the human and
mouse genomes based on all tags, including multimap tags, and
compared tumors with nontumors using edgeR. We confirmed
that various LTR families are significantly up-regulated in tumors,
whereas most young ERV elements, in particular, human ERVK
(LTRS_Hs), SVA, Alu, and mouse IAP elements, are not up-regulat-
ed or are even down-regulated in tumors (Supplemental Figs. S20,
S3E). This shows that young repetitive elements are not largely ac-
tivated in liver cancer.

This study provides evidence supporting the idea that activa-
tion of LTR promoters might contribute to liver carcinogenesis.
First, a subset of 43 LTRs was up-regulated (more than eightfold)
in the vast majority of the HCCs studied. For example, LTR-007,
which was totally suppressed in normal liver and most other
healthy tissues, was more than 10-fold up-regulated in ~80% of
the HCC tumors. This high frequency of LTR-007 activation is
comparable to the frequencies of the GPC3 activation (Jia et al.
2007) and TP53 mutations in HCC (Fujimoto et al. 2012). In addi-
tion, LTR-007 is up-regulated more than 1000-fold in 15 patients
from the initial data set and seven patients from the second data
set. Up-regulation rates of this magnitude are likely due to promot-
er activations rather than copy-number increase. Second, LTR-
high tumors showed a higher risk of recurrence and, more general-
ly, were more aggressive than LTR-low ones. The LTR-high sub-
class was closely similar to the well-recognized S2 molecular
subclass of HCCs (Hoshida et al. 2009), suggesting taking into ac-
count the LTR promoter activity in the taxonomy of HCCs. Third,
the LTRs found in HCC tumors were expressed in several cancer
cell lines. Fourth, LTR up-regulation appeared from the preneo-
plastic stage in the Mdr2 KO mouse model of HCC. This study un-
covers a new layer of complexity in the transcriptome of HCC,
which highlights the importance of understanding LTR-derived
ncRNAs in cancer. The next stage would be the functional charac-
terization of the ncRNAs, which requires a series of experiments
including overexpression, knockdown, and/or knockout. The
transcriptional responses of cell lines and HCC tissues are differ-
ent, and the best ncRNA candidates found in HCC tissues might
not be testable using cell lines, suggesting that a much larger num-
ber would be needed to find ncRNAs that are equally significant in
function.

Methods

CAGE libraries for human liver tissues

Liver tissues were collected from 50 patients resected for HCC and
five patients resected for metastatic liver colon cancer. The latter
were used as control samples. The ethics evaluation committee
of the Inserm (IRBO0003888, FWA00005831) and the ethical re-
view committee of RIKEN (H24-4) approved the use of human liver
samples in this study. Informed consent was obtained from each
subject. Total RNAs were extracted from the tissues using a
mirVana kit (Ambion). The quality of the RNA samples was as-
sessed using an Agilent RNA 6000 Nano kit (RIN scores provided
in Supplemental Table S1). We prepared CAGE libraries following
the protocol described in detail in Takahashi et al. (2012). We used
5 pg of total RNA to synthesize cDNA with random primers. Full-
length cDNAs were biotinylated and captured by streptavidin-
coated magnetic beads. The cDNAs were released from cap-trapped
RNAs, ligated to 5’ linkers including barcode sequences, and di-
gested with EcoP151. CAGE libraries were sequenced with single-
end reads of 50 bp on the Illumina HiSeq 2000 platform.

Determination of CAGE TSSs

Multiplexed sequencing reads were split by barcode sequences.
Reads with ambiguous bases “N” were removed, and linker se-
quences were trimmed from the 3’ end. Artificial sequences and ri-
bosomal RNAs were identified and removed using TagDust
(Lassmann et al. 2009) and RNAdust (http://compbio.gsc.riken.
jp/rnadust.html). We then aligned the extracted CAGE tags to
the human genome (hg19/GRCh37 assembly) using BWA v0.5.9
(Li and Durbin 2009) with default parameters on the MOIRAI pipe-
line platform (Hasegawa et al. 2014). The uniquely mapped CAGE
tags with a minimal mapping quality 10 were used in this study.
Because the most 5’ position of a CAGE tag represents a TSS, the
5’ coordinates were extracted from the tags and generated a ge-
nome-wide TSS map at single-nucleotide resolution. We then clus-
tered the tags to define distinct CAGE peaks using Paraclu with the
following parameters: (1) a minimum of 10 tags per cluster; (2) a
minimum density increase of 2; and (3) a maximum cluster length
of 500 bp. Raw tag counts for each peak were divided by a total tag
count of the library to calculate normalized expression values. The
unit of the expression value is tpm, tags per uniquely mapped mil-
lion tags. CAGE tags and peaks were visualized using ZENBU
(Severin et al. 2014).

Identification of differentially expressed peaks

The differentially expressed peaks were identified using edgeR ver-
sion 2.6.3 (Robinson et al. 2010) in a Bioconductor package in
R. Briefly, the dispersion of expression values was estimated by
the quantile-adjusted conditional maximum likelihood (@CML)
method using estimateCommonDisp and estimateTagwiseDisp
functions with default parameters. Exact P-values and false discov-
ery rates were calculated using exactTest and topTags functions.

Mdr2 KO mouse and CAGE libraries

Animal experiments have been performed in agreement with the
Italian Laws (D.L.vo 116/92) and the guidelines of the European
Commission Recommendation 2007/526/EC-June 18, 2007. The
project has been reported to the Italian Ministry of Health (project
n. 106/11). Founders of the FVB.129P2-Abcb4tm1Bor/] (Mdr2 KO,
stock number: 002539) and FVB/NJ (Mdr2 WT, stock number:
001800) mice were purchased from the Jackson Laboratory.
Mouse colonies were maintained in a specific pathogen-free ani-
mal facility. Tumor growth in Mdr2 KO livers is multinodular,
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and HCC tends to develop within an adenoma (as a focus of tumor
progression). The histological composition of grossly detectable
hepatic nodules was semiquantitatively determined based on re-
ported classification criteria (Thoolen et al. 2010). In order to ana-
lyze sample sets based on histological content, we classified
samples as “adenoma” when scoring a variable content in adeno-
matous tissue without any detectable presence of carcinoma, “low-
grade HCC” with a histologic content of carcinoma <50%,
and “high-grade HCC” when the carcinoma content was higher
than 50%. The histological composition of the liver tissues was de-
termined based on the criteria reported in the literature
(Katzenellenbogen et al. 2007).

We prepared and sequenced CAGE libraries from control and
tumor tissues as described above. The sequences were aligned to
the mouse genome (mm9/NCBI37 assembly) using BWA v0.5.9
(Li and Durbin 2009) with default parameters. The uniquely
mapped CAGE tags with a minimal mapping quality 10 were
used for the downstream analysis. CAGE peaks were detected using
the Paraclu code.

Comparative analysis with FANTOMS data

We calculated expression values of the 43 LTRs in various cell types
using FANTOMS expression data (The FANTOM Consortium et al.
2014). More specifically, the number of tags within a CAGE peak
was counted and normalized by the library size with mapping
quality > 20 using the files in the ctss.bed format provided in the
FANTOMS web site (http://fantom.gsc.riken.jp/5/datafiles/latest/
basic/). This process was done for the CAGE libraries of 135 tis-
sues, 432 primary cells, and 241 cell lines (the full sample list is
available in Supplemental Table 1 of the FANTOMS paper [The
FANTOM Consortium et al. 2014]). To see which cell types express
the LTRs, expression values of the LTRs in the FANTOMS samples
were compared to the expression values of the tumors. The num-
ber of samples that express the LTRs with more than the median
values of 50 liver tumors was counted for tissue, primary cell,
and cell line groups. We also counted the number of LTRs that ex-
press in each FANTOMS sample.

Sample clustering based on the LTR expression

The graphical representation of CAGE LTR expression profile and
unsupervised classification of HCC samples were performed with
the MeV (MultiExperiment Viewer) software, version 4.9.0 using
the Euclidean distance metric with average linkage algorithm dur-
ing classification (Saeed et al. 2003). The obtained cluster allowed
discrimination of two classes of tumor samples: tumors with low
LTR expression and tumors with high LTR expression.

Multivariate analysis on clinical biological parameters

The detection of LTR level expression allowed us to distinguish two
groups of tumor samples by CAGE analysis (high level and low level
of LTR discriminated by unsupervised clustering). The odds ratio of
each clinical and biological criterion was calculated for each class of
patients (high-LTR and low-LTR). Meta-analysis performed with
the totality of clinical and biological criteria taken into account dur-
ing the study allowed testing of the heterogeneity of the calculated
odds ratios. A forest plot was drawn with odds ratios and interval of
confidence at 95% for each criterion. Significance of the meta-anal-
ysis was retained if the P-value of the test for heterogeneity <0.05
and if the random effects on the forest plot are well centered.

Comparative analysis with ENCODE HepG2 data

We used CAGE, DNase-seq, and FAIRE-seq data of the HepG2 cell
line, downloaded from the ENCODE website (http://genome.ucsc

.edu/ENCODE/) to determine which tumor TSSs are active in
HepG2. First, all CAGE tags produced for different compartments
(Supplemental Table S12, No.1-9) were combined. Secondly, nar-
row peaks, defined by the ENCODE pipeline, of DNase-seq rep1,
rep2, and FAIRE-seq (Supplemental Table $12, No.10-12) were
combined. Finally, tumor TSSs were determined to be active in
HepG2 if at least one CAGE tag was found in the TSS and at least
one narrow peak of the open chromatin signals was found within
1 kb of the TSS.

We used chromatin states systematically annotated based on
combinatorial patterns of chromatin marks (Supplemental Table
$12, No.16; Ernst et al. 2011) to examine epigenetic differences
in active and inactive TSS loci. The original 15 categories were
simplified into four categories, in which active, weak, and poised
promoters were merged as “Promoter,” strong and weak enhancers
were merged as “Enhancer,” repressed and heterochromatin were
merged as “Repressive,” and all the others were merged as
“Others.” Each TSS was annotated to one of these categories.
When a TSS is overlapped with multiple segments, the annotation
was prioritized in the order of Promoter, Enhancer, and Repressive.

We used ChIP-seq peaks, defined by the ENCODE pipeline,
for 51 transcription factors (Supplemental Table S13) to test asso-
ciations between TF bindings and up-regulations. For each TF, a
2x 2 contingency table was generated in which one factor is
whether or not distal TSSs are significantly up-regulated and the
other factor is whether the TSSs have a binding site of the TF (mid-
point of the peak) in a range from —600 to +400 bp. A P-value was
calculated for each TF using a one-sided Fisher’s exact test and ad-
justed for multiple testing using Bonferroni’s correction. A Jaccard
index was calculated for all pairs of significantly associated TFs.

LNA knockdown

HepG2 cells were maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s medi-
um, 10% FBS, and 100 units/mL penicillin streptomycin (Gibco) at
37°C, 5% COs,. For the qPCR experiment, 80,000 cells were seeded
in 12-well plates, and for the CAGE experiment, 160,000 cells
were used in 6-well plates. Transfection was done according to
the Lipofectamine RNAIMAX protocol. We used LNA longRNA
GapmeRs by Exiqon, which are antisense oligonucleotides
(ASOs) containing a central stretch of DNA monomers flanked
by LNA blocks. Target RNAs are cleaved by RNase H, activated by
ASOs. The ASOs were transfected into HepG2 cells at a concentra-
tion of 20 nM. Lipofectamine alone and scramble ASOs were used
as controls. Knockdown efficiency was measured by qPCR with
specific primer sets (Supplemental Table S10) for biological tripli-
cates at 12, 24, 48, and 72 h after the transfection. GAPDH was
used for normalization.

Data access

CAGE data from this study have been submitted to the NCBI data-
base of Genotypes and Phenotypes (dbGaP; http://www.ncbi.nlm
.nih.gov/gap/) under accession number phs000885.v1.p1 for hu-
man HCC and the Gene Expression Omnibus (GEO; http:/www
.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) under accession number GSE60982 for
mouse HCC.
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Supplementary Figures
Fig. S1: Characterization of coding, proximal, and distal CAGE peaks
Fig. S2: Activation of LTR retroviral promoters in human HCC tumors
Fig. S3: Activation of LTR retroviral promoters in mouse HCC tumors
Fig. S4: Expression profiles of 43 LTR-derived ncRNAs
Fig. S5: qPCR validation of LTR-derived ncRNAs
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Table S1: HCC samples with etiology and map counts
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Table S3: A list of up-regulated LTR12C in human HCC
Table S4: mouse liver samples with histology and map counts
Table S5: A list of up-regulated LTR in mouse HCC
Table S6: The most significantly up-regulated distal peaks (43 LTRs and 90 non-LTRs)
Table S7: Targets of 3' RACE validation (15 LTRs and 7 non-LTRs)
Table S8: Full-length ncRNAs determined by 3' RACE
Table S9: Prediction of coding potential using CPAT web system
Table S10: qPCR primers for LTR-derived ncRNAs
Table S11: Clinical features associated with the high LTR class
Table S12: ENCODE data used to measure activities of TSSs in HepG2
Table S13: ENCODE ChIP-Seq data used to measure TF activities in HepG2
Table S14: Targets and sequences of LNAs
Table S15: Significantly dysregulated genes with LTR-001 KD at 48h
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Supplementary Data Sets
Human Data
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gap/cgi-bin/study.cgi?study_id=phs000885.v1.p1

Expression table

File name : GSE60982_Expression.hg19.HCC.64366peaks.txt.gz
Columns 1-4 : Genomic position of TSS (hg19)

Columns 5 : total read counts of all samples

Columns 6 : strand (+ or -)

Columns 7 : classification (Coding, Proximal, or Distal)

Columns 8-9 : Log2 fold change and FDR (50 tumors vs 50 NTs)
Columns 10-11  : Gene names and IDs

Columns 12-61  : Normalized expression values (tpm) for 50 tumors

Columns 62-111 : Normalized expression values (tpm) for 50 NTs

Columns 112-116 : Normalized expression values (tpm) for 5 normal livers

Mouse Data
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE60982

Expression table

File name : GSE60982_Expression.mm9.HCC.49096peaks.txt.gz
Columns 1-4 : Genomic position of TSS (mm9)

Columns 5 : total read counts of all samples

Columns 6 : strand (+ or -)

Columns 7 : classification (Coding, Proximal, or Distal)

Columns 8-9 : Log2 fold change and FDR (3 WTs vs 4 high-grade HCC)
Columns 10-11  : Gene names and IDs

Columns 12-17  : Normalized expression values (tpm) for 6 WT

Columns 18-20  : Normalized expression values (tpm) for 3 inflammation
Columns 21-24  : Normalized expression values (tpm) for 4 adenoma

Columns 25-40  : Normalized expression values (tpm) for 16 low-grade HCC

Columns 41-48  : Normalized expression values (tpm) for 8 high-grade HCC



Example of data access and file conversion

wget ftp://ftp-trace.ncbi.nlm.nih.gov/sra/sra-instant/reads/ByExp/sra/SRX %2FSRX690%2FSRX690748/SRR1562475/SRR 1562475 .sra
sam-dump SRR1562475.sra | samtools view -bhS - > SRR1562475.bam
samtools index SRR1562475.bam



Supplementary Methods

Generation of random dataset to analyze human LTR activities

The significantly up-regulated peaks (genomic positions) were randomized using the

shuffleBed function of the Bedtools v2.17.0 with the ‘-seed’ option 1, 2, and 3 for dataset 1, 2,

and 3 (Quinlan and Hall 2010). Gapped regions including centromere and telomere filled with

‘N’ in the human genome were excluded using the ‘-excl’ option. The generated random peaks

were classified into coding, proximal, and distal groups in the same way described in the

Results section. The coordinates of gapped regions were downloaded from the UCSC table

browser. We then counted the number of distal peaks that overlap with LTRs in sense and

antisense directions (Fig. S2E) and that overlap with LTR subfamilies in the sense direction (Fig.

S2J)).

Rapid amplification of 3' cDNA ends (3' RACE)

We manually selected CAGE peaks derived from LTRs for 3> RACE. RNA samples

from tumor and non-tumor samples (149T and 149NT respectively) were fractioned into

polyA+ and polyA- pools with MicroPurist kit (Ambion). PolyA+ RNA fractions were reverse

transcribed with PrimeScript (Takara) and random primers. For each target two subsequent



RACE PCRs were performed using Ex Taq (Takara), gene-specific forward primers and oligo

dT reverse primers. Libraries of the RACE products were prepared using Nextera XT DNA

Sample Preparation Kit (Illumina) and paired-end sequenced on Miseq platform (Illumina). The

sequencing reads were assembled by Trinity with default parameters (Grabherr et al. 2011), and

the assembled sequences were mapped to the human genome (hgl9/GRCh37) using blat

(version 34) (Kent 2002). A missing 5’ sequence from the CAGE peak to a primer position was

added to the assembled sequence. Coding potential was predicted for the obtained full-length

sequences using the CPAT web server with default parameters (Wang et al. 2013).

Quantitative PCR for LTRs

Total RNA was extracted from tumor and non-tumor samples of 71 human HCCs.

cDNA was synthesized using SuperScript II reverse transcriptase with random primers.

Expressions levels of LTR-001, 002, 004, and 007 were measured by qPCR using

target-specific primer sets and normalized to HMBS (Table S10).

Gene Set Enrichment Analysis



Gene set enrichment analysis was performed with GSEA 2.013 from broad institute and

MsigDb 4.0 (Subramanian et al. 2005). Molecules known to be target of MYC were used to

build a custom gene set compatible with GSEA software from Broad Institute: MYC targets

were curated from publications by Cairo and al (Cairo et al. 2008). Genes targets of MYC

enriched by GSEA analysis were implemented into Cytoscape version 3.0.1 to build a

network (Shannon et al. 2003).

CAGE for LNA Knockdown samples

We prepared CAGE libraries for biological duplicates of Lipofectamine alone, scramble

LNAs, two different LNAs targeting LTR-001, and two LNAs targeting LTR-002 at 12h and

48h after the transfection. A total of 24 CAGE libraries were sequenced with single-end reads of

50 bp on the Illumina HiSeq 2000 platform. Extraction of CAGE tags, mapping to the human

genome, and TSS peak detections were done as described above. We compared expression

levels between 4 knockdown samples using two different LNAs as a case group and 4

Lipofectamine with/without scramble LNAs as a control group with edgeR version 2.6.3.

CAGE peaks that had bias to a specific barcode sequence were detected and removed by edgeR

(FDR<1.0E-5).
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Supplementary Figure legends

Figure S1. Characterization of coding, proximal, and distal CAGE peaks. A. Distribution of

distances between proximal peaks to their closest coding peaks. Sense indicates that coding and

proximal peaks are the same strands and antisense indicates that they are the opposite strands. B.



Spearman's correlations for proximal vs. coding peaks and distal vs. coding peaks. C.

Robustness of coding, proximal, and distal CAGE peaks. Graphs show how many tumor

samples support CAGE peaks. A great majority of peaks in all groups are supported by more

than half samples. D. Expression pattern of proximal peaks across human body. (see also Fig.

1E for coding and distal peaks)

Figure S2. Activation of LTR retroviral promoters in human HCC tumors. A. Expression

levels of GPC3, the most significantly up-regulated coding gene in tumors. As reported by

previous papers, GPC3 is largely up-regulated in HCC. B. Fraction of peaks in repeats in the

sense direction. C. Fraction of peaks in repeats in the anti-sense direction. D. Fraction of

non-up-regulated peaks in repeats repetitive elements in the anti-sense direction. E. Fraction of

randomized peaks in repeats in the sense direction. R1, 2, and 3 represent three sets of

randomized peaks. F. Fraction of peaks in repeats excluding ERV internal domains (‘“-int”

elements). G. Fraction of peaks in repeats using tags with mapping quality 30 or above. H.

