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OBJECTIFS DE LA THESE

La cancérogenese hépatique est un processus multifactoriel et multi-étape dans lequel
des caractéristiques environnementales et génétiques contribuent a la transformation maligne
des cellules hépatiques. Les mécanismes moléculaires impliqués dans la cancérogenése
hépatique, tels que la prolifération et 1’angiogenése, sont médiés par des facteurs de
croissance et des chimiokines, ayant la particularitt¢ de pouvoir se lier aux chaines
glycosaminoglycannes (GAG) de type héparane sulfate (HS) chargées négativement, grace a
des liaisons électrostatiques, d’ou leur dénomination « heparin binding proteins » (HBP). Ces
chaines HS peuvent étre présentes au niveau membranaire, liées de maniére covalente & une
protéine centrale pour former des protéoglycannes a chaines héparane sulfate (HSPG) tels que
les syndécannes (SDC) [Figure 1]. L’activité des HBP est dépendante de la présence de motifs
structurels bien définis au sein des chaines HS [Figure 1]. La modification structurale des
chaines HS, médiée par les enzymes a activité 6-O-endosulfatase (sulfatase-1, sulfatase-2
(SULFs)) et endoglucuronidase (héparanase (HPSE)), peut modifier I’affinité des HBP pour
les chaines HS et réguler positivement leur activité en permettant leur libération et leur
interaction avec leurs récepteurs respectifs, activant ainsi des voies de signalisation cellulaires

impliquées dans la cancérogeneése.
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Figure 1. Modification structurale des chaines héparane sulfate.

Les chaines HS peuvent étre membranaires, liées de maniere covalente a une protéine
centrale pour former les protéoglycannes a chaines HS (HSPG). Les chaines HS sont
constituées de la répétition d'unités disaccharidiques de type acide glucuronique (GIcA) ou
acide iduronique (IdoA) et N-acétylglucosamine (GIcNAc). Les chaines HS subissent des
modifications structurales par les enzymes sulfatase-1, sulfatase-2 (SULFs) qui clivent le
groupement sulfate en position 6 du glucosamine et par [’héparanase (HPSE) qui clive les
chaines HS, liées aux HBP, en fragments fonctionnels, pouvant favoriser la fixation des
chimiokines et facteurs de croissance a leurs récepteurs respectifs. D ’apres (EI Masri et al.
2017).

Mes travaux de thése s’articulent autour de 2 axes :

L’axe bioclinique

Les patients atteints de maladies hépatiques chroniques sévéeres sont particuliérement a
risque de développer un carcinome hépatocellulaire (CHC). Cependant, le risque de CHC
n'est pas identique d'un patient a l'autre. Ainsi, l'identification des facteurs de susceptibilité
génétique, en particulier sous forme de polymorphismes d’un seul nucléotide (SNPs), et leur
intégration dans les scores cliniques peut contribuer a affiner la sélection des patients a risque
qui pourraient bénéficier d’une prise en charge médicale personnalisée avec des mesures
préventives individualisées, des stratégies de diagnostic adaptées ou des procédures

thérapeutiques mieux ciblées.
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Ainsi, le premier objectif de I’axe bioclinique a été d’évaluer I’impact de plusieurs
variants génétiques sur la susceptibilité de développer des maladies hépatiques chroniques et
leur évolution en CHC. Ces variants de genes sélectionnés sont indépendants et portés par des
génes codant les enzymes SULF-1, SULF-2 et HPSE. La valeur pronostique de ces variants a
été évaluée de maniére rétrospective dans une cohorte de patients atteints d’une stéatohépatite
non alcoolique (NASH), en tenant compte des événements cliniques qui surviennent au cours

du suivi tels que la fibrose, la cirrhose, le CHC et le déces [Figure 2].

L’un des problémes majeurs qui limite la prise en charge des patients atteints de CHC
est le diagnostic de la maladie a un stade avancé, malgré une surveillance clinique réguliére
pendant les stades précédant le CHC, ce qui contribue a un mauvais pronostic. L'alpha-
foetoprotéine (AFP), une glycoprotéine feetale analogue a 1’albumine chez 1’adulte, est
couramment utilisée comme marqueur tumoral avec une sensibilit¢ d’environ 40 % pour la
détection du CHC précoce. Toutefois, I’AFP est parfois élevée chez les patients sans CHC qui
souffrent d'une maladie hépatique chronique telle que 1’hépatite virale B ou C (Chia, Wong, et
Luk 2019; Miura et al. 2020). Ainsi, il reste important d’identifier des biomarqueurs sériques
specifiques permettant un diagnostic précoce avec une valeur pronostique afin d’optimiser la
prise en charge de ces patients et éventuellement d’identifier de nouvelles cibles

thérapeutiques.

Du fait de la surexpression génique et tissulaire de plusieurs HSPG, tels que le
syndécanne-1 (SDC-1) et le glypican-3 (GPC-3) dans le CHC (biopsies hépatiques), leur
potentiel diagnostique a été évalué au niveau sérique (H. Liu et al. 2018; Reg0s et al. 2020).
Ainsi, ces deux HSPG ont été proposés comme biomarqueurs sériques en raison de leur
capacité a distinguer les patients atteints d’une cirrhose, de ceux atteints d’un petit CHC
(Nault et al. 2013; Chia, Wong, et Luk 2019). Par conséquent, le deuxiéme objectif de I’axe
bioclinique a été d'évaluer une association potentielle entre les niveaux circulants du SDC-1,
du GPC-3, ainsi que les enzymes SULF-1, SULF-2 et HPSE avec l'apparition d’un CHC chez

les patients atteints de cirrhose alcoolique [Figure 2].
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Figure 2. Histoire naturelle du développement du carcinome hépatocellulaire.

Dans les pays occidentaux, 90 % des cas de CHC se développent dans un contexte d'une
hépatopathie chronique, avancéee, au stade cirrhose. La consommation chronique d’alcool,
les hépatites virales chroniques B et C et la stéatose hépatique représentent les principales
causes de CHC. L’intégration de variants génétiques (SNPs) dans les stratégies de dépistage
permettrait de définir les patients a risque et d’adapter des stratégies de diagnostic du CHC,
non invasives, basées notamment sur ['utilisation de biomarqueurs Seriques, visant ainsi a
améliorer la prise en charge thérapeutique des patients. D’aprées (Ganne-Carrié et Nahon
2019; Singal, Lampertico, et Nahon 2020).

L’axe fondamental

Le CHC est une tumeur qui se développe dans un contexte inflammatoire chronique. En
effet, l'influence des facteurs externes (I’alcool, le syndrome métabolique, le stress oxydant)
induit I’activation des macrophages résidents du foie, les cellules de Kiipffer, qui jouent un
réle central dans les lésions hépatiques précoces en sécrétant des cytokines pro-
inflammatoires telles que le TNF-a, I'IL-1 et I'IL-6. Ces cytokines pro-inflammatoires
favorisent le recrutement des neutrophiles et monocytes et la sécrétion de chimiokines telles
que le CXCL12 (SDF-1) et CCL5 (RANTES), ce qui amplifie la réponse inflammatoire.
Notre équipe a montré que la liaison des chimiokines aux chaines HS serait impliquée dans la
progression tumorale en induisant la prolifération, la migration et I’invasion des cellules
d'hépatome humain (Huh7) (Sutton, Friand, Brulé-Donneger, et al. 2007; Friand et al. 2009;
Charni et al. 2009). Ainsi, I’objectif de ce projet fondamental a été de caractériser 1’influence
du contexte inflammatoire, induit par un traitement au TNF-o, sur ’expression des enzymes
de biosynthése et de modification des chaines HS, la modification structurale des chaines HS
dans un modele d’hépatome humain Huh7 et I’impact sur la prolifération des cellules

cancéreuses.
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INTRODUCTION

I.  Les Proteoglycannes

Les protéoglycannes (PGs) sont des molécules complexes et trés diverses, caractérisées
par une protéine centrale, sur laquelle est associée, de maniére covalente, une ou plusieurs
chaines polysaccharidiques de type glycosaminoglycanne (GAG). Les propriétés

fonctionnelles des PGs et leur classification dépendent :

> Du type de chaines GAG qu’ils portent, pouvant étre de type chondroitine sulfate
(CS), dermatane sulfate (DS), kératane sulfate (KS) ou héparane sulfate (HS).

> De la séquence polypeptidique de la protéine centrale.
> De leur localisation cellulaire.

Les chaines CS sont constituées par la répétition d'unités disaccharidiques de type N-
acétylgalactosamine (GalNAc) et acide glucuronique (GlIcA) [Figure 3]. La 4-O-sulfatation ou
la 6-O-sulfatation du GalNAc forme ce que I'on appelle des chaines CS de type A et C,
respectivement. Les chaines DS partagent la méme structure que les CS, a l'exception du
GIcA qui peut subir une épimérisation en acide iduronique (IdoA) sur le long de la chaine.
Cette épimérisation permet la 2-O-sulfatation de I'ldoA (Malavaki et al. 2008). Les chaines
KS sont constituées de la répétition d'unités N-acétylglucosamine (GIcNAc) et Galactose,
pouvant étre O-sulfatées en C-6 du glucosamine (Bierbaum 2017). Les chaines HS sont
composées de la répétition de résidus de GIcNAc et de GIcA (ce dernier pouvant également
subir une épimérisation en lIdoA). Dans les chaines HS, le GICNAc est N-sulfaté (GICNS) et
O-sulfaté en position C-6 (rarement en C-3) et 1’acide uronique O-sulfaté en position C-2
(Laguri, Arenzana-Seisdedos, et Lortat-Jacob 2008; ElI Masri et al. 2017). Enfin, I'héparine,
connue pour son activité anticoagulante, partage la méme structure que les chaines HS mais
avec un degre de sulfatation plus élevé (Nugent et al. 2005).

On retrouve également des GAG non associes a une protéine centrale, c'est notamment
le cas de I'acide hyaluronique [Figure 3]. La chaine polysaccharidique de I'acide hyaluronique
est constituée de la répétition d’unités disaccharidiques de GlcA et GlcNAc non sulfatées

(Slevin et al. 2007).
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Figure 3. Représentation schématique des différents glycosaminoglycannes.

D'apres (Imberty, Lortat-Jacob, et Pérez 2007).

Les PGs peuvent étre sécrétés dans la matrice extracellulaire (MEC) (versican,
aggrécan, agrine et décorine). Ils peuvent étre circulants, c’est le cas de 1’endocan et la
bikunine ou intracellulaires, c’est le cas de la serglycine. Ils peuvent également étre
membranaires, représentés par la famille des glypicans (GPCs), reliés a la membrane
plasmique par une ancre glycosyl-phosphatidylinositol (GPI), et des syndécannes (SDCs)

possédant un domaine transmembranaire [Figure 4] (Poulain et Yost 2015).

Ces PGs peuvent interagir avec les composants structurels de la MEC, tels que la
laminine, le collagene de type IV ou la fibronectine, contribuant ainsi a la formation du réseau
matriciel et au maintien de son intégrité et a sa solidité. lls peuvent également interagir avec
d'autres composants associés a la surface cellulaire, tels que les récepteurs a 7 domaines
transmembraires couplés aux protéines G (RCPG), les récepteurs a activité tyrosine-kinase
(RTK) et les intégrines, contrdlant ainsi I'adhérence, la migration et la signalisation cellulaire
(Delehedde et al. 2013). Les chaines GAG peuvent se lier a de nombreuses protéines, en

particulier des ligands solubles tels que les facteurs de croissance, les cytokines et les
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chimiokines, dont la diffusion au sein des tissus, la stabilité et I'activité sont régulées par cette

interaction.
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Figure 4. Structures des protéoglycannes.

La serglycine est un protéoglycanne intracellulaire. L’Agrine, la décorine et les
protéoglycannes liant /’acide hyaluronique tels que I’aggrécan et le versican sont situés dans
la matrice extracellulaire, tandis que les glypicans et les syndécannes sont des
protéoglycannes membranaires. D apreés (Edwards 2012).

A.  Les protéoglycannes matriciels

La décorine est un PG de la famille des Small Leucine-Rich Protein (SLRP). Ce PG est
composée d’une protéine centrale de 42 kDa sur laquelle est attachée une seule chaine CS ou
DS. La décorine est active sous forme monomérique (W. Zhang et al. 2018). Elle se fixe aux

fibres de collagéne et contribue a leur stabilisation dans la MEC (Horvath et al. 2019). Elle
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peut également se fixer aux RTK et induire leur internalisation, régulant ainsi de maniére
négative leur activité. La décorine joue un réle important dans I’angiogenése physiologique en
favorisant 1’adhérence des cellules endothéliales. En revanche, elle régule négativement
I’angiogenese tumorale en fixant les facteurs de croissance pro-angiogéniques tels que
I’hepatocyte growth factor (HGF) et le platelet-derived growth factor (PDGF) empéchant
ainsi, leur interaction avec leurs récepteurs respectifs (W. Zhang et al. 2018). Depuis plusieurs
années, des chercheurs s’intéressent aux propriétés anti-tumorales de la décorine. En effet, la
surexpression de la décorine, in vitro, inhibe la prolifération de plusieurs lignées cellulaires du
cancer de I’ovaire, du cancer du sein et du CHC en induisant notamment la surexpression de

la protéine pro-apoptotique p21 (Horvéth et al. 2019).

L’agrine est un PG a chaines HS (HSPG) dont le poids moléculaire est de 225 kDa
(Annaval et al. 2020). Le géne de I’agrine code deux isoformes de ce HSPG, issues d’un
épissage alternatif, une forme extracellulaire et une forme transmembranaire (TM-Agrine) qui
jouent un role important dans 1’assemblage de I’appareil post-synaptique. La forme
extracellulaire est retrouvée au niveau des jonctions neuromusculaires, elle induit I’agrégation
du récepteur de I’acétyl-choline (AchR). La forme transmembranaire (TM-Agrine) est
retrouvée dans le cerveau et induit 1’agrégation du récepteur de 1’acide y-aminobutyrique
(GABA) du systeme nerveux central (Burgess, Skarnes, et Sanes 2000; Bezakova et Ruegg
2003; Annaval et al. 2020).

Le versican est un PG modulaire. Il existe sous 4 isoformes, désignées respectivement
par des variants V0O, V1, V2 et V3. Les différences structurelles entre les isoformes sont
limitées a la partie centrale qui correspond a la région de fixation des GAG. VO, la plus
grande isoforme, contient deux domaines d'attachement aux chaines GAG désignés comme
GAG-a (12-17 chaines CS latérales) et GAG-p (5-8 chaines CS latérales). En revanche, V1 ne
comprend que le domaine GAG-B, tandis que V2 ne contient que GAG-a. Les domaines
GAG-a et GAG-P sont tous deux absents dans l'isoforme V3, par conséquent, cette isoforme
existe en tant que glycoprotéine et non en tant que PG. Le versican, en s’associant a I’acide
hyaluronique (HA), est capable de se lier aux composants de la MEC tels que le collagene de
type | et la fibronectine. Le versican se lie également aux molécules présentes a la surface
cellulaire, notamment aux sélectines P et L, aux chimiokines, a 1'intégrine B1 et au récepteur
de I’Epidermal Growth Factor (EGF). Il régule ainsi de nombreux processus cellulaires,

notamment l'adhérence, la prolifération, la migration et I'invasion cellulaire. Un taux élevé de
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versican est retrouvé dans de nombreuses tumeurs, notamment, les ostéosarcomes et le cancer
du sein (Wight 2002; Ricciardelli et al. 2002; 2009; Nikitovic et al. 2006).

L'aggrécan est un PG modulaire, il comporte environ 100 chaines CS, qui possédent un
poids moléculaire de 20 kDa chacune. Il comporte également moins de 60 chaines KS qui
font entre 5 et 15 kDa chacune. L’aggrécan est exprimé dans le tendon, le cerveau et le
muscle. Il est également présent a des concentrations tres élevées dans le cartilage, sous forme
d'agrégats, liés a I’acide hyaluronique, ou ils contribuent a des propriétés structurelles
essentielles, telles que 1’¢lasticité et la résistance aux forces de compression. Cela est dd en
partie a la charge négative des chaines GAG qui fixent des contre-ions tels que le Na*, créant
ainsi un déséquilibre osmotique entre le cartilage et les tissus environnants. Pour contrer ce
déséquilibre, I'eau est attirée dans le cartilage ce qui lui confere une forte hydratation (environ
70% du poids du tissu) (Kiani et al. 2002; Dudhia 2005).

B.  Les protéoglycannes circulants

La bikunine est un PG plasmatique portant une seule chaine CS. La partie protéique de
la bikunine contient deux domaines inhibiteurs des sérine-protéases telles que la trypsine, la
plasmine, la thrombine et les élastases. En inhibant leur activité, la bikunine exerce un rdle
anti-tumoral et un effet anti-inflammatoire notamment dans les cas de pancréatite, de choc
septique et de polyarthrite rhumatoide (Fries et Blom 2000; Pugia, Valdes, et Jortani 2007;
Haouari et al. 2020).

L’endocan est un PG portant une seule chaine DS, exprimé et sécrété par les cellules
endothéliales, il est également appelé Endothelial cell-Specific Molecule-1 (ESM-1). Son
poids moléculaire est de 50 kDa. La biosynthése et la sécrétion de 1’endocan sont controlées
par des cytokines proinflammatoires, notamment le Tumor Necrosis Factor-alpha (TNF-a)
mais également par des facteurs proangiogéniques tel que le Vascular Endothelial Growth
Factor (VEGF) (Stéphane Sarrazin et al. 2010). L'endocan est surexprimé dans un grand
nombre de tumeurs malignes notamment, dans le cancer du poumon, le glioblastome et le
CHC, avec des niveaux d'expression en corrélation positive avec la sévérité de la maladie.
L’endocan peut fixer via sa chaine DS des facteurs de croissance tel que le HGF et

promouvant ainsi son activité mitogenique (Scherpereel et al. 2003).
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C. Les protéoglycannes intracellulaires : la serglycine

La serglycine est un PG intracellulaire, présent majoritairement dans les cellules
hématopoiétiques. Elle joue un réle important dans les réactions inflammatoires. En effet, la
serglycine est impliquée dans la rétention des mediateurs inflammatoires dans les granules de
sécrétion, notamment dans les mastocytes ou elle interagit avec I’histamine, dans les
lymphocytes T (LT) cytotoxiques ou elle interagit avec les granzymes ou dans les
macrophages ou elle interagit avec le TNF-a (Kolset et Tveit 2008). La nature des chaines
GAG attachées a la partie protéique de la serglycine difféere d’un type cellulaire a un autre.
Ainsi, la serglycine synthétisée par les mastocytes du tissu conjonctif présente des chaines
d'héparine, la serglycine synthétisée par les macrophages présente des chaines CS ou HS,
tandis que, celle synthétisée par les mastocytes des muqueuses, les neutrophiles et les

plaquettes contient principalement des chaines CS (Pejler, Abrink, et Wernersson 2009).

D.  Les protéoglycannes membranaires

La majorité des PGs présents a la surface des cellules sont des HSPG. Les glypicans et
les syndécannes constituent les deux principales familles de HSPG membranaires, qui se
distinguent par la nature de leur partie protéique et leur mode d'ancrage a la membrane.