Fraction of peaks in repeats using the Gencode ver.19 (the latest for the hgl9 genome) for the

promoter classification instead of Gencode ver.12. I. Expression levels of non-LTR distal peaks

in tumor, non-tumor (NT), and normal liver tissues. 'Liver' (normal adult and fetus liver tissues)



and 'Hepato' (three biological replicates of primary hepatocytes) data from the Fantom 5 Project

are shown for comparison. To avoid log of zero, 0.005 is added to the tpm values. The median

values of ‘Normal’, ‘Liver’, and ‘Hepato’ are 0.005, indicating no expression. J. Random

overlap counts versus copy numbers for LTR subfamilies in the human genome. One dot

represents one LTR subfamily. K. Sequence patterns of promoters in LTR12C elements. The

upper panel shows a sequence logo generated by WebLogo based on the multiple alignment of

significantly up-regulated LTR12C sequences. The lower panel shows a sequence logo for

non-expressed LTR12C elements that retain the promoter region. L. Size distribution of all and

up-regulated LTR12C and MERS52A elements. M. Relative position of CAGE peaks on the

LTRs excluding LTR12C subfamily members N. Distribution of CAGE tags on long (>5kb)

LINE elements for different etiology groups. Blue (purple) bars: sense (antisense) direction with

respect to the LINE elements. O. Significantly up-regulated repeat families (FDR<0.05) in

tumor compared to non-tumor. The analysis was done using single-map as well as multi-map

tags (mapping quality below 10). The vast majority of up-regulated families are LTR, whereas

no SINE families are significantly changed.



Figure S3. Activation of LTR retroviral promoters in mouse HCC tumors. A. Numbers of

peaks for coding, proximal, and distal peaks B. Fractions of significantly upregulated coding,

proximal, and distal peaks in high-grade HCC tumors compared to WT. The threshold is set to p

< 0.05 (FDR, calculated with edgeR). C. Fractions of up-regulated or non-upregulated peaks in

repeats in the sense or anti-sense (AS) directions D. Fractions of up-regulated peaks excluding

“-int” elements or using tags with mapping quality 30 or above. E. Significantly up-regulated

repeat families (FDR<0.05) in HCC (high) compared to WT. The analysis was done using

single-map as well as multi-map tags (mapping quality below 10). The vast majority of

up-regulated families are LTR, whereas no SINE families are significantly changed.

Figure S4. Expression profiles of 43 LTR-derived ncRNAs. A. Expression values of 43

LTRs for tumors (red), non-tumors (yellow), and normal (green) samples. B. Expression values

of LTRs (LTR-007 to LTR-043) in Fantom 5 samples: 133 human normal tissues (red), 421

primary cells (yellow), and 252 cell lines (green). C. Determination of all transcripts in

LTR-001 and 002 loci by PCRs using 10 primer pairs designed on different exons. F1 and F1.1

were used as forward primers with reverse primers, R1-4 and R5-6 respectively. F2 and F2.1

were used as forward primers with reverse primers, R8-9 and R9-10 respectively. The obtained



bands marked by arrows were subjected to sequence by MiSeq 250bp paired-end and

determined full-length transcripts.

Figure S5. qPCR validation of LTR-derived ncRNAs. Fold changes of LTR-001, 002, 004,

and 007 in tumor compared to non-tumor samples were measured by qPCR in the first 50

samples and the second 21 samples.

Figure S6. Activity of the distal ncRNAs in HepG2 cells. A. Transcription factors

significantly associated with up-regulated ncRNAs. TBP (TATA box-binding protein) had the

lowest p-value, and ARID3A (AT-rich interactive domain-containing protein 3) had the highest

binding counts around TSSs of the ncRNAs. B. Enrichment of ChIP-Seq peaks of

RNA-Polymerase 1I, H3K4me3, H3K27ac, and DNase Footprints within 2 kb from CAGE

peaks in LTR elements. The red and blue lines represent active and inactive peaks in the HepG2

cell line, respectively. C. Enrichment of ChIP-seq peaks of 6 transcription factors within 2kb

from CAGE peaks in LTR elements. D. Knockdown efficiency of LTR-001 and 002 measured

by qPCR at 12h, 24h, 48h, and 72h after transfection of LNAs into HepG2 cells.

CT1: Lipofectamine alone, CT2: Lipofectamine with scramble LNAs, KD1: Lipofectamine with



LNA designed on the LTR. KD2: Lipofectamine with another LNA designed on the LTR. E.

Knockdown efficiency of LTR-001 and 002 at 12h and 48h measured by CAGE. F.

Representative correlation plots between two different LNAs targeting LTR-001 and LTR-002.

The average spearman’s correlation coefficient between two different LNAs is 0.935 whereas

the correlation between biological replicates of the same LNAs is 0.928.
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Figure S2
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Figure S3
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Expression profiles of

43 LTRs in liver tissues 001.chr13:64649861
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Figure S4B
Expression profiles of
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Primer design
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Forward Primers

F1

GACGCCCTGCCTATGGAAAC

F1.1 ACCAGCTGTTCACTCTGGGTCTC

F2

TCGCTTTCTGCCATGATTGC

F2.1 TGTTTCCTACCGCGTTGTGAAG

Reverse Primers

R1
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CTGTGTCCATCCCTCCTCTG
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GAGGGAAGGATGGCAACTCATGG
AGTGTTATTTAATGTTACTATGGT
GGGTCTTTGTGCCACATTTT
ATGAACCTGCAGATCCAGTG

R10 AATTTTACTTCACTTTATTGTGC
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The first set: 50 samples

Figure S5
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Figure S6
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Table S1. HCC samples with etiology and map counts

Number Sample ID Type Etiology Gender RIN Readcount Mapped Single map Map rate
1 17T Tumor HBV male 8.6 13,704,114 11,131,494 10,057,951 81%
2 23T Tumor HBV male 10 34,526,410 32,495,689 28,344,846 94%
3 52T Tumor HBV male 8.7 9,393,758 8,529,410 7,986,553 91%
4 71T Tumor HBV male 9.5 9,448,052 8,794,498 7,902,752 93%
5 81T Tumor HBV male 79 29,757,451 27,673,138 24,261,335 93%
6 86T Tumor HBV female 9 13,982,080 12,941,944 11,148,718 93%
7 133T Tumor HBV male 7.9 13,554,448 12,241,611 10,706,465 90%
8 137T Tumor HBV male 8.2 18,361,250 16,760,712 13,689,986 91%
9 140T Tumor HBV male 71 25,775,615 23,950,279 19,768,074 93%
10 141T Tumor HBV male 8 19,346,705 17,575,608 15,395,218 91%
11 154T Tumor HBV male 7.7 18,581,260 16,944,580 15,187,136 91%
12 155T Tumor HBV male 7.5 19,044,662 17,100,978 15,549,557 90%
13 156T Tumor HBV male 76 11,163,135 10,290,388 9,269,347 92%
14 173T Tumor HBV male 9.2 33,628,289 31,429,432 27,814,369 93%
15 174T Tumor HBV male 8.4 13,286,218 12,318,911 10,806,132 93%
16 175T Tumor HBV male 8.6 32,000,160 29,904,230 25,970,240 93%
17 11T Tumor HCV male 8.8 31,347,758 29,386,132 25,245,047 94%
18 12T Tumor HCV male 8.9 12,274,044 11,399,462 9,891,139 93%
19 29T Tumor HCV male 8.8 17,434,011 16,246,397 14,100,265 93%

20 49T Tumor HCV male 8.4 26,189,069 24,588,064 21,310,469 94%
21 72T Tumor HCV male 8.5 26,938,828 25,199,079 22,030,051 94%
22 91T Tumor HCV male 8.8 8,618,017 7,586,177 6,504,774 88%
23 131T Tumor HCV female 8.2 24,397,405 22,003,796 18,310,187 90%
24 132T Tumor HCV male 7.9 33,973,535 30,725,852 26,996,995 90%
25 134T Tumor HCV male 8.1 30,285,017 26,693,466 22,398,364 88%
26 135T Tumor HCV male 7.2 23,799,961 21,659,035 18,219,428 91%
27 136T Tumor HCV male 8 19,114,206 17,332,811 14,978,015 91%
28 138T Tumor HCV female 8.3 22,710,452 20,889,761 17,315,752 92%
29 142T Tumor HCV male 6.9 21,295,859 19,295,625 16,544,160 91%
30 147T Tumor HCV female 7.7 24177262 22,069,033 19,554,254 91%
31 148T Tumor HCV female 8.2 12,114,410 10,897,676 9,860,845 90%
32 149T Tumor HCV male 9 39,997,354 36,590,187 32,581,254 91%
33 151T Tumor HCV female 8.4 15,890,142 14,356,824 12,764,379 90%
34 152T Tumor HCV female 9 13,669,240 12,590,006 11,505,888 92%
35 28T Tumor Alcohol abuse male 8.4 29,346,572 26,563,450 22,997,478 91%
36 30T Tumor Alcohol abuse male 8.2 18,963,155 17,913,140 15,327,709 94%
37 44T Tumor Alcohol abuse male 7.8 14,571,524 13,685,675 11,835,762 94%
38 7T Tumor Alcohol abuse male 84 27,360,816 25,390,730 22,321,213 93%
39 83T Tumor Alcohol abuse male 76 10,892,088 9,896,427 8,679,861 91%
40 88T Tumor Alcohol abuse male 89 37,410,176 34,755,389 31,355,638 93%
41 92T Tumor Alcohol abuse male 76 13,889,818 12,667,987 11,214,084 91%
42 59T Tumor Alcohol abuse male 56 10,969,469 9,630,605 8,741,640 88%
43 58T Tumor Alcohol abuse male 8 20,262,303 19,185,690 16,985,353 95%
44 64T Tumor Alcohol abuse male 7 8,239,372 7,499,221 6,606,183 91%
45 51T Tumor HBV+HCV male 9.5 22,472,479 20,667,558 19,046,624 92%
46 53T Tumor Autoimmune female 8.6 13,127,042 12,008,177 10,593,579 91%
47 87T Tumor NASH male 79 14,370,235 12,816,899 11,632,369 89%
48 54T Tumor WIL male 7.7 9,866,988 8,832,359 8,123,513 90%
49 84T Tumor Unknown male 8.1 16,839,679 15,081,376 13,596,219 90%
50 79T Tumor Unknown male 8.8 11,366,739 10,671,947 9,450,468 94%
51 17NT Non-tumor HBV male 8.2 4,952,149 4,089,802 3,657,964 83%
52 23NT Non-tumor HBV male 9.3 31,859,986 29,345,240 25,672,297 92%
53 52NT Non-tumor HBV male 9.2 15,459,585 14,346,903 12,737,372 93%
54 71NT Non-tumor HBV male 7.8 24525111 22,857,897 19,659,022 93%
55 81NT Non-tumor HBV male 8.6 36,083,947 33,644,047 29,861,955 93%
56 86NT Non-tumor HBV female 6.3 13,267,499 11,990,398 10,084,745 90%
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Non-tumor
Non-tumor
Non-tumor
Non-tumor
Non-tumor
Non-tumor
Non-tumor
Non-tumor
Non-tumor
Non-tumor
Non-tumor
Non-tumor
Non-tumor
Non-tumor
Non-tumor
Non-tumor
Non-tumor
Non-tumor
Non-tumor
Non-tumor
Non-tumor
Non-tumor
Non-tumor
Non-tumor
Non-tumor
Non-tumor
Non-tumor
Non-tumor
Non-tumor
Non-tumor
Non-tumor
Non-tumor
Non-tumor
Non-tumor
Non-tumor
Non-tumor
Non-tumor
Non-tumor
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal

HBV
HBV
HBV
HBV
HBV
HBV
HBV
HBV
HBV
HBV
HCV
HCV
HCV
HCV
HCV
HCV
HCV
HCV
HCV
HCV
HCV
HCV
HCV
HCV
HCV
HCV
HCV
HCV
Alcohol abuse
Alcohol abuse
Alcohol abuse
Alcohol abuse
Alcohol abuse
Alcohol abuse
Alcohol abuse
Alcohol abuse
Alcohol abuse
Alcohol abuse
HBV+HCV
Autoimmune
NASH
WIL
Unknown
Unknown
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal

male
male
male
male
male
male
male
male
male
male
male
male
male
male
male
male
female
male
male
male
male
female
male
female
female
male
female
female
male
male
male
male
male
male
male
male
male
male
male
female
male
male
male
male
undefined
undefined
undefined
undefined
undefined

8.3
8.2
7.9
7.4
7.3
6.2
6.9

8.6
6.5

8.4
8.7
8.5
7.9

7.8
7.8
7.8
7.4
7.8
7.8
8.8

8.1

© oo

8.2
9.4

7.1
7.6
7.9
7.1
10
6.8
6.5
7.3
7.6
8.9
9.2
8.3
7.9
8.6
7.8
7.2
7.4
7.8
7.3

15,809,573
14,928,380
18,848,537
20,099,768
22,278,862
10,352,268
8,100,277

31,890,433
19,465,347
26,287,447
16,738,091
22,067,957
8,921,719

25,164,907
28,129,758
16,859,719
11,434,712
24,134,839
18,354,742
21,285,078
10,372,005
25,810,748
30,947,952
20,920,849
16,256,292
25,049,915
18,103,115
15,227,304
18,415,109
36,677,681
27,601,475
15,400,894
12,302,344
23,386,207
19,870,942
14,761,194
7,582,225

9,943,414

11,586,463
16,597,955
32,470,921
26,703,622
25,205,759
18,129,437
16,883,878
33,157,781
24,782,874
24,054,644
14,627,021

13,918,837
13,576,095
16,907,315
18,015,093
20,214,152
9,422,626

7,449,314

30,102,764
18,041,909
25,091,661
15,788,083
20,430,729
8,238,391

23,470,166
25,898,262
15,062,680
10,215,653
21,738,928
16,665,006
19,269,560
9,213,917

23,327,876
28,213,004
18,814,767
14,614,583
22,501,418
16,333,599
13,819,750
17,427,849
34,582,453
25,721,122
14,500,578
11,156,455
21,203,361
18,158,308
13,053,058
7,014,493

9,286,654

10,097,726
15,458,580
29,524,474
24,828,555
22,195,075
17,250,865
15,142,360
26,822,976
22,339,733
21,695,420
13,160,229

12,073,071
11,586,526
14,932,883
15,331,814
18,398,102
8,656,389

6,746,743

26,417,530
15,775,145
21,805,115
13,572,802
17,695,368
7,187,997

20,504,277
22,881,340
13,230,514
8,671,702

18,785,473
14,186,414
16,079,945
8,114,142

19,663,074
24,865,650
16,594,177
13,176,739
20,198,693
14,602,482
12,623,047
15,212,504
29,705,982
22,322,225
12,649,686
9,982,624

19,163,055
16,594,194
11,926,456
6,356,770

8,327,211

8,866,281

13,510,315
26,649,603
21,077,564
19,733,852
14,572,380
13,574,375
23,340,295
19,748,343
19,453,471
11,571,324

88%
91%
90%
90%
91%
91%
92%
94%
93%
95%
94%
93%
92%
93%
92%
89%
89%
90%
91%
91%
89%
90%
91%
90%
90%
90%
90%
91%
95%
94%
93%
94%
91%
91%
91%
88%
93%
93%
87%
93%
91%
93%
88%
95%
90%
81%
90%
90%
90%




Table S2. Fantom5 data used to measure expression in normal livers

Number
1

g~ wWwN

Technology

CAGE
CAGE
CAGE
CAGE
CAGE

Definition
adult liver tissue
fetul liver tissue
primary hepatocyte donor1
primary hepatocyte donor2
primary hepatocyte donor3

Sample ID

CNhs10624
CNhs11798
CNhs12340
CNhs12349
CNhs12626




Table S3. A list of up-regulated LTR12C in human HCC

Peak Log2FC  FDR
1 chr13 64651428 64651436 - 6.1  2.8E-16
2 chr8 112052604 112052671 - 6.2  7.3E-16
3 chr2_108363389_108363407_- 69  1.0E-13
4 chr2 140168479 140168533 + 57  2.9E-13
5 chr5_ 12574724 12574910 - 55  3.3E-13
6 chr3_172585355 172585370 + 55  5.7E-13
7 chr3_146962969 146962989 - 63  6.8E-13
8  chr4_31998988_31999006_+ 47  1.2E-12
9  chr2_88803503_88803509_+ 75  13E-12
10 chr3_145051902 145051917 + 64  7.2E-12
11 chri1_ 21774394 21774408 - 56  2.3E-11
12 chr7_148141630_148141638_- 6.6  8.8E-11
13 chr8_83354646_83354651_+ 59  1.2E-10
14  chrl_79735629 79735638 + 60  2.4E-10
15  chr3_83267071_ 83267112 _- 51  8.7E-10
16 chr4_187812082 187812090 _+ 58  1.8E-09
17 chr4_163661593_163661651_+ 55  2.0E-09
18 chrl_194327154 194327213 - 53  2.0E-09
19 chri1 29735181 29735221 + 57  9.8E-09
20 chrid 44854772 44854777 + 72 11E-08
21 chri_ 154644064 154644071 + 40  1.3E-08
22 chr8_80289026_80289041 - 64  2.0E-08
23 chr22 26149438 26149489 + 56  5.4E-08
24 chr1_81643879_81643889_- 56  9.5E-08
25 chr11_42896529 42896534 + 63  1.1E-07
26 chr18_63273306_63273317_+ 6.8  1.7E-07
27 chrd 138864174 138864179 + 6.1  2.0E-07
28 chr5_ 13579412 13579422 + 77  2.0E-07
29 chri_ 187042495 187042523 - 47  B.3E-07
30 chr2_181556732_181556740_+ 57  6.5E-07
31 chr3 163217645 163217657 + 58  1.6E-06
32 chr2_52007008_52007022_- 34  2.4E-06
33 chr6_28606947 28606954 - 74  26E-06
34 chr14_88200640_88200666_- 49  4.1E-06
35 chr8_84315924 84315972 + 47  4.2E-06
36 chr4_90412098_90412103_+ 38  5.1E-06
37 chr8 117544072 117544076 _+ 8.7  5.7E-06
38 chr3_165635822_165635825_- 61  6.2E-06
39 chri4 41099157 41099160 - 43  7.8E-06
40 chr2 175412747 175412762 - 57  8.5E-06
41  chr3_145052033_145052038_+ 58  9.3E-06
42 chr4_70441336_ 70441356 - 44  1.2E-05
43 chr9 87024408 87024421 + 6.3  1.8E-05
44 chr16_64377812 64377899 _+ 32  19E-05
45 chr1_210061899_210061905_- 8.3  2.0E-05
46 chr5_150689584 150689588 _+ 55  2.2E-05
47 chr6_30989607_30989611_+ 77  3.4E-05
48 chr1_171350384 171350391 - 44  3.8E-05
49 chr3 79552183 79552188 + 41  4.0E-05
50 chr12_20936266_20936299 - 38  5.9E-05
51 chr7_83303632_83303637_+ 8.2  7.3E-05
52 chr3_85554118_85554157 - 25  8.0E-05
53 chrX_118343588_118343600_- 35  8.3E-05
54 chri1 21774185 21774220 - 50  1.0E-04
55 chr5_19288676_19288683_+ 77  11E-04
56 chr6_28926720 28926729 + 47  1.4E-04



57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104

chr14_70722346_70722352_+
chr12_92028652_92028706_+
chr10_62801186_62801190_+
chr1_154644441_154644443_+
chr4_14361000_14361038_+
chr4_34336965_34336974_-
chr6_122601794_122601878_+
chr10_15467620_15467650_-
chr3_137432930_137432963_-
chr9_105248812_105248816_-
chr13_91147974_91147983_+
chr9_91300401_91300406_-
chr15_62478283_62478287_-
chr6_113010124_113010129_-
chr4_142253763_142253785_-
chr6_52652225_52652242_+
chr13_55311031_55311041_-
chr2_52234734_52234741_+
chr8_127726265_127726269_-
chr5_105582640_105582705_+
chr10_67188563_67188589_-
chr2_192787301_192787319_+
chr12_6826148_6826150_+
chr7_79369447_79369452_+
chr12_72579863_72579867_+
chr18_56127649_56127652_+
chr13_81913922_81913954_-
chr22_39754393_39754398_+
chr9_21959870_21959874_+
chr1_115904381_115904395_-
chr11_84019132_84019170_-
chrX_118341749_118341754_-
chr6_36331397_36331401_-
chré_28833662_28833666_-
chr6_24765752_24765756_-
chr6_30774806_30774810_-
chr6_64152249_64152258_-
chr4_6310364_6310369_-
chr4_88784227_88784231_-
chrX_118055535_118055549_-
chr1_191701634_191701668_+
chr12_6818234_6818238_+
chr11_124960335_124960376_+
chr6_28436674_28436680_-
chr7_152235561_152235568_-
chr2_178701305_178701309_+
chr12_71771003_71771009_+
chr19 39313478 39313484 +