1. Les glypicans
a) Structure

Les glypicans (GPCs) sont des PGs reliés a la membrane par une ancre GPI, plus
précisément au niveau des « rafts » lipidiques. Chez les mammiféres, ils sont au nombre de 6
(GPC-1 a GPC-6) et leur structure est trés conservée entre les espéces. Tous les GPCs ont un
poids moléculaire de 60 a 70 kDa (Guo et al. 2020a). Au niveau extracellulaire, ils
contiennent un domaine N-terminal, suivi d’'un domaine globulaire contenant de nombreux
résidus cystéine, d'un domaine de liaison aux chaines GAG et d’un domaine C-terminal lié &
I’ancre GPI permettant son ancrage membranaire [Figure 5] (Fransson 2003). Les GPCs ne
possédent pas de domaines transmembranaire et cytoplasmique [Figure5]. Les GPCs (1 a 6)
portent des chaines HS (Stephane Sarrazin, Lamanna, et Esko 2011), tandis que le GPC-5

porte aussi des chaines CS/DS (Saunders, Paine-Saunders, et Lander 1997).
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b) Clivage des glypicans

Les PGs peuvent subir un clivage de leur domaine extracellulaire nommé « shedding »
qui les transforme en effecteurs solubles, paracrines ou autocrines. De cette maniere, ils
peuvent entrer en compétition, avec d’autres HSPG, pour un ligand et entrainer sa fixation a
son récepteur a la surface des cellules, induisant une signalisation intracellulaire. Ils peuvent
au contraire se fixer a la MEC afin d’inhiber l'interaction récepteur-ligand et ainsi la

signalisation cellulaire induite en amont (Manon-Jensen, Itoh, et Couchman 2010).

Ainsi, les GPCs peuvent subir un clivage protéolytique par des protéases de type furine,
entre 1’arginine en position 358 et la cystéine en position 359. Ce clivage génére ainsi deux
fragments : un fragment N-terminal de 40 kDa, soluble, retrouvé dans la circulation sanguine
et un fragment C-terminal de 30 kDa qui peut subir un deuxiéme clivage par des lipases qui
clivent ’ancre GPI [Figure 5] (Filmus et Capurro 2014; Miura et al. 2020; Guo et al. 2020).

Glypican

Ponts S-S

Site de clivage
protéolytique

Site de clivage par les lipases

3225322968 32753239

Membrane
plasmique

3PIRIIIVININIDED

Figure 5. Structure des glypicans.

Les GPCs sont des PGs liés a la membrane plasmique par une ancre glycosyl-
phosphatidylinositol (GPI). lls sont caractérisés par une partie extracellulaire, composée
d’un domaine globulaire riche en residus cystéine qui forment des ponts disulfures
(représentés en vert) et d’'un domaine de liaison aux chaines GAG qui peuvent étre de type
héparane sulfate (HS) et chondroitine sulfate (CS)/dermatane sulfate (DS). Le site de clivage
protéolytique, entre [’arginine en position 358 et la cystéine en position 359 est representé
par une étoile rouge. Au niveau de [’ancre GPI, le site de clivage par des lipases est
représenté par un carré violet. D apres (Filmus, Capurro, et Rast 2008).

C) Expression des glypicans

Les GPCs sont principalement exprimés au cours du développement embryonnaire. Ils

régulent la réponse cellulaire induite par plusieurs facteurs de croissance pendant la
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morphogenése. Leur expression réapparait dans différents types de tumeurs, au niveau
tissulaire et sérique et est associée a un mauvais pronostic vital. Une surexpression du GPC-1
a été retrouvee dans le cancer du sein (Matsuda et al. 2001) et le cancer du pancréas (Kleeff et
al. 1998), le GPC-2 est surexprimé dans le neuroblastome (Bosse et al. 2017) et le GPC-3 est
surexprimé dans 70% des cas de CHC (Guo et al. 2020). En revanche, il semble que le GPC-3
inhibe la prolifération cellulaire au cours du développement embryonnaire. En effet, une
mutation entrainant une perte de fonction du GPC-3, générant un PG dépourvu de 1’ancre
GPI, provoque le syndrome de Simpson-Golabi-Behmel (SGBS), un trouble lié au
chromosome X caractérisé par un exces de croissance pré- et post-natale avec des anomalies
craniofaciales, squelettiques et viscérales. Les souris déficientes en GPC-3 (GPC3-/-)
présentent également des caractéristiques phénotypiques similaires au SGBS (Filmus et
Capurro 2014; Guo et al. 2020).

d) Réle du glypican-3 dans la signalisation cellulaire

Il semble que la partie protéigue du GPC-3 possede une capacité de liaison,
indépendante des chaines HS, a de nombreuses molécules impliquées dans la signalisation

cellulaire telles que Hedgehog (Hh) et Whnt.
e La voie de signalisation Hedgehog

Hh joue un role important dans la prolifération, la migration et la différenciation
cellulaire au cours de la morphogenese embryonnaire. La liaison de Hh a la protéine centrale
du GPC-3, inhibe I’interaction de la protéine Hh avec son récepteur membranaire et induit
I’internalisation du complexe GPC-3/Hh, par une voie d’endocytose clathrine-dépendante, et
par conséquent sa dégradation. La surcroissance retrouvée chez les patients atteints de SGBS
est due en partie a I’hyperactivation de la voie de signalisation Hh, due a la perte de fonction

du GPC-3 (Filmus, Capurro, et Rast 2008; Guo et al. 2020; Kaur et Cummings 2019).
e La voie de signalisation Wnt/p-caténine

La voie de signalisation Wnt/B-caténine joue un réle important dans de nombreux
processus physiologiques et pathologiques, en régulant directement le développement
embryonnaire, la différenciation cellulaire et la tumorigenese notamment dans certains cas de
CHC ou on peut retrouver, en plus de la surexpression du GPC-3, une accumulation de la -

caténine qui se produit dans environ 70% des cas de CHC, dont seulement 20% sont dus a des
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mutations activatrices de la B-caténine (R. Pang et al. 2004). Il a été montré que le GPC-3
régule de maniere positive cette voie de signalisation. En effet, ce PG interagit avec la
protéine Wnt et la présente a son récepteur spécifique. Cette fixation aboutit a I’activation des
médiateurs de signalisation impliqués dans la translocation de la B-caténine dans le noyau, ou
elle agit comme co-activateur transcriptionnel, associé aux protéines «T-cell specific
transcription factor/lymphoid enhancer binding factor » (TCF/LEF) liant I'ADN, activant la
transcription de nombreux geénes cibles tel que la cycline D1 qui joue un role important dans
la prolifération cellulaire au cours du développement et la cancérogenése (Capurro et al. 2005;
S. Kim et Jeong 2019; Guo et al. 2020).

2. Les syndécannes
a) Structure

Les syndécannes (SDCs) sont des PG transmembranaires (SDC-1 a 4), dont le poids
moléculaire de la protéine centrale varie entre 20 et 40 kDa (Xian, Gopal, et Couchman
2009). Les SDCs sont caractérises par des domaines extracellulaires différents et des
domaines cytoplasmiques courts qui contiennent deux régions constantes, C1 proximale et C2
distale, par rapport au domaine transmembranaire. Ces régions constantes sont separées par

une région variable V qui est spécifique a chaque membre de la famille des SDCs [Figure 6].
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Figure 6. Structure des syndécannes.

Le domaine extracellulaire est représenté en rouge. Les chaines héparane sulfate (HS) sont
indiquées par les lignes bleues et les chaines chondroitine sulfate (CS) sont indiquées par des
pointillés bleus. Le site de clivage est indiqué par des blocs violets, suivi d'un court domaine
transmembranaire (TM) en bleu. Chaque syndécanne a un court domaine cytoplasmique dans
lequel une région variable est flanquée de deux régions hautement conservées appelées C1 et
C2 (représentées en orange). D'aprés (Binch, Shapiro, et Risbud 2016).

e Le domaine extracellulaire ou ectodomaine

Le domaine extracellulaire des SDCs représente un domaine de liaison aux chaines
GAG. Les SDC-1 et -3 sont des PGs a chaines HS et CS/DS, tandis que, les SDC-2 et -4 ne
portent que des chaines HS [Figure 6].

e Le domaine transmembranaire

Le domaine transmembranaire, contient un motif GXXXG, commun a tous les SDCs. Il
régule leur homodimeérisation et hétérodimérisation. Cette oligomérisation est importante pour
I’activité du SDC (H. a. B. Multhaupt et al. 2009; Chung et al. 2016).

e Le domaine cytoplasmique

Le domaine C1 des SDCs représente un domaine d’interaction avec les adhérences
focales, connues comme des sites de contact entre les cellules et la matrice extracellulaire
sous-jacente. Ce sont des assemblages macromoléculaires complexes contenant des

intégrines, des proteines structurelles cytoplasmiques telles que la taline, la vinculine, 1'o-
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actinine, la paxilline et des protéines de signalisation telles que la kinase FAK (Focal
Adhesion Kinase) (H. a. B. Multhaupt et al. 2009).

Le domaine C2 de tous les membres de la famille des SDCs contient quatre acides aminés
terminaux, EFYA (Acide Glutamique, Phénylalanine, Tyrosine et Alanine), qui constituent un
site de liaison pour les protéines, a domaine PDZ (PSD-95/Discs Large/ZO-1), telles que la
synbindine, la syntenine et la synectine (Wilcox-Adelman, Denhez, et Goetinck 2002). Ces
protéines sont localisées au niveau des adhérences focales et jouent un réle dans la migration
cellulaire (H. a. B. Multhaupt et al. 2009).

Contrairement aux autres membres de la famille des SDCs, le SDC-4 se lie au domaine
catalytique de la protéine kinase C-a (PKC-a) par I’intermédiaire du phosphatidyl inositol
bisphosphate (PIP2) lié a la région variable V activant ainsi la PKC-o qui active par
phosphorylation d’autres protéines impliquées dans la signalisation cellulaire (Wilcox-
Adelman, Denhez, et Goetinck 2002). Il a notamment été montré par notre équipe que les
effets pro-angiogéniques de la chimiokine RANTES passent par le biais d’une signalisation
intracellulaire du SDC-4 dépendante de 1’activation de la PKC-a (L. Maillard et al. 2014).

b) Clivage de I’ectodomaine des syndécannes

Les SDCs peuvent subir un clivage «shedding » au niveau de sites conservés dans
I'ectodomaine [Figure 7]. Ce shedding est médié par des métalloprotéases matricielles
(MMPs) telles que MMP2, MMP3 MMP9, MMP7 et MT1-MMP (MMP14) mais également
par des sérines protéases de type thrombine et plasmine (Bellin et al. 2002; Okina et al. 2009;

Manon-Jensen, Itoh, et Couchman 2010).
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Figure 7. Localisation des sites de clivage sur ’ectodomaine des syndécanne-1 et -4,

Les sites de clivage protéolytique situeés au niveau /’ectodomaine du SDC-1 et SDC-4 sont
indiqués par des fleches. Les chiffres indiqués représentent la position du site de clivage dans
la séquence protéique de [’ectodomaine. D apres (Manon-Jensen, Multhaupt, et Couchman

2013).

Ce mécanisme de shedding est bien décrit pour le SDC-1 et SDC-4. Par exemple, le
shedding de I’ectodomaine de ces deux PGs est associé & la cicatrisation tissulaire. En effet,
les ectodomaines clivés de ces SDCs sont retrouvés dans 1’exsudat de cicatrisation, liés a des
facteurs tels que la plasmine, la thrombine et les facteurs de croissance épidermiques (Manon-
Jensen, Itoh, et Couchman 2010). Dans un modéle murin de fibrose pulmonaire induite par la
bléomycine, I’ectodomaine du SDC-1 joue un rdle dans la formation d’un gradient de
chimiokines (CXCL1), favorisant D’infiltration des polynucléaires neutrophiles a travers
Iépithélium alvéolaire. Dans ce modele de fibrose pulmonaire, on retrouve également un taux

élevé de SDC-1 dans le liquide de lavage broncho-alvéolaire (Teng, Aquino, et Park 2012).

L'activité catalytique des MMP peut étre inhibée par la famille des inhibiteurs tissulaires
des métalloprotéases (TIMP) qui sont au nombre de quatre (TIMP1-4). Les SDCs peuvent
interagir, par 1’intermédiaire des chaines HS, avec TIMP-3 a la surface cellulaire. Cela peut
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conduire a l'inhibition ou a l'internalisation des MMPs. Seule la protéine TIMP-3 s'est avérée
efficace pour inhiber le clivage des SDC-1 et SDC-4 dans les cellules épithéliales mammaires
de souris (Fitzgerald et al. 2000).

C) Expression des syndécannes

Bien que les SDCs soient présents a la surface de la plupart des cellules de mammiferes,
leur expression est fortement variable d’un tissu a un autre. Ainsi, le SDC-1 est
principalement exprimé par les cellules épithéliales, tandis que le SDC-2 est présent sur les
cellules endothéliales, les fibroblastes, et est particulierement abondant dans le foie. Le SDC-
3 est uniquement présent dans les tissus neuronaux, alors que le SDC-4 est ubiquitaire (Xian,
Gopal, et Couchman 2009; Manon-Jensen, Itoh, et Couchman 2010b).

Afin de définir le réle des SDCs dans le développement, des modéles de souris KO pour

le SDC-1, -3, -4 ont été mis au point. Ces souris sont viables et fertiles.

Il semble que les souris KO pour le SDC-1 présentent un défaut de cicatrisation associé
a une diminution de la migration des keératinocytes et une réduction de I'hyperplasie
mammaire médiée par la voie Wnt/p-caténine, suggérant un réle important du SDC-1 dans la
signalisation Wnt (Alexander et al. 2000; Stepp et al. 2002). Les souris KO pour le SDC-3
présentent quant a elles, une malformation du systéme nerveux au cours du développement et
un trouble du comportement alimentaire associé¢ a une résistance partielle a I’obésité définie
par une diminution de 1’accumulation de la masse adipeuse (Kaksonen et al. 2002; Strader et
al. 2004). Les souris KO pour le SDC-4 présentent des defauts vasculaires au niveau des reins
et une faible néo-angiogenése dans la cicatrisation postnatale des plaies (Echtermeyer et al.
2001).

Une surexpression du SDC-1 a été retrouvée sur des biopsies hépatiques de patients
atteints d’un CHC (Regés et al. 2020). De plus, un taux élevé de SDC-1 a éte retrouvé dans le
sérum des patients atteints de cancer, notamment le CHC, cancer du poumon et cancer du sein
(Nault et al. 2013; Tsanou et al. 2004; Joensuu et al. 2002). Le taux sérique elevé de SDC-4 a
également éte retrouvé élevé chez les patients souffrant d’une insuffisance cardiaque

chronique (Takahashi et al. 2011).
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d) Role des syndécannes dans la signalisation cellulaire

Les SDCs jouent un réle important dans la signalisation cellulaire induite par de
nombreux facteurs de croissance et chimiokines, participant ainsi a différents processus
biologiques impliqués notamment dans la cancérogenése tels que la prolifération et la

migration.

Par exemple, dans le myélome multiple, la fixation du HGF aux chaines HS du SDC-1,
permet sa présentation a son récepteur a activité tyrosine kinase (c-Met) et 1’activation des
voies de signalisation phosphatidylinositol 3-kinase/protein kinase B (PI3K/PKB) et Mitogen-
Activated Protein Kinase (MAPK) impliguées respectivement dans la survie et la prolifération
cellulaire (Derksen et al. 2003). Dans cette méme maladie, les chaines HS du SDC-1 régulent
de manicére positive la voie de signalisation Wnt/B-caténine, en présentant Wnt a son récepteur
specifique, déclenchant ainsi ’activation des médiateurs de signalisation impliqués dans la
translocation de la B-caténine dans le noyau et la transcription de la cycline D1 qui joue un
role important dans la prolifération cellulaire (Ren et al. 2018).

Le SDC-4 joue un role de co-récepteur du FGF-2. En effet, la fixation du FGF-2 aux
chaines HS du SDC-4 permet la formation d’un complexe ternaire SDC-4/FGF/FGFR
nécessaire notamment a I’activation de la voie de signalisation MAPK impliquée dans la
prolifération cellulaire. Le complexe SDC-4/FGF/FGFR peut également étre internalisé par
macrocpinocytose (voie majoritaire) et par endocytose clathrine-dépendante (voie minoritaire)
et induire I’activation de la voie de signalisation MAPK dépendante du FGFR depuis
I’endosome (Elfenbein et al. 2012; Elfenbein et Simons 2013).

IlI. Les chaines héparane sulfate

Les propriétés biologiques des chaines HS sont dépendantes de leurs caractéristiques

structurelles qui sont déterminées par une voie de biosynthése complexe et hautement régulée.

A.  Structure des chaines héparane sulfate

Les chaines HS sont des polymeéres de disaccharides répétés, linéaires, composés de
résidus de GIcNAc et GIcA [Figure 8]. Au niveau de certains domaines nommés NS, ces

chaines peuvent subir des modifications enzymatiques. En effet le GIcNAc est N-sulfaté
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(GIcNS), le GIcA subit une épimérisation (en position C-5) en IdoA, le glucosamine O-sulfaté
en position C-6 (rarement en C-3) et I’acide uronique en position C-2. Ces modifications de
structure conférent aux HS une organisation moléculaire hétérogéne dans laquelle des
domaines N-acétylés (NAc), faiblement ou non sulfatés, alternent avec des domaines
hautement sulfatés (S) (ElI Masri et al. 2017; Laguri, Arenzana-Seisdedos, et Lortat-Jacob
2008). Ce domaine S est impliqué dans la reconnaissance et la liaison de plusieurs protéines
impliquées dans la signalisation cellulaire telles que les chimiokines et les facteurs de

croissance (El Masri et al. 2020).
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Figure 8. Structure des chaines héparane sulfate.

Les chaines HS sont constituées de la répétition d unités disaccharidiques constituées d’acide
glucuronigue (GlcA)-N-acetylglucosamine (GICNAc). Au sein de ces chaines, des domaines
sulfatés (S), représentés en rouge, créés par des modifications enzymatiques telles que
[’épimérisation et la sulfatation, sont séparés par des domaines N-acétylés (NAc), représentés
par des traits noirs. Entre chaque domaine il existe une zone de transition appelée zone
S/NAc (cases en pointillés orange), composée de disaccharides N-acétylés et sulfatés. Adapté
de (El Masri et al. 2017; Laguri, Arenzana-Seisdedos, et Lortat-Jacob 2008)
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B.  Biosynthese des chaines héparane sulfate

La biosynthése des HS est un processus multi-étape impliquant :
e Laformation d'un tétrasaccharide de liaison

Le tétrasaccharide de liaison « linker » sert de site de fixation pour les chaines HS. Ce
tétrasaccharide est commun a 1’héparine, aux chaines CS et DS (Imberty, Lortat-Jacob, et
Pérez 2007; H. A. B. Multhaupt et Couchman 2012). Il est composé d’un acide glucuronique-
galactose-galactose-xylose (GlcA-Gal-Gal-Xyl) ou le Xyl est attaché a un résidu sérine,

présent au niveau de la protéine centrale des PGs [Figure 9].
e L’élongation de la chaine héparane sulfate

Une fois que le premier résidu GICNAC est ajouté par une enzyme exostosine-like 3
(Extl3), qui présente une activité glucosaminyl-transférase, I'élongation de la chaine HS se
poursuit par 1’ajout d’unités GlcA et GIcNAc en séquence alternée aux extrémités non-
réductrices du polymere en élongation. Cette élongation est assurée par des enzymes
exostosines, Extl et Ext2, qui forment un complexe hétérodimérique nécessaire a leur activité
glucosaminyl-/ glucuronyl-transférase dans le Golgi (McCormick et al. 2000; Pinhal et al.
2001). D’autres enzymes telles que Extll et Extl2 qui semblent avoir une activité
glucosaminyl-transférase ont été identifiées (Busse et al. 2007). En revanche, leur implication

dans 1’¢élongation des chaines HS est trés peu connue.

e La maturation de la chaine héparane sulfate

Parallélement a I'allongement de cette chaine, il se produit une maturation par une série

de modifications structurelles.

La premiére de ces réactions est la N-désacétylation/N-sulfatation du glucosamine,
catalysée par des enzymes bifonctionnelles de la famille des N-désacétylase/N-
sulfotransférase (NDST), présentant 4 isoformes. Elle est suivie par I'épimérisation de GICA
en résidus d'ldoA (par la C5-épimérase) et la 2-O-sulfation de I'ldoA par la 2-O-
sulfotransférase (20ST). Enfin, les groupements sulfate en C6 et C3 du glucosamine sont
ajoutés par les enzymes 6-O-sulfotransférase (60ST qui présentent 3 isoformes) et 3-O-

sulfotransférase (30ST, qui présentent 7 isoformes), respectivement (Poulain et Yost 2015).
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La 3-O-sulfatation est relativement rare et represente géneralement moins de 1 % du total des

unités disaccharidiques (Mochizuki et al. 2020).
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Figure 9. Biosynthése des chaines héparane sulfate.

Les chaines HS sont reliées par un xylose a un résidu sérine sur la protéine centrale du
protéoglycanne. L'ajout du premier résidu GICNAc est ensuite catalysé par I'enzyme EXTL3.
L'allongement des chaines est obtenu par I'ajout alternatif de résidus de GIcA et de GIcNAc
par les glycosyl-transférases EXT1 et EXT2. Au cours de la polymérisation, les chaines
subissent plusieurs modifications enzymatiques, notamment I'épimérisation du GIcA en IdoA
et la sulfatation de la chaine HS a différentes positions. ser, sérine ; NS, groupe N-sulfate sur
les résidus de glucosamine ; 2S, groupe 2-O-sulfate sur les résidus GIcA ou IdoA ; 3S, 6S,
Groupe 3-O-sulfate et 6-O-sulfate sur les résidus de GICNAc, respectivement (Poulain et Yost
2015).

Ces processus de modification qui ont lieu au cours de la maturation des chaines HS ne
sont généralement pas uniformes. Il existe 12 modéles de sulfatation des unités
disaccharidiques [Figure 10] et les combinaisons de ces unités permettent la formation de

séquences variables et spécifiques de chaque ligand (HBP) (Mochizuki et al. 2020).
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Figure 10. Motifs de sulfatation des unités disaccharidiques des chaines héparane
sulfate.

Douze unités disaccharidiques constituant les chaines héparane sulfate (ayant différents
motifs sulfatés) sont illustrées. Dans les chaines HS, le GICNAc est N-sulfaté (NS) et O-sulfaté
en position C-6 (6S) (rarement en C-3, 3S). AUA indique [’acide uronique (GlcA ou IdoA) O-
sulfaté en position C-2 (2S). Les astérisques (*) indiquent les unités 3-O-sulfatées. D apres
(Mochizuki et al. 2020).

C. Expression des enzymes de biosynthése des chaines héparane sulfate

Les caractéristiques structurelles des chaines HS sont donc finement régulées par
I'action de ces enzymes et l'expression différentielle de leurs multiples isoformes. En effet,
I’inhibition de I’expression de Extl et Ext2 par une stratégie d’ARN interférent dans un
modele de cellules rénales d’embryons humains (HEK) a montré une diminution de la
longueur des chaines HS. De maniere similaire, il a été montré que les fibroblastes

embryonnaires, isolés de souris porteuses d'une mutation hypomorphe dans le géne codant la
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protéine Extl, synthétisent des chaines HS plus courtes que les fibroblastes issus de souris
wild-type, non porteuses de la mutation (Yamada et al. 2004). Chez I’Homme, des mutations
touchant les génes codant Extl et Ext2 sur les chromosomes 8924.1 et 11p11, respectivement
ont été décrites, ayant pour conséquence un arrét de la traduction de la protéine et une perte de
son activité glycosyltransférase. Ces mutations sont a 1’origine d’une maladie héréditaire
autosomique dominante appelée la maladie des exostoses multiples (MEM), affectant 1
personne sur 100.000, dont les signes cliniques se manifestent par une excroissance osseuse
cartilagineuse au niveau de 1’épiphyse des os longs due a une absence ou diminution de la
synthese des chaines HS qui conduit a une prolifération anormale des chondrocytes et a long

terme a un ostéosarcome (Ruan et al. 2018).

La réaction de N-désacétylation/N-sulfatation, assurée par les enzymes NDST, est
considérée comme une étape clé de la maturation des HS, car toutes les modifications
enzymatiques ultérieures, I'épimérisation de GICA en IdoA et les diverses réactions de

sulfatation, ne se produisent qu’a proximité des groupements N-sulfate.

Les enzymes NDST-1 et NDST-2 sont exprimées dans tous les tissus embryonnaires et
adultes, mais leurs niveaux d’expression different selon les organes. Les NDST-3 et NDST-4
sont principalement exprimées au cours du développement embryonnaire, mais on trouve
également la NDST-3 dans le cceur et le cerveau chez 1’adulte. En revanche, la NDST-4 est

exprimée dans le cerveau adulte a de faibles niveaux (Grobe et al. 2002).

Des souris knock-out (KO) NDST-1 (-/-) présentent des malformations craniennes et
oculaires et une détresse respiratoire, entrainant la mort néonatale, suggérant qu’une
compensation transcriptionnelle par les autres isoformes de la NDST n'a pas lieu. A I’inverse,
les souris KO NDST-2 (-/-) sont viables mais présentent des mastocytes dépourvus de chaines
d’héparine sulfatées (Grobe et al. 2002). Chez I’Homme, des mutations autosomiques
récessives du gene codant NDST-1 ont été identifiées et liées a une déficience intellectuelle

qui se manifeste par des troubles cognitifs et d'apprentissage (Reuter et al. 2014)
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I11. Interaction entre les chaines héparane sulfate et les protéines
de liaison a I’héparine (HBP)

Au cours de ces derniéres années, des progrés considérables ont été réalisés dans
I'analyse de la structure des chaines HS et de nombreuses études ont mis en évidence la
contribution majeure des groupements O-sulfates dans I’activité biologique des chaines HS.
En effet, il est bien établi que l'interaction entre les chaines HS et les protéines de type
Heparin Binding Protein (HBP), telles que les facteurs de croissance et les chimiokines,
implique des unités saccharidiques avec des motifs de sulfatation bien définis. Ainsi, le degré
de spécificité structurale de ces sites de liaison varie d'un ligand a l'autre, en fonction de la
nature des sulfates impliqués (ElI Masri et al. 2017). Les groupements 3-O-sulfates ont
rarement été associés a une interaction hautement sélective, tandis que les N-, 2-O-sulfates,
abondants, font partie de la plupart des sites de liaison aux protéines. Enfin, la 6-O-sulfatation
peut occuper un statut intermédiaire (EI Masri et al. 2017).

A.  Les facteurs de croissance : exemple du FGF

Les Fibroblast Growth Factors (FGF) sont une famille de 22 protéines qui, en fonction
de leur mécanisme d'action, peuvent étre classées en trois types : FGF intracrine, FGF
paracrine et FGF endocrine (Li et al. 2016). Ces facteurs de croissance jouent un roéle majeur
dans la régulation de plusieurs processus cellulaires tels que la prolifération, la migration et la
différenciation (Pye et al. 2000a). Ils sont également associés a la progression de plusieurs
types de cancer notamment le cancer du sein (Presta et al. 2017).

Seuls les FGFs paracrines, tels que le FGF-1 et FGF-2, se lient aux chaines HS et
forment un complexe ternaire FGF/HS/FGFR, essentiel a I'activité mitogénique du FGF qui
aboutit a l'activation des voies de signalisation intracellulaires telle que la voie des MAPK
impliquée dans la prolifération cellulaire (Gallagher 2015; Li et al. 2016 ; Presta et al. 2017).
Ces mécanismes conferent ainsi aux HSPG un role de co-récepteur, associé a la formation
d'un gradient de FGF, essentiel a la signalisation paracrine (Presta et al. 2017).

L'étude biochimique et cristallographique du complexe FGF/HS/FGFR a permis de
mettre en évidence que la fixation du FGF-1 et FGF-2 aux chaines HS, requiert la présence
des motifs 2-O-sulfate, N-sulfate et que la présence du motif 6-O-sulfate est indispensable a
I'activité de ces deux facteurs de croissance (Pye et al. 2000; Powell, Fernig, et Turnbull
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2002). En revanche, l'induction de l'activité du FGF-2 nécessite des oligosaccharides plus
longs (10-12 unités saccharidiques) (El Masri et al. 2017).

B.  Leschimiokines : exemple de CXCL12 (SDF-1) et de CCL5
(RANTEYS)

e Définition

Les chimiokines sont de petites protéines chimio-attractantes, appartenant a la famille
des cytokines. Elles sont caractérisees par la présence de résidus cystéine tres conservés, qui
se répartissent en quatre sous-familles CC, CXC, CX3C et C, selon le nombre et I'espacement
de ces résidus cystéine dans la partie N-terminale de la protéine. Ces chimiokines sont
impliquées dans la signalisation cellulaire en se liant & leurs récepteurs a 7 domaines
transmembranaires couplés aux protéines G (RCPG) (Lortat-Jacob, Grosdidier, et Imberty
2002). Elles jouent ainsi un réle important dans plusieurs processus biologiques tels que le
développement embryonnaire, l'angiogenése, la régulation de I'hématopoiése et la maturation
des leucocytes (Charnaux et al. 2005).

Les chaines HS jouent un réle important dans la régulation de la diffusion et la
séquestration des chimiokines. Dans certains cas, la capture de la chimiokine par les chaines
HS empéche sa libération et donc son activité. Cependant, en régulant la diffusion des
chimiokines, les chaines HS participent a la formation et a la stabilisation des gradients
chimiotactiques nécessaires a l'orientation de la migration des leucocytes vers les sites
inflammatoires. Les chaines HS protegent également les chimiokines de I'inactivation et de la
dégradation enzymatiques par notamment les sérine protéases telle que la dipeptidyl peptidase
IV (Metzemaekers et al. 2016). Enfin, elle peuvent moduler I'activité des chimiokines en
induisant leur oligomérisation (ElI Masri et al. 2020). C'est notamment le cas de la chimiokine
Stromal cell-Derived Factor-1 (SDF-1), nommée également CXCL12, qui se présente sous
forme monomeérique en solution et sous forme de dimere en présence d'oligosaccharides
dérivés d’héparine (Sadir et al. 2001).

e Lachimiokine CXCL12 (SDF-1)

La chimiokine CXCL12 ou (SDF-1) est un membre de la sous-famille des chimiokines
CXC présentant un role de médiateurs pro-inflammatoires et chimio-attractants pour plusieurs

types cellulaires, y compris les monocytes et les cellules T. D un point de vue structural, il a
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été montré que la chimiokine CXCL12 contient un motif heparin binding de type BBXB
(Lys-24, His-25 et Lys-27). Ce motif est essentiel a liaison de la chimiokine aux chaines HS
et requiert, plus précisément, la présence des motifs 6-O-sulfates au niveau des unités
saccharidiques des chaines HS, générant ainsi des interactions électrostatiques (Sadir et al.
2001; S. Zhang et al. 2012).

Des travaux antérieurs de notre équipe de recherche ont montré que parmi les SDCs,
seul le SDC-4 joue un réle de co-récepteur de la chimiokine CXCL12 dans les cellules HeLa,
les cellules T et les macrophages (Charnaux et al. 2005). Par la suite, notre équipe a montré
que cette interaction entre les chimiokines et les chaines HS serait impliquée dans la
progression du CHC. En effet, la liaison de CXCL12 a son récepteur CXCR4 et au SDC-4
active les voies de signalisation MAPK et induit la prolifération, la migration et I’invasion des
cellules d'hépatome humain (Huh7). Ces effets biologiques induits par SDF-1 ont été
fortement réduits en inhibant I'expression du SDC-4 par une stratégic d’ARN interférent
(Sutton, Friand, Brulé-Donneger, et al. 2007; Friand et al. 2009).

e Lachimiokine CCL5 (RANTES)

La chimiokine CCL5 (RANTES), membre de la sous-famille des chimiokines CC,
induit la migration des cellules T, des monocytes et des cellules dendritiques en se liant a
plusieurs RCPG, a savoir CCR1, CCR3 et CCR5. Le motif BBXB a également été identifié
dans la chimiokine CCL5. La caractérisation de la structure cristallographique de CCL5, en
complexe avec I'héparine, a montré la contribution des motifs 6-O-sulfates présents au sein
des unités saccharidiques de I'néparine dans I'interaction avec CCL5. Cette interaction est par
ailleurs, essentielle a la formation d'un gradient chimiotactique au niveau des sites
inflammatoires, nécessaire a la migration directionnelle des cellules (Shaw et al. 2004). Des
travaux antérieurs de notre équipe ont également montré que la liaison de la chimiokine CCL5
au SDC-1, SDC-4 et a son récepteur CCR1 induit la migration et Il'invasion des cellules
d'hépatome humain (Huh7, HepG2 et Hep3B) (Charni et al. 2009).

IVV. Modification post-synthese des chaines héparane sulfate

Les modifications de la structure des chaines HS a la suite de leur synthése, que ce soit
au niveau de leurs profils de sulfatation (6-O-sulfatation) ou de leur longueur, peuvent étre

une conséquence de l'action de différentes enzymes extracellulaires, a savoir les sulfatases 1

40



et 2 et I'néparanase. Ces modifications structurelles peuvent avoir des conséquences

fonctionnelles sur l'activité des HBP.

A. Les sulfatases-1 et -2

Il existe 17 isoformes de sulfatases identifiées chez I’homme qui sont codées par 17
génes distincts. Les premiéres sulfatases de mammiféres ont été identifiées grace a I'étude des
maladies de surcharge lysosomale telles que les mucopolysaccharidoses (MPS) et la
leucodystrophie métachromatique (LDM). Ces maladies héréditaires, récessives, sont dues a
une mutation des genes codant les enzymes sulfatases impliquées dans le catabolisme des
GAG ou des sulfolipides (glycolipides sulfatés) dans les lysosomes, ayant pour conséquence
I'accumulation de ces molécules dans les tissus et les fluides corporels (Diez-Roux et Ballabio
2005).

Les premiéres sulfatases identifiées ont été nommées en fonction de leur capacité a
cliver les substrats naturels ou artificiels. Les sulfatases qui peuvent cliver des composés
artificiels chromogénes ou fluorogénes portant un noyau benzénique hétérocyclique (groupe
arylique) ont été nommeées arylsulfatases (par exemple, arylsulfatase A, B, C, D et E). Par la
suite, certaines sulfatases nouvellement découvertes ont été également appelées arylsulfatases,
mais uniquement sur la base de I'nomologie de séquence, méme si leur activité arylsulfatase

est soit absente, soit non testée (arysulfatase F, G, H, | et J) (Diez-Roux et Ballabio 2005).

Par la suite, d'autres sulfatases a activité arylsulfatase, nommeées sulfatase-1 (SULF-1) et
sulfatases-2 (SULF-2) ont été découvertes. La particularité des enzymes SULF-1 et SULF-2
(ou SULFs pour désigner les deux), associées aux modifications des chaines HS, réside dans
le fait qu'elles soient actives dans les compartiments extracellulaires a la fois a la surface

cellulaire et dans la MEC, avec une activité optimale a pH neutre (Uchimura et al. 2006).

1. Structure

Il y a une importante homologie structurale entre SULF-1 et SULF-2. Ces derniéres
proviennent d’un polypeptide précurseur de 125 kDa qui est clivé par une protéase pour
génerer un hétérodimere mature comprenant deux sous-unites de 75 et 50 kDa reliees entre
elles par des ponts disulfures [Figure 11]. Bien que le site actif se situe au niveau de la sous-
unité de 75 kDa, les deux sous-unités sont indispensables a I’activité des SULFs (Vives,

Seffouh, et Lortat-Jacob 2014).
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Ces enzymes comportent, a partir du domaine N-terminal, un domaine catalytique
(CAT) contenant un résidu cystéine trés conservé, qui subit une modification post-
traductionnelle pour étre converti en N-formylglycine (FGly), essentielle pour son activité
enzymatique ; un domaine basique, hautement charge (HD), qui s'étend sur la sous-unité N-
terminale et C-terminale. Le domaine HD est impliqué dans la fixation des chaines HS et est
donc nécessaire a l'activité endo-6-O-sulfatase de I'enzyme. Ce domaine représente une
caractéristique propre des SULFs et il n’est retrouvé dans aucune autre enzyme a activité
sulfatase, il n'est donc pas nécessaire a l'activité arylsulfatase partagée avec les autres
sulfatases. Enfin, la région C-terminale de l'enzyme présente une homologie avec la
glucosamine-6-sulfatase (G6S) et la GICNAc transférase de la plante Arabidopsis thaliana, ce
qui suggere un réle de ce domaine dans la reconnaissance des motifs glucosamine des chaines
HS (Vives, Seffouh, et Lortat-Jacob 2014; EI Masri et al. 2017; 2020).

Site actif [ [

Figure 11. Structure des Sulfatases-1 et -2.

Les enzymes SULF-1 et SULF-2 ont une activité 6-endosulfatase, elles comportent, a partir
du domaine N-terminal, un domaine catalytiqgue (CAT) contenant le site actif de I'enzyme,
représenté par une étoile rouge ; un domaine basique, hautement chargé (HD), nécessaire a
la fixation des chaines HS ; enfin la région C-terminale de I'enzyme qui semble jouer un réle
dans la reconnaissance des motifs glucosamine. D'apreés (EI Masri et al. 2020).

2. Role fonctionnel des sulfatases-1 et -2 : conséquences sur I’interaction HS-

HBP

Les SULFs catalysent la 6-O-désulfatation des chaines HS avec une forte préférence
pour les disaccharides trisulfates [GICA/IdOA(2S)-GIcNS(6S)] qui se trouvent essentiellement
dans les domaines S des chaines HS (Uchimura et al. 2006). Bien qu'il soit abondant dans
I'néparine, ce motif disaccharidique est relativement rare dans les chaines HS. La modification
de la structure des chaines HS induite par les SULFs est donc structurellement subtile, mais
avec de grandes conséquences fonctionnelles, car le motif 6-O-sulfate des domaines S est

essentiel pour la liaison de nombreuses protéines de signalisation (El Masri et al. 2017; 2020).
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Il est par conséquent impliqué dans de nombreux processus physiopathologiques, y compris le

développement, la réparation tissulaire et le cancer.

A l'appui de cette analyse, il a été démontré que la 6-O-désulfatation des chaines HS
peut avoir différentes conséquences sur la signalisation cellulaire. Par exemple, elles peuvent
réguler négativement I'activité mitogenique du FGF, en empéchant la formation du complexe
ternaire FGF/HS/FGFR (EI Masri et al. 2017). Ces enzymes peuvent, au contraire, réguler
positivement la voie de signalisation Wnt/p-caténine en permettant la libération de Wnt et son
interaction avec son récepteur [Figure 12]. Cette fixation aboutit a 1’activation des médiateurs
de signalisation responsables de la translocation de la PB-caténine dans le noyau et la
transcription des génes impliqués dans des processus physiopathologiques tels que le
développement embryonnaire et la tumorigenese (voie de signalisation décrite précédemment
dans la partie GPCs page 27) (Ai et al. 2003; Guo et al. 2020).

®
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Figure 12. Régulation de la signalisation des heparin binding proteins par les SULFs.

La 6-O-désulfatation des chaines HS mediée par les SULFs peut avoir différentes
conséquences sur la signalisation des HBP. D'une part, les SULFs peuvent réguler
négativement l'activité du FGF (a gauche), en empéchant la formation du complexe ternaire
FGF/HS/FGFR, essentiel a la signalisation intracellulaire. D'autre part, les SULFs peuvent
libérer des protéines séquestrées par les chaines HS pour déclencher leurs fonctions. Par
exemple, elles régulent positivement la voie Wnt/f-caténine (a droite) en permettant la
libération de Wnt des HSPG membranaires ou HS de la matrice extracellulaire, et ainsi une
liaison ultérieure a son récepteur. D'apres (EI Masri et al. 2017).
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3. Expression des sulfatases-1 et -2 au cours du developpement

Une mortalité néonatale élevée et de multiples anomalies squelettiques ont été
observées chez les souris KO (-/-) pour les genes codant SULF-1 et SULF-2 (Holst et al.
2007). A l'inverse, les souris KO (-/-) uniqguement pour SULF-1 ou SULF-2 sont viables et ne
présentent pas d'anomalies sévéres, suggérant une compensation fonctionnelle entre les deux
isoformes au cours du développement. En accord avec cela, lI'analyse structurale des chaines
HS a revéle que la teneur en 6-O-sulfatation est significativement plus élevée chez les souris
KO (-/-) pour les deux SULFs que chez les souris KO simple, ce qui conforte une coopération
fonctionnelle des isoformes SULF-1 et SULF-2 (Lamanna et al. 2006). Cependant, ces études
ont également fourni des indications sur la spécificité de ces isoformes. En effet, il est
intéressant de noter qu'une surexpression de SULF-1 pourrait compenser la perte de SULF-2
en termes d’activité, mais que la surexpression de SULF-2 ne pourrait pas compenser
complétement I'absence de SULF-1 (Lamanna et al. 2006). Ces résultats suggérent que la
différence entre ces deux SULFs résiderait au niveau de leur domaine HD qui pourrait

contribuer a des différences dans l'affinité avec les chaines HS.