3.5
2.2
8.3
3.8
3.9
4.2
2.6
6.2
5.3
4.7
4.7
5.7
4.3
5.4
1.2
1.6
4.0
3.6
3.9
3.8
4.2
4.0
4.5
5.1
6.3
5.6
6.7
3.7
4.2
2.5
2.8
3.3
2.0
3.2
2.9
2.9
2.7
3.1
3.2
2.6
2.4
2.6
2.7
3.7
1.5
2.4
3.0
2.2

1.5E-04
1.7E-04
1.8E-04
1.9E-04
1.9E-04
2.4E-04
3.0E-04
3.8E-04
5.0E-04
5.0E-04
5.7E-04
6.7E-04
9.0E-04
9.2E-04
9.3E-04
1.1E-03
1.1E-03
1.6E-03
2.6E-03
2.6E-03
3.1E-03
3.1E-03
3.5E-03
3.6E-03
4.0E-03
4.3E-03
4.6E-03
5.4E-03
5.8E-03
6.1E-03
8.8E-03
9.4E-03
9.7E-03
1.1E-02
1.6E-02
1.8E-02
1.8E-02
2.1E-02
2.5E-02
2.9E-02
2.9E-02
3.5E-02
4.1E-02
4.3E-02
4.4E-02
4.6E-02
4.6E-02
4.7E-02




Table S4. mouse liver samples with histology and map counts

Used for

Gender Read count

Number ID Category Mapped Single map Map rate

Histology

statistics
1 71 WT WT tissues male 7.9 24,948,298 23,275,609 17,015,995 93% Y
2 72 WT WT tissues male 75 12925948 11,701,886 8,936,593 91% Y
3 73 WT WT tissues male 9.2 51,083,095 47,115,296 34,089,432 92% Y
4 66 WT WT cells male 8.5 24,667,464 21,967,015 17,166,449 89% N
5 67 WT WT cells male 7.3 7594431 6,955,074 5,124,318 92% N
6 68 WT WT cells male 9.1 46,641,665 43,485,158 29,644,387 93% N
7 58 INFL Inflammation male 7.5 40,776,157 37,669,539 32,020,059 92% N
8 60 INFL Inflammation male 74 12,189,140 10,323,740 8,750,051 85% N
9 59 INFL Inflammation male 59 4,396,831 3,423,206 3,074,718 78% N
10 50 AD 40% AD, 0% HCC female 8.2 5,747,335 5,110,778 4,625,606 89% N
11 25 AD 30% AD, 0% HCC male 6.4 7,122,524 5,031,920 4,542,201 71% N
12 27 AD 20% AD, 0% HCC male 6.9 4,613,660 3,909,734 3,520,529 85% N
13 43 AD 60% AD, 0% HCC male 6.1 11,085,453 9,407,793 8,580,968 85% N
14 39 HCC (low) 70% AD, 20% HCC male 75 12,784,580 11,687,696 10,565,343 91% N
15 35 HCC (low) 70% AD, 10% HCC male 7.6 22,446,560 20,513,738 18,559,098 91% N
16 51 HCC (low) 10% AD, 20% HCC female 7.1 15,155,881 12,725,069 11,857,857 84% N
17 32 HCC (low) 60% AD, 10% HCC male 7.3 21,738,865 19,081,480 17,519,961 88% N
18 48 HCC (low) 50% AD, 20% HCC male 76 3,163,218 2,354,036 2,192,109 74% N
19 45 HCC (low) 30% AD, 40% HCC female 72 11,416,625 10,515,674 9,597,571 92% N
20 36 HCC (low) 80% AD, 10% HCC male 76 6,674,328 5,274,349 4,833,128 79% N
21 40 HCC (low) 80% AD, 20% HCC male 7 3,634,863 3,115,385 2,770,311 86% N
22 41 HCC (low) 70% AD, 30% HCC male 8 9,433,303 8,432,116 7,712,509 89% N
23 31 HCC (low) 70% AD, 10% HCC male 6.5 6,082,739 4,954,134 4,493,532 81% N
24 46 HCC (low) 80% AD, 10% HCC  female 6 2,007,420 1,780,884 1,630,205 89% N
25 47 HCC (low) 80% AD, 10% HCC  female 6.2 4,055,905 3,670,159 3,354,484 90% N
26 42 HCC (low) 70% AD, 20% HCC male 52 5,703,096 4,828,486 4,319,918 85% N
27 34 HCC (low) 70% AD, 20% HCC male 59 6,373,320 5,603,402 5,062,103 88% N
28 49 HCC (low) 0% AD, 50% HCC female 75 2,798,209 2,271,901 2,110,452 81% N
29 28 HCC (low) 20% AD, 50% HCC male 6.1 2,856,689 2,266,860 2,042,043 79% N
30 29 HCC (high) 0% AD, 90% HCC male 7.4 12,809,505 11,879,489 10,653,463 93% Y
31 37 HCC (high) 20% AD, 70% HCC male 79 26,022,427 22,719,787 19,571,009 87% Y
32 38 HCC (high) 20% AD, 70% HCC male 9 25,638,306 21,871,072 19,641,767 85% Y
33 30 HCC (high) 10% AD, 70% HCC male 7.2 29,985,584 25,454,293 23,145,872 85% Y
34 24 HCC (high) 20% AD, 80% HCC male 4 3,332,081 2,318,807 2,169,238 70% N
35 44 HCC (high) 10% AD, 60% HCC  female 54 3,364,254 2,679,636 2,415,675 80% N
36 26 HCC (high) 10% AD, 60% HCC male 53 2,859,731 2,122,221 1,936,007 74% N
37 33 HCC (high) 0% AD, 60% HCC male 48 5,682,756 4,096,510 3,692,358 72% N




Table S5. A list of up-regulated LTR in mouse HCC

Num Chr

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70

chr10
chr2
chré
chr17
chr7
chr16
chr4
chr8
chr3
chr11
chr3
chri
chr10
chr18
chr3
chrd
chré
chr18
chr15
chré
chr9
chr17
chr5
chr8
chré
chr2
chr13
chré
chr7
chr2
chr17
chr2
chr14
chr15
chr5
chr17
chr17
chr14
chré
chr15
chr16
chri
chré
chr15
chri12
chr19
chr13
chr10
chr19
chr16
chri
chr2
chr5
chrX
chr16
chr3
chr7
chr11
chr8
chr2
chr3
chr10
chr9
chr2
chr3
chr14
chr17
chrd
chr17
chr16

Peak Start

35166197
80144374
141824559
53181751
5685012
56116366
107806906
129409521
84445398
31445733
45018416
123242725
84525235
74508653
21857346
118616054
43466689
64793437
10762808
141825999
76274130
11097002
58968860
25522830
54359293
107805033
104285139
11138865
93987704
7531849
17641623
34689323
14767874
36656474
87007787
49103178
50560909
14765074
81971172
41747509
9176527
15062947
130348617
47199928
105615772
23360512
35689821
102969968
58975066
31927072
31217413
122771825
45686513
83781606
78460645
11036473
10774537
12566633
3309684
84371467
39689498
31023041
70082940
59503383
85150410
14765421
10888438
118669814
75219028
31557436

Peak End

35166483
80144811
141824573
53181960
5685128
56116452
107806917
129409604
84445413
31445973
45018449
123242859
84525412
74508811
21857736
118616058
43466920
64793497
10762885
141826123
76274268
11097167
58969002
25522945
54359449
107805355
104285262
11138951
93987785
7531853
17641633
34689327
14767925
36656694
87008202
49103236
50561112
14765109
81971284
41747753
9176567
15062972
130348728
47200124
105615840
23360831
35690130
102969996
58975072
31927135
31217422
122771892
45686641
83781690
78460697
11036567
10774707
12566804
3309830
84371639
39689558
31023233
70083016
59503529
85150547
14765438
10888508
118669906
75219367
31557768

STR FDR

+

T L S T T S T S S S S S B S R S R S T T e T T i ST s S ST S S S T o+ o+ o+

i

LTR
2.32E-09 RLTR4_MM-int
2.35E-09 RLTR47_MM
3.81E-08 RLTR41
4.83E-08 RLTR47_MM
8.19E-08 RLTR10A
3.49E-07 RLTR17
5.71E-07 RLTR41
6.34E-07 ORR1E
7.00E-07 RMER19B
1.45E-06 RLTR10D
1.45E-06 RLTR10D
6.02E-06 ORR1B1
1.10E-05 RLTR47_MM
1.15E-05 RLTR47_MM
1.17E-05 MT2C_Mm
2.57E-05 MTA_Mm
3.27E-05 RMERGA
4.16E-05 MTC
4.50E-05 RLTR15
5.57E-05 MMVL30-int
5.64E-05 MMVL30-int
6.27E-05 MTD
7.26E-05 RLTR10A
8.36E-05 RLTR12B
9.01E-05 LTR81C
9.15E-05 MTEa
1.10E-04 MTD
1.79E-04 RLTR1B-int
2.40E-04 RLTR10A
2.93E-04 RLTR6_Mm
3.07E-04 RLTR1B
3.19E-04 RLTR27
3.28E-04 RLTR1B-int
3.31E-04 RMER17C-int
3.88E-04 MMVL30-int
4.22E-04 ORR1E
4.65E-04 MuRRS4-int
4.81E-04 RLTR1B
5.23E-04 MTD
6.10E-04 RMER6C
6.39E-04 RLTR47_MM
6.64E-04 RLTR10A
9.81E-04 RLTR27
9.99E-04 RLTR1B-int
1.23E-03 RLTR9E
1.24E-03 RMER19B
1.27E-08 RMER19B
1.40E-03 RLTR10D
1.55E-03 RLTR10D
1.57E-03 RLTR47_MM
1.59E-03 RMER19B
1.77E-03 LTR88c
1.86E-03 MLT2B2
1.93E-03 RLTR10A
2.07E-03 MuRRS4-int
2.18E-03 RLTR41
2.42E-03 RLTR10A
2.68E-03 RLTR16
2.86E-03 RLTR44B
2.90E-03 MTEa
3.24E-03 RLTR10A
3.36E-03 RLTR47_MM
3.44E-03 MTD
3.83E-03 LTR33A_
3.90E-03 RMER19B
4.03E-03 RLTR1B-int
4.46E-03 MTE2b
4.56E-03 RLTR44B
5.46E-03 RMER19C
5.50E-03 RLTR47_MM

Num Chr

Start

End

71 chr3 6375406 6375657

72 chr8
73 chri10
74 chr17
75 chr13
76 chr9
77 chrd
78 chr12
79 chr4
80 chr10
81 chri13
82 chri2
83 chr4
84 chri4
85 chri8
86 chri15
87 chr4
88 chrX
89 chr3
90 chr6
91 chri2
92 chri8
93 chri2
94 chr4
95 chr10
96 chr10
97 chr17
98 chrX
99 chr2
100 chr3
101 chrX
102 chr2
103 chrX
104 chr13
105 chrl
106 chri
107 chrX
108 chri4
109 chr3
110 chri17
111  chr4
112 chri12
113 chr6
114 chr9
115 chrl
116 chr15
117 chr2
118 chrb
119 chr2
120 chri
121 chr17
122 chr3
123 chrb
124 chr18
125 chr15
126 chri1
127 chri
128 chri17
129 chr3
130 chr15
131  chrb
132 chrX
133 chri
134 chr8
135 chr19
136 chr18
137 chrX
138 chr3
139 chr12
140 chr7

25522802
30354461
21611849
33233239
1.22E+08
75046957
49549721
88626393
1.05E+08
43444677
41770170
55355611
14766737
38388181
57416215
1.08E+08
12999375
63045386
1.4E+08
86392448
74452655
19125205
85706515
17724993
40537776
63653523
1.47E+08
16813973
40732912
1.13E+08
1.72E+08
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Table S6. The most significantly up-regulated distal peaks (43 LTRs and 90 non-LTRs, Y: tested, N: not tested)

TYPE Name Peak LTR Log2FC FDR RACE qPCR KD

1 LTR LTR-001  chr13_64649861_64650181_- MER52A 5.2 2.4E-27 Y Y Y
2 LTR LTR-002 chr6_120326805_120326870_+ THE1D 3.5 1.5E-24 Y Y Y
3 LTR LTR-003 chr4_66107513_66107548_- MERS2A 6.1 2.4E-24 Y N N
4 LTR LTR-004 chr5_104728667_104728706_- MERS52A 6.1 2.9E-21 Y Y N
5 LTR LTR-005 chr7_119547426_119547433_- THE1A 5.8 1.9E-20 N N N
6 LTR LTR-006 chr4_132300893_132300970_+ LTR12D 6.0 3.5E-20 N N N
7 LTR LTR-007 chr9_31848657_31848713_+ MERG1A 5.0 2.6E-19 Y Y N
8 LTR LTR-008 chr9_118506483_118506625_- MER50B 5.5 1.4E-18 Y N N
9 LTR LTR-009 chrX_97635662_97635698_- MER61B 5.6 4.2E-18 Y N N
10 LTR LTR-010 chr4_93012597_93012646_- MER41A 4.9 4.2E-18 N N N
11 LTR LTR-011  chr4_66108031_66108092_- MER52A 6.1 1.6E-17 N N N
12 LTR LTR-012 chr12_127544982_127545366_+ LTR1 3.6 1.6E-17 Y N N
13 LTR LTR-013 chr5_20616504_20616510_+ THE1B 6.7 3.4E-17 Y N N
14 LTR LTR-014 chr7_53879617_53879660_- MLT2B3 4.9 7.7E-17 Y N N
15 LTR LTR-015 chr18_35250382_35250447_+ MLT1K 6.0 1.6E-16 N N N
16 LTR LTR-016  chr18_27755926_27756006_- LTR1 6.3 1.8E-16 Y N N
17 LTR LTR-017  chrX_97828807_97828900_+ LTR49 6.6 2.6E-16 N N N
18 LTR LTR-018 chr13_64651428 64651436_- LTR12C 6.1 2.8E-16 N N N
19 LTR LTR-019 chr8_112052604_112052671_- LTR12C 6.2 7.3E-16 Y N N
20 LTR LTR-020 chr13_55628524 55628539_+ LTR17 6.0 4.8E-15 N N N
21 LTR LTR-021  chr6_135196446_135196589_- LTR18A 5.9 1.4E-14 N N N
22 LTR LTR-022 chr6_115319139_115319436_+ LTR12F 4.1 3.5E-14 N N N
23 LTR LTR-023 chr4_37003352_37003605_+ MER48 4.7 1.2E-13 N N N
24 LTR LTR-024 chr10_96758111_96758263_- LTR10A 6.1 2.6E-13 N N N
25 LTR LTR-025 chr3_149756876_149757003_+ MERS51A 5.5 2.9E-13 N N N
26 LTR LTR-026  chr5_12574724_12574910_- LTR12C 5.5 3.3E-13 N N N
27 LTR LTR-027 chr7_145482026_145482125_+ MER50B 6.0 3.8E-13 Y N N
28 LTR LTR-028 chr1_238649279 238649353_- MERG61A 4.3 3.9E-13 N N N
29 LTR LTR-029 chr15_75030770_75030854_- THE1B 6.4 5.1E-13 N N N
30 LTR LTR-030 chr1_248894361_248894428_- MER50B 4.9 5.3E-13 N N N
31 LTR LTR-031  chr3_172585355_172585370_+ LTR12C 5.5 5.7E-13 N N N
32 LTR LTR-032 chr3_146962969_ 146962989 - LTR12C 6.3 6.8E-13 N N N
33 LTR LTR-033 chr5_85866249_85866735_- LTR2C 4.0 9.5E-13 N N N
34 LTR LTR-034 chr4_31998988_31999006_+ LTR12C 4.7 1.2E-12 Y N N
35 LTR LTR-035 chr6_161637770_161637904_- THE1A 4.7 1.5E-12 N N N
36 LTR LTR-036 chr11_39515789 39515794 + MER11A 4.4 6.3E-12 N N N
37 LTR LTR-037 chr17_47152996_47153073_- MER41-int 4.9 8.3E-12 N N N
38 LTR LTR-038 chr11_26618689_26618774_- LTR17 5.5 8.7E-12 N N N
39 LTR LTR-039 chr8_98162752_98162840_+ THE1B 5.6 1.0E-11 N N N
40 LTR LTR-040 chrX_120331579_120331716_+ LTR25 3.9 1.5E-11 Y N N
41 LTR LTR-041  chr2_190389114_190389189_- THE1D 4.1 1.9E-11 N N N
42 LTR LTR-042 chr19_8444480_8444487_+ LTR12D 4.9 1.9E-11 N N N
43 LTR LTR-043 chr21_32097939 32098065 _- MLT2D 4.9 5.0E-11 N N N
44 non-LTR nLTR-044 chr4_19456991_19457094_+ 6.6 2.3E-29 N N N
45 non-LTR nLTR-045 chr2_145425502_145425854_+ 5.7 8.3E-24 Y N N
46 non-LTR nLTR-046 chr22_48027406_48027559_+ 5.7 5.2E-23 N N N
47 non-LTR nLTR-047 chr14_25501764_25501806_- 4.8 3.1E-22 N N N
48 non-LTR nLTR-048 chr10_54515147_54515384_- 4.4 1.4E-21 N N N
49 non-LTR nLTR-049 chr9_11065016_11065169_- 6.1 3.5E-21 N N N
50 non-LTR nLTR-050 chr1_143467553_143467742_- 4.8 9.1E-21 N N N
51 non-LTR nLTR-051 chr4_66864638_66864906_+ 4.3 2.0E-20 N N N
52 non-LTR nLTR-052 chr6_23177196_23177334_- 5.5 8.0E-20 Y N N
53 non-LTR nLTR-053 chr13_89815398_89815500_- 6.3 1.2E-19 N N N
54 non-LTR nLTR-054 chr17_70396473_70396561_- 4.8 2.3E-19 Y N N
55 non-LTR nLTR-055 chr4_135248598 135248657_- 5.2 2.3E-19 N N N
56 non-LTR nLTR-056 chr1_192708603_192708714_- 4.6 7.3E-19 Y N N
57 non-LTR nLTR-057 c¢hr10_102880778_102880935_+ 3.1 7.7E-19 Y N N
58 non-LTR nLTR-058 chr8 47529222 47529328 - 7.2 8.3E-18 N N N
59 non-LTR nLTR-059 chr8 107072668_107072827_- 3.3 1.4E-17 Y N N
60 non-LTR nLTR-060 chr4 66107613_66107620_+ 6.7 1.9E-17 N N N
61 non-LTR nLTR-061 chrX_92951158_92951236_+ 6.5 3.4E-17 N N N
62 non-LTR nLTR-062 chr21_11098925_11098996_- 5.8 5.9E-17 N N N
63 non-LTR nLTR-063 chr8_124697229_ 124697426_- 6.8 1.0E-16 N N N
64 non-LTR nLTR-064 chr19_55845276_55845520_- 3.4 2.0E-16 N N N
65 non-LTR nLTR-065 chr1_156426321_156426375_- 3.7 2.1E-16 N N N