4, Expression et implication des sulfatases-1 et -2 dans le cancer

Bien que SULF-1 et SULF-2 semblent avoir la méme activité endosulfatase et la méme
spécificité vis-a-vis des unités saccharidiques sulfatées des chaines HS, au cours de la
tumorigenese, les sulfatases peuvent avoir des fonctions d’inducteurs ou d’inhibiteurs des

voies de signalisations favorisant ou non la cancérogenése.

Il a été montré que I’expression de SULF-1 est diminuée dans 75% des cancers de
I’ovaire (Narita et al. 2006). Une abolition de 1’expression de SULF-1 a été retrouvée dans les
lignées de cellules cancéreuses dérivées du cancer du sein, du pancréas, du rein et du foie, ce
qui suggére que la répression de I’expression de SULF-1 est relativement répandue parmi les

cancers épithéliaux (J. Lai et al. 2003).

La signalisation cellulaire induite par le FGF-2 est inhibée par la surexpression de
SULF-1 avec une inhibition de la dimérisation du FGFR et une inhibition de ’activation du

domaine tyrosine kinase du FGFR, entrainant par conséquent une inhibition de I'angiogenése
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tumorale dans un modele de xénogreffe du cancer du sein. Des effets similaires de SULF1 sur

la signalisation du FGF-2 ont été observés avec le VEGF (Narita et al. 2006).

Contrairement a 1’effet suppresseur de tumeurs de SULF-1, SULF-2 favorise la
tumorigenése dans plusieurs types de cancers, notamment le cancer du sein (Morimoto-
Tomita et al. 2005). De plus, I’étude de I’interaction entre SULF-2 et les HSPG tel que le
GPC-3, dans un modele de CHC a révelé que la surexpression de SULF-2 induit
I’augmentation de I’expression du GPC-3, la liaison du FGF-2 a son récepteur et la
signalisation du FGF-2, a la fois in vitro et in vivo. En revanche, la diminution de 1’expression
de SULF-2, par une stratégie d’ARN interférent dans les lignées de CHC, a comme
conséquence une diminution de 1’expression du GPC-3 et une diminution de la prolifération,
de la migration et de I’invasion des cellules de CHC (J.-P. Lai et al. 2008). Il est également
intéressant de noter que le taux sérique de SULF-2 a été montré comme élevé chez des
patients atteints de cirrhose, ce qui suggere une utilisation potentielle comme biomarqueur

sérique (Singer et al. 2015).

B.  L’héparanase
1. Structure de I’héparanase

L’héparanase (HPSE) est une endo-B-D-glycosidase qui clive les chaines HS. Le géne
HPSE code un polypeptide précurseur appelé pré-prohéparanase. Ce polypeptide contient un
peptide signal clivable au niveau de son domaine N-terminal, lors de sa translocation vers le
réticulum endoplasmique, générant une pro-enzyme (pro-héparanase) de 65 kDa [Figure 13].
La pro-héparanase est ensuite transloquée vers l'appareil de Golgi puis sécrétée dans la
matrice extracellulaire. Une fois sécrétée, elle interagit avec les composants extracellulaires,
tels que le SDC-1 et le SDC-4, avant qu'ils soient co-internalisés et mobilisés vers
I'endosome/lysosome tardif. La pro-héparanase subit alors un clivage protéolytique par une
enzyme, la cathepsine L. Ce clivage, génere deux sous-unités de 50 et de 8 kDa, qui
s’associent, de maniére non covalente, en un hétérodimere pour former I’HPSE active

(Goldshmidt et al. 2002; Israel Vlodavsky et al. 2016).
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Figure 13. Structure de I'héparanase

L'héparanase est synthétisée sous forme d'un précurseur inactif (pré-prohéparanase), de 543
acides aminés. Ce précurseur contient un peptide signal N-terminal (SP, Met1-Ala35), clivé
lors de sa translocation vers le réticulum endoplasmique pour former la pro-héparanase de
65 kDa. La pro-héparanase subit ensuite un deuxiéme clivage protéolytique, donnant des
sous-unités proteiques de 8 et 50 kDa qui s'hétérodimérisent pour former I'enzyme active.
D'apres (Parish, Freeman, et Hulett 2001).

2. Roéle fonctionnel de I’héparanase : conséquences sur I’interaction HS-HBP

L’HPSE active, clive les chaines HS au niveau des GICA en fragments d’environ 5-7
kDa, composés de 10 a 20 unités saccharidiques. Cette enzyme présente une activité
endoglycosidase maximale entre pH 5 et 6 (1. Vlodavsky et Friedmann 2001a; Gingis-Velitski
et al. 2004). Ainsi, les fragments de HS générés peuvent activer des cascades de signalisation,
en libérant des facteurs de croissance qui favorisent la prolifération cellulaire, la migration et
I’angiogenese tels que le HGF, FGF2 et VEGF (Coombe et Gandhi 2019).

De plus, il a été montré que ’activité de I’HPSE pouvait générer des fragments HS,
fonctionnels, qui sont nécessaires a la formation de complexes ternaires comme le FGF2-HS-
FGFR, conduisant a la dimérisation du récepteur et son autophosphorylation, activant ainsi
des voies de signalisation intracellulaires telle que la voie MAPK, essentielle a la prolifération
cellulaire (Vreys et David 2007).
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3. Expression et implication de I’héparanase dans le cancer

Des souris dont le géne codant ’HPSE a été invalidé ont été développées. Ainsi, en
dépit de 1'absence totale d’expression génique et d’activité enzymatique de ’HPSE, les souris
HPSE (-/-) se développent normalement, sont fertiles et ne présentent aucune anomalie
anatomique ou fonctionnelle apparente. En revanche, une accumulation de longues chaines
HS et une augmentation de 1’expression des MMP telles que les MMP-2, MMP-9 et MMP-14
ont été observées, ce qui suggere que les MMP peuvent compenser au moins partiellement les
effets d’un déficit en HPSE (Zcharia et al. 2009).

Une augmentation des taux sériques de I’HPSE et du SDC-1 est associée a un mauvais
pronostic chez les patients atteints de myélome. Dans ce sens, un lien entre ’HPSE et le
shedding du SDC-1 a été établi. En effet, la surexpression de I'HPSE dans un modele de
myélome entraine une augmentation de 1’expression de la MMP-9 et une augmentation du
shedding du SDC-1, tandis que l'inhibition de I’expression de 1I'HPSE, par une stratégie
d’ARN interférent (ShRNA), entraine une diminution de l'activité de la MMP-9 et ainsi une
diminution du potentiel métastatique des cellules tumorales associée a une diminution du
shedding du SDC-1 (Purushothaman et al. 2008).

L'expression de I'HPSE est en corrélation avec le potentiel métastatique des cellules
tumorales et est associée a un mauvais pronostic (I. Vlodavsky et Friedmann 2001). En effet,
une augmentation de 1’expression de I’HPSE est retrouvée dans le cancer du poumon non a
petites cellules et est en corrélation avec I’apparition de métastases ganglionnaires (Fernandes

dos Santos et al. 2014).

De maniere similaire, une augmentation de 1’expression de I’HPSE a été retrouvée dans
les cellules d’hépatome humain. Une diminution de I'expression de I'HPSE par une stratégie
d’ARN interférent entraine une réduction significative du phénotype invasif traduite par une
diminution de la migration et I'invasion des cellules tumorales (X.-P. Chen et al. 2015).

4, Inhibition de I’héparanase dans le cancer

Des mimeétiques de GAGs hautement sulfatés tels que ssSLMWH (supersulfated Low-
Molecular-Weight Heparin) et le phosphomannopentose sulfate (P1-88) semblent inhiber, de

maniére compeétitive, 1’activité endoglucuronidase de I’'HPSE.
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e SsLMWH

L'utilisation de I'néparine comme agent thérapeutique contre le cancer est limitée en
raison de sa puissante activité anticoagulante et le risque de complications hemorragiques. 1l a
été montré que I'néparine supersulfatée de faible poids moléculaire (ssLMWH), obtenue par
dépolymérisation contrdlée de I'héparine, présente une faible activité anticoagulante (Naggi et
al. 1987). L'activité anti-tumorale de ssSLMWH a été étudiée a la fois in vitro et in vivo dans
des modeles expérimentaux de sarcomes synoviaux (Cassinelli et al. 2018). L'inhibition de la
prolifération et de l'invasion des cellules de sarcome synovial est associée a la diminution de
I'activité de I'HPSE et une diminution de l'activité des récepteurs tyrosine kinases tels que
I'EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) et PDGFR (Platelet Derived Growth Factor). In
vivo, lI'administration de sSLMWH en plus des inhibiteurs des RTK, inhibe la prolifération des

sarcomes synoviaux et I'apparition des métastases pulmonaires (Cassinelli et al. 2018).
e PI-88

Le PI-88 est un mélange d'oligosaccharides de mannose monophosphorylés hautement
sulfatés, derivés du phosphomannane extracellulaire de la levure Pichia (Hansenula) holstii
(Kudchadkar, Gonzalez, et Lewis 2008). Dans les modeles précliniques, l'administration
continue de PI-88 inhibe la prolifération, la vasculogenese et les métastases ganglionnaires
des adénocarcinomes mammaires chez le rat (Parish et al. 1999). Le PI-88 a été étudié dans
un essai de phase Il comme traitement chez les patients atteints de CHC apres résection
chirurgicale. La diminution des taux de récurrence a conduit a un essai de phase Ill
(NCT01402908). En revanche, le P1-88 ne semble pas présenter une efficacité thérapeutique a
long terme, par conséquent I'étude a été interrompue (C.-J. Liu et al. 2014).

La régulation de I’expression des enzymes SULFs et HPSE, notamment dans le
contexte de la carcinogénése, est encore tres peu connue. Certains polymorphismes associés
aux genes codant ces enzymes, contribuent a la modification de leur expression et ainsi a la

modulation de leurs fonctions biologiques.

La modification de I’expression génique et proteéique de ces enzymes, due a la présence
de ces variations genétiques, pourrait étre la conséquence d’une diminution de l'interaction
des facteurs de transcription avec la région promotrice du gene, I’altération de la fixation de

I'ARN polymérase ou I’altération de 1’épissage (Yue et al. 2010 ; Han et al. 2011). Ainsi, ces
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variations génetiques sont associées a la susceptibilité de développer des maladies telles que
I’obésité, le cancer du sein et le CHC (Matikainen et al. 2013; Okolicsanyi et al. 2014;
Chakravarthy et Neuschwander-Tetri 2020).

C.  Les polymorphismes génétiques des enzymes impliquées dans la
modification post-synthese des chaines héparane sulfate

La variation de séquence la plus courante dans le génome humain est la substitution
d'une seule base, communément appelée «single nucleotide polymorphism » (SNP). Par
définition, un SNP est une variation génétique stable dans la séquence d’un géne avec une
fréquence supérieure a 1% dans au moins une population (O. Ostrovsky et al. 2007). Le NCBI
(National Center for Biotechnology Information) a répertorié dans une base de données plus
de 60 millions de SNP (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/). Ces SNPs sont dispersés sur

I'ensemble du génome, dont 50 % sur la région codante et le reste sur la région non codante.

Sur la base de la modification de la séquence des acides aminés, les SNPs de la région
codante peuvent étre divisés en 2 classes : les SNP synonymes dont la substitution de la base
ne modifie pas la séquence de la protéine et les SNP non synonymes qui modifient la
séquence des acides aminés (T. Huang, Shu, et Cai 2015). Barbujani et ses collaborateurs ont
estimeé que 85 % des SNPs sont communs a toutes les populations humaines et que seulement

15 % environ des SNPs sont spécifiques a une population (Barbujani et al. 1997).

Les combinaisons de SNP, soit sous forme d'haplotypes, soit entre des génes éloignés,
peuvent contribuer de maniére coordonnée au risque de développer des maladies. Les études
d'association génétique sont apparues comme la principale méthode pour étudier I'effet des
SNPs sur I'évolution des maladies, qu'il s'agisse de la sensibilité a une maladie donnée ou de

I'expression phénotypique d'un géne connu (O. Ostrovsky et al. 2007).

1. Les SNPs du géne codant la sulfatase-1

Le SNP rs2623047 (C>T), situé au niveau de la région promotrice du gene codant
SULF-1 (chromosome 8g13), a été décrit comme une substitution de C en T. Les génotypes
CCI/CT sont associés a une forte expression de SULF-1 en ARNm et a une plus longue survie

sans progression chez les patients atteints d'un cancer de I'ovaire, issus du sud des Etats-Unis
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(Texas), ce qui suggere que les porteurs de l'allele C (rs2623047) peuvent étre plus réactifs a

la chimiothérapie (Han et al. 2011).

Ce méme SNP rs2623047 (C>T) a révelé une association significative entre le
génotype TT et le risque de développer un cancer du sein chez des patients Australiens
(Okolicsanyi et al. 2014). Dans cette éetude, I'association entre ce SNP et I'expression de
SULF-1 n'a pas été étudiée. Selon I'é¢tude de Han et ses collaborateurs, le génotype TT du
SNP rs2623047 serait plutdt associé a une diminution de I'expression de SULF-1 dans la
population étudiée (Han et al. 2011). Khurana et ses collaborateurs ont rapporté que
I'expression de SULF-1 est associée a une augmentation de la survie chez les patients atteints
du cancer du sein métastatique (Khurana et al. 2011).

2. Les SNPs du géne codant la sulfatase-2

Le principal polymorphisme du géne codant SULF-2 (chromosome 20q13) a éte étudié
dans un contexte dhyperlipidémie postprandiale retardée. Cette derniére implique une
diminution de la clairance hépatique des lipoprotéines plasmatiques riches en triglycérides
(LRT), processus médié par le SDC-1 et le récepteur des lipoprotéines de basse densité
(LDLR, Low density lipoprotein Receptor). Ce mécanisme d'hyperlipidémie est associé a
l'augmentation de I'expression de SULF-2 dans le foie des patients souffrant d'obésité
(Matikainen et al. 2013), suggérant que la fixation des LRT aux chaines HS du SDC-1
nécessite la présence des motifs 6-O-sulfates. Ce phénoméne est également retrouvé chez les
souris obeses et atteintes de diabete de type 2 (K. Chen et al. 2010; Hassing et al. 2012).
L'étude du SNP rs2281279 (A>G) a montré que les génotypes AG/GG sont associés a une
diminution de I'expression génique de SULF-2 dans le foie (biopsie) et a une diminution des

taux de LRT et de triglycérides plasmatiques chez les sujets sains (Matikainen et al. 2013).

3. Les SNPs du géne codant I’héparanase

Le gene HPSE comprend pres de 300 SNP décrits (Olga Ostrovsky et al. 2009). Parmi
les principaux polymorphismes étudiés, on retrouve le SNP rs11099592 G >A qui correspond
a une substitution d’une guanine (G) en adénine (A) en position 307 de la région codante du
géne HPSE (exon 8). Cette substitution a comme conséquence la substitution de l'arginine en
lysine (R307K) dans la séquence protéique de I’HPSE (Yue et al. 2010). Bien que l'arginine et
la lysine soient des acides aminés basiques, ce type de modification peut affecter la
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transcription du géne HPSE. En effet, Ostrovsky et ses collaborateurs ont constaté que les
génotypes GA et AA sont corrélés a une faible expression de la protéine HPSE dans les
cellules du sang périphérique chez des sujets sains (O. Ostrovsky et al. 2007).

Une association a été établie entre le génotype GA du SNP rs11099592 et la
survenue de la leucémie lymphoide aigué (LLA) chez des patients israéliens (O. Ostrovsky et
al. 2007). En revanche, ce SNP ne présente aucune corrélation avec la survenue de la LLA et
du cancer de I’estomac chez des patients issus d’Irlande du Nord et de Chine, respectivement.
Ces divergences apparentes peuvent étre liées aux différences entre les maladies, aux
différences spécifiques a chaque population ethnique, non seulement en termes de variation
génétique, mais aussi d'interactions géne-environnement (Winter, McMullin, et Catherwood
2008; Yue et al. 2010).

L'association entre les SNPs rs4693608 (G>A) et rs4364254 (C>T) du gene HPSE et les
taux sériques de I’HPSE a également été étudi¢e. Les individus sains israéliens ayant des
génotypes rares GG (rs4693608) ou TT (rs4364254) présentent un taux sérique éleveé d'HPSE,
tandis que ceux ayant des génotypes AA (rs4693608) ou CC (rs4364254) présentent un taux
sérique d’HPSE relativement faible (Olga Ostrovsky et al. 2018).

Type de Fréquence de | Fréquence de

Géne SNP Localisation Vaylf'[i]n tion Etude Population |Taille de I’étude I’alléle de P’autre allele
référence retrouvé
SULF-1 | rs2623047 | chr8: 69466261 A>G 1000 génomes Europe 1006 A=0.6083 G=0.3917
SULF-2 | rs2281279 |chr20:47661506| T>C 1000 génomes Europe 1006 T=0.7147 C=0.2853
HPSE rs11099592 | chr4:83309466 T>C 1000 génomes Europe 1006 T=0.2505 C=0.7495
HPSE rs4693608 | chr4: 83320204 | G>A 1000 génomes Europe 1006 G=0.4970 A=0.5030
HPSE rs4364254 | chrd: 83302560 C>T 1000 genomes Europe 1006 C=0.3171 T=0.6829

Tableau 1. Différents polymorphismes génétiques des enzymes impliquées dans la
modification post-synthese des chaines héparane sulfate.

Le projet 1000 génomes est une étude qui vise a caractériser notamment la localisation et la
fréquence des alléles d'environ 15 millions de SNP dans différentes populations. Ces
informations sont intégrées dans la base de données « dbSNP », accessible sur
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/?cmd=search, et servent de base a I'étude de la relation
entre le génotype et le phénotype.
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V. Le carcinome hépatocellulaire

A. Incidence

Le cancer du foie est le sixiéme cancer le plus souvent diagnostiqué et la quatrieme
cause de déces lié au cancer dans le monde, apres le cancer du poumon, du célon, du rectum,
et le cancer de I'estomac. Le cancer du foie est associé a une forte mortalité, ceci est en partie
di au fait que la plupart des cas sont détectés a des stades tardifs avec un ratio d'incidence sur
la mortalité qui se rapproche de 1. En 2015, il y a eu environ 854 000 nouveaux cas de cancer
du foie, alors que I'on estime a 810 000 le nombre de déces liés au cancer du foie par an dans

le monde (Singal, Lampertico, et Nahon 2020).

Le carcinome hépatocellulaire (CHC) représente environ 75 a 85 % des cancers
primitifs du foie et représente un enjeu majeur de santé dans le monde (Singal, Lampertico, et
Nahon 2020). En France, on enregistre environ 8000 nouveaux cas de CHC et 7000 cas de
décés liés au CHC par an (Cadier et al. 2017; Costentin et al. 2017). Dans les pays
occidentaux, 90 % des cas de CHC se développent dans un contexte d'hépatopathie chronique,

généralement avancée, au stade de cirrhose sévere (Ganne-Carrié et Nahon 2019).

B. Prévalence

L'incidence mondiale du CHC est hétérogéne en raison de la prévalence variable des
facteurs de risque. On estime que 72 % des cas se produisent en Asie (plus de 50 % en Chine),
10 % en Europe, 7,8% en Afrique, 5,1% en Amérique du Nord, 4,6% en Amérique latine et
0,5% en Océanie (Singal, Lampertico, et Nahon 2020). L'incidence du CHC semble avoir une
forte prédominance chez les hommes, avec un rapport hommes/femmes supérieur a 2,5. Cette
distribution différentielle par sexe serait liée a un regroupement de facteurs de risque, ainsi
qu'un effet potentiel des androgenes chez les hommes sur le risque de CHC (Singal,
Lampertico, et Nahon 2020).

C. Etiologies

Dans le monde, parmi les differentes étiologies, le virus de I'hépatite B (VHB) est le
principal facteur de risque pour le développement de CHC (33%), suivi par la consommation
abusive d'alcool (30%), le virus de I'népatite C (VHC) (21 %) et d'autres causes telle que la
stéatose hépatique non alcoolique a I’origine d’un syndrome métabolique (16 %) (Singal,
Lampertico, et Nahon 2020).

52



1. Infection par le virus de I’hépatite B (VHB)

L'infection chronique par le VHB est I'étiologie la plus courante du CHC en Asie. Le
VHB est un virus a ADN, partageant avec les rétrovirus oncogenes une stratégie de
réplication unique par transcription inverse et un cycle de vie caractéristique qui comprend

I'intégration dans le génome de I'héte.

L'intégration de I'ADN viral du VHB dans le génome humain peut induire une
instabilité chromosomique et entrainer des réarrangements ou des délétions. Les mutations
d'insertion résultant de l'intégration du génome de I'ADN du VHB a des sites spécifiques
peuvent activer des genes endogénes tels que la cycline A, qui joue un rdle important dans la
régulation de la division et la prolifération cellulaire, aboutissant a une prolifération cellulaire
incontr6lée (Chami et al. 2000). L'intégration de I'ADN du VHB peut également entrainer une
dérégulation de I'expression de certains oncogénes ou genes suppresseurs de tumeurs qui

controlent la survie ou la mort cellulaire (R. W. C. Pang et al. 2008).

Un autre mécanisme par lequel le VHB induit I'népatocarcinogenese est la répression de
I’expression du géne suppresseur de tumeur p53. En effet, la protéine HBx inactive la protéine
p53 par liaison directe et réprime l'activation transcriptionnelle médiée par la protéine p53, ce
qui bloque les activités dépendantes de p53, telle que I'apoptose. Par conséquent, les effets
modulateurs de HBXx sur la protéine p53 fournissent un mécanisme de transformation maligne

des cellules hépatiques infectées par le VHB (R. W. C. Pang et al. 2008).

La protéine HBx peut également se lier a une protéine, la peptidyl prolyl isomérase
nommée PIN1, surexprimée dans 50 % des cas de CHC et agir en synergie dans la régulation
de signalisation de la B-caténine, en empéchant sa dégradation par le systéme ubiquitine-
protéasome, activant ainsi la transcription de genes essentiels a la prolifération cellulaire, tels
que la cycline D1 (R. Pang et al. 2004; 2007).

La mise en ceuvre de programmes de vaccination des nourrissons contre le VHB dans de
nombreux pays d'Asie de I'Est devrait faire baisser le taux de CHC lié au VHB a l'avenir,
comme cela a été démontré a Taiwan ou l'incidence annuelle du CHC a considérablement
diminué, passant de 0,92 pour 10.000 personnes dans une cohorte de patients non vaccinés a
0,23 pour 10° personnes vaccinées a la naissance. Cependant, il existe plusieurs pays qui n'ont
pas encore mis en ceuvre la vaccination contre le VHB, une estimation indiquait en 2015

qu’environ 257 millions de personnes étaient infectées par le VHB, principalement en Asie et
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en Afrique subsaharienne. Des études d'observation évaluant I'effet de I'interféron pégylé dans

le traitement de 1’hépatite chronique B ont montré un effet potentiel dans la réduction de

I'incidence du CHC (EASL 2018).

2. Infection par le virus de I’hépatite C (VHC)

Contrairement au VHB, le VHC est un virus & ARN qui ne s'intégre pas dans le génome
de I'hdte. Le VHC est associé a I'népatocarcinogenése par le biais d'interactions entre I'hote et
les protéines virales structurelles (la protéine de core de la capside virale) et non structurelles
(NS3 et NS5A). Ces protéines peuvent agir en inhibant I'expression post-transcriptionnelle de
p21, un inhibiteur des kinases dépendantes des cyclines, qui joue un réle crucial dans le
contréle du cycle cellulaire, modulant ainsi la prolifération et I'apoptose cellulaire (Lee et al.
2002).

La protéine de core du VHC a des fonctions de régulation transcriptionnelle sur
différents genes cellulaires impliqués dans la régulation de la prolifération cellulaire,
notamment le proto-oncogéne c-myc. Les souris transgéniques exprimant la protéine de core
du VHC développent des tumeurs hépatiques qui apparaissent d'abord sous forme
d'adénomes, a [lintérieur desquels se développe ensuite un CHC, présentant les
caractéristiques histopathologiques des nodules retrouvés au stade précoce de CHC chez les

patients atteints de VHC chronique (Moriya et al. 1998).

Malheureusement, il n'existe pas de vaccin contre le VHC, donc la prévention primaire
du CHC lié au VHC n'est pas possible. Chez les patients infectés par le VHC, les thérapies
antivirales, basées sur I’utilisation de ’interféron, semblent efficaces pour réduire l'incidence

annuelle du CHC, passant de 6,2 % a 1,5 % (Singal, Lampertico, et Nahon 2020).

3. Le syndrome métabolique et la stéatohépatite non alcoolique
a) Définition
La steéatose hépatique non alcoolique (en anglais "non alcoholic fatty liver disease”,
NAFLD) est caractérisée par un dép6t important de lipides (stéatose), principalement sous
forme de triglycérides (TGs), dans les hépatocytes du parenchyme hépatique. Un patient peut
étre considéré comme atteint de NAFLD lorsque cette stéatose affecte au moins 5% du

volume ou du poids du foie, en I'absence d'une consommation d'alcool supérieure a 30 g/jour

pour les hommes et 20 g/jour pour les femmes (Ozturk et al. 2020). La plupart des sujets
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atteints de la NAFLD sont cliniguement asymptomatiques (Abd El-Kader et EIl-Den
Ashmawy 2015).

b) Classification des maladies hépatiques liées au syndrome
métabolique
Selon des critéres histologiques, le spectre de la NAFLD peut étre simplifié en deux
catégories :

Q) La stéatose hépatocellulaire simple (NAFL)

La stéatose hépatocellulaire simple (ou NAFL, de son acronyme anglophone, non
alcoholic fatty liver) est réversible, caractérisée par une accumulation excessive de lipides,
sans atteinte de la fonction hépatique et sans inflammation.

(2 La stéatohépatite non alcoolique (NASH)

La stéatohépatite non alcoolique (ou NASH, non alcoholic steatohepatitis) est
caractérisée par une accumulation excessive de lipides avec une inflammation, peu ou pas
réversible, des Iésions tissulaires associées a une nécrose, a des lésions mitochondriales, a un
ballonnement des hépatocytes et a une fibrose hépatique, souvent en association avec d'autres
caractéristiques histologiques telles qu’une accumulation de filaments intermédiaires de
cytokeératine, agrégés pour former les corps de Mallory (Bradbury et Berk 2004; Ozturk et al.
2020).

Les facteurs de risque pour la NASH comprennent la dyslipidémie, le diabéte de type 2,
une insulino-résistance des tissus hépatiques et adipeux, I'obésité et le syndrome métaboligue,
associés a une prédisposition génétique (Ozturk et al. 2020). Dans un important sous-
ensemble de patients atteints de NASH, les lésions hépatiques en cours évoluent vers une
cirrhose hépatique et un CHC.

e Les stratégies thérapeutiques proposées dans la NASH

Malgré la prévalence croissante de la NASH, l'efficacité des pharmacothérapies
actuelles est limitee et il n'existe pas de médicaments approuves par la Food and Drug
Administration (FDA). Divers régimes alimentaires, tels que le regime cétogene et le jelne
intermittent, en combinaison avec 1’exercice physique ont montré des avantages potentiels

pour la perte de poids et la diminution de I’accumulation d’acide gras dans le foie. La
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chirurgie bariatrique ou des dispositifs mécaniques non invasifs tels que les ballons intra-
gastriques sont indiqués chez les patients qui ne peuvent pas atteindre une perte de poids
totale supérieure a 5 %, malgré des interventions sur le mode de vie (régime alimentaire et
activité physique) (Muthiah et Sanyal 2020).

4, La consommation chronique d’alcool

La consommation chronique d’alcool dépassant plus de 20 g/jour pour les femmes et 30
g/jour pour les hommes est reliée a 20 % des cas de CHC dans les pays du sud de I'Europe
(par exemple I'ltalie ou I'Espagne), mais jusqu'a 63 % dans les pays d'Europe de I'Est (Reddy
et Rao 2006; Ganne-Carrié et Nahon 2019).

En France, la consommation chronique d'alcool et les maladies hépatiques qui en
résultent sont la cause principale du développement du CHC (70% des cas), suivie par la
NASH-(Costentin et al. 2017; Singal, Lampertico, et Nahon 2020). L'estimation de I'incidence
du CHC chez les patients atteints de cirrhose alcoolique est de 2,9 pour 100 patients/année
dans une cohorte de 652 patients Francais au cours d'un suivi médian de 29 mois (Singal,
Lampertico, et Nahon 2020).

La toxicité hépatique induite par 1’alcool est accompagnée d'un certain nombre de
mécanismes pathologiques comprenant : i) la formation d'acétaldéhyde et ses effets directs sur
les protéines et I'ADN ; ii) une augmentation de la production des especes réactives de
I'oxygéne (ERO), aggravee par la défaillance du systeme antioxydant et des mécanismes de

réparation de I'ADN ; iii) l'induction d'une inflammation chronique.

a) Métabolisme de I'alcool (éthanol)

Au niveau des heépatocytes, I'éthanol est oxydé en acétaldéhyde par I'alcool
déshydrogénase (ADH) dans le cytosol. L'acétaldéhyde entre dans la mitochondrie ou il est
oxydé en acétate par l'aldéhyde déshydrogénase mitochondriale (ALDH). Une autre voie du
métabolisme de I'éthanol comprend son oxydation dans les microsomes (RE) par I'enzyme
CYP2EL1, une étape qui nécessite le NADPH plut6t que le NAD+, comme pour I'ADH [Figure
14] (Addolorato et al. 2020). En paralléle, les ERO telles que I'anion superoxyde (O2) et le
peroxyde d'hydrogéne (H202), sont formées par la réoxydation du NADH dans la chaine

respiratoire mitochondriale (Ganne-Carrié et Nahon 2019). Ces ERO, réagissent avec des
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métaux de transition (par exemple, des ions de cuivre Cu?* et de fer Fe?*) et générent ainsi le

radical hydroxyle (HO-) hautement réactif (Sarsour et al. 2009).

Alcool déshydrogénase Mitochondrie
NAD* NADH+ H*

ﬁ NADH+ H*
Ethanol Acétaldéhyde Acétate
Acétaldéhyde
NADPH+ H+ NA p+ déshydrogénase

Systéme microsomal d'oxydation
de I'éthanol

Figure 14. Voies du métabolisme hépatique de I'alcool impliquant I'alcool
déshydrogénase cytosolique et le systeme microsomal d'oxydation de I'éthanol.

Le premier métabolite toxique est I'acétaldehyde, qui est ensuite transformé en acétate par
I'acetaldehyde déshydrogénase mitochondriale (ALDH). D ‘apres (Teschke 2018).

b) Meécanismes moléculaires de la toxicité hépatique induite par
I’alcool

e Formation des adduits de protéines et d’ADN

L'acétaldéhyde peut se lier aux protéines pour former des adduits entrainant leur
modification structurelle et fonctionnelle, c'est notamment le cas des enzymes impliquées
dans la réparation de I'ADN (6-O-Méthylguanine-ADN meéthyltransférase). L’accumulation
de ces protéines dans le RE induit un stress du RE qui active la réponse UPR (Unfolded
Protein Response) qui en cas de non dégradation des protéines par le systéme ubiquitine-
protéasome, peut aboutir a une mort cellulaire par apoptose (Seitz et Stickel 2007; Addolorato
et al. 2020). L'acétaldéhyde peut également se lier a 'ADN dont l'un des adduits le plus
abondant est le N2-éthyl-2’-déoxyguanosine. Ces adduits peuvent également étre produits par
les ERO. Ces adduits seraient ainsi impliqués dans I'échec de la réparation de I'ADN, la
peroxydation lipidique due a Il'accumulation des ERO, favorisant par conséquent la

cancérogenese (Seitz et Stickel 2007).
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e Stress oxydant et peroxydation des lipides

Un mécanisme important impliqué dans I'népatocarcinogenese liée a l'alcool est le stress
oxydant, qui représente un déséquilibre entre la production d’ERO et les mécanismes de
défense anti-oxydants. A faible concentration, les ERO peuvent jouer un réle de second
messager dans diverses voies de signalisation. Cependant, & forte concentration, ils peuvent
interagir avec les acides gras polyinsaturés tels que I'acide linoléique et I'acide arachidonique
et génerer des produits de peroxydation lipidique tels que le malondialdéhyde (MDA) et le 4-
hydroxynonénal (4-HNE). Le 4-HNE peut réagir avec des bases d'’ADN telles que la
désoxyaguanine pour former les adduits exocycliques de I'ADN (4-HNE-dG). Ces adduits
sont hautement mutagenes, par exemple, le 4-HNE-dG est responsable d'une mutation du
géne p53 (transversion de G en T au niveau de la troisiéme base du codon 249 (-AGG-)),
bloquant ainsi 1’apoptose ou les mécanismes de réparation de I’ADN, dépendants de la
protéine p53 (Hu et al. 2002). De plus, au niveau des cellules de Kupffer, les ERO peuvent
activer le facteur de transcription NF-xB (Nuclear Factor-kappa B) et induire la transcription
du TNF-a qui a son tour induit une augmentation des ERO (Kono et al. 2000; Seitz et Stickel
2007).

D. Mécanismes moléculaires et histoire naturelle des maladies
hépatiques

1. La stéatose

Le foie joue un réle important dans le métabolisme et la clairance des lipides. Ces
lipides proviennent, sous forme de lipoprotéines riches en triglycérides (LRT), de trois
sources distinctes: les sources alimentaires, la lipolyse des TGs dans le tissu adipeux et dans
la circulation périphérique, et la lipogenése de novo (Dowman, Tomlinson, et Newsome 2010;
Gonzales et al. 2013).

Les récepteurs endocytaires dominants dans le foie pour les LRT comprennent
notamment le LDLR et les HSPG, plus particuliérement le SDC-1 (Gonzales et al. 2013). Le
SDC-1 joue un role important dans la clairance des LRT. En effet, le SDC-1 peut agir seul ou
sous forme de complexe SDC-1/VLDL (Hodoglugil et al. 2011). Au niveau de la membrane
basale des hépatocytes, le SDC-1 se lie, par le biais de ses chaines HS, aux LRT riches en
apoprotéines E (apoE) et apoprotéines B (I'apoB), a la lipase hépatique et aux lipoprotéines
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lipases, ce qui entraine leur absorption hépatocytaire et la lipolyse des TGs en glycérol et

acides gras libres (Hodoglugil et al. 2011 ; Gonzales et al. 2013).

Les enzymes impliquées dans la synthese des HSPG modulent également le
métabolisme et la clairance des lipoprotéines. En effet, I'inactivation de la NDST-1 ou de la 2-
O-sulfotransférase dans les hépatocytes, médiée par le systétme Cre-lox, chez la souris,
entraine I'accumulation des TGs plasmatiques a jeun et retarde la clairance des lipoprotéines
d'origine intestinale en raison de la diminution du taux de sulfatation des chaines HS
synthétisées (Foley et al. 2013). De maniere similaire, comme décrit précédemment dans la
partie « SNPs du géne codant la protéine SULF-2 », I'étude du polymorphisme rs2281279
(A>G) du gene codant SULF-2 a montré que les génotypes AG/GG, liés a une diminution de
I'expression de SULF-2 en ARNm au niveau du foie, sont associés a une diminution du taux
des LRT et des TGs plasmatiques chez les sujets sains, soulignant ainsi I’importance des

motifs 6-O-sulfates dans la fixation des lipoprotéines aux HSPG (Matikainen et al. 2013).

Au niveau des hépatocytes, les acides gras libres peuvent étre utilisés soit par la -
oxydation dans les mitochondries pour la production d'énergie, soit ré-estérifiés en TGs et
stockés sous forme de gouttelettes lipidiques, soit étre conditionnés et exportés en particules
de lipoprotéines de trés basse densité (VLDL, formées par l'incorporation de triglycérides
dans I’apoB). Ainsi, I'accumulation des lipides dans le foie peut se produire a la suite d'une
synthése accrue d’acides gras, d'une augmentation de 'apport d’acides gras, d'une diminution
de l'exportation d’acides gras et/ou d'une diminution de l'oxydation des acides gras (Dowman,

Tomlinson, et Newsome 2010; Chakravarthy et Neuschwander-Tetri 2020).

2. L’inflammation hépatique

Dans la NASH, I’accumulation des acides gras saturés, qui sont le produit de la
lipogenese de novo, est cytotoxique pour les hépatocytes. En effet, leur accumulation est
accompagnée de I’augmentation de I'expression des récepteurs de mort cellulaire (Fas) et de
leurs ligands (FasL), ce qui aboutit a l'activation de la mort cellulaire "extrinseque"”. Ils
peuvent également induire la mort cellulaire "intrinseque™ en déclenchant le stress du

réticulum endoplasmique (Malhi et Gores 2008; Brunt et al. 2015).

Quelle que soit la voie impliquée, la mort cellulaire induite par les acides gras saturés
entraine la libération, dans I'espace extracellulaire, de motifs moléculaires associés aux

dommages ou en anglais "Damage-Associated Molecular Patterns (DAMPSs)", tels que les
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acides nucléiques, les protéines intracellulaires, I’ATP, ou les composés mitochondriaux ou
nucléiques (Roehlen, Crouchet, et Baumert 2020; Chakravarthy et Neuschwander-Tetri 2020).
Les DAMPs induisent I’activation des macrophages résidents du foie (cellules de Klpffer), ce
qui stimule la production et la libération de cytokines et de chimiokines pro-inflammatoires,
notamment le TNF-o, l'interleukine IL-1B, 1'[L-6, I'IL-8 et la chimiokine Monocyte
Chemoattractant Protein 1 (MCP-1) favorisant le recrutement des neutrophiles et des
monocytes, ce qui amplifie la réponse inflammatoire dans la NASH (Brunt et al. 2015 ;
Friedman et al. 2018; Chakravarthy et Neuschwander-Tetri 2020).

La consommation chronique d'alcool augmente la perméabilité intestinale et la
translocation des lipopolysaccharides (LPS) issus des bactéries de l'intestin vers le foie. La
reconnaissance du LPS par les cellules de I’immunité innée, dont les cellules de Kiipffer, joue
un role central dans le développement des Iésions hépatiques précoces dues a la
consommation d'alcool, telles que I'népatite alcoolique ou la stéatohépatite alcoolique. En
effet, dans les cellules de Kupffer, le LPS interagit avec les Toll-like receptors 4 (TLR4), ce
qui entraine l'activation des facteurs de transcription STAT3 et NF-xB et I'activation de la
transcription des cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-o, I'lL-1 et I'IL-6. Ces
cytokines pro-inflammatoires favorisent le recrutement des neutrophiles et des monocytes, ce
qui amplifie la réponse inflammatoire, favorisant I'accumulation des ERO (Mandrekar et
Szabo 2009; Stauffer et al. 2012).