66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133

non-LTR
non-LTR
non-LTR
non-LTR
non-LTR
non-LTR
non-LTR
non-LTR
non-LTR
non-LTR
non-LTR
non-LTR
non-LTR
non-LTR
non-LTR
non-LTR
non-LTR
non-LTR
non-LTR
non-LTR
non-LTR
non-LTR
non-LTR
non-LTR
non-LTR
non-LTR
non-LTR
non-LTR
non-LTR
non-LTR
non-LTR
non-LTR
non-LTR
non-LTR
non-LTR
non-LTR
non-LTR
non-LTR
non-LTR
non-LTR
non-LTR
non-LTR
non-LTR
non-LTR
non-LTR
non-LTR
non-LTR
non-LTR
non-LTR
non-LTR
non-LTR
non-LTR
non-LTR
non-LTR
non-LTR
non-LTR
non-LTR
non-LTR
non-LTR
non-LTR
non-LTR
non-LTR
non-LTR
non-LTR
non-LTR
non-LTR
non-LTR
non-LTR

nLTR-066
nLTR-067
nLTR-068
nLTR-069
nLTR-070
nLTR-071
nLTR-072
nLTR-073
nLTR-074
nLTR-075
nLTR-076
nLTR-077
nLTR-078
nLTR-079
nLTR-080
nLTR-081
nLTR-082
nLTR-083
nLTR-084
nLTR-085
nLTR-086
nLTR-087
nLTR-088
nLTR-089
nLTR-090
nLTR-091
nLTR-092
nLTR-093
nLTR-094
nLTR-095
nLTR-096
nLTR-097
nLTR-098
nLTR-099
nLTR-100
nLTR-101
nLTR-102
nLTR-103
nLTR-104
nLTR-105
nLTR-106
nLTR-107
nLTR-108
nLTR-109
nLTR-110
nLTR-111
nLTR-112
nLTR-113
nLTR-114
nLTR-115
nLTR-116
nLTR-117
nLTR-118
nLTR-119
nLTR-120
nLTR-121
nLTR-122
nLTR-123
nLTR-124
nLTR-125
nLTR-126
nLTR-127
nLTR-128
nLTR-129
nLTR-130
nLTR-131
nLTR-132
nLTR-133

chr2_133094884 133094955 +
chri2_111497811_111497862_-
chri4 54080422 54080745 -
chr2_78768982_78769323_-
chr8_49088774 49088921 +
chri6_76268983 76269339 +
chr5_35237985_35238069_-
chri_202830852_ 202830914 +
chri2_ 127544890 127544992 -
chr7_34797830_34797945 -
chr4_188593870_ 188594125 -
chri_147727218_147727318_-
chr3_147088170_147088274 -
chr22_ 44242951 44243047 -
chr12_70944080 70944102 +
chrX_149115424 149115504 +
chr6_124669729 124669754 +
chri5_66694188 66694236 +
chr5_3536011_3536189_-
chri_170143736_170143807_+
chri_246339776_246339914 -
chr6_105384844 105384950 +
chr7_64734221 64734308 +
chr13_110242600_110242753_+
chr3_4941365_ 4941578 -
chrd_115068285_ 115068322 +
chr5_173155159 173155203 _-
chrd_44018712_44018944 +
chr10_10836846_10836976_-
chri3_68831761_68831830_-
chri6_14580591 14580873 +
chrX_7511587_7511814_+
chri_145390399 145390478 -
chr2_210359776_210360229 +
chr5_59837919_59838042_-
chri4 28142441 28142491 -
chri2_74686399 74686456 -
chr3_145829119_ 145829280 -
chr8_36636633_36636738_-
chr16_79018417_79018492 +
chri_155618329 155618374 -
chri_201874446_ 201874513 -
chrii_ 35425907 35426227 -
chr12_103292981 103293117 _+
chr5_557071_557102_-
chr16_12713528_12713697_-
chri2_34200857 34200951 -
chrl 244256324 244256377 -
chri2 113644190 113644252 -
chrl_237634114_ 237634543 +
chri2_ 97856596 97856613 +
chri9_ 22966865 22966986 -
chr3_150454151_150454451 -
chri3 94958159 94958162 +
chrX_21788738_21788791 -
chri2_128108501_128108573_+
chrX_49558230 49558478 +
chrX_27417076_27417151_-
chri9 29492135 29492199 +
chr7_25471788 25471824 -
chri_117008795_117008884_+
chr8_144490327 144490432 +
chré_25920064 25920202+
chr10_71850872_71851017_+
chri_187929553 187929791 +
chr5_55354832 55354890 +
chr3_39839148 39839168 -
chr4 69922667 69922730 -

5.6
6.5
3.5
5.4
3.7
5.4
4.2
3.5
3.5
4.7
4.8
5.7
6.3
5.2
6.4
5.5
6.1
3.7
6.0
55
5.1
5.2
4.3
4.0
6.1
4.6
4.4
4.9
3.2
5.9
3.1
5.8
4.3
3.4
4.4
5.3
5.3
4.0
5.3
3.2
4.0
4.9
3.6
3.6
3.5
4.2
5.1
4.6
4.4
4.3
3.5
3.1
3.6
3.8
3.4
4.7
4.3
4.2
5.3
4.9
3.3
5.1
4.5
3.9
4.2
4.9
4.6
4.3

3.9E-16
7.8E-16
9.6E-16
1.3E-15
1.6E-15
1.8E-15
2.3E-15
4.3E-15
6.4E-15
9.6E-15
2.5E-14
3.5E-14
6.6E-14
1.8E-13
2.0E-13
2.6E-13
2.9E-13
3.1E-13
3.3E-13
3.8E-13
4.6E-13
5.0E-13
5.6E-13
5.7E-13
5.9E-13
5.9E-13
6.5E-13
7.4E-13
9.6E-13
9.8E-13
1.1E-12
1.3E-12
1.3E-12
1.4E-12
1.9E-12
3.1E-12
4.7E-12
5.6E-12
5.6E-12
7.8E-12
8.6E-12
1.1E-11
1.1E-11
1.1E-11
1.6E-11
1.8E-11
1.9E-11
2.0E-11
2.1E-11
2.3E-11
2.3E-11
2.5E-11
2.9E-11
3.1E-11
3.2E-11
3.5E-11
3.6E-11
3.9E-11
4.3E-11
5.0E-11
5.1E-11
5.2E-11
5.9E-11
6.1E-11
6.8E-11
6.8E-11
6.9E-11
7.6E-11

2222222222222 22Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z222Z222222222222Z222Z2Z22Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z222<Z2Z2

Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2ZZ2Z2ZZ2ZZ2Z2Z2ZZ2ZZ2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z22Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z22Z2Z22Z2Z22Z222Z222Z222Z2222222Z2

2222222222222 22Z2Z2Z2Z2Z2ZZ2ZZZ2ZZ2ZZ2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z222222222222Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z2Z22Z2Z2




Table S7. Targets of 3' RACE validation (15 LTRs and 7 non-LTRs)

Number Name TSS Gencode 19 Primer1 Primer2 # Transcripts
1 LTR-001 chr13_64649861_64650181_- ENST00000456627.1 CACTGTGGGCTTCGTCTCTG GACGCCCTGCCTATGGAAAC 7
2 LTR-002 chr6_120326805_120326870_+ Not annotated CTTGCTGCTTCTTCGCTTTC TCGCTTTCTGCCATGATTGC 4
3 LTR-003 chr4 _66107513_66107548_-  Not annotated CCGTGTACCTCATTCTTGTC ACCCTGGGACCCAGTGAATG 2
4 LTR-004 chr5_104728667_104728706_- ENST00000503650.1 CGTTAGGAGCTACCGTCTTC TCTTCTCCACCGTGCTCACC 1
5 LTR-007 chr9_31848657_31848713_+  Not annotated CCGGGTCTTACTCATCATTC TTTGTGGCCGTGGGACAAAG 2
6 LTR-008 chr9_118506483_118506625_- ENST00000433546.2 CTTGCTTCCCAAAGCTAAGG AAGCTAAGGAGGGCTCTGTG 1
7 LTR-009 chrX_97635662_ 97635698 -  Not annotated GAAACCTGCCAGCAGGACTC TTCTGTGGGTTCCTGTTTCC 3
8 LTR-012 chr12_127544982 127545366 4 Not annotated CCCAGCCTGGGCCTATAAAC ACGACCCTAGCAAGGCAGAG 0
9 LTR-013 chr5_20616504_20616510_+ ENST00000512688.1 TTTGCTCCTGCTTCGTCTTC CGTCTTCTGCCGTGATTGTG 3
10 LTR-014 chr7_53879617_53879660_- ENST00000380970.2 TCTTACTGTGCTGGGCGGTTC GAGTCAGACTCCAGGTTCTTC 4
11 LTR-016 chr18 27755926 27756006 _- Not annotated ATCCGAGACCCTAGCAAGAC AGAAACGGAAGCTGCTGGAC 1
12 LTR-019 chr8_ 112052604 112052671 - Not annotated TCATTCCCGAAGTCAGTGAG CCAATTCCGGGCACGGTATG 1
13 LTR-027 chr7_145482026 145482125 + Not annotated TGTGCCTAGGTCTCTTGTTC AGATTTAAAGTTGCGGCCGAC( 1
14 LTR-034 chr4 31998988 31999006_+ ENST00000513211.1 GGAGGAAGGAACAACTACAG TTCACTCTTGAGCCAGAGAC 2
15 LTR-040 chrX 120331579 120331716 _+ Not annotated CCCACAGTGAGTATTCCTGTT CTCTACTGACAGAGAGCTTTC 1
16 NLTR-045 chr2_145425502_145425854_+ ENST00000597655.1 GGTCGAAGGGGAAGAAAAGC TGTTGAGATCTGGCGACTTG 2
17 nLTR-052 chr6_23177196 23177334 -  Not annotated GACACTTCGAGGCTCCATTG CATGCGGCAAATAGGAAACC 2
18 nLTR-054 chr17_70396473_70396561_- ENST00000453722.2 ATGCCAGGCTGGTGGAGAAC GCCTGAAGACAGCCCTAAAC 2
19 nLTR-056 chr1_192708603_192708714_- Not annotated TTTCTGCCTCCAGACTCTAC CTACTCTCCTGCCTCAATTC 1
20 nLTR-057 chr10_102880778_102880935_+ Not annotated CCTCCCAGCAGTGTGGATTC GAGGTAAGGGTGCCGATGAG 1
21 nLTR-059 chr8_ 107072668 107072827 - ENST00000520433.1 CGCATTCTACCTTTTCCTAC CCAGCAGAAATTCCTGTACAC 4
22 nLTR-068 chr14 54080422 54080745 - ENST00000436530.1 TGATGAAAGTCAGCCTAGGG CAGAGACCAAAGGGCCATAC 1




Table S8. Full-length ncRNAs determined by 3' RACE

Number Name chr Exon size strand # Exon

Exon length

Exon start position

1 LTR-001 chr13 64425460 64650144 1101 - 2 331,770 0,223914 T1.1
2 LTR-001 chri3 64425460 64650144 1176 - 3 331,75,770 0,2357,223914 T1.2
3 LTR-001 chr1i3 64560503 64650144 1878 - 6 669,105,25,118,191,770 0,3725,16014,16977,47976,88871 T1.3
4 LTR-001 chr13 64560503 64650144 1687 - 5 669,105,25,118,770 0,3725,16014,16977,88871 T1.4
5 LTR-001 chri3 64560503 64650144 1735 - 4 669,105,191,770 0,3725,47976,88871 T1.5
6 LTR-001 chr13 64560503 64650144 1569 - 4 669,105,25,770 0,3725,16014,88871 T1.6
7 LTR-001 chri3 64560503 64650144 1544 - 3 669,105,770 0,3725,88871 T1.7
8 LTR-002 chr6 120326868 121027885 525 + 3 94,81,350 0,456788,700667 T3.1
9 LTR-002 chr6 120326868 120892061 313 + 3 94,80,139 0,456788,565054 T3.2
10 LTR-002 chr6 120326868 121027885 600 + 4 94,75,81,350 0,122844,456788,700667 T3.3
11 LTR-002 chr6 120326868 121027885 650 + 5 94,75,50,81,350 0,122844,345860,456788,700667 T3.4
12 LTR-003 chr4 66072125 66107533 1242 - 4 376,151,81,634 0,19452,31976,34774 T2.1
13 LTR-003 <chr4 66103988 66107533 828 - 2 194,634 0,2911 T2.2
14 LTR-004 chr5 104253029 104728668 971 - 4 570,143,51,207 0,38246,91532,475432 T5.1
15 LTR-007 chr9 31848669 32112835 1002 + 3 236,98,668 0,124343,263498 T10.1
16 LTR-007 chr9 31848669 31977997 839 + 3 236,98,505 0,124343,128823 T10.2
17 LTR-008 chr9 118403718 118506541 749 - 3 542,101,106 0,100022,102717 T15.1
18 LTR-009 chrX 97009741 97635670 581 - 3 273,98,210 0,597260,625719 T18.1
19 LTR-009 chrX 97288808 97635670 616 - 4 149,159,98,210 0,154631,318193,346652 T18.2
20 LTR-009 chrX 97418996 97635670 771 - 5 201,103,159,98,210 0,834,24443,188005,216464 T18.3
21 LTR-013 chr5 20616506 20936877 1257 + 8 83,57,147,61,85,98,108,618 0,44314,120557,191455,279085,316485,318534,319753 T13.1
22 LTR-013 chr5 20616506 20899593 585 + 6 83,57,147,61,85,152 0,44314,120557,191455,279085,282935 T13.2
23 LTR-013 chr5 20616506 20737349 426 + 3 83,57,286 0,44314,120557 T13.3
24 LTR-014 chr7 53724161 53879642 1991 - 6 980,163,174,141,91,442 0,35458,114965,120019,123477,155039 T16.1
25 LTR-014 chr7 53724161 53879642 1676 - 4 980,163,91,442 0,35458,123477,155039 T16.2
26 LTR-014 chr7 53758873 53879642 1757 - 5 909,174,141,91,442 0,80253,85307,88765,120327 T16.3
27 LTR-014 chr7 53838091 53879642 1883 - 4 1209,141,91,442 0,6089,9547,41109 T16.4
28 LTR-016 chr18 27737296 27755981 546 - 2 270,276 0,18409 T17.1
29 LTR-019 chr8 111995211 112052619 992 - 7 158,37,109,120,128,154,286 0,20431,21678,22547,44323,56106,57122 T21.1
30 LTR-027 chr7 145482073 145545509 668 + 3 453,94,121 0,57510,63315 T19.1
31 LTR-034 chr4 31998999 32157445 1170 + 3 445,215,510 0,148675,157936 T22.1
32 LTR-034 chr4 31998999 32157445 955 + 2 445,510 0,157936 T22.2
33 LTR-040 chrX 120331632 120332713 1081 + 1 1081 0 T121
34 nLTR-045 chr2 145425550 145940216 888 + 4 125,183,134,446 0,100114,504014,514220 T41
35 nLTR-045 chr2 145425550 145612387 532 + 4 125,183,105,119 0,100114,185299,186718 T4.2
36 nLTR-052 chr6 23056524 23177316 1052 - 3 771,86,195 0,118957,120597 T14.1
37 nLTR-052 chr6 23175151 23177316 611 - 2 416,195 0,1970 T14.2
38 nLTR-054 chr17 70319276 70396542 1012 - 3 185,590,237 0,59907,77029 T7.1
39 nLTR-054 chr17 70319276 70396542 576 - 3 185,154,237 0,2657,77029 T7.2
40 nLTR-056 chr1 192460585 192708626 830 - 5 514,70,59,81,106 0,75691,102143,135885,247935 T9.1
41 nLTR-057 chri0 102880846 102897510 1035 + 2 329,706 0,15958 T6.1
42 nLTR-059 chr8 106797034 107072753 1044 - 6 411,155,148,118,67,145 0,2260,2642,13518,142844,275574 T8.1
43 nLTR-059 chr8 106797034 107072753 889 - 5 411,148,118,67,145 0,2642,13518,142844,275574 T8.2
44 nLTR-059 chr8 106673911 107072753 853 - 6 285,169,69,118,67,145 0,1089,69410,136641,265967,398697 T8.3
45 nLTR-059 chr8 106697116 107072753 418 - 5 38,50,118,67,145 0,856,113436,242762,375492 T8.4
46 nLTR-068 chr14 54074027 54080669 614 - 2 315,299 0,6343 T11.1




Table S9. Prediction of coding potential using CPAT web system

Number Name Size (bp) Exon Genomic Size Coding Probability Coding Label

1 T1.1 1101 2 224684 0.07 no
2 T1.2 1176 3 224684 0.02 no
3 T1.3 1878 6 89641 0.04 no
4 T1.4 1687 5 89641 0.05 no
5 T1.5 1735 4 89641 0.03 no
6 T1.6 1569 4 89641 0.03 no
7 T1.7 1544 3 89641 0.03 no
8 T2.1 1242 4 35408 0.02 no
9 T2.2 828 2 3545 0.02 no
10 T3.1 525 3 701017 0.02 no
11 T3.2 313 3 565193 0.02 no
12 T3.3 600 3 701017 0.01 no
13 T3.4 650 3 701017 0.12 no
14 T4.1 888 4 514666 0.08 no
15 T4.2 532 4 186837 0.05 no
16 T5.1 971 4 475639 0.02 no
17 T6.1 1035 2 16664 0.03 no
18 T7.1 1012 3 77266 0.00 no
19 T7.2 576 3 77266 0.00 no
20 T8.1 1044 6 275719 0.02 no
21 T8.2 889 5 275719 0.02 no
22 T8.3 853 6 398842 0.02 no
23 T8.4 418 5 375637 0.02 no
24 T9.1 830 5 248041 0.01 no
25 T10.1 1002 3 264166 0.02 no
26 T10.2 839 3 129328 0.01 no
27 T11.1 614 2 6642 0.03 no
28 T12.1 1081 1 1081 0.00 no
29 T13.1 1257 8 320371 0.00 no
30 T13.2 585 6 283087 0.00 no
31 T13.3 426 3 120843 0.00 no
32 T14.1 1052 3 120792 0.00 no
33 T14.2 611 2 2165 0.00 no
34 T15.1 749 3 102823 0.02 no
35 T16.1 1991 6 155481 0.17 no
36 T16.2 1676 4 155481 0.17 no
37 T16.3 1757 5 120769 0.17 no
38 T16.4 1883 4 41551 0.17 no
39 T17.1 546 2 18685 0.06 no
40 T18.1 581 3 625929 0.02 no
41 T18.2 616 4 346862 0.00 no
42 T18.3 771 5 216674 0.00 no
43 T19.1 668 3 63436 0.05 no
44 T21.1 992 7 57408 0.00 no
45 T22.1 1170 3 158446 0.01 no
46 122.2 955 2 158446 0.00 no




Table S10. gPCR primers for LTR-derived ncRNAs

Number

NoO b~ wN =

Target

LTR-001
LTR-002
LTR-002
LTR-004
LTR-007
HMBS
GAPDH

Experiments

gPCR /LNA KD
LNA KD
gPCR
gPCR
gPCR
gPCR
LNA KD

Forward

TTGAAACATGCCCCTTGCTC
TCGCTTTCTGCCATGATTGC
GCAGTCCATGGAGCAGTTACA
AGCTTTTTCTCGCTGCTGAG
AGCCCTGCAACAATTTTGGC
GGCAATGCGGCTGCAA
GAAATCCCATCACCATCTTCCAGG

Reverse

AGAAAGGGTGTCACAGTCTTGG
TTCCTGGCCCAGACTTCAATC
CCCTGCATCGAGCAAGTCTA
AGCGTTACAGCCCTTTTTGC
TTTCAAAGGTCCCCAACTCG
GGGTACCCACGCGAATCAC
GAGCCCCAGCCTTCTCCATG




Table S11. Clinical features associated with the high LTR class

Study high-LTR low-LTR Odds
Gender (Male) 14/16 10/14 2.8
Age (255 years) 12/16 5/14 5.4
Viral etiology 14/16 7114 7
Cirrhosis 8/16 10/14 0.4
AFP (250 ng/ml) 8/15 4/12 2.286
Pre-operative treatment 4/16 9/14 0.185
Liver transplantation 4/16 11/14 0.0909
Multinodular HCC 6/16 12/14 0.1
Tumor size (250 mm) 5/16 4/14 1.136
Satellite nodules 6/16 2/14 3.6
Microvascular invasion 716 3/14 2.852
Recurrence 10/16 2/14 10
Metastasis 4/16 1/14 4.333
Differentiation - Well 5/16 11/14 0.124
Differentiation - Moderate  10/16 2/14 10
Differentiation - Poor 1/16 1/14 0.867
Total (fixed effects) 118/255  93/222 1.199
Total (random effects) 118/255  93/222 1.355

95% ClI

0.427 t0 18.376
1.120 to 26.045
1.140 to 42.971
0.0876 to 1.826
0.475to 11.003
0.0384 to 0.893
0.0165 to 0.501
0.0164 to 0.609
0.237 to 5.457
0.591 t0 21.932
0.568 to 14.326
1.641 to 60.923
0.423 to 44.430
0.0236 to 0.650
1.641 to 60.923
0.0492 to 15.280
0.830 to 1.732
0.586 t0 3.134




Table S12. ENCODE data used to measure activities of TSSs in HepG2

Number Technology Definition UCSC Accession FileName
1 CAGE cell PolyA+ rep1 wgEncodeEH001149 wgEncodeRikenCageHepg2CellPapAlnRepi.bam
2 CAGE cell PolyA+ rep2 wgEncodeEH001149 wgEncodeRikenCageHepg2CellPapAinRep2.bam
3 CAGE nucleus PolyA+ rep1 wgEncodeEH001148 wgEncodeRikenCageHepg2NucleusPapAlnRep1.bam
4 CAGE nucleus PolyA+ rep2 wgEncodeEH001148 wgEncodeRikenCageHepg2NucleusPapAlnRep2.bam
5 CAGE nucleus PolyA- wgEncodeEH000345 wgEncodeRikenCageHepg2NucleusPamAln.bam
6 CAGE cytosol PolyA+ repi wgEncodeEH001147 wgEncodeRikenCageHepg2CytosolPapAinRep1.bam
7 CAGE cytosol PolyA+ rep2 wgEncodeEH001147 wgEncodeRikenCageHepg2CytosolPapAinRep2.bam
8 CAGE cytosol PolyA- wgEncodeEH000343 wgEncodeRikenCageHepg2CytosolPamAln.bam
9 CAGE nucleolus wgEncodeEH000344 wgEncodeRikenCageHepg2NucleolusTotalAln.bam
10 DNase-Seq narrowPeak rep1 wgEncodeEH000482 wgEncodeUwDnaseHepg2PkRep1.narrowPeak.gz
11 DNase-Seq narrowPeak rep2 wgEncodeEH000482 wgEncodeUwTfbsHepg2CtcfStdPkRep2.narrowPeak.gz
12 FAIR-Seq narrowPeak wgEncodeEH000546 wgEncodeOpenChromFaireHepg2Pk.narrowPeak.gz
13 ChIP-Seq RNA pol Il wgEncodeEH002278 wgEncodeHaibTfosHepg2Pol24h8V0416102PkRep1.broadPeak.gz
14 ChIP-Seq H3K4me3 wgEncodeEH000413 wgEncodeUwHistoneHepg2H3k4me3StdPkRep1.narrowPeak.gz
15 ChIP-Seq H3K27ac wgEncodeEH000094 wgEncodeBroadHistoneHepg2H3k27acStdPk.broadPeak.gz
16 ChIP-Seq chromatin state wgEncodeEH000789 wgEncodeBroadHmmHepg2HMM.bed.gz




Table S13. ENCODE ChlP-Seq data used to measure TF activities in HepG2

Number

O©oOoONOOOPA~WN—=

Name

ARID3A
ATF3
BHLHE40
BRCA1
CEBPB
CEBPD
CHD2
cJUN
cMYC
CREB1
CTCF
ELF1
EZH2
FOSL2
FOXA1
FOXA2
GABPA
HDAC2
HNF4A
HNF4G
JUND
MAFF
MAFK
MAX
MAZ
MBD4
MXI1
NR2F2
NRF1
NRSF
P300
RAD21
RCORH1
RXRA
SIN3AK20
SMC3

GEO accession

GSM935275
GSM803503
GSM935566
GSM935609
GSM1010778
GSM1010777
GSM935307
GSM935364
GSM822291
GSM1010808
GSM733645
GSM803415
GSM1003487
GSM803451
GSM803432
GSM803403
GSM803343
GSM803493
GSM803460
GSM803404
GSM803500
GSM935306
GSM935305
GSM935406
GSM935335
GSM1010740
GSM935437
GSM1010810
GSM935648
GSM1010784
GSM803499
GSM935647
GSM935579
GSM803452
GSM803530
GSM935542

UCSC Accession

wgEncodeEH002858
wgEncodeEH001568
wgEncodeEH002032
wgEncodeEH001859
wgEncodeEH002304
wgEncodeEH002305
wgEncodeEH001840
wgEncodeEH001794
wgEncodeEH000545
wgEncodeEH003312
wgEncodeEH000080
wgEncodeEH001641
wgEncodeEH002416
wgEncodeEH001501
wgEncodeEH001630
wgEncodeEH001650
wgEncodeEH001548
wgEncodeEH001618
wgEncodeEH001595
wgEncodeEH001651
wgEncodeEH001470
wgEncodeEH001841
wgEncodeEH001842
wgEncodeEH002796
wgEncodeEH002860
wgEncodeEH002318
wgEncodeEH002029
wgEncodeEH003314
wgEncodeEH001802
wgEncodeEH002263
wgEncodeEH001612
wgEncodeEH001803
wgEncodeEH002845
wgEncodeEH001506
wgEncodeEH001471
wgEncodeEH001861

FileName
wgEncodeSydhTfbsHepg2Arid3anb100279lggrabPk.narrowPeak.gz
wgEncodeHaibTfbsHepg2Atf3V0416101PkRep1.broadPeak.gz
wgEncodeSydhTfbsHepg2Bhlhe40clggrabPk.narrowPeak.gz
wgEncodeSydhTfbsHepg2Brca1a300IggrabPk.narrowPeak.gz
wgEncodeHaibTfbsHepg2Cebpbsc150V0416101PkRep2.broadPeak.gz
wgEncodeHaibTfbsHepg2Cebpdsc636V0416101PkRep1.broadPeak.gz
wgEncodeSydhTfbsHepg2Chd2ab68301IggrabPk.narrowPeak.gz
wgEncodeSydhTfbsHepg2CjunlggrabPk.narrowPeak.gz
wgEncodeOpenChromChipHepg2CmycPk.narrowPeak.gz
wgEncodeHaibTfbsHepg2Creb1sc240V0422111PkRep1.broadPeak.gz
wgEncodeBroadHistoneHepg2CtcfStdPk.broadPeak.gz
wgEncodeHaibTfbsHepg2EIf1sc631V0416101PkRep2.broadPeak.gz
wgEncodeBroadHistoneHepg2Ezh239875Pk.broadPeak.gz
wgEncodeHaibTfbsHepg2Fosl2V0416101PkRep1.broadPeak.gz
wgEncodeHaibTfbsHepg2Foxa1sc101058V0416101PkRep1.broadPeak.gz
wgEncodeHaibTfbsHepg2Foxa2sc6554V0416101PkRep2.broadPeak.gz
wgEncodeHaibTfbsHepg2GabpPcr2xPkRep1.broadPeak.gz
wgEncodeHaibTfbsHepg2Hdac2sc6296V0416101PkRep1.broadPeak.gz
wgEncodeHaibTfbsHepg2Hnf4asc8987V0416101PkRep1.broadPeak.gz
wgEncodeHaibTfbsHepg2Hnf4gsc6558V0416101PkRep1.broadPeak.gz
wgEncodeHaibTfbsHepg2JundPcr1xPkRep2.broadPeak.gz
wgEncodeSydhTfbsHepg2Maffm8194lggrabPk.narrowPeak.gz
wgEncodeSydhTfbsHepg2Mafkab50322lggrabPk.narrowPeak.gz
wgEncodeSydhTfbsHepg2MaxlggrabPk.narrowPeak.gz
wgEncodeSydhTfbsHepg2Mazab85725IggrabPk.narrowPeak.gz
wgEncodeHaibTfbsHepg2Mbd4sc271530V0422111PkRep1.broadPeak.gz
wgEncodeSydhTfbsHepg2Mxi1StdPk.narrowPeak.gz
wgEncodeHaibTfbsHepg2Nr2f2sc271940V0422111PkRep2.broadPeak.gz
wgEncodeSydhTfbsHepg2Nrf1lggrabPk.narrowPeak.gz
wgEncodeHaibTfbsHepg2NrsfV0416101PkRep2.broadPeak.gz
wgEncodeHaibTfbsHepg2P300V0416101PkRep1.broadPeak.gz
wgEncodeSydhTfbsHepg2Rad21lggrabPk.narrowPeak.gz
wgEncodeSydhTfbsHepg2Corestsc30189lggrabPk.narrowPeak.gz
wgEncodeHaibTfbsHepg2RxraPcr1xPkRep2.broadPeak.gz
wgEncodeHaibTfbsHepg2Sin3ak20Pcr1xPkRep2.broadPeak.gz
wgEncodeSydhTfbsHepg2Smc3ab9263IggrabPk.narrowPeak.gz



37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51

SP1
SP2
SRF
TAF1
TBP
TCF12
TCF7L2
TEAD4
TR4
USF1
USF2
YY1
ZBTB33
ZBTB7A
ZEB1

GSM803507
GSM1010787
GSM803502
GSM803367
GSM935280
GSM803336
GSM782122
GSM1010875
GSM935596
GSM803527
GSM935646
GSM803381
GSM803449
GSM1010831
GSM1010809

wgEncodeEH001561
wgEncodeEH002264
wgEncodeEH001611
wgEncodeEH001551
wgEncodeEH001793
wgEncodeEH001544
wgEncodeEH001780
wgEncodeEH002345
wgEncodeEH000675
wgEncodeEH001472
wgEncodeEH001804
wgEncodeEH001661
wgEncodeEH001503
wgEncodeEH002296
wgEncodeEH003315

wgEncodeHaibTfbsHepg2Sp1Pcri1xPkRep1.broadPeak.gz
wgEncodeHaibTfbsHepg2Sp2V0422111PkRep1.broadPeak.gz
wgEncodeHaibTfbsHepg2SrfV0416101PkRep2.broadPeak.gz
wgEncodeHaibTfbsHepg2Taf1Pcr2xPkRep1.broadPeak.gz
wgEncodeSydhTfbsHepg2TbplggrabPk.narrowPeak.gz
wgEncodeHaibTfbsHepg2Tcf12Pcr1xPkRep1.broadPeak.gz
wgEncodeSydhTfbsHepg2Tcf7I2UcdPk.narrowPeak.gz
wgEncodeHaibTfbsHepg2Tead4sc101184V0422111PkRep1.broadPeak.gz
wgEncodeSydhTfbsHepg2Tr4UcdPk.narrowPeak.gz
wgEncodeHaibTfbsHepg2Usf1Pcr1xPkRep2.broadPeak.gz
wgEncodeSydhTfbsHepg2Usf2lggrabPk.narrowPeak.gz
wgEncodeHaibTfbsHepg2Yy1sc281V0416101PkRep1.broadPeak.gz
wgEncodeHaibTfbsHepg2Zbtb33Pcr1xPkRep1.broadPeak.gz
wgEncodeHaibTfbsHepg2Zbtb7aV0416101PkRep2.broadPeak.gz
wgEncodeHaibTfbsHepg2Zeb1V0422111PkRep1.broadPeak.gz




Table S14. Targets and sequences of LNAs

Number
1

2
3
4
5

Name

L1
L3
L4
L5
L6

Target

LTR-001
LTR-001
LTR-001
LTR-002
LTR-002

LNA sequence 5'-3'

GCGAGTAAGCAGAAGA
AAATGGAGGGCGAGTA
TGTCCAGGATGAATGA
CTTCACAACGCGGTA
CCCACAATTACCGTTG




Table S15. Significantly dysregulated genes with LTR-001 KD at 48h

Number TYPE TSS Log2(FC) FDR Name
1 DOWN chr10_77191031_77191479 + -1.2 1.8E-09 C100RF11
2 DOWN chr13_ 64650089 64650181 - -2.9 2.2E-08 LTR-001
3 DOWN chr4 19456965 19457245 + -15 71E-07 RP11-608021.1
4 DOWN chr6_56819437 56819862_- -1.3 2.5E-05 DST
5 DOWN chr3 61547207 61547322 _+ -1.4 5.2E-05 PTPRG
6 DOWN chr5 60240918 60241225 + -0.7 4.3E-04 MIMITIN
7 DOWN chr16_ 15528316 15528473 + -1.4 2.7E-03 C160RF45
8 DOWN chr17_43971780_ 43972028 + -0.8 3.2E-03 MAPT
9 DOWN chr1_ 246670461 246670642 _- -0.8 4.2E-03 SMYD3
10 DOWN chr8 9911725 9911878 + -1.2 4.4E-03 MSRA
11 DOWN chr6 52668605 52668722 - -0.8 6.6E-03 GSTA1
12 DOWN chr13_ 93879056 93879322 + -0.8 7.5E-03 GPC6
13 DOWN chr6 5261619 5261844 + -0.8 8.9E-03 FARS2
14 DOWN chr8 58906933 58907302_+ -1.1 1.4E-02 FAM110B
15 DOWN chrX_ 33760071 33760534 + -1.3 1.6E-02 RP11-305F18.1
16 DOWN chr17_64298632_ 64298764 + -0.6 1.7E-02 PRKCA
17 DOWN chr6_ 144329324 144329589 - -1.1 1.7E-02 HYMAI
18 DOWN chr12_4713988 4714206 + -0.6 1.9E-02 DYRK4
19 DOWN chr6_120326805 120326902 + -0.6 2.3E-02 -
20 DOWN chr7_101458933 101459327 + -0.8 2.7E-02 CUX1
21 DOWN chr11_8615481 8615854 - -0.8 3.1E-02 STK33
22 DOWN chr13_112025173_ 112025276 _+ -1.1 3.1E-02 -
23 DOWN chr4 74281767 74281993 + -0.6 3.1E-02 ALB
24 DOWN chr13_ 43597508 43597846 + -0.5 3.3E-02 DNAJC15
25 DOWN chr20 18568521 18568735 + -1.0 3.9E-02 DTD1
26 DOWN chr5 78281472 78281476 _- -2.5 4.1E-02 ARSB
27 DOWN chr13 93879552 93879586 + -1.1 4.2E-02 GPC6
28 DOWN chr8 81786428 81786911 _- -0.7 4.3E-02 ZNF704
29 DOWN chr5 43313227 43313616 _- -0.6 4.3E-02 HMGCST1
30 DOWN chr3_ 126423023 126423364 + -0.5 4.6E-02 CHCHD®6
31 DOWN chr19 13106214 13106424 + -0.8 4.6E-02 NFIX
32 DOWN chr18_ 32073222 32073328 + -1.1 4.6E-02 DTNA
33 DOWN chr3 99536634 99536855 + -0.6 4.6E-02 C30RF26
34 DOWN chr3_ 13324361 13324814 - -0.7 4.6E-02 -
35 DOWN chr20 36322307 36322533 + -0.5 4.7E-02 CTNNBLA1
36 UP chr7_45927983 45928256 + 2.1 1.1E-04 IGFBP1
37 UP chr16_24548998 24549082 + 1.2 2.2E-03 RBBP6
38 UP chr11_67120745 67121095 - 0.8 5.8E-03 POLD4
39 UP chr10_114154436_114154612_+ 1.2 5.8E-03 ACSL5
40 UP chr8 117658735 117658838 _- 4.1 6.6E-03 EIF3H
41 UP chr12_7052070_7052116_+ 1.6 7.5E-03 AK310266
42 UP chr2_ 192542809 192542896 + 0.9 8.9E-03 DKFZP313C2412
43 UP chr10_102046091 102046118 - 1.3 1.5E-02 BLOC1S2
44 UP chr22_35817451 35817454 + 1.7 2.1E-02 MCM5
45 UP chr1_151804257 151804322_- 25 2.1E-02 RORC
46 UP chr1_110879128 110879228 - 3.0 2.1E-02 -
47 UP chr12_53343796 53343854 + 1.0 2.4E-02 KRT18
48 UP chr11_18258262_ 18258666 - 0.9 2.4E-02 SAA4
49 UP chr9 140119596 140119649 + 1.5 2.4E-02 C90RF169
50 UP chr1 53556536 53556699 - 1.2 2.7E-02 SLC1A7
51 UP chrX_ 70331389 70331494 - 1.6 2.7E-02 IL2RG
52 UP chr17 74547140 74547349 - 0.7 2.7E-02 CYGB
53 UP chr19 39826638 39826764 - 0.8 2.8E-02 GMFG
54 UP  chr7_45933004 45933231 + 15 2.8E-02 -
55 UP chr17_ 48351783 48351864 + 1.7 2.8E-02 TMEM92



chrb_38468352_38468731_- 1.8 2.9E-02 CTD-2263F21.1
chr17_40715271_40715276_+ 1.4 3.1E-02 COASY
chr12_96390065_96390144_- 1.9 3.1E-02 HAL
chr17_74261257_74261463_+ 0.7 3.2E-02 FAM100B
chr12_50132698 50132740_+ 1.3 3.3E-02 TMBIM6
chr1_198126084_198126296_+ 0.7 3.4E-02 NEK?7
chrX_102884608_102884683_+ 1.4 3.7E-02 TCEALA
chr6_43595017_43595132_- 1.6 4.1E-02 GTPBP2
chr2_208734583_ 208734798 _- 0.9 4.3E-02 AC083900.1
chr13_76209878 76209953 _- 1.5 4.4E-02 LMO7
chr9_33447490_33447641_- 1.7 4.6E-02 AQP3
chr7_32933645_32933792_- 1.1 4.6E-02 KBTBD2




Table S16. Significantly dysregulated genes with LTR-002 KD at 48h

Number TYPE TSS Log2(FC) FDR Name
1 DOWN chr10_77191031_77191479 + -1.2 2.3E-12 C100RF11
2 DOWN chr2_ 145425267 145425610 + -1.0 2.0E-03 AC074093
3 DOWN chré_120326805 120326902 + -2.1 6.7E-03 LTR-002
4 DOWN chr3 171758299 171758374 + -0.7 4.6E-02 FNDC3B
5 UP chr8 117658735 117658838 - 5.7 2.1E-06 EIF3H
6 UP chr2 204055410 204055413 + 1.6 6.7E-03 AC011737.2
7 UP chr1 22234544 22234549 + 1.0 6.7E-03 RP11-26H16.1




III ETubpE 2 : CARACTERISATION DU CARCINOME
HEPATOCELLULAIRE A DOUBLE DIFFERENCIATION

1. Présentation de 1’étude

Les CHC expriment au sein du tissu tumoral des marqueurs protéiques spécifiques des
hépatocytes comme les cytokératines 8 et 18, alors que le cholangiocarcinome (deuxiéme
tumeur primitive du foie la plus fréquente) dérivé de la transformation des cholangiocytes
expriment des marqueurs biliaires, les cytokératines 7 et 19 (Lai et al, 1989). Une
premicre étude asiatique (Wu et al., 1996) a classé environ 290 tumeurs primitives du foie
selon des caractéristiques immunophénotypiques. La cytokératine 19 (KRT19, exprimée
physiologiquement par les cholangiocytes et les cellules progénitrices bipotentes du foie)
fut retrouvée exprimée dans 29 % des CHC étudiés et cette expression était corrélée a un
pronostic sombre des patients comparé a celui de patients avec CHC n’exprimant pas
KRT19. Ces résultats furent confirmés par une autre étude réalisée sur des échantillons de
CHC provenant de patients caucasiens (Durnez et al, 2006). Sur une cohorte de 109
patients, 16 % des CHC exprimaient la seule KRT19 et 28 % exprimaient les deux
marqueurs biliaires KRT19 et CK7. Ces études suggerent que la tumeur pourrait avoir
pour origine la transformation maligne de cellules progénitrices hépatiques. Dans le méme
temps, une étude transcriptomique réalisée sur 61 échantillons de CHC humains,
d’hépatoblastes et d’hépatocytes murins, a identifié un sous-groupe de CHC dont le profil
d’expression était proche de celui des hépatoblastes, qui surexpriment des marqueurs de
cellules ovales du foie ainsi que KRTI19, et était associé a un mauvais pronostic des

patients (Lee et al., 2006).