De plus, I'é¢thanol module les fonctions métaboliques et immunitaires du tissu adipeux
en augmentant l'expression et la libération de plusieurs médiateurs pro-inflammatoires (tels
que le TNF-a, IL-6 et MCP-1) dans et a partir du tissu adipeux qui peuvent contribuer a des
perturbations métaboliques. Par exemple, le TNF-o peut modifier le métabolisme du tissu
adipeux en augmentant la lipolyse et la libération d'acides gras libres et en diminuant la LPL
et la lipogenése, favorisant I’efflux des acides gras libres vers le foie et leur estérification en
triglycérides (Steiner et Lang 2017). Cette accumulation d’acides gras au niveau du foie,
associée a une inflammation, est appelée stéatohépatite alcoolique (en anglais « alcoholic
steatohepatitis », ASH) (Teschke 2018). Parmi les signes cliniques associés a la sévérité de la
stéatohépatite alcoolique on retrouve la malnutrition, la perte de poids, ’ictére et 1’ascite
(Teschke 2018; EASL 2018b). Pour les patients présentant une évolution clinique sevére, une
approche communément recommandée est 1’abstinence totale d’alcool qui pourrait retarder

I’évolution de la maladie vers une cirrhose (Teschke 2018).
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a) Les polymorphismes liés au métabolisme lipidiques

Plusieurs facteurs génétiques de risque, en particulier sous forme de SNP, influencent le
flux hépatique d'acides gras libres et peuvent ainsi étre associés au développement et a la
progression de la NASH. Il s'agit notamment des variants de genes codant : patatin-like
phospholipase domain-containing protein 3 (PNPLA3) ou adiponutrine, transmembrane 6
superfamily 2 (TM6SF2), hydroxysteroid 17p-dehydrogenase 13 (HSD17B13) et membrane
bound O-acyltransferase domain containing 7 (MBOAT7) (Lonardo et al. 2020).

(1)  PNPLA3 (rs738409 C>G)

Le gene PNPLA3, également connu sous le nom d’adiponutrine, code pour une protéine
de 481 acides aminés appartenant a la famille des phospholipases de type patatine (Kanda et
al. 2020). La proteine PNPLAS est présente dans les hépatocytes et les adipocytes (Buzzetti,
Pinzani, et Tsochatzis 2016; Chakravarthy et Neuschwander-Tetri 2020). L’étude de I’activité
enzymatique de la protéine PNPLAS, in vitro, a montré que 1’enzyme présente une activité
hydrolase sur les glycérolipides (triacylglycérol (TAG), diacylglycérol (DAG), et
monoacylglycérol (MAG)) (Y. Huang, Cohen, et Hobbs 2011). Le SNP rs738409 C>G du
géne PNPLA3 induit une substitution de l'isoleucine en méthionine en position 148 (1148M)
dans la séquence protéique de I'adiponutrine. Ainsi, la protéine PNPLA3-148M est résistante
a la dégradation par le protéasome et s'accumule a la surface des gouttelettes lipidiques, ce qui
interfere avec la lipolyse. Plusieurs études indépendantes ont rapporté que 1’allele G
(génotype CG ou GG) est fortement associé a la NASH, a I'étendue de la stéatose, a la gravité
des Iésions histologiques, a la fibrose hépatique et au CHC dans des études de validation avec
des cohortes (pour différentes étiologies) (Guyot et al. 2013 ; Friedman et al. 2018; Cotter et
Rinella 2020; Chakravarthy et Neuschwander-Tetri 2020).

(2) TMG6SF2 (rs58542926 C>T)

TMG6SF2 est une protéine impliquée dans la production et la sécrétion hépatique de
VLDL (Buzzetti, Pinzani, et Tsochatzis 2016). Le SNP rs58542926 C>T du géne TM6SF2
induit une substitution du glutamate en lysine en position 167 (E167K) dans la séquence
protéique de TM6SF2. Cette protéine, par une perte de fonction, est associée a une réduction
de la sécrétion hépatique de VLDL et a une augmentation de la concentration intracellulaire
de TGs et de la teneur en gouttelettes lipidiques et ainsi a des taux plasmatiques plus faibles
de VLDL (Buzzetti, Pinzani, et Tsochatzis 2016; Chakravarthy et Neuschwander-Tetri 2020).
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L’allele T (génotype CT ou TT) est associ¢ a un risque plus élevé de développer une stéatose,

une NASH, une cirrhose et un CHC (Grgurevic et al. 2020).

(3)  HSD17B13 (rs72613567 A>AA)

HSD17B13 est une protéine exprimée principalement par le foie et membre de la
famille des déshydrogénases/réductases a chaine courte, un groupe d'enzymes impliquées
dans le métabolisme des hormones stéroidiennes, des prostaglandines, des lipides, des
xénobiotiques et des rétinoides. La protéine HSD17B13 contient un site de liaison du
Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate (NAD(P)H), un site catalytique et un domaine
de liaison aux gouttelettes lipidiques qui cible la partie protéique a la surface des gouttelettes
lipidiques (Gellert-Kristensen et al. 2020). La surexpression hépatique de HSD17B13
favorise I'accumulation de lipides dans le foie, ce qui soutient le rble délétére de cette protéine
dans la NAFLD (Cotter et Rinella 2020). En revanche, I'allele rs72613567 A-INS (insertion
d'une adénine au niveau d'un site donneur d'épissage (exon 6)) du gene HSD17B13 code une
protéine instable et tronquée avec une activité enzymatique réduite, qui s'est avérée diminuer
le risque de maladie hépatique chronique et de progression de la stéatose a la stéatohépatite, y
compris un risque réduit de NASH associé a l'allele G-PNPLAS3, par un mécanisme non
élucidé a ce jour (Cotter et Rinella 2020; Chakravarthy et Neuschwander-Tetri 2020). De
plus, une étude d'association pangénomique (en anglais "genome-wide association study",
GWAS) a rapporté que ce variant est associé a une diminution du taux sérique des
transaminases chez les patients présentant une stéatose, ce qui suggére une diminution de

I'inflammation et des lésions hépatiques (Friedman et al. 2018).

(4)  MBOAT7 (rs641738 C>T)

MBOAT7 est une enzyme transmembranaire présente dans les endomembranes
(réticulum endoplasmique, membranes associées aux mitochondries et gouttelettes lipidiques)
(Caddeo et al. 2019). MBOAT?7 est impliquée dans la voie du remodelage des phospholipides
en présentant une activité acyltransférase, qui estérifie spécifiquement l'arachidonyl-CoA en
lysophosphatidylinositol (LPI) pour générer le phosphatidylinositol (PI) au niveau de la
membrane cellulaire (Helsley et al. 2019 ; Thangapandi et al. 2020). L’all¢le T (génotype CT,
TT) est associé¢ a une diminution de I’expression de la protéine dans le foie et par conséquent
a une diminution du Pl au niveau de la membrane cellulaire (Thangapandi et al. 2020). Ce

variant est associé a la cirrhose alcoolique, a la NAFLD, a l'inflammation et a la fibrose dans
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les hépatites chroniques B et C. Cependant, les mécanismes par lesquels ce variant conduit au
développement de la NAFLD et en particulier de la fibrose hépatique ne sont pas

suffisamment compris a ce jour (Thangapandi et al. 2020).

Type de Fréquence de Fréquence de

Géne SNP Localisation vavrli‘ation Etude Population | Taille de I’étude Ialléle de I’autre alléle
référence retrouvé
PNPLA3 | 15738409 chr22:43928847 C>G 1000 génomes|  Europe 1006 C=0.7744 G=0.2256
TM6SF2 | rs58542926 | chrl19:19268740 C>T 1000 génomes| Europe 1006 C=0.9324 T=0.0676
MBOAT7 | rs641738 chr19:54173068 T>C ALFA Europe 99590 T=0.43627 C=0.56373

HSD17B13| 1572613567 | chr4:87310241 A>AA  |1000 génomes| Europe 1006 Non indiquée dupA=0.2435

HSD17B13| 1572613567 | chr4:87310241 A>AA ALFA Europe 11942 A=0.75381 dupA=0.24619

Tableau 2. Différents polymorphismes liés au métabolisme lipidique.

L'objectif de I’étude ALFA est de fournir la fréquence des alleles de plus d'un million de
sujets en ajoutant 100 a 200 000 nouveaux sujets a chaque publication trimestrielle. Ces
données sont également intégrées dans la base de données « dbSNP ».

3. La fibrose hépatique

L’accumulation des lipides, de I’acétaldéhyde et des ERO dans les hépatocytes est 1'un
des principaux facteurs d'hépatotoxicité, ceci accélére le développement d’un stress oxydant
et induit une inflammation progressive qui provoque par conséquent une apoptose ou une
nécrose cellulaire. Ainsi, la nécrose et I’apoptose des hépatocytes induit la libération des
molécules DAMPs. Ces molécules activent les cellules étoilées hépatiques (cellules de Ito) de
maniere paracrine et induisent également le recrutement et I'activation de lymphocytes et de
macrophages (pro-inflammatoires, phénotype M1). Ces derniers produisent des cytokines pro-
inflammatoires qui contribuent a 1’activation et la trans-différenciation des cellules de Ito en
myofibroblastes (Roehlen, Crouchet, et Baumert 2020).

Dans un foie normal, sans lésion, les cellules de Ito sont des cellules périsinusoidales
quiescentes et non prolifératives, qui servent, entre autres, a stocker la vitamine A. Elles sont
caractérisees par leur morphologie en étoile et un nombre élevé de gouttelettes lipidiques
cytoplasmiques. En cas de lésion hépatique, les cellules de Kipffer résidentes secrétent I'lL-1,
le TNF-a, le TGF-B, les chimiokines CCL-2 et CCLS5, ce qui entraine I'activation des cellules
de Ito qui passent d'un phénotype quiescent a un phénotype myofibroblastique prolifératif et

contractile, tout en produisant en abondance des composants de la MEC (y compris les
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collagenes de type I, 11l et IV et les PGs), des médiateurs pro-inflammatoires, I'inhibiteur
tissulaire de la métalloprotéinase-1 (TIMP-1) et I’expression de I'actine musculaire lisse (a-
SMA). Physiologiquement, ce processus est impliqué dans la réparation et la cicatrisation
tissulaire a court terme. Il associe rapidement des mécanismes anti-fibrotiques
contrebalancant cette cicatrisation en entrainant I'inactivation ou I'apoptose des
myofibroblastes, 1’activation des macrophages anti-inflammatoires (phénotype M2)
participant a la résolution de la fibrose grace a la sécrétion d’IL-4, IL-1 ainsi que I'expression
des MMPs (Roehlen, Crouchet, et Baumert 2020).

En conditions pathologiques, dans les maladies chroniques du foie, un déséquilibre
entre les mécanismes pro-fibrogenes et anti-fibrogénes entraine une activation persistante des
myofibroblastes prolifératifs, contractiles et migratoires, ce qui conduit a une production
excessive de MEC, provoquant ainsi le développement d’une fibrose hépatique progressive.
Les cellules de Ito, a leur tour produisent le facteur stimulant les colonies de macrophages
(M-CSF) et I'lL-6 pour perpétuer l'activité des macrophages pro-fibrotiques.

Les interactions cellulaires générales impliquées dans le développement de la fibrose
hépatique, de maniere indépendante de toute étiologie, sont représentées dans la figure 15 ci-

dessous (Roehlen, Crouchet, et Baumert 2020).
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Figure 15. Mécanismes moléculaires de fibrogenese hépatique.

La lésion chronique des hépatocytes entraine la libération de motifs moléculaires associés
aux dommages ou en anglais "damage-associated molecular patterns” (DAMPS) qui activent
les cellules étoilées du foie (cellules de Ito) et recrutent des cellules immunitaires, telles que
les monocytes et les lymphocytes T. Les interactions cytokiniques, multidirectionnelles, entre
les cellules de Ito activées et les cellules de Kupffer, ainsi que les cellules immunitaires innées
favorisent la transdifférenciation des cellules de Ito en myofibroblastes prolifératifs,
produisant une matrice extracellulaire (MEC). TGF-g: Transforming Growth Factor Beta;
CCL-2: chimiokine (motif C-C) ligand 2. D aprés (Roehlen, Crouchet, et Baumert 2020).

Au cours de la progression de la fibrose, le nombre élevé de cellules de Ito activeées et la
contractilit¢ des myofibroblastes favorisent 1’obstruction ou capillarisation des sinusoides
hépatiques, affectant le flux sanguin et I'échange de nutriments entrainant ainsi une hypoxie
tissulaire. De plus, la MEC peut également stocker des cytokines et des facteurs de croissance
contribuant a l'inflammation, a la fibrogenese, a la prolifération des hépatocytes et a la
carcinogenése en passant par un stade cirrhose. Malgré de nombreux essais précliniques et
cliniques, il n'existe a ce jour aucun médicament anti-fibrotique approuvé par la FDA

(Roehlen, Crouchet, et Baumert 2020).

4, La cirrhose

La cirrhose représente 1’étape ultime de la fibrose, elle est caractérisée par la formation

de nodules de régénération qui peuvent étre de différentes tailles, micronodules uniformes (<3
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mm) ou macronodules irréguliers (>3 mm), encapsulés et séparés par des septa fibreux
altérant I'architecture lobulaire du foie. Selon le type de nodules retrouvé on caractérise une
cirrhose micronodulaire, macronodulaire ou mixte (Saffioti et Pinzani 2016). La cirrhose peut
étre asymptomatique ou symptomatique, selon que la cirrhose soit cliniguement compensée
ou décompensée.

Dans la cirrhose compensée, les patients sont généralement asymptomatiques, et leur
maladie est détectée de maniére fortuite par imagerie. Les patients atteints de cirrhose
décompensée présentent généralement une hypertension portale, une ascite ou un CHC. Le
seul traitement de la cirrhose hépatique décompensée est la transplantation du foie (EASL
2018b; A. Sharma et Nagalli 2020; B. Sharma et John 2020).

5. Le carcinome hépatocellulaire

Quelle que soit 1’étiologie, la cirrhose représente le plus grand facteur de risque pour le
développement du CHC et constitue la principale indication de dépistage et de surveillance
pour une prise en charge thérapeutique du CHC a un stade précoce (Hartke, Johnson, et
Ghabril 2017).

E. Diagnostic et classification des maladies hépatiques chroniques

Pour tout diagnostic, il est important d’identifier 1’étiologie et les causes communes
coexistantes de la maladie. Par exemple pour la NASH, il est nécessaire d’exclure les
hépatites chroniques B et C, la consommation chronique d'alcool dépassant 30 g/jour pour les
hommes et 20 g/jour pour les femmes et d'autres facteurs exogenes tels que les médicaments
stéatogenes. Dans ce contexte, la présence de comorbidités communément associées a la

stéatose, telles que I'obésité, la dyslipidémie ou le diabete doivent étre déterminées.

1. Meéthode invasive de diagnostic : la biopsie hépatique

En géneéral, la biopsie du foie est effectuée par voie percutanée sous guidage
échographique. Elle peut également étre réalisée par laparoscopie ou par une approche
transjugulaire. Cependant, une biopsie du foie est une procédure invasive associée parfois a
des complications graves, telle que des hémorragies intrahépatiques, qui surviennent chez
environ 2% des patients (EASL 2018b).
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Malgré son caractere invasif, la biopsie du foie est la "norme de référence” la plus
courante et la plus recommandée pour le diagnostic ou pour la confirmation du diagnostic et
la classification des maladies chroniques du foie. Ainsi, I’étude histopathologique permet de
définir le degré de séveérité de la maladie, ayant un potentiel pronostique et prédictif, en
caractérisant les 1ésions hépatiques, telles que la stéatose, 1’inflammation lobulaire avec
essentiellement une infiltration de neutrophiles, de lymphocytes T et macrophages définissant
I’activité nécroinflammatoire qui permet de distinguer la stéatose simple de la stéatohépatite,
le ballonnement hépatocytaire avec ou sans corps de Mallory, une fibrose et une cirrhose
(Toosi 2015; Addolorato et al. 2020).

e Classification histologique de la NAFLD

Pour aider a caractériser ces lésions, les pathologistes ont mis au point des systemes de
notation ou scores histologiques fournissant une évaluation semi-quantitative pour le
pronostic clinique individuel. Par exemple le comité américain, NASH des National Institutes
of Health (NIH NASH CRN) a mis au point un systeme de notation appelé « NAFLD Activity
Score » (NAS). Aprés avoir étudié la variabilité inter-observateurs et intra-observateurs de
diverses caractéristiques histologiques, les caractéristiques présentant la plus grande
reproductibilité (gravité de la stéatose, ballonnement hépatocellulaire et inflammation
lobulaire) ont été choisies pour formuler le score NAS. Le systeme NAS attribue ensuite une
note numérique a chaque caractéristique, de sorte que la gravité de la stéatose soit notée de 0 a
3, le ballonnement hépatocellulaire soit noté de 0 a 2, et I'inflammation lobulaire soit notée de
0 a 3. Le score NAS est la somme non pondérée de ces 3 notations avec une fourchette de 0 a
8 [Tableau 3] (Younossi et al. 2018).

67



Stade ou lésion o ) )
o Caractéristiques histologiques Score
hépatique
Etendue de la stéatose dans le parenchyme hépatique
<5% 0
Stéatose 5%—33% 1
33%—66% 2
>66% 3
Nombre de foyers inflammatoires /200 champs analysés
Pas de foyers 0
Inflammation
_ <2 foyers 1
lobulaire
2-4 foyers 2
>4 foyers 3
Pas de ballonnement 0
Ballonnement
Peu de cellules 1
hépatocytaire
Plusieurs cellules 2
La somme des 3 scores attribués a la stéatose, inflammation
NAS ) ) 0-8
lobulaire et ballonnement hépatocytaire

Tableau 3. Classification histologique de la NAFLD selon le score « NAFLD Activity
Score » (NAS).

D’apreés (Younossi et al. 2018).

e Classification histologique de la fibrose

La caracteristique histologique qui présente la plus grande reproductibilité est la fibrose.
Une caractéristique qui ne fait pas partie du score NAS, le stade de la fibrose est donc noté
séparément. Par conséquent, dans le systeme NASH CRN, le stade 0 de la fibrose correspond
a I’absence de fibrose ; le stade 1, a la fibrose périsinusoidale ou périportale/portale ; le stade
2, a la fibrose périsinusoidale et périportale/portale; le stade 3, a la fibrose avec pontage
fibreux ; et le stade 4 correspond a la cirrhose (Younossi et al. 2018). Ce systéme de notation
est valable quelle que soit I'étiologie de la maladie et est similaire au systeme Metavir décrit
pour la premiere fois dans I’hépatite C chronique par Bedossa et ses collaborateurs en 1996

[Figure 16] (Bedossa et Poynard 1996).
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Figure 16. Le systéme de notation METAVIR décrit dans I’hépatite C chronique, sur
biopsie hépatique.

La biopsie du foie est la "norme de référence™ pour le diagnostic et la classification de la
fibrose. La fibrose est notée comme FO (absence), F1 (fibrose portale), F2 (fibrose portale
avec peu de septa), F3 (fibrose septale) et F4 (cirrhose). D ‘apres (Asselah et al. 2009).

2. Meéthodes non invasives de diagnostic

Le développement progressif de nouvelles méthodes non invasives, alternatives a la
biopsie du foie pour le diagnostic et une évaluation précise de la sévérité des maladies
hépatiques chroniques, telles que la NASH, I’hépatite alcoolique et la fibrose, ont conduit a
I'utilisation de deux stratégies alternatives a la biopsie, a savoir les approches "biologiques"

ou "physiques".

a) Les approches biologiques de diagnostic : les marqueurs sériques

Plusieurs études ont démontré la valeur prédictive de plusieurs combinaisons de
marqueurs biochimiques seriques chez les patients ayant un risque de développer des
maladies chroniques du foie telles que la NASH, la stéatohépatite alcoolique et la fibrose

hépatique.
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Le FibroTest® analyse un panel de marqueurs sanguins, l'alpha-2-macroglobuline,
I'naptoglobine, la gamma glutamyl-transférase (GGT), I'ApoAl et la bilirubine, ajusté en
fonction de I'age et du sexe du patient. Les scores allant de 0 a 0,21 ont une valeur prédictive
négative (VPN) de 100% pour I'absence de fibrose hépatique, tandis que les scores allant de
0,60 a 1 ont une valeur prédictive positive (VPP) de plus de 90% pour une fibrose (F3-F4
selon METAVIR) (Morra et al. 2007 ; Bril et al. 2019).