D’autres études ont ensuite confirmé 1’existence de ce sous-groupe moléculaire particulier
(Komuta et al., 2008; Cogliati et al., 2010; Woo et al., 2010). Toutes ces études ont
associ¢ I’expression du marqueur progéniteur KRT19 a différentes caractéristiques
clinico-pathologiques telles que les métastases, la faible différenciation tumorale, la
récidive tumorale et la survie réduite des patients. L’ARNm KRT19 est inclus dans un

score associant 4 autres geénes (HNI, RAN, RAMP3 et TAF9) qui aiderait a prédire le
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pronostic des patients (Nault et al, 2013a). KRTI19 peut également étre un outil
intéressant dans la prédiction de la récidive tumorale chez des patients ayant bénéficié
d’une transplantation hépatique bien que leur CHC était au-dela des criteres de Milan. En
effet, dans une étude multicentrique comprenant 132 patients transplantés du foie,
I’absence d’expression tumorale de KRT19 combinée a une signature moléculaire de type
S2 (Hoshida et al., 2009) était associ€e a une survie équivalente a celle observée chez des
patients transplantés pour des tumeurs qui répondaient aux criteres de Milan (67 % et
70 %, respectivement) (Mazzaferro et al., 1996; Llovet et al., 1999; Miltiadous et al,
2015).

Ce sous-ensemble de CHC expriment non seulement d’autres marqueurs de cellules
progénitrices (CK7, CD133, GSTpi), mais également des génes impliqués dans I’invasion
métastatique (Govaere et al., 2014). Les expressions du facteur de transcription HNF4a et
celle de ses geénes cibles, impliqué dans la différenciation hépatocytaire, est réduite (Woo
et al., 2010; Coulouarn et al., 2012; Govaere et al., 2014). La voie NOTCH, impliquée
dans la différenciation biliaire, est activée dans ces tumeurs ainsi que la voie de la
transition €pithélio-mésenchymateuse (EMT) (Kim et al., 2011). L’inactivation de KRT19
dans des lignées cancéreuses dérivées de CHC réduisait la migration (Govaere et al.,
2014) et la prolifération cellulaires (Govaere et al, 2014; Kawai et al, 2015). Ces
expériences ont également montré que, dans ces cellules cancéreuses, KRT19 activait la
voie TGFB/Smad (Kawai et al., 2015)et qu’elles devenaient résistantes au traitement par le
S5-fluorouracile. Ces observations ont été complétées par nos propres travaux montrant que
la y-SMA (Smooth Muscle Actine entérique) était exprimée dans des cellules hépatiques
aprés activation de ’EMT par TGFB, que I’expression de la y-SMA ¢tait fortement
corrélée a celles de KRT19 et d’EpCAM (et non de la vimentine) dans les CHC, et, enfin,
que les CHC exprimant la y-SMA présentaient les mémes caractéristiques clinico-
pathologiques que celles observées dans les CHC-KRT19 positif (Benzoubir et al., 2015).
Récemment, il a ét¢ montré que I’expression de KRT19 était régulée par des fibroblastes
associés au cancer (CAFs) via les axes HGF-MET-ERK1/2-AP1 et SP1 (Rhee et al,
2018).
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Le role de KRT19 dans I’invasion tumorale est toutefois différent suivant le type de
cancer considéré. Prenons I’exemple du cancer du sein dont certaines formes peuvent
exprimer KRT19 et présenter une invasion tumorale. L’inhibition de 1’expression de
KRT19 par des siARN dans des lignées cellulaires mammaires a eu pour effet d’amplifier
le phénomene d’invasion et de migration cellulaires. L’expression de marqueurs de
cellules souches était également fortement augmentée. Le mécanisme de régulation sous-
jacent impliquait le complexe pB-caténine/RAC1 qui, en interagissant avec KRT19,
entrainait une translocation nucléaire de B-caténine et une augmentation d’expression du
gene cible NUMB qui est impliqué dans I’inhibition de la voie NOTCH (Saha et al.,
2016). Ce méme type d’effet suite a I’inhibition de KRT19 dans le cancer du sein avait été
préalablement observé dans une autre étude qui décrivait une voie de régulation différente,

celle de la voie AKT (Ju et al, 2013).

Notre étude a identifi¢ a I’aide de méthodes d’analyse d’expression ARN et protéique
combinées a des analyses in silico appliquées sur un total de 438 CHC une nouvelle voie
de régulation des CHC KRT19-positif affectant le métabolisme énergétique des tumeurs.
Nous mettons en évidence dans les CHC KRTI19-positif une forte dérégulation des
fonctions métaboliques hépatocytaires avec reprogrammation métabolique de type
glycolytique liée a une activation de la réponse a I’hypoxie comparés aux CHC KRT19-
négatif. Nous montrons également que les CHC KRT19-positif présentaient un exces de
production de 1’oncométabolite 2-hydroxyglutarate en absence de mutation des genes
IDHI1 et IDH2 et que la présence tissulaire de 2-HG était associé a un profil aberrant

hyperméthylé sur la lysine 9 de I’histone H3 (H3K9me3).
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2. Matériel et méthodes

2.1 Sélection des échantillons

Plus de 400 CHC ont ét¢ immunophénotypés de maniere systématique par 4 centres
anatomo-pathologiques experts (Beaujon, Bordeaux, Paul-Brousse, Saint-Antoine) avec le
marqueur hépatocytaire HepParl et le marqueur biliaire KRT19. Tous les CHC analysés
exprimaient HepParl. Les CHC sélectionnés pour 1’analyse protéomique devaient
présenter une positivité de marquage de KRT19 dans au moins 50 % des hépatocytes
tumoraux constituant le nodule. Six prélevements congelés de CHC dont la proportion de
cellules tumorales positives pour KRT19 était au moins supérieur a 50 % ont été
sélectionnés. Des tumeurs négatives pour KRT19 ont également été retenues tenant
compte de 1’age, du sexe des patients, de 1’étiologie de la tumeur, du score METAVIR et
du traitement pré-opératoire pour correspondre au mieux aux caractéristiques des patients

avec CHC-KRT19 positif. Seuls cinq prélévements de cette catégorie ont été retenus.

2.2 Microdissection Laser
Des coupes histologiques de 8 um d’épaisseur ont été réalisées a -20 °C dans un cryotome

et déposé sur des lames SuperFrost. Elles ont été par la suite conservées a -80 °C.

Les coupes furent ensuite colorées a I’hématoxyline/éosine a I’aide d’un protocole adapté
a I’analyse des protéines (Dos Santos et al., 2007). Briévement, les coupes sont fixées
pendant 1 minute dans de I’éthanol a 70 %, colorées a 1’hématoxyline pendant 30 sec,
immergées dans de 1’eau de Scott (Sigma) puis colorées a 1’¢osine (0,25 % en solution
alcoolique). Les coupes sont ensuite déshydratées dans des solutions d’éthanol de
concentration croissante (30 sec a 70 %, 1 min a 100 %) puis dans deux bains de xyléne
de 5 min chacun. Chaque solution aqueuse contient un cocktail d’inhibiteurs de protéase

(Complete Protease Inhibitor Cocktail — Roche Biochemicals, France).

Pour chaque échantillon, une surface de 20 mm? de tissu a ¢été microdisséquée et

catapultée dans le capuchon d’un tube de 0,5 mL contenant 10uL. de SDS a 10 % a I’aide
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du systtme PALM Microbeam (Carl Zeiss). Les échantillons ont été conservés a -80 °C

jusqu’a solubilisation des protéines.

2.3 Spectrométrie de masse

2.3.1 Solubilisation des protéines

Quinze microlitres de tampon Laemlli (2.5X) ont été ajoutés aux cellules microdisséquées.
Les cellules sont ensuite incubées 15 min & 37 °C puis 5 min a 95 °C. On ajoute 10 mg
d’urée dans le tube et on ajuste a 40 pL avec de 1’eau HPLC et on incube enfin a 37 °C

pendant 15 minutes.

2.3.2 Séparation des protéines

Une ¢électrophorese 1D-PAGE est réalisée pour séparer les protéines selon leur taille
moléculaire. Brievement, les protéines sont dénaturées par chauffage de I’extrait a 95 °C
pendant 5 min. Les 40uL de chaque extrait sont déposés sur un gel d’acrylamide a
gradient 4-20 % (NuPage 4-12 % MES) et séparés par migration sur une longueur

approximative de 3 cm.

Les gels sont ensuite immergés dans une solution de fixation contenant 30 % d’éthanol et
7,5 % d’acide acétique pendant 30 min puis colorés avec du bleu de Commasie (R-250,
Bio-Rad) pendant 30 min. Les gels sont ensuite rincés avec la solution de fixation jusqu’a

éclaircissement du gel.

2.3.3 Digestion tryptique et extraction des peptides
Seize bandes gel de taille réguliere sont coupées pour chaque extrait et sont ensuite

traitées de la mani€re suivante.

2.3.3.1Réduction et alkylation

Les bandes de gels sont lavées pendant 30 min sous agitation a température ambiante
successivement avec (i) 200uL de bicarbonate d’ammonium 25mM, 50 % acétonitrile, (ii)
200uL d’eau et pour finir (iii) 200uL d’acétonitrile 100 %. Les bandes de gels sont ensuite

passées aux ultrasons et séchées au SpeedVac.
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S’ensuit une étape de réduction avec 100uL de Dithiothréitol (DTT) 10mM pendant 45
min a 56 °C. Les cystéines sont ensuite alkylées par iodoacétamide qui conduit & une
carboxyamidométhylation. Chaque bande de gel est incubée avec 200puL d’une solution
d’iodoacétamide 55mM pendant 35 min & température ambiante dans 1’obscurité. Pour
finir, la réaction d’alkylation est bloquée avec 200uL d’une solution de DTT 10mM
pendant 10 min & température ambiante. Enfin, on rince les bandes de gels avec 200ul

d’une solution de bicarbonate d’ammonium 25mM.

2.3.3.2 Digestion tryptique et extraction des peptides

Les protéines contenues dans le gel sont digérées dans une solution de trypsine 6 ng/uL
pendant une nuit a 37 °C. Le surnageant de digestion est récupéré. Deux incubations
successives de 15 min avec de 1’acetonitrile a 50 et 100 % respectivement sont réalisées et
les deux surnageants sont récupérés et ajoutés au premier. Les échantillons sont ensuite

séchés au SpeedVac et conservés a -80 °C.

2.3.3.3 Analyse en spectrométrie de masse

Les échantillons peptidiques sont séparés sur une chaine de chromatographie composée de
deux colonnes de phase inverse C18 puis analysés sur un LTQ-Orbitrap XL (Thermo
Fisher Scientific) selon une approche AMT (Accurate Mass and Time). Cette méthode
consiste dans un premier temps a identifier les peptides présents dans un mélange
complexe en utilisant une combinaison de techniques de fractionnement, nécessitant des
analyses en mode MS/MS. Dans une deuxieme phase, les peptides identifiés lors de la
premiere phase sont quantifiés dans des analyses en mode MS. L’extraction des signaux

MS est réalisée grace a des logiciels adaptés (Decon2LS et VIPER).

2.3.3.4 Base AMT

Chaque échantillon a été analysé trois fois. Les masses des fragments peptidiques sont
soumises au moteur de recherche Mascot (Matrix Science) et la base de données utilisée
pour cette étude est la banque SwissProt TTEMBL (version xx) avec la taxonomie Homo
Sapiens. Les peptides répondant aux critéres suivants : (i) Premier rang ; (ii) Score

d’identification supérieur au score d’homologie ; (iii) p<0,05 sont sélectionnés pour étre
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inclus dans la base. Une fois les peptides filtrés, les protéines couvertes par le méme

ensemble de peptides sont regroupés dans un protein group.

Chaque peptide filtré dans la base est caractérisé par (i) sa masse précise, (ii) son temps de

rétention a la chromatographie (iii) et I’identifiant de la protéine dont il provient.

2.3.3.5Quantification des peptides par MS (méthode sans marquage — Label free)
Une deuxieme analyse est réalisée avec les données MS pour chaque peptide. L’intensité
de chaque peptide reflétant son abondance est extraite des données brutes du spectrométre

de masse ainsi que son identité a I’aide de la base AMT préalablement construite.

Afin de détecter les protéines différentiellement exprimées, on utilise une méthode
statistique dérivée de celle décrite par Fu ef al. (Fu et al., 2008) et préalablement utilisée

dans un précédent projet du groupe (Dos Santos et al., 2010).

Briévement, 1’index d’abondance (Abl) est calculé selon la formule suivante :

A NE B xNg
A+B NY A+B NI

Aet B sont les valeurs moyennes d’abondance des peptides dans les deux groupes étudiés.
NP et NE représentent le nombre de fois ou le peptide est détecté et N1 et N le nombre

total de patients dans les deux conditions.

Apres distribution et permutation des index d’abondance pour tous les peptides, nous
pouvons définir les bornes au-dela desquelles les peptides peuvent étre considérés comme

¢tant différentiellement abondants entre les groupes.

Enfin on consideére, qu’un profein group (soit la protéine) est considéré comme étant
différentiellement exprimé lorsque plus de 50 % des peptides sont retrouveés

différentiellement abondants entre les groupes.

2.4 Dosage tissulaire de la 2-Hydroxyglutarate

Cing cents micrometres de tissus congelés sont broyés dans 1 mL de tampon de lyse

(80 % méthanol/20 % eau) pendant 10 min a 25 Hz. Une extraction est réalisée a 1’aide de

131



cartouches a phase inverse (STRATA XL-A SPE) et le groupe hydroxyle du carbone
asymétrique avec du (+)-0,0’-diacetyl-L-tartaric anhydride a 80°C pendant 40min dans le
but de séparer les énantiomeres. L’extrait est repris dans une solution a 2mM
d’ammonium formate et d’acetonitrile (4:1 v/v). Enfin, I’extrait est inject¢ dans un
colonne de chromatographie C18 combiné a un spectrometre de masse (Xevo TQ MS

Waters)

2.5 Deétection des protéines par immunohistochimie
L’étude immunohistochimique a été réalisée sur des prélévements tumoraux de CHC fixés

au formol et inclus en paraffine. Des coupes histologiques de 4 pm sont déposées sur des

lames SuperFrost Ultra Plus.

L’étude de I’expression et de la localisation des marqueurs listés ci-apres est réalisée a

I’aide d’une méthode sandwich et d’une révélation a la Diaminobenzidine (DAB).

Les coupes histologiques sont d’abord déparaffinées avec 3 immersions de Xyléne de 15
min chacune puis réhydratées avec 3 bains d’éthanol de concentration décroissante

(100 %, 90 % et 70 %, 5 min) et enfin dans de I’eau distillée.

Une restauration antigénique visant a hydrolyser les produits d’addition du formaldéhyde

aux macromolécules tissulaires est pratiquée (cf. tableau ci-contre).

Anticorps Référence Restauration antigénique Concentration
KRT19 RCK108 (Dako) tampon citrate 10mM pH6 40pg/mL
MAPRE1 HPAO003600 (Sigma) EDTA 1mM pHS8 0,5pg/mL
H6PD HPA004824 (Sigma) tampon citrate 10mM pH6 0,5pg/mL
HIF1a abl (Abcam) tampon citrate 10mM pH6 20pg/mL
Ki67 RBKO027 (Diagomics) tampon citrate 10mM pH6 Prét a I’emploi
H3K9me3 07-442 (Millipore) EDTA 1mM pHS8 10pg/mL
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Les peroxydases endogénes présentes dans le tissu sont inhibées par incubation dans une
solution de peroxyde d’hydrogene a 3 % pendant 20 min. Les coupes sont ensuite
incubées dans une solution d’anticorps (cf. tableau infra) pendant une nuit a 4°C en

chambre humide.

Aprés deux ringages au PBS-Tween 0,1 % et un au PBS seul, les coupes sont incubées
avec un anticorps secondaire (portant une peroxydase) de cheévre spécifique des fragments

constants des immunoglobulines de lapin et/ou de souris pendant 30 min.

Aprés deux rincages au PBS-Tween 0,1 % et un au PBS seul, I’activité peroxydasique est
révélée pendant 5 min maximum a 1’abri de la lumiére a I’aide d’une solution contenant

un substrat de la peroxydase et la diaminobenzidine.

Les coupes sont enfin colorées a I’hématoxyline, déshydratées, immergées dans le xyléne

et recouvertes d’une lamelle montée a 1’ Eukitt.

La semi-quantification a été réalis¢é en combinant le pourcentage de cellules d’intérét
marqué et I’intensité de marquage (0 : négatif ; 1 : faible marquage ; 2 : intermédiaire ; 3 :

fort)

2.6 Analyse des transcrits
Les données d’expression RNA Seq issues de données de CAGE
(dbGAP :phs000885.v1.pl) du précédent travail (Hashimoto et al. 2015) ont été reprises
afin d’identifier des groupes d’expression de la cytokératine 19. Une classification non
supervisée est réalisé sur les 105 transcriptomes (50 CHC, 50 non tumeurs a distance et 5
foies normaux) et une analyse EdgeR est ensuite réalis¢é pour déterminer le profil

différentiel.

2.7 Enrichissement fonctionnel
L’interprétation biologique d’une liste de genes d’intérét est aujourd’hui une nécessité
pour rechercher les processus biologiques caractérisant les échantillons a partir des
données d’expression. Dans notre étude, nous avons utilisé deux types d’algorithmes en

fonction des données récoltées.
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2.7.1 A partir des données protéiques
Les identifiants protéiques sont d’abord convertis selon la nomenclature HUGO puis
soumis a ’analyse d’enrichissement fonctionnel EnrichR (Chen et al., 2013 a; Kuleshov et

al., 2016). Les bases de données KEGG (https://www.genome.jp/kegg/) et Reactome

(https://reactome.org/) ont été utilisées pour la recherche de voies enrichies.

2.7.2 A partir des données transcriptionnelles

A la différence de la méthode précédente, nous utilisons la liste entiére des génes et de
leur expression. Ce tableau de données est soumis a 1’algorithme GSEA (Gene Set
Enrichment Analysis, (Mootha et al., 2003; Subramanian et al., 2005)) dont 1’objectif est
d’identifier des groupes fonctionnels de genes dont le différentiel d’expression est
uniquement dii au caractere d’intérét. Un score est ensuite attribué a chacun de ces
groupes. Les groupes enrichis dont le taux de fausse découverte est inférieur a 5 % ont été

sélectionnés.

2.8 Modéle in vitro

2.8.1 Culture de la lignée d’hépatocarcinome HuH7

La lignée de CHC utilisée est la lignée Huh7 issu d’un carcinome hépatocellulaire bien
différencié. Les cellules sont mises en culture dans un milieu DMEM a 4,5 g/L de glucose
(Gibco) complémenté avec 10 % de sérum de veau foetal et 1 % d’un mélange pénicilline/

streptomycine.

2.8.2 Stabilisation du facteur de transcription HIF1-a
Le facteur de transcription HIF1-a dans des conditions normoxiques (21 % d’oxygene) est
exprim¢ de manicre constitutive mais est rapidement dégradé (cf. Généralités sur le

métabolisme des cellules tumorales p 51).

Le chlorure de cobalt (CoCl,) inhibe les prolyl-hydroxylases en remplacant le fer par le
cobalt rendant les enzymes inactives. HIF1-a n’est donc plus hydroxylé et donc n’est pas
dégradé. Les cellules sont donc incubées avec 400uM de CoCl, (Sigma-Aldrich) pendant
24h et 48h.
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2.8.3 Immunodétection sur membranes
20pg de protéines ont été déposés sur gel de polyacrylamide réticulé a 10 % et transférés
sur membrane de nitrocellulose avant immunodétection a I’aide des anticorps listés dans

le tableau ci-contre.

Anticorps Référence Concentration
HIF1la ab1 (Abcam) 5 pg/mL
KRT19 ab15463 (Abcam) Dilution au 1/200

MAPRE1 sc-374474 (Santa Cruz) 1 pg/mL
PDCD4 sc-376430 (Santa Cruz) 1 pg/mL

HK2 2106S (Cell Signaling) Dilution au 1/1000

Cyclin A sc-596 (Santa Cruz) 1 pg/mL

o/B-tubulin 2148 (Cell Signaling) Dilution au 1/1000

Les résultats ont été quantifiés en utilisant Image J et normalisés par rapport a la o/p-

tubuline.

2.9 Analyses statistiques
Pour les comparaisons 2 a 2, un test de Mann-Whitney a été réalisé au lieu d’un test de
Student si la normalité des distributions n’était pas respectée. Pour 1’établissement du
profil protéique différentiel, nous avons utilis¢é le calcul de 1’abondance index. Pour
I’analyse des transcrits séquencés par CAGE et I’analyse in silico des données du TCGA,
I’algorithme edgeR a été utilis€é pour comparer les deux populations. Les corrélations
cliniques ont été réalisées a 1’aide d’un test de Fisher. Tous les tests statistiques ont été

réalisés via le logiciel R (v. 3.6.0).

135



Gender M : p=0.031

Chemoembolization —_— p=0.049
Vascular invasion p=0.238
Recurrence p=0.356
Well p=0.247
Differentiation Moderate p=0.778
grade :
Poor - p=0.175
HBV p=0.391
HCV —_—— p=0.587
Etiologies: HCV + HIV p=0.018
Alcohol p=0.355
Others p=0.192
0.1 1 10
Odds ratio
KRT19 positive HCC KRT19 negative HCC

Figure 1: Caractéristiques cliniques du CHC a double différenciation. Rapport des cotes pour
évaluer la corrélation de parametres cliniques avec le groupe tumoral. Les points correspondent aux
estimateurs de variables. La longueur des lignes représente 1’intervalle de confiance (95%). En rouge
les rapports de cdtes correspondant aux variables statistiques. Autres étiologies : Hémochromatose,
Syndrome métabolique, étiologie inconnue.



3. Résultats

3.1 La protéomique quantitative lie les voies métaboliques aux

CHC KRT19-positif

Plus de 400 échantillons de CHC ont été immunophénotypés de manicre systématique
avec le marqueur hépatocytaire HepParl et le marqueur biliaire KRT19. La proportion de
CHC HepParl positif exprimant clairement le marqueur KRT19 était relativement faible
de ’ordre de 8% des CHC analysés (supérieur au seuil de 5 % des cellules tumorales).
L’intensité du signal KRT19 au sein des cellules cancéreuses était variable, allant de
faible (seuil de 5% de positivité) a trés forte (seuil > 50 % de positivité). La localisation
des cellules cancéreuses exprimant KRT19 était variable, dispersées au sein de la masse
tumorale avec quelques cellules positives ou formant des micro-foyers bien circonscrits.
Nous avons recueilli les caractéristiques clinico-pathologiques disponibles pour un sous-
groupe de patients (n=22) avec CHC KRT19-positif et comparé a celles de patients avec
CHC KRT19-négatif (n=35). Une analyse univariée a montré que les CHC KRT19-positif
¢taient significativement associés a la co-infection par les virus de 1’hépatite C et de
I’immunodéficience humaine (VIH) et au traitement pré-opératoire par chimio-
embolisation trans-artérielle (Figure 1). Nous n’avons pas retrouvé d’association
significative avec le grade de différenciation tumorale et I’invasion vasculaire bien qu’une
tendance se soit dégagée pour ces deux variables dans les CHC KRT19-positif. Les
données de survie n’ont pas pu étre exploitées car les patients des groupes KRT19-positif
et -négatif ont bénéfici¢é d’une résection chirurgicale (n=28) ou d’une transplantation
hépatique (n=25). Cette derni¢re étant associée a une meilleure survie des patients,
I’analyse statistique n’est pas réalisable. Le faible échantillonnage a empéché de grouper
les patients en fonction du type d’acte chirurgical. Un total de 160 analyses par
spectrométrie de masse en tandem ont été réalisées sur 6 CHCs microdisséqués KRT19-
positif et 5 CHCs microdisséqués KRT19-négatif ce qui nous a permis de construire une
base AMT contenant I’ensemble des tags peptidiques. Les échantillons KRT19-négatif ont

été sélectionnés sur la base de I’age, sexe, étiologie du CHC,
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Gene symbol Protein name Fold change Biological Activity
KRT19 Keratin, type | cytoskeletal 19 * Intermediate filament. Organization of myofibers
. . - . . . . Transducers in signaling pathways controlled by G protein-coupled
GNAS Guanine nucleotide-binding protein G(s) subunit alpha isoforms Xlas receptors (GPCRs).
PTMA Prothymosin alpha . Immune function. Play role Igcltri]\fi?;m resistance. Anti-apoptotic
C120rf10 UPF0160 protein MYG1, mitochondrial * Unknown funtion. May involved in stress-response
VIL1 Villin 1 18.2 Epithelial cell—speqific C§12+—regulgted actin—mgdifying protein . Role
in Actin nucleation and capping
. ~ . . . Plus-end tracking protein (+TIP). Regulates the dynamics of the
MAPRE1 Microtubule-associated protein RP/EB family member 1 11.9 microtubule cytoskelaton
CAST Calpastatin 7.5 Inhibition of calpain, activated by hypoxia
MARC1 Mitochondrial amidoxime-reducing component 1 5.7 Reduction of N-oxydes. Role in oxidative stress
KRT5 Keratin, type Il cytoskeletal 5 4.5 Cytoskeletal protein. Skin diseases
PKM2 Pyruvate kinase PKM 41 Last step of glycolysis. Main form in cancer
PCNA Proliferating cell nuclear antigen 3.9 Role in DNA replication
CIRBP Cold-inducible RNA-binding protein 3.9 Protective role in the genotoxic stress response
SNRPD1 Small nuclear ribonucleoprotein Sm D1 3.8 Role in the splicing of cellular pre-mRNAs.
RALY RNA-binding protein Raly 3.7 Transcriptional cofactor for cholesterol biosynthetic genes in the liver
COPS7B COP9 signalosome complex subunit 7b 3.2 Regulator of the ubiquitin conjugation pathway
. Regulation the transport and translation of mMRNAs of proteins.
CAPRIN1 Caprin-1 3.0 Binds MYC
NPM3 Nucleoplasmin-3 26 Nuclear chaperone
HNRNPH1 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H 26 Processing of pre-mRNAs
F11R Junctional adhesion molecule A 25 Role in epithelial tight junction formation
RPL35 608 ribosomal protein L35 25 rRNA processing
CNPY2 Protein canopy homolog 2 23 secreted angiogenic factor regulated by hypoxia
PAFAH1B3 Platelet-activating factor acetylhydrolase IB subunit gamma 22 Ether lipid metabolism
MCM3 DNA replication licensing factor MCM3 21 helicase activity
RPL27A 608 ribosomal protein L27a 21 rRNA processing
MYADM Myeloid-associated differentiation marker 2.0 Differentiation of myeloid cells
HNRNPAO Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A 1.9 Post-transcriptional regulation of cytokines mRNAs.
UBE2V1 Ubiquitin-conjugating enzyme E2 variant 1 1.9 Transcriptional activation of the human FOS proto-oncogene
NHP2L1 NHP2-like protein 1 1.8 Spliceosome assembly
HIST1H2BC Histone H2B type 1-C/E/F/G/I 1.8 Core component of nucleosome
SPAGY C-Jun-amino-terminal kinase-interacting protein 4 1.7 Mediates JNK signaling
CMTMé CKLF-like MARVEL transmembrane domain-containing protein 6 1.7 Neutrophile degranulation
BLMH Bleomycin hydrolase 1.5 Physiological role unknown. Inactivation of the antitumor drug BLM
EIF5 Eukaryotic translation initiation factor 5 14 Hydrolysis of GTP bound to the 40S ribosomal initiation complex
MRPL28 39S ribosomal protein L28, mitochondrial 1.4 Mitochondrial protein synthesis
EEA1 Early endosome antigen 1 1.4 Endosomal trafficking
ATIC Bifunctional purine biosynthesis protein PURH 1.3 Purine biosynthesis
TPD52L2 Tumor protein D54 1.1 Role in cell migration
TMOSF2 Transmembrane 9 superfamily member 2 1.1 Putative role in small molecule transport
EIF2S81 Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit 1 1.1 Early steps of protein synthesis

Tableau 1 : Liste des protéines sur-exprimés dans le CHC a double différenciation. Liste des protéines dont les peptides identifiés ont été
retrouvés statistiquement plus abondant dans le CHC positifs pour la cytokératine 19. La premiére colonne est la dénomination en symbole de
géne, a deuxieme, le nom officiel des protéines (Uniprot), la troisiéme colonne représente le rapport d’expression entre les cancers cytokératine 19
positifs versus les CHC cytokératine 19 négatifs et la derniere représente les activités biologiques (selon Uniprot). * : Pour ces 4 protéines, les
peptides n’ont été identifiés que dans une seule condition. Le rapport ne peut donc pas étre calculé.



La base AMT incluait 46 903 tags peptidiques correspondant a 5 199 protéines. Parmi ces
tags peptidiques, nous retrouvons a la fois des peptides provenant de marqueurs
d’hépatocytes (KRTS, KRT18, albumine, facteurs de coagulation) et de marqueurs de
cholangiocytes (KRT7, KRT19, Vimentine) (Figure 2A). L’analyse comparative des
abondances peptidiques relatives entre les deux groupes microdisséqués de CHC KRT19-
positif et -négatif a été réalisée a 1’aide de 1’index d’abondance (Abl) décrit dans le
matériel et méthodes (2.3.3.5 p131 et Suppl Figure 1). Un total de 118 protéines sont
retrouvées différentiellement dérégulées entre les deux catégories de CHC incluant 39
protéines sur-représentées et 79 protéines sous-représentées dans les CHC KRT19-positif
(Tableau 1, Tableau supplémentaire 1 et Figure 2B). La plupart des protéines identifiées
par I’analyse protéomique, bien que rapportées individuellement dans plusieurs travaux
portant sur les CHC, n’ont pas été particuliérement associées au sous-type moléculaire

KRT19 positif.

Les résultats protéomiques d’expression différentielle ont été validés par des analyses
immunohistochimiques réalisées sur des tissus de CHC KRT19-positif (n=10) et KRT19-
négatif (n=20). Les protéines cibles recherchées ont été celles pour lesquelles le rapport
d’expression était le plus important entre les deux conditions KRT19-positif et KRT19-
négatif. Il s’agit de Microtubule-associated protein RP/EB family member 1 (MAPREL1) et
de GDH/6PGL endoplasmic bifunctional protein (H6PD).

Nous montrons que les nodules tumoraux KRTI19-positif étaient tous positifs pour
MAPREI avec de fréquentes et fortes intensités de marquage observées au sein des
hépatocytes tumoraux. A 1’inverse, les zones tumorales KRT19-positif n’exprimaient pas
ou peu I’enzyme H6PD. Concernant les nodules tumoraux KRT19-négatif, le profil de
marquage pour ces deux marqueurs ¢€tait en miroir : on n’observait pas ou peu de
marquage de MAPREI, alors que H6PD présentait une forte intensité d’expression.
L’analyse immunohistochimique quantitative a confirmé les données de 1’analyse

protéomique concernant ces deux marqueurs (Figure 2C).

Un enrichissement fonctionnel a été réalisé avec la liste des 118 protéines dérégulées dans
les CHC KRT19-positif via I’algorithme EnrichR. Seuls les enrichissements de voies dont

la valeur de p ajusté (obtenue par le test de Fisher) inférieur a 0,05 ont été sélectionnés
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Figure 2: Analyse protéomique des cellules microdisséquées du carcinome hépatocellulaire a double différenciation. (A) Base
AMT avec en couleurs les tags peptidiques correspondant a des marqueurs de CHC (a gauche) et de cholangiocarcinome (a droite)
. En abcisses est représenté le temps de rétention normalisé et en ordonnée la masse/charge (m/z). (B)Distribution des index
d’abondance (Abl) des 46 903 peptides identifiés par spectométrie de masse en tandem. La permutation aléatoire permet
I’établissement d’un intervalle de confiance pour déterminer le profil d’expression différentiel. Les peptides sur- et sous-
abondants sont colorés en rouge et vert respectivement (C) Validation immunohistochimique de deux marqueurs identifiés lors
de I'analyse. MAPRE1 (Microtubule-associated protein RP/EB family member 1), dont le rapport d’expression était I'un des plus
élevé dans les carcinomes positifs a la cytokératine 19 et H6PD (GDH/6PGL endoplasmic bifunctional protein) dont le rapport était
le plus faible. Images représentatives du marquage immunohistochimique (B) et quantification sur 10 échantillons positifs et 20
négatifs pour la cytokératine 19. analyse statistique réalisé avec le test de Mann-Whitney (*** : p<0,001). (D) Les 39 et 79 protéines
différentiellement exprimés dans le carcinome a double différenciation ont été soumis a I'algorithme d’enrichissement fonctionnel
EnrichR. Les voies représentées sont celles dont le score d’enrichissement combiné (Ecart par rapport a la moyenne combinée a
la valeur p du test de Fisher) est le plus important dans les bases KEGG, REACTOME et ChEA. (E) Expression par PCR quantitative
de HNF4a et DCK1 dans des tumeurs humaines en fonction de I'expression de la cytokératine 19 (Tumeurs KRT19 positives n=5,
tumeurs KRT19 négatives n=16) . L’expression est exprimée en unités arbitraires et correspond a la méthode delta-Ct par rapport
a I'expression du géne de ménage TBP (Test de Mann Whitney, * : p<0,05 ; ** : p<0,01). (F) Images représentatives de I'expression
de Ki67 par immunohistochimie (barre d’échelle : 100um).



(figure 2D). Quatre voies moléculaires enrichies dans les CHC KRT19-positif (cibles de
MYC, motilité cellulaire, machinerie des ARN messagers, cycle cellulaire) ont été
identifiées. Le nombre réduit de protéines retrouvé sur-représentées dans la condition
KRT19-positif rend compte du peu de voies moléculaires identifiées. Par ailleurs, nous
notons une importante sous-représentation de voies métaboliques dans les CHC KRT19-
positif correspondant au métabolisme hépatocytaire des glucides, lipides et acides aminés

et a la syntheése des acides biliaires (Figure 2D).

Les enzymes qui constituent ces différentes voies métaboliques sont pour la plupart
régulés par le facteur de transcription HNF4-a qui assure un role essentiel dans le
développement, la différenciation et la polarité cellulaires dans le foie (Si-Tayeb et al.,
2010). Une analyse d’expression de HNF4-a et de DKCI1 (cible de MYC) par PCR
quantitative réalisée a partir d’échantillons congelés de CHC KRT19-positif (n=5) et
KRT19-négatif (n=16) a montré une forte diminution de 1’expression d’HNF4-a dans les
CHC KRT19-positif comparé a celle des CHC KRT19-négatif (Figure 2E). Ce résultat est
en accord avec des données de transcriptomique précédemment rapportées (Govaere et al.,
2014). L’expression de DKC1 ¢était plus élevée dans les CHC KRT19-positif que dans les
CHC KRT19-négatif suggérant une activation de la voie MYC dans les CHC a double
différenciation (Figure 2E).

Nous montrons également par immunohistochimie a 1’aide du marqueur de prolifération
Ki67 que les CHCs KRTI19-positif sont davantage prolifératifs que les CHC KRT19-

négatif (Figure 2F) en accord avec la littérature (Govaere et al., 2014)

3.2 La réponse a I'hypoxie et la glycolyse dont des marques
distinctives des CHC KRT19-positif

Une classification non supervisée a été réalisée a partir de données de RNA Seq que nous
avions préalablement générées (dbGAP :phs000885.v1.pl) et obtenues par I’analyse de 50
couples tumeurs-non tumeurs de CHC et de 5 foies normaux. Trois sous-groupes
moléculaires ont été identifiés comprenant un sous-groupe de 5 tumeurs de CHC
présentant notamment une forte expression de KRT19 (« left cluster »), un sous-groupe de

20 tumeurs de CHC sans aucune expression de KRT19 («right cluster ») et un sous-
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groupe intermédiaire d’expression variable (Suppl Figure 2A). L analyse différentielle par
EdgeR des groupes « left cluster » et « right cluster » a identifi¢ une liste de 420 genes
discriminant ces deux groupes de tumeurs, parmi lesquels des geénes de progéniteurs
hépatiques (EPCAM, CD133), des genes suppresseurs de tumeur (PDCD4) ainsi que de
nombreux genes (PKM2, GNAS, RALY, MAPREI1, CAPRIN1) codant des protéines que
nous avions détectées dans notre analyse protéomique des CHC microdisséqués KRT19-
positif et KRT19-négatif (Suppl Figure 2B). Cette liste de 420 génes comprend également
des geénes (S100A6, CD24, PPT1, PFKP) impliqués dans la récidive tumorale (Woo et al.,
2010), des genes surreprésentés dans la classe proliférative décrite par Chiang et col.
(Chiang et al., 2008) et corrélé a la survie (Lee et al., 2004) (Suppl Figure 2C). L’analyse
fonctionnelle des profils d’expression spécifiques des groupes KRT19-positif et KRT19-
négatif formant la cohorte de 50 CHC et réalisée a partir des bases KEGG, Reactome et
MsigDB a confirmé les données protéomiques de dérégulation majeure de plusieurs voies
métaboliques hépatocytaires (Figure 2D, 3A). Comparativement aux CHC KRT19-négatif,
les voies les plus sous-représentées dans les tumeurs KRT19-positif comprenaient le
métabolisme des acides biliaires et celui des acides gras. Parmi les voies sur-représentées
dans les CHC KRT19-positif, certaines d’entre elles ont déja été rapportées dans le
contexte KRT19 comme celles du TGF-B et de NOTCH. La voie du TGF-B est une voie
majeure dans la transition épithélio-mésenchymateuse et la dédifférenciation cellulaire et
est souvent retrouvée activée dans les CHC non différenciés (Coulouarn et al, 2012;
Govaere et al., 2014; Rao et al., 2017). L’activation de la voie NOTCH, connue pour son
action dans la différenciation des cellules progénitrices hépatiques en cellules biliaires
matures (Gil-Garcia and Baladron, 2016), est fortement corrélée a 1’expression de KRT19
dans les CHC (Roskams et al, 2010) est corrélé fortement a I’expression de la
cytokératine 19 dans les CHC (Govaere et al, 2014). Outre ces voies, notre analyse a
identifié dans les CHC KRT19-positif une forte sur-représentation de cibles (lamine B1,
récepteur transferrine, Ki67, Cycline B2, CDK4, MCM3, 4, 5) du facteur de transcription
E2F qui est impliqué dans la régulation du cycle cellulaire et les mécanismes d’apoptose
liées a TP53 (DeGregori et al, 1997, Huntington et al, 2016). Son expression, en
particulier celle de E2F1, est augmentée dans les CHC (Midorikawa et al., 2007) et est

liée a une forte activation de 1’oncogéne MYC et de I’expression du TGF-a (Santoni-
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Figure 3 : Analyse des transcrits ARN par séquencage CAGE. A partir des données du premier travail (dbGAP
:phs000885.v1.p1), une classification non supervisée a permis de définir deux groupes. Un groupe de forte expression
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(B) Expression des facteurs HIF1a et HIF2a par PCR quantitative dans les deux groupes (Tumeurs KRT19 positives n=5,

tumeurs KRT19 négatives n=16) (NS : non significatif, ** : p<0,01). (C) Expression de HIF1a par immunohistochimie
dans des tumeurs humaines (barre d’échelle : 100um).