Le AshTest® combine les 5 composants du FibroTest®, des transaminases aspartame
aminotransférase (ASAT) et alanine aminotransférase (ALAT) sériques ajustés selon I'age et
le sexe, montrant un potentiel diagnostique élevé pour la détection de la stéatohépatite
alcoolique. Le score de I'AshTest varie de 0 a 1, avec une VPN de 0,16 et une VPP de 0,55 a
1 pour prédire la stéatohépatite alcoolique modérée a sévere (Morra et al. 2007; Bril et al.
2019).

Le NashTest® permet de detecter la présence de la NASH en combinant 1’analyse des 5
composants du FibroTest®, plus le taux sérique d’ASAT et ALAT, cholesterol, triglycerides,
la glycémie a jeun, ajustés également en fonction de 1’age, du sexe et de I’IMC du patient. Le
score du NashTest varie de 0 a 1, avec une VPN de 0,49 et une VPP de 0,75 pour prédire la

stéatohépatite non alcoolique (Bril et al. 2019).

b) Les approches physiques de diagnostic de la stéatose et de la fibrose

e Méthodes d’imagerie

Les techniques d'imagerie telles que I'échographie, I''RM et la tomodensitométrie (CT-
scan) peuvent permettre de dépister et quantifier la stéatose et contribuer a I'évaluation des
maladies avancées du foie et de leurs complications indépendamment de I'étiologie. Parmi ces
méthodes d’imagerie, 1'échographie a probablement la plus faible sensibilité et spécificite,
surtout lorsque 1’étendue de la stéatose est inférieure a un seuil de 20 a 30 %. L'IRM est un
outil fiable pour évaluer la quantité de stéatose et peut détecter 5 a 10% de la stéatose (EASL
2018b).

e Mesure de I’élasticité hépatique : le Fibroscan®

L'élastométrie hépatique ou élastographie transitoire (TE) (Fibroscan®-Paris, France)
est la méthode d'imagerie la plus utilisée pour la mesure rapide et non invasive de la rigidité

des tissus hépatiques (Costentin et al. 2017). La TE utilise une sonde composée d'un
70



transducteur ultrasonique qui émet des vibrations dans le foie créant des ondes de cisaillement
a basse fréquence (5 MHz) qui se propagent dans le tissu hépatique. La vitesse des ondes de
cisaillement est directement liée a la rigidité du tissu hépatique et 1’unité est exprimée en
kiloPascal (kPa). Les résultats sont obtenus a partir de dix mesures. La valeur finale est la
médiane de ces mesures et représente la résistance du foie a la déformation. La TE mesure la
rigidité en 1 cm de diamétre et 4 cm de longueur, environ 1/500 du volume du foie, soit 100
fois plus que le volume d’une biopsie hépatique (Almpanis, Demonakou, et Tiniakos 2016;
Addolorato et al. 2020). De nombreuses études ont évalué la précision de diagnostic de TE
pour diagnostiquer la cirrhose avec une spécificité et une sensibilité proche de 90 %. La
précision de la détection de la fibrose est plus faible, avec une sensibilité et une spécificité
approchant les 70-80%. L'obésité et l'ascite peuvent réduire la précision du TE, car le tissu
adipeux et la présence de liquide peuvent tous deux influencer la vitesse de l'onde de

cisaillement (Almpanis, Demonakou, et Tiniakos 2016).

F.  Diagnostic et surveillance du carcinome hépatocellulaire
1. Diagnostic et surveillance du CHC par imagerie

Au cours des derniéres décennies, Les efforts de la recherche se sont concentrés sur
I'épidémiologie, les facteurs de risque et les profils moléculaires et génétiques du CHC,
contribuant ainsi a I'évolution des stratégies de prévention, de surveillance et de traitement. La
résection, l'ablation et la transplantation du foie sont potentiellement curatives mais
nécessitent un diagnostic a un stade suffisamment précoce. Malheureusement, une proportion
importante des patients atteints de CHC présente souvent une maladie a un stade intermédiaire
ou avancé, malgré une surveillance étroite. Par conséquent les traitements curatifs sont

souvent inapplicables (A. Huang et al. 2020).

Sur la base des donneées disponibles, I’association américaine pour 1’étude des maladies
du foie (AASLD), I’association européenne pour I’étude des maladies du foie (EASL),
I’association Asie-Pacifique pour 1’étude des maladies du foie (APASL) et le National
Comprehensive Cancer Network recommandent une surveillance du CHC, par échographie,
tous les 6 mois chez les personnes a risque, y compris tous les patients atteints de cirrhose,
quelle qu'en soit I'étiologie, et les patients atteints de VHB en I'absence de cirrhose (Kanwal et
Singal 2019).
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Chez les patients a haut risque de développer un CHC, le ou les nodule(s) de moins de 1
cm de diametre détecté(s) par échographie doivent étre suivis a < 4 mois d'intervalle au cours
de la premiére année. S'il n'y a pas d'augmentation de la taille ou du nombre de nodules, la
surveillance pourrait étre ramenée a l'intervalle habituel de 6 mois par la suite (EASL 2018).
Chez les patients cirrhotiques, le diagnostic de CHC pour des nodules de >1 cm de diametre
peut étre réalisé avec des critéres non invasifs. Si un diagnostic définitif ne peut étre établi
avec des critéres radiologiques non invasifs, alors une biopsie est fortement recommandee,
selon les derniéres directives de I’EASL de 2018 (EASL 2018).

2. Classification du carcinome hépatocellulaire

Une fois le diagnostic établi, I'évaluation du pronostic est une étape critique dans la
gestion du CHC. La classification des cancers vise a établir un pronostic et a permettre la
sélection d’un traitement adéquat. Les principaux facteurs de pronostic clinique chez les
patients atteints de CHC, basés sur des études relatant I'histoire naturelle de la maladie, sont
liés au statut de la tumeur (défini par le nombre et la taille des nodules, la présence d'une
invasion vasculaire, la propagation extra-hépatique), a la fonction hépatique (définie par le
score de Child-Pugh, la bilirubine, I'albumine, I'nypertension portale, I'ascite) et a I'état de
santé général (défini par la classification de I'Eastern Cooperative Oncology Group [ECOG]

et la présence de symptémes).

La détermination d'un stade du cancer du foie établi par la clinique de Barcelone
"Barcelona Clinic Liver Cancer (BCLC) staging system" est approuvée et recommandée par
I'AASLD et I'EASL (T.-H. Kim et al. 2019). Les patients atteints de CHC sont classés en 5
stades (0, A, B, C et D) selon des variables pronostiques liées aux caractéristiques de la (ou
des) tumeur(s), a la fonction hépatique et a I'état de santé, ainsi que des variables dépendantes
du traitement comme la bilirubine, I'hypertension portale ou la présence de symptémes

ECOG, obtenues a partir d'études de cohorte et d'essais randomisés [Figure 17].

a) CHC trés précoce (stade 0 du BCLC)

Ce stade est défini comme la présence d'une seule tumeur de <2 cm de diametre sans
invasion vasculaire/satellites chez des patients ayant un bon état de santé (ECOG-0) et une
fonction hépatique bien préservée (Child-Pugh A) (EASL 2018). Comme pour la résection
chirurgicale, I'ablation par radiofréquence (RFA) est capable de provoquer une nécrose

tumorale par destruction thermique, par voie percutanée ou chirurgicale, et est recommandee
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pour les patients atteints de CHC a un stade tres précoce ou précoce (BCLC 0-A) qui ne
peuvent pas bénéficier d'une résection chirurgicale. La RFA est efficace dans le traitement des
Iésions de 2 cm ou moins, induisant une réponse complete de 97,2 % sur un suivi médian de
31 mois. Son efficacité est limitée par la taille importante de la tumeur et la proximité des
vaisseaux sanguins, des voies biliaires, ce qui entraine une dissipation de la chaleur (Ferrante,
Pillai, et Singal 2020). Enfin, plusieurs études de cohorte ont fait état d'une survie & 5 ans
supérieure a 70 % apreés la RFA chez des patients bien sélectionnés présentant un CHC tres
précoce (EASL 2018).

b) CHC précoce (stade A du BCLC)

Ce stade est défini chez les patients présentant une tumeur unique >2 cm ou trois
nodules <3 cm de diametre, un ECOG-0 et une fonction hépatique relativement préservée
(Chilid-Pugh A-B). La survie médiane des patients atteints d'un CHC précoce atteint 50 a 70
%, 5 ans apres résection ou transplantation hépatique. Le statut de la tumeur est défini par la
taille du nodule principal et la multicentricité (nodule unique, trois nodules <3 cm), chacune
de ces catégories présentant des résultats significativement différents. Pour les tumeurs isolées
> 5 cm, la résection chirurgicale est toujours considérée comme une premiere option, car si
I'TRM ne montre pas d’invasion vasculaire, ceci reflete un comportement biologique plus
bénin. De plus, I'absence d'hypertension portale cliniquement pertinente (<10 mm Hg) et un
taux normal de bilirubine sont des facteurs prédictifs clés de la survie des patients atteints de

tumeurs isolées en cours de résection (EASL 2018).

C) CHC intermédiaire (BCLC stade B)

Les patients au stade intermédiaire (BCLC B) ont une fonction hépatique relativement
préservée (Chilid-Pugh A-B), une absence de symptomes liés au cancer et un CHC
multinodulaire asymptomatique sans invasion vasculaire ni métastases extra-hépatiques. La
survie médiane des patients non traités a un stade intermédiaire est de 16 mois ou 49 % a deux
ans. La chimioembolisation transartérielle est la norme de soins pour ces patients et permet
d'obtenir une survie médiane qui pourrait atteindre 4 ans chez les candidats optimaux (Ayuso
etal. 2018; EASL 2018).

d) CHC avancé (BCLC stade C)

Les patients au stade avancé (BCLC C) présentent des symptdmes liés au cancer

(tumeurs symptomatiques, ECOG 1-2), une invasion macrovasculaire (soit segmentaire, soit
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portale) ou une dissémination extrahépatique (atteinte des ganglions lymphatiques ou
métastases), avec une fonction hépatique relativement préservée (Child-Pugh A ou B). Ces
patients ont un pronostic défavorable, avec une durée médiane de survie attendue de 6 & 8
mois, ou de 25 % a un an. Le sorafenib®, un inhibiteur des tyrosines kinases, est le traitement
systémique de premiére ligne standard pour le CHC montrant des avantages en termes de
survie. Par la suite, le regorafenib®, un inhibiteur multikinase oral dont le mécanisme d'action
est similaire a celui du sorafenib®, a demontré un impact sur la survie dans un essai clinique
de phase Ill. Selon cette étude, le regorafenib® est recommandé comme traitement de
seconde ligne chez les patients dont I'état a progressé mais qui ont été tolérants au sorafenib®
(Ayuso et al. 2018; EASL 2018).

e) CHC en phase terminale (BCLC stade D)

Les patients atteints d'un CHC en phase terminale (BCLC D) sont caractérisés par une
atteinte de la fonction hépatique (Child-Pugh C) et un tres mauvais état de santé (ECOG 3-4)
qui refléte un grave handicap lié & la tumeur. Ces patients recoivent uniquement des soins
palliatifs pour éviter toute souffrance inutile. Leur survie médiane est de 3-4 mois ou 11 % a
un an (EASL 2018).
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CHC dans un foie cirrhotique
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Figure 17. Le systeme de classification du CHC selon le Barcelona Clinic Liver Cancer
(BCLC) et stratégies de traitement proposées pour le CHC.

Le stade tres precoce (0) : les patients présentant un CHC trés précoce, avec une fonction
hépatique préservée (Child-Pugh A), sont les meilleurs candidats pour [’ablation par
radiofréquence (RFA) ou résection chirurgicale. Le stade précoce (A) : les patients atteints
d'un CHC précoce sont des candidats aux thérapies radicales (résection, ablation ou
transplantation de foie), dont le choix de la thérapie est basé sur une évaluation
multiparamétrique, prenant en compte la fonction hépatique (Child-Pugh), le taux de
bilirubine, la présence d’une hypertension portale et la présence de comorbidités. Le stade
intermédiaire (B) : les patients présentant un CHC intermédiaire peuvent bénéficier d'une
chimioembolisation transartérielle (TACE) . Le stade avancé (C) : Les patients atteints d'un
CHC avancé peuvent recevoir un traitement systémique. A partir de 2017, le sorafenib® s'est
révélé efficace en premiére ligne, tandis que le regorafenib® est efficace en deuxieme ligne
en cas de progression radiologique sous sorafenib®. Le stade terminal (D) : Les patients
atteints d'une maladie au stade final recevront des soins palliatifs visant a atténuer leur
souffrance. D apres (Llovet et al. 2004; EASL 2018).

3. Biomarqueurs pour le diagnostic et la surveillance du CHC

En plus du risque de diagnostic tardif du CHC, le taux de récurrence dans les 5 ans
suivant une résection chirurgicale ou une ablation par radiofréquence pour le CHC est estimé
a 70 %, ce qui contribue au mauvais pronostic de ce type de cancer. Pour améliorer le
pronostic, il est important de diagnostiquer le CHC ou la récidive a un stade précoce et

d'entamer les thérapies appropriées le plus t6t possible (Miura et al. 2020). Dans ce sens, des
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marqueurs tumoraux pourraient étre utilises pour le diagnostic clinique, mais aussi pour le
suivi de la réponse a la thérapie et la surveillance de la récurrence aprés un traitement curatif
(Pifiero, Dirchwolf, et Pessda 2020). Idéalement, les marqueurs tumoraux pour le CHC
devraient posséder une sensibilité et une spécificité élevées pour le diagnostic du CHC
précoce, étre indétectables dans les maladies hépatiques prémalignes et devraient étre faciles a

détecter dans la circulation périphérique (R. W. C. Pang et al. 2008; Kanwal et Singal 2019).

De nombreuses études scientifiqgues ont exclu 1’utilit¢ clinique de plusieurs
biomarqueurs sériques ou tissulaires. Malgré leur spécificité élevée, I'un des problemes
majeurs est leur faible sensibilité (avec des résultats faux-négatifs) qui empéche les
biomarqueurs du CHC d'étre cliniqguement utiles pour le diagnostic précoce du CHC (Pifiero,
Dirchwolf, et Pessda 2020). A I'heure actuelle, I'alpha-foetoprotéine (AFP) est couramment
utilisée comme marqueur tumoral (Chia, Wong, et Luk 2019; Miura et al. 2020).

a) L 'alpha-foetoprotéine

L'alpha-foetoprotéine (AFP) est le biomarqueur le plus couramment utilisé pour la
surveillance du CHC. Cette glycoprotéine de 70 kDa est produite par le foie et le sac vitellin
du feetus pendant le premier trimestre de la grossesse et diminue rapidement aprés la
naissance. L'AFP est analogue a I’albumine chez I’adulte, elles sont structurellement trés
similaires. Depuis son introduction comme outil de dépistage du CHC, son utilité en tant que
marqueur tumoral a été remise en question, en raison de sa détection dans les maladies
hépatiques, notamment dans 1’hépatite virale chronique et la cirrhose (Pifiero, Dirchwolf, et
Pessda 2020).

De nombreuses études biocliniques ont évalué le potentiel diagnostique et pronostique
de plusieurs PGs tissulaires ou sériques. Parmi ces PGs, on retrouve le GPC-3, le SDC-1 et

I’endocan (ESM-1), cités précédemment dans la partie PGs de I’introduction.

b) Le glypican-3

Le GPC-3 est, comme I’AFP, principalement exprimé au cours du développement
embryonnaire. Le réle principal du GPC-3 serait de réguler la réeponse cellulaire de plusieurs
facteurs de croissance pendant la morphogenése. Son expression réapparait, au niveau
tissulaire, dans 70% des cas de CHC, tandis qu’il n'est pas détecté dans les tissus hépatiques

d'adultes sains (Guo et al. 2020). La fraction soluble N-terminale du GPC-3 a été proposée
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comme biomarqueur sérique, avec une meilleure performance diagnostique que I'AFP, en
raison de sa capacité a distinguer avec précision entre les patients atteints d’un petit CHC et

ceux atteints d’une cirrhose (Lou et al. 2017).

C) Le syndécanne-1

Physiologiquement, le SDC-1 est le principal PG exprimé par le foie. En interagissant
avec les facteurs de croissance, les chimiokines et les composants de la MEC, il joue un role
important dans la tumorigenese. En effet, une surexpression du SDC-1 a été retrouvée dans
des biopsies hépatiques de patients atteints d’un CHC développé sur cirrhose. En revanche,
cette surexpression tissulaire, semble étre étroitement associée a la cirrhose hépatique, car elle
n’est pas significative dans les cas de CHC développés sur un foie non cirrhotique (Regds et
al. 2020). Des taux seriques élevés de SDC-1 sont associés a un risque élevé de récidive
tumorale chez les patients atteints de CHC précoce traités par ablation par radiofréquence. De
plus, chez les patients atteints d'un CHC avance, des taux sériques élevés de SDC-1 ont été

associes de maniére significative a un mauvais pronostic (Nault et al. 2013).

d) L’endocan ou endothelial cell-specific molecule-1

L'endocan est surexprimé dans un grand nombre de tumeurs malignes, notamment le
CHC, avec des niveaux d'expression en corrélation positive avec la sévérité de la maladie.
L’immunomarquage de I’endocan sur des biopsies hépatiques provenant de 67 patients
atteints d'un CHC, suivis pendant 5 ans a 1’hdpital Jean Verdier (Bondy) et & I'n6pital Henri
Mondor (Créteil), a permis d’identifier et de valider un sous-type histologique de CHC,
appelé CHC macrotrabéculaire, avec une sensibilité de 97% et une spécificité de 92%. Ce
phénotype est associé a une forte activation de lI'angiogenése, a une récurrence aprés une
résection ou une ablation percutanée et a un mauvais pronostic, indépendamment des
paramétres pronostiques classiques du CHC (stade BCLC, taux sérique d'AFP) (Calderaro et
al. 2019). Au niveau sérique, notre équipe a également montré qu’un taux élevé d’endocan est
associé a un risque de récurrence tumorale chez les patients atteints de CHC précoce ayant

subi une ablation par radiofréquence (Nault et al. 2013).

La combinaison de plusieurs biomarqueurs pourrait également étre efficace et plus
précise pour le diagnostic et/ou le pronostic du CHC. Ainsi, dans mes travaux de thése, nous

avons évalué I’association potentielle entre les niveaux circulants du SDC-1, du GPC-3 et de
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SULF-2 avec l'apparition d’'un CHC chez 287 patients atteints de cirrhose alcoolique. Nous
décrivons les biomarqueurs sériques en nous concentrant sur leur utilité clinique pour la
surveillance du CHC, le diagnostic précoce et pour leur potentiel pronostique. Les résultats

sont présentés sous forme d’un article scientifique en révision dans le journal Cancers.

Nous présentons par la suite un deuxieéme article sur 1’axe fondamental de ma thése,
caractérisant ’effet du TNF-a sur I’expression des enzymes de biosynthése et de modification
post-synthése des chaines HS et la conséquence sur la modification structurale des chaines HS

dans un mode¢le d’hépatome humain (Huh7).