Rugiu et al., 1998). Une autre voie enrichie dans les CHC KRT19-positif est celle du
TNFa bien connue pour ses effets dans la régénération hépatique et la pathogenése du

CHC notamment I’invasion et ’angiogen¢se tumorale (Lewis and Pollard, 20006).

De maniére intéressante, nous identifions plusieurs autres voies fortement dérégulées dans
les CHC KRTI19-positif, celles de la réponse a I’hypoxie, de la glycolyse et de la
phosphorylation oxydative (Figure 3A). L hypoxie est une caractéristique fréquente des
tumeurs solides ainsi que des tumeurs traitées par voie systémique par des drogues de
chimiothérapie (Méndez-Blanco et al., 2018) ou localement par chimio-embolisation
trans-artérielle (Petrillo et al., 2018a). En réponse a un micro-environnement appauvri en
oxygene, une réponse adaptative est déployée a 1I’échelon cellulaire avec activation de
nombreuses voies de signalisation qui régulent des processus cellulaires variés
(prolifération cellulaire, apoptose, angiogenése, métabolisme, remodelage tissulaire), et
ceci par I’intermédiaire de voies de réponse spécifiques comme celle des protéines de la

famille HIF (Hypoxia Inducible Factor).

Nous montrons par PCR quantitative que 1’expression de HIF1A, et non HIF2A, est
augmentée dans les CHC KRT19-positif comparé a celle des CHC KRT19-négatif (Figure
3B, C). En accord avec ces résultats, nous observons une forte expression de plusieurs
genes cibles de la protéine HIF1-a parmi lesquels 1’anhydrase carbonique CA9, le facteur
d’angiogenese VEGFA, I’hydrolase NDRGI1 (N-myc downstream-regulated gene 1) et
I’E3 ligase WSBI1 (Suppl Figure 3A). La surexpression de HIFIA est ¢galement illustrée

par immunomarquage tissulaire (Figure 3C).

Nous nous sommes ensuite demandés si la réponse a ’hypoxie était une marque associée
spécifiquement & KRT19 en réalisant un clustering hiérarchique des 50 CHC a 1’étude en
fonction de [D’expression d’un set (n=200) de génes de réponse a [’hypoxie
(HALLMARKS HYPOXIA; Broad Institute). Cette analyse a révélé 1’existence de deux
sous-groupes de CHC caractérisés par une expression franche différentielle des geénes
cibles de réponse a I’hypoxie distinguant des tumeurs a forte (n=10) et faible (n=40)
expression (Suppl Figure 3B). La comparaison du transcriptome global des deux sous-
groupes par l’algorithme edgeR a placé KRT19 en premiére position des marqueurs

discriminants entre sous-groupes tumoraux (Suppl Figure 3C, D) indiquant une réelle
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Figure 4 : Les tumeurs a double différenciation sont hautement glycolytiques. (A) Schéma décrivant
la glycolyse avec les substrats, produits, enzymes et co-facteurs de la voie de la glycolyse. Expression
des enzymes de la glycolyse (B) des pyruvates kinases PKLR et PKM2 (C) et des trasnporteurs de
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association biologique entre réponse a I’hypoxie régulée par HIFI1-a et expression

hépatocytaire tumorale de KRT19.

Comme mentionné précédemment, les données transcriptomiques des 50 CHC analysés
ont confirmé les données protéomiques en termes d’altérations de certaines voies
métaboliques ce qui semble indiquer que la reprogrammation métabolique serait une
deuxieme marque moléculaire distinctive des CHC KRT19-positif (Figure 2D, 3A). Le
taux d’expression de 1I’ensemble des enzymes impliqués dans la voie de la glycolyse est
substantiellement augmenté dans les CHC KRT19-positif comparé aux CHC KRTI19-
négatif (Figure 4). L’analyse comparative des deux sous-types moléculaires de CHC
KRT19-positif et négatif révele en outre une interversion des formes foie-spécifique PKL
(pyruvate kinase liver) et foetale PKM2 de la pyruvate kinase (enzyme convertissant le
phosphoenolpyruvate en pyruvate au cours de la derniére étape de la glycolyse) au
bénéfice de la forme foetale PKM?2 dans les CHC KRT19-positif (Figure 4A, 4C). Il faut
noter que l’analyse protéomique quantitative avait détecté PKM2 dans les nodules
tumoraux KRT19-positif (Tableau 1). L’ensemble de ces résultats indique que les CHC
KRT19-positif sont des tumeurs glycolytiques

3.3 Forte association entre réponse a I'hypoxie et expression
de KRT19 dans la cohorte de CHC du TCGA

Des analyses d’expression différentielle et d’enrichissement fonctionnel ont été appliquées
sur les jeux de données transcriptomiques publiques du TCGA (The Cancer Genome
Atlas) regroupant 371 CHC (Mai 2019). Les tumeurs ont été séparées suivant leur niveau
d’expression de KRT19 ou du set (n=200) de geénes cibles de HIF1-a utilis¢ dans la Suppl.
Figure 3B. Nous avons défini deux sous-groupes de tumeurs avec une expression extréme
de KRT19 en extrayant le dernier quartile de CHC (expression maximale de KRT19,
n=93) et les deux premiers quartiles (absence d’expression de KRT19 jusqu’a la médiane
d’expression, n=185) (Figure 5A). Le groupe intermédiaire d’expression de KRT19
(n=93) n’a pas été retenu dans les analyses ultérieures. L’analyse du profil global
d’expression différentiel via I’algorithme EdgeR a montré que les génes principaux de la

réponse a I’hypoxie (GLUTI1, VEGF) et de la voie de la glycolyse (HK2, interversion
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Figure 5 : Analyse des transcrits de la base de données TCGA. (A) Deux groupes ont été définis
selon I’expression du transcrit KRT19 dans la base de données du TCGA (377 patients). Un groupe
d’expression forte comprenant 25 % des tumeurs et un groupe faible comprenant la moitié des tumeurs
de faible expression. (B) Expression de HIF1, de genes du métabolisme, de 1’angiogencse et de
marqueurs progéniteurs (Test de Mann Withney avec correction de Benjamini-Hochberg, * : p<0,05 ;
*##:p<0,01 ; ***:p<0,001). (C) Distribution des mutations communes au CHC dans les deux groupes
(Test de Fisher). En rouge les deux mutations (CNNTBI1 et IDH1), dont la distribution est différente
dans les groupes.



PKL/PKM?2) ainsi que les marqueurs progéniteurs CD133 et EPCAM sont fortement
surexprimés dans le sous-groupe de CHC a forte expression de KRT19. A I’inverse dans
cette catégorie de tumeurs, des genes impliqués dans le cycle de Krebs (PCK2, IDH1) et
dans 1’oxydation des acides gras (CPT2) sont fortement sous-exprimés (Figure 5B). De
plus les genes codant les protéines identifiées dans I’analyse protéomique quantitative des
nodules tumoraux microdisséqués KRT19-positif ont été retrouvés surreprésentés dans le
groupe de CHC du TCGA a forte expression de KRT19 (Figure 5B, Suppl Figure 4A).
Inversement le sous-groupe de CHC a faible expression de KRT19 était enrichi de la liste
des 79 geénes codant les protéines sous-représentées dans les CHC microdisséques KRT19-
positif (Suppl Figure 4B). Pris dans leur ensemble, ces résultats portant sur un total de 438
CHC intégrant des données de protéomique aprés microdissection laser et de
transcriptomique indiquent que KRTI19 est un marqueur moléculaire de Ia
reprogrammation meétabolique et de la réponse a I’hypoxie. L’analyse des mutations issues
des données du TCGA a montré que la plupart des génes mutés (TP53, ARID1A, RB1,
APOB, ALB, TTN) dans les CHC étaient répartis de maniere similaire entre les deux
sous-groupes de CHC a expression forte ou faible de KRT19 a I’exception des genes
CNNTBI et IDH1/2 (Figure 5C). Trente-trois CHC sur un total de 38 présentant une
mutation du géene CNNTB1 appartenaient au sous-groupe de CHC a faible expression de
KRT19 et donc probablement étaient des tumeurs non glycolytiques. Ceci est en accord
avec un travail récent montrant que les CHC humains et murins dont la voie -caténine est
activée utilisent préférentiellement les acides gras, et non le glucose, pour leur croissance
(Senni et al., 2019). Nous montrons que les 3 CHC mutés pour le géne IDHI1 et 2 autres
mutés pour le géne IDH2 appartenaient tous au sous-groupe de CHC a expression forte de

KRT19 suggérant que ces tumeurs mutées pour les génes IDH étaient glycolytiques.

Un regroupement hiérarchique des 371 CHC du TCGA réalisé suivant le niveau
d’expression d’un set (n=200) de génes de réponse a I’hypoxie a séparé les tumeurs en
deux sous-groupes de forte (n=38) et faible (n=333) réponse a I’hypoxie (Suppl. Figure 5).
Le profil d’expression différentiel entre les 2 sous-groupes retrouvait une augmentation
des marqueurs de la glycolyse (PKM2, PKLR, HK2), de I’angiogen¢se (VEGF), du
phénotype progéniteur (EPCAM, CD133, KRT19). Il est a noter que l’expression de

certains marqueurs issus de [’analyse protéomique quantitative ont également été
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Figure 6 : La réponse a ’hypoxie provoque ’activation de ’expression de KRT19. (A) L’incubation pendant 48h
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densitométrie (D).



retrouveés augmentés dans le sous-groupe a forte réponse a I’hypoxie (KRT19, MAPREI,
PKM2). Au total, nous confirmons dans une cohorte indépendante de CHC 1’association

forte entre réponse a I’hypoxie et expression de KRT19 dans les CHC.

3.4 Laréponse a I'’hypoxie provoque l'activation de I'expression
de KRT19

Nous avons étudié dans le modele cellulaire d’hépatocarcinome humain HuH7 les effets
de la stabilisation chimique du facteur HIFla par du chlorure de cobalt (CoCl,) sur
I’expression de certaines protéines préalablement identifiées dans les analyses OMICS
tissulaires. Les protéines étudiées ont ét¢ KRT19, MAPREI1 (Top 1 de la liste issue de la
protéomique quantitative, PDCD4 (Top 1 de la liste issue du RNA Seq).
L’immunodétection sur membrane réalisée 48h apres traitement des cellules huH7 par
CoCl, révele bien la présence de la protéine HIF1a dans les cellules traitées (Figure 6A).
Nous montrons que les expressions de KRT19, MAPRE1, PDCD4 étaient augmentées
dans les cellules traitées par le CoCl, comparé aux cellules contréles non traitées. Nous
montrons €galement que cet effet du CoCl, était observé dans des cellules HuH7 incubées
dans un environnement hypoxique a 1% O, (données non présentées). L’imagerie par
immunofluorescence a montré que les cellules HuH7 traitées par CoCl,, et non les cellules
contrdles non traitées, présentaient a la fois la présence dans le noyau de HIFla et dans le
cytoplasme du réseau cytoplasmique de filaments intermédiaires de KRT19 du

cytosquelette (Figure 6B).

Nous avons ensuite testé si la metformine connue pour son action d’inhibition de HIF 1o et
ses génes cibles pouvait modifier le niveau d’expression des protéines étudiées dans des
cellules HuH7 traitée ou non par CoCl,. Nous montrons que les deux concentrations de
metformine utilisées (10 et 20uM) réduisent fortement 1’expression des protéines KRT19,
MAPREI1, HK2 et cycline A2 dans les cellules HuH7 traitées comparé aux cellules
controles (Figure 6C). Cette diminution d’expression protéique était associée a une forte
réduction de I’expression de HIFlo en présence de metformine indiquant que la
stabilisation de HIFla est le facteur déclencheur de [’activation de 1’expression des

marqueurs sélectionnés (notamment KRT19) et plausiblement des changements
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moléculaires identifiées dans les CHC KRT19-positif. Cette affirmation est appuyée par
I’existence d’un ¢lément de réponse a I’hypoxie (HRE) a 4,6 Kb du site d’initiation de
transcription du géne KRT19. Enfin, il est a noter que dans des conditions normales de
culture sans CoCl,, la metformine réduisait I’expression protéique de KRT19 et de cycline
A2, et non de MAPREI1 et HK2, dans les cellules controles suggérant 1’existence de
facteurs indépendants de HIF1a dans la régulation négative de KRT19 (Figure 6C).

3.5 Les CHC hypoxiques produisent du 2-hydroxyglutarate
Sachant que 1I’hypoxie peut étre responsable de la surproduction de 2-Hydroxyglutarate
(2-HG) en absence de mutation dans les geénes IDH et que cette production contribue a la
pathogenese de certains cancers solides (altérations épigénétiques conduisant a la
répression de la transcription, altérations de la différentiation tumorale, survie des cellules
cancéreuses)(Intlekofer et al., 2015; Oldham et al., 2015). nous avons formulé 1’hypothéese
selon laquelle des CHC hypoxiques et non mutés IDH produisaient du 2-HG.
L’oncométabolite 2-HG est un inhibiteur des dioxygénases dépendantes de 1’a-
cétoglutarate, parmi lesquelles des déméthylases des histones (KDM4C, IMID2A,
JIMJD2C, JHDMI1A/FBXL11) ou encore la prolyl hydroxylase PHD2 nécessaire a
I’hydroxylation de HIFla conduisant a sa dégradation (Chowdhury et al, 2011). Nous
avons quantifié¢ par spectrométric de masse le taux tissulaire de 2-HG dans des CHC
KRT19-positif qui n’étaient pas mutés pour les genes IDH. Nos résultats préliminaires
obtenus sur un trés faible nombre de tumeurs (n=4) a montré la présence de 2-HG sous ses
deux formes énantiomériques D (D2-HG) et L (L2-HG) a des taux variables (35-240
ng/mL). Ces deux formes D2-HG et L2-HG n’ont pas été détectées dans les 2 seuls foies
non tumoraux analysés et collectés a distance d’une métastase colorectale (Figure 7A).
Nous avons analysé par immunohistochimie le statut d’une marque particuliére d’histone,
la triméthylation de la lysine 9 de I’histone H3 (H3K9me3) qui résulte de 1’inhibition de
KDMA4C par 2-HG dans une série de CHC hypoxiques KRT19-positif (n=3) ou KRT19-
négatif (n=4) KRT19 et des CHC non hypoxiques (n=4). Nous montrons que toutes les
tumeurs hypoxiques qu’elles soient KRT19-positif ou -négatif présentent une marque
H3K9me3 nucléaire forte dans les nodules tumoraux comparés au foie non tumoral

adjacent (Figure 7B). Par contre, nous ne détectons aucune accumulation de H3K9me3
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dans les CHC n’exprimant ni KRT19 ni les génes de réponse a 1’hypoxie. Au total, ces
données préliminaires indiquent que les CHC hypoxiques exprimant ou non KRT19
produisent du 2-HG indépendamment de 1’existence ou non de mutations dans les genes
IDH ce qui conduit a une accumulation aberrante de H3K9me3 et plausiblement a des

altérations du métabolisme énergétique et de la différenciation tumorale.
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4. Discussion

Le grand nombre d’études moléculaires réalisées cette dernicre décennie ont révelé
plusieurs classes de CHC caractérisés par des signatures génomiques et protéomiques
distinctes, qui pourraient résulter de l'activation de différentes voies de signalisation
oncogéniques et/ou inflammatoires ou provenir de type cellulaire particulier. Un sous-
groupe génomique, dont le pronostic est particulierement mauvais, présente un profil
d’expression génique comprenant des marqueurs d’hépatoblastes et de cellules ovales
hépatiques, suggérant qu’il puisse dériver de cellules progénitrices bipotentes du foie ou
d’altérations de la différenciation hépatocytaire au cours de la progression tumorale. Ce
sous-groupe de CHC dit «progéniteur-like» a aussi une expression significativement plus
¢levée du marqueur de différenciation biliaire KRT19 que les autres sous-groupes
moléculaires. Les découvertes génomiques récentes n’ont malheureusement eu jusqu’a

présent qu’un impact clinique et thérapeutique limité.

L’objectif de 1’étude a été de mieux caractériser au moyen de méthodes combinées de
spectrométrie de masse quantitative et de transcriptomique le paysage moléculaire et
phénotypique du sous-groupe agressif de CHC KRT19-positif avec I’espoir d’identifier
des cibles thérapeutiques spécifiques a ce cancer ayant un réel impact sur le devenir des

patients.

Ces méthodes associées a des analyses in silico appliquées a un grand nombre de CHC ont
révélé une dérégulation de plusieurs voies moléculaires associées au statut KRT19 de la
tumeur, et en particulier une reprogrammation métabolique des CHC KRT19-positif de
type glycolytique liée a une activation de la réponse a I’hypoxie. Nous montrons
¢galement que 1’expression tumorale de marqueurs dits progéniteurs tels que KRT19,
EPCAM et CD133 était dépendante de la stabilisation de HIFla, et que cette activation
d’expression médiée par HIFla ¢était détectée in vitro dans des cellules

d’hépatocarcinome.

Les CHC KRTI19-positif sont caractérisés par (i) une forte inhibition du facteur de

différenciation hépatocytaire HNF4a entrainant une perte de la différenciation cellulaire et
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(i1) une accumulation de HIFla et (ii1) une activation des genes cibles de MYC,
provoquant des changements métaboliques substantiels affectant de nombreuses voies et

rendant la tumeur glycolytique.

Certains oncogénes dont MYC participe a la reprogrammation métabolique de type
glycolytique des cancers solides. L’analyse protéomique de cellules tumorales
microdisséquées KRT19-positifs et -négatifs a révélé un grand nombre de cibles de MYC
parmi lesquelles EIF2, EIFS5, GNAS, NHP2L1, CAPRINI1, RPL27A, RPL35, PCNA,
NPM3 et PTMA dans la condition KRT19 positif. Ce résultat est en accord avec les
données de la littérature montrant que MY C est donc capable d’activer des geénes cibles de
la voie de la glycolyse, du transport du glucose et la glutaminase (Yuneva et al., 2007;
DeBerardinis et al, 2008). La réponse a I’hypoxie est fortement activée dans les CHC
KRT19-positif suggérant un effet coopératif de MYC et de HIFla comme cela a été
montré dans de nombreux cancers en conditions hypoxiques conduisant a I’expression de
genes de 1’angiogenese et de la glycolyse (Kim et al, 2007; Dang et al., 2008; Yeung et
al., 2008). MYC est aussi capable de stabiliser HIFla et d’augmenter son accumulation
nucléaire en conditions normoxiques (Doe ef al., 2012). De plus il a ét¢ montré que la
stabilisation de HIF1a était nécessaire a 1’activité proliférative de MYC dans des lignées
de cancer du sein indiquant que MYC et HIFla sont donc deux protéines intimement liées

dans la pathogenése tumorale.

Les tumeurs hypoxiques sont connues pour ¢&tre particuliérement résistantes aux
traitements anticancéreux (chimiothérapie, radiothérapie, thérapies ciblés) (Ward, 1988;
Karakashev and Reginato, 2015). Plusieurs mécanismes de résistance primaire ou
secondaire entrent en jeu. 1- HIFla induit ’expression de glycoprotéines membranaires
(MDR1, MRP2) responsables de I’efflux des xénobiotiques et donc de la diminution de
leurs concentrations intracellulaires (Kruh and Belinsky, 2003; Krishnamurthy and
Schuetz, 2005). 2- La réponse a I’hypoxie réduit I’apoptose liée aux dommages a I’ADN
causés par les agents cytotoxiques en inhibant les protéines pro-apoptotiques BAX et BID
(Erler et al, 2004) ou en activant des protéines anti-apoptotiques comme la survivine
(Chen et al., 2009). Il a été montré dans des lignées d’hépatocarcinome et des modéles

animaux de CHC que D’inhibition de HIFla permettait de resensibiliser les cellules
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cancéreuses a la doxorubicine et au sorafenib (Zhu et al., 2012; Cao et al., 2013; Liang et
al., 2013) ou encore a la radiothérapie (Schwartz et al., 2011; Yang et al., 2011; Meijer et
al, 2012). 3- Le pyruvate et le lactate produits de la glycolyse ainsi que la génération de
formes réduites de NAD(P)H et de glutathion (GSSH) r<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>