Enfin, nous présentons un résumé des travaux portant sur l'identification des facteurs de
susceptibilité génétique pour les maladies hépatiques chroniques, en particulier sous forme de
polymorphismes d’un seul nucléotide présents au sein des génes codant les enzymes SULF-1,
SULF-2 et HPSE. La valeur pronostique de ces variants génétique a été évaluée de maniére
rétrospective dans une cohorte de 273 patients atteints d’une NASH, en tenant compte des
évenements cliniques qui surviennent au cours du suivi tels que la fibrose, la cirrhose, le CHC

et le décés.
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RESULTATS

I. Article 1 : Sulfatase 2 along with Syndecan 1 and Glypican 3
serum levels are associated with a prognostic value in patients
with alcohol-related advanced Hepatocellular Carcinoma.

Article en révision dans le journal Cancers a un facteur d’impact 6.126
Résumé :

Le carcinome hépatocellulaire (CHC) est la troisieme cause de déceés liée au cancer dans le
monde. Dans les pays occidentaux, 90% des cas de CHC se développent dans le cadre d’une
cirrhose due notamment a une stéatohépatite non alcoolique (NASH), une infection chronique
par le virus de I'hépatite B (VHB), le virus de I'hnépatite C (VHC) et la consommation
chronique d'alcool. En France, la consommation chronique d'alcool et la cirrhose qui en
résulte sont la cause principale du développement du CHC (70% des cas). En pratique
clinique, la surveillance de 1’apparition des nodules de CHC est réalisée a des intervalles
réguliers de 6 mois par échographie et une évaluation du taux sérique de I’a-feetoprotéine
(AFP), couramment utilisee comme marqueur tumoral. Néanmoins, les sensibilités de
I’échographie et du taux sérique de I’AFP pour la détection d’un CHC précoce sont de I’ordre
respectivement de 60% et 40%. Par conséquent, la plupart des cas de CHC sont encore
détectés a un stade avancé. Les traitements radicaux tels que I'ablation par radiofréquence ou
la résection chirurgicale améliorent la survie globale des patients atteints de CHC a un stade
précoce mais la majorité des patients diagnostiqués avec un CHC ne sont pas éligibles pour de
tels traitements et ont plutét un mauvais pronostic et seul un traitement palliatif est proposé
pour soulager les symptomes liés au CHC. Les investigations sur des biomarqueurs sériques
liés a la sevérité de la cirrhose et a la progression tumorale sont aussi pertinentes et pourraient
permettre a la fois de définir une prise en charge plus adaptée des patients et d’initier de

nouvelles pistes thérapeutiques.

Dans ce contexte, le potentiel diagnostique et pronostique de plusieurs protéoglycannes a
chaines héparane sulfate (HSPG), tels que le syndécanne-1 (SDC-1) et le glypican-3 (GPC-3),
a été identifié a partir d’é¢tudes aux niveaux tissulaire et sérique. En utilisant des motifs de
sulfatation spécifiques sur leurs chaines héparane sulfate (HS) comme éléments de

reconnaissance, les HSPG peuvent interagir avec des chimiokines et des facteurs de
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croissance appelés « Heparin Binding Proteins » (HBP) impliqués dans plusieurs processus
cellulaires tels que la prolifération, la migration et ’angiogeneése. Plusieurs études ont montré
que les taux du SDC-1 et du GPC-3, tant au niveau tissulaire (biopsie) qu’au niveau sérique,

sont beaucoup plus éleve dans les petits CHC que dans la cirrhose.

La modification structurale des chaines HS médiée par la sulfatase-2 (SULF-2), une enzyme a
activité 6-O-endosulfatase, peut réguler positivement 1’action des HBP en diminuant leur
affinité aux chaines HS, permettant leur libération et leur fixation & leurs récepteurs
spécifiques. A I’heure actuelle, seules les études montrant une surexpression tissulaire de
SULF-2, par immunohistochimie, ont révélé une valeur pronostique de cette enzyme dans le
CHC.

L’objectif de notre étude a été d’évaluer la valeur pronostique des niveaux circulants de
SULF-2 avec I’apparition du CHC chez 287 patients atteints de cirrhose alcoolique avec ou
sans CHC. Ces patients ont été classés selon I'absence (n=164) ou la présence d'un CHC
précoce (N=57) ou avancé (n=66) a la date d'inclusion puis suivis périodiquement au sein du
service d’hépatologie de I’hopital Jean Verdier (APHP, Bondy). Le dosage du taux sérique a
I’inclusion de SULF-2 a été réalisé par ELISA. Les dosages des concentrations sériques du
SDC-1 et GPC-3 sur cette cohorte de patients avaient été effectués par notre équipe de
recherche avec des résultats publiés (Nault et al. 2013).

Dans I'ensemble, nos résultats montrent que des valeurs élevées de concentrations sériques de
SULF-2 (> 65ng/mL) possédent une valeur pronostique péjorative chez les patients atteints de
cirrhose alcoolique, en particulier, chez les patients atteints de CHC avancé. Les niveaux
circulants de SULF-2 sont en outre associés au score de Child-Pugh C et prédisent le risque
de déces a court terme. Par ailleurs, nous avons observé une modeste corrélation positive
entre les taux sériques de SULF-2, GPC-3 et SDC-1. L’étude de la valeur pronostique du taux
sérique de SULF-2 en association avec le taux sérique du SDC-1 et du GPC-3 a montré que la
combinaison des valeurs sériques supeérieures a la médiane de ces trois biomarqueurs
(SULF2>65,2 ng/mL, GPC-3>2,5 ng/mL et SDC-1>50 ng/mL) était associée a un fort risque
de déces chez les patients atteints d’'un CHC avancé. Ainsi Les taux sériques de SULF2, de
GPC3 et de SDC1 sont associés a une valeur pronostique dans le CHC avancé. En conclusion,
nos résultats semblent caractériser le taux sérique de SULF-2 plutdt comme un marqueur de

séverité des lésions hépatiques que comme un marqueur de CHC.
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Simple Summary: Chronic alcohol consumption can lead to liver cirrhosis and then to
hepatocellular carcinoma (HCC). Along with a diligent clinical monitoring, biomarkers
are currently limited tools to help physicians to assess the prognosis for patients with
HCC. Syndecan 1 (SDC1) and glypican 3 (GPC3), previously associated to biomarker
characteristics in these patients, and their modifying enzyme sulfatase 2 (SULF2), have
already been associated to liver carcinogenesis. The aim of our study was to assess the
prognostic value of serum levels of SULF2 in patients with alcohol-related cirrhosis with
or without HCC. We demonstrate in these patients that serum levels of SULF2 were
associated to the severity of liver disease and with less favorable overall survival in
patients with advanced HCC. Combination of SULF2 with SDC1 and GPC3 serum levels
enhanced the ability to discriminate worst prognostic in advanced HCC and could be

helpful for the choice of adapted therapeutic procedures.

Cancers 2021, 13, x. https://doi.org/10.3390/xxxxx
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Abstract:
Sulfatase 2 (SULF2) is an enzyme related to heparan sulfate modifications. Its expression,

as for some heparan sulfate proteoglycans expression, has been linked to hepatocellular

carcinoma (HCC) at mRNA level and immunohistochemistry staining on biopsy samples.

This study aimed to evaluate the prognostic value of serum levels of SULF2 in patients
with alcoholic cirrhosis with or without HCC.

287 patients with alcoholic cirrhosis were enrolled in this study: 164 without HCC, 57
with early HCC, and 66 with advanced HCC at inclusion. We analyzed the association
between SULF2 serum levels and prognosis using Kaplan-Meier method and univariate
and multivariate analysis using a cox model.

Child-Pugh C Patients have higher serum levels of SULF2 than Child-Pugh A patients.
Serum levels of SULF2 were also higher in patients with advanced HCC compared with
the other groups. In patients with advanced HCC, high serum levels of SULF2 were
associated with less favorable overall survival. Combination of SULF2 with Glypican 3
(GPC3) and Syndecan 1 (SDC1) serum levels enhanced the ability to discriminate worst
prognostic in advanced HCC.

SULF2 along with GPC3 and SDC1 serum levels have been shown to be associated with a

prognostic value in advanced HCC.

Keywords: Sulfatase 2, biomarker, prognosis, Hepatocellular carcinoma, cirrhosis.

82



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
9
100
101
102
103
104
105

Cancers 2021, 13, x FOR PEER REVIEW 3of21

1. Introduction

Hepatocellular carcinoma (HCC) is the third most common cause of cancer related-death
worldwide [1]. In western countries, 90% of the HCC cases develop within an established
chronic liver disease [2] including cirrhosis due to non-alcoholic steatohepatitis (NASH)
[3], chronic infection with hepatitis B virus (HBV), hepatitis C virus (HCV) and alcohol
abuse [4]. Chronic alcohol abuse represents a public health scourge [5] and the incidence
of alcoholic cirrhosis is increasing especially in Europe [6]. HCC developed on alcoholic
cirrhosis remains poorly studied compared with HBV and HCV associated HCC. In
clinical practice, HCC surveillance of cirrhotic patients currently consists of patients
visits at regular intervals (6 months), including liver ultrasonography and serum level of
a-fetoprotein (AFP) assessment [7]. Nevertheless, most proportion of HCC is still
detected at an advanced stage. Radical treatment such as radiofrequency ablation or
surgical resection have improved overall survival of patients with early HCC stage [8,9]
but the majority of the patients diagnosed with HCC are not eligible for such treatments
and have rather a poor prognosis and only palliative treatment is offered to support
symptoms management [10,11]. Investigations about serologic biomarkers related to the
severity of cirrhosis and tumor progression remain relevant in order to define more
adapted patient care and progress in therapeutic strategies.

Among different molecules, heparan sulfate proteoglycans (HSPG) and enzymes linked
to their biosynthesis and metabolism could be considered as biomarker candidates with
growing evidence body in this field [12,13]. Many proteoglycans have been studied in
liver cancer such as syndecan 1 (SDCI) and glypican 3 (GPC3) that seem to be of
particular interest. Over-expression of SDCI, a cell surface HSPG, has been observed by
immunohistochemistry in primary liver HCC comparatively to cirrhosis and healthy
individuals [14]. Such HSPG can be shed by different enzymes and be found in serum
samples; we have previously shown that levels of SDC1 increased in serum of patients
with advanced HCC comparatively to early HCC and that high levels are associated with
poor overall survival [15]. SDC1 is also overexpressed in other types of tumors [16].
Glypican 3 (GPC3) is an onco-fetoprotein also characterized as a cell membrane HSPG.
Not detected in adult organs, its expression reappears in various tumors and is
particularly elevated in more than 70% of HCC tissues, characterized by poor
differentiation which is related to a poor prognosis and a higher incidence of tumor
recurrence [17]. Serum GPC3 levels and GPC3 immunohistochemistry are useful as
biomarkers and prognostic factors for HCC patients [18,19]. A large number of studies
have shown that GPC3 is more sensitive than AFP in the diagnosis of HCC. GPC3 can be
used not only for the diagnosis of surgically resected samples, but also for the diagnosis
of biopsy samples [20]. In a previous work, we focused on these two proteoglycans,
SDC1 and GPC3, because of their well-established relevance in carcinogenesis.

Different enzymes operate in the edition and the remodeling of these HSPG. Regarding
the remodeling of HSPG, some enzyme, such as MMPs, target the protein part resulting
in the shedding of these membrane associated proteoglycans and thus, the liberation of

the shedded part into the extracellular matrix (ECM). The second group of enzymes
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targets the glycosaminoglycan chains in the ECM and provokes two types of
modifications. Heparanase is able to cleave heparan sulfate chains acting as an
endoglucuronidase [21] and extracellular sulfatases (SULF1 and SULF2) are highly
specific and remove sulfates groups from the C-6 position of glucosamine within specific
subregions [22].One of the main consequences is the release of heparan binding proteins
(HBP), which include growth factors and chemokines, from HSPG. These dissociations
either cause the facilitation or are an hamper to the activation of signaling pathways
triggered by different HBP. Thus, fine structural changes produced by SULFs have been
associated to tumor growth, angiogenesis, and metastasis [23-25].

Over-expression of sulfatase-2 (SULF2) has been observed in a variety of cancer
including HCC [23], lung [26] and breast carcinoma [27]. High levels of SULF2 have also
been found in the serum of cirrhotic patients, suggesting potential use as serologic
biomarker [28]. These findings encourage us to further investigate whether SULF2 could
be used as a prognostic biomarker in HCC. In this regard, a retrospective cohort of
patients with alcoholic cirrhosis has been established in which frozen serum samples are
available from the day of inclusion. After a long follow-up, which resulted in the
diagnosis of a large number of HCC cases, the cohort was divided into three subgroups,
composed of patients with alcoholic cirrhosis without HCC, patients with early HCC and
patients with advanced HCC classified as Barcelona clinic liver cancer (BCLC). The aim
of the present study was to assess a potential association between circulating levels of
proteoglycans and SULF2 with HCC occurrence and overall survival in patients with
alcoholic cirrhosis with or without HCC, as well as evaluate if these circulating levels are
associated with the prognosis of cirrhotic patients with HCC eligible for curative or
palliative treatment. Eventually, this study contributes to initiate the investigations about

how this biomarker could contribute to patient care.

2. Materials and Methods

Patient selection

To evaluate serum levels of sulfatase 2 (SULF2), we retrospectively used collected
samples of sera from a cohort of prospectively followed-up cirrhotic patients. All
cirrhotic patients referred to our institution (Jean Verdier Hospital, Bondy, France) for
management of cirrhosis between January 2007 and December 2009 were considered. For
this study, only patients fulfilling the following inclusion criteria were selected: (i)
biopsy-proven cirrhosis; (ii) alcoholic liver disease defined by alcohol intake of more than
50 g per day and absence of other etiologies; (iii) a frozen serum sample collected before
any treatment; and iv) availability of a written consent for the use of frozen blood
sampling provided by patient;. Exclusion criteria included HIV infection and severe
alcoholic hepatitis.

The date of inclusion corresponds to the date of the first serum collected before any
treatment. Clinical, biologic, endoscopic, and radiological features were recorded at
inclusion. These samples then served for sulfatase 2 levels assessments.

Patients were classified into three groups according to the absence/presence and status of
HCC as follows:
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1.  Patients with alcoholic cirrhosis “without” HCC confirmed by normal
ultrasonography and a-fetoprotein (AFP) < 100 ng/mL at baseline.

2. Patients with early HCC classified as Barcelona clinic liver cancer (BCLC) stage 0
(one nodule <2 cm) or A (one nodule <5 cm or maximum 3 nodules < 3 cm).

3.  Patients with “advanced” HCC classified as BCLC stage B (multinodular form
apart from Milan criteria), BCLC stage C (portal invasion or metastasis), or BCLC stage D
(poor performance status or Child-Pugh C).

HCC was diagnosed using either guided biopsy or Barcelona non-invasive criteria
endorsed by the European Association for the Study of the Liver (EASL) [29].

Endpoints and follow-up

All cirrhotic patients without HCC at baseline were screened for HCC every 6 months
using liver ultrasonography and serum AFP levels [29]. The two main endpoints were
occurrence of HCC and occurrence of liver transplantation or death.

Patients with early HCC were treated in our liver unit by radiofrequency ablation (RFA)
by the same operator. All were then followed-up using abdominal CT scan and serum
AFP assessment at one month and then every 3 months. Patients showing a partial
response at one month defined by persistent enhancement of the lesion on CT scan could
then be retreated with RFA. The two main endpoints were recurrence-free survival (RFS)
and overall survival.

Patients with “advanced” HCC were treated and followed-up according to EASL
recommendations: arterial chemoembolization for BCLC stage B, sorafenib since 2008 for
BCLC stage C, and best supportive care for BCLC stage D [20,29]. Primary endpoint was
overall survival.

Ethics statement

A written consent for blood sampling has been provided by every patient (in accordance
with The Code of Ethics of the World Medical Association (Declaration of Helsinki));

local ethics committee (USPN) approval for the protocol was obtained.

Quantification of circulating Sulfatase-2 and Heparan Sulfate proteoglycans (Syndecan
1 and Glypican 3)

Blood samples were collected from patients under fasting conditions prior to treatment.
Sera were separated after centrifugation at 4000 rmp for 15 minutes and stored at -80°C
for later use. Commercial ELISA kits with high specificity for detection of Sulfatase 2
(SULF2) were purchased from Cloud Clone (SEH107Hu) and used according to the
manufacturer's instructions. The sera were diluted at 1/10. Repeatability and
reproducibility for 6 samples were tested 3 times on one plate and 4 times on 4 different
plates, respectively. The calculated coefficients of variation (CV) were 5.0% for
intra-assay and 10.9% for inter-assay. The proteoglycans Glypican 3 and Syndecan 1 have

been assessed previously [15].
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Statistical analysis

Variables were compared using Fisher exact test for qualitative data and Kruskal-Wallis
tests for continuous data.

Overall survival was defined by time from inclusion to death; patients free of events
were censored at their last visit, recorded until July 31, 2019 In each subgroup of patients,
follow-up ended at the date of liver transplantation or death or at the last recorded visit
(or information) during the 6 months before July 2019.

For the patient group without HCC, time to HCC occurrence was defined as time
between date of inclusion and date of onset of HCC. For the patient group with early
HCC, recurrence free survival (RFS) was defined as time between date of inclusion and
date of HCC recurrence or date of death.

For the patient group with advanced HCC, progression free survival (PFS) was defined
as time between date of inclusion and date of HCC recurrence or date of death.
Distribution of time-to-failure endpoints was estimated by the Kaplan-Meier method.
Levels of circulating Heparan Sulfate Proteoglycans (SDC1 and GPC3) and SULF2 were
dichotomized (low level vs. high level) using median values.

Univariate and multivariate analyses were conducted using Cox models for overall
survival and RFS. All statistical tests were two-sided and P values < 0.05 were considered
significant. Statistical analysis was conducted using Prism (Graphpad) and R (R

Development Core Team) software packages.

3. Results

3.1. Patients’ baseline characteristics

287 patients with alcoholic cirrhosis were enrolled in the study. These patients were
classified according to the absence or presence of HCC at the date of inclusion. Among
them, 164 patients had alcoholic cirrhosis without HCC and were prospectively screened
for HCC, 57 patients had early HCC, and 66 patients had advanced hepatocellular
carcinoma. Their characteristics are displayed in Table 1. Patients with early HCC had a
unique nodule in 46 cases (81%), with a main nodule of less than 3 cm in 37 cases (65%).
Patients with advanced HCC had multiple nodules in 34 cases (55%), with a tumor portal
thrombosis in 24 cases (36%).

. . Advanced
Cirrhosis Early HCC P
HCC
(n=164) (n=57) value
(n= 66)
Age (years old)® 59 (34-94) 68 (52-82) 68.5 (50-85) <0.0001
Gender (male) 137 (83.5%) 46 (80.7%) 61 (93.8%) 0.0758
Child Pugh A(number/%) 82 (50%) 48 (84%) 29 (44%) <0.0001
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Child Pugh B(number/%)

Child Pugh C(number/%)

AFP (ng/mL) *

Total Bilirubin (mg/dL)=

Albumin (g/L)*
ASAT (UI/L)?
ALAT (UI/L)»
ALP (UI/L)*
GGT (UI/L)»

Platelets count (G/L)*

Prothrombin time (%)*

Creatinine (umol/L)?

SULF2 (ng/mL)?

49 (30%)

33 (20%)

4 (1-326)
1375
36.95

51 (7-728)

32 (12-454)
116 (25-1014)
154 (15-2264)
118 (14-416)
63.5 (12-100)

77 (31-258)

57.61

8 (14%) 25 (38%)
1(2%) 12 (18%)
4.5 (1-39347) 4 (1-59007)
0.88 (0.23-3.16) 143
39.5 (26.7-51.4) 39.43
55 (19-179) 53.5 (19-551)
34 (7-331) 34.5 (10-290)
119 (33-512) 120 (45-271)
195 (38-1125) 157 (12-2620)
123 (34-316) 132 (34-312)
70 (28-100) 69 (23-100)

80 (11.3-223) 88.5 (36-533)

63.34 79.28

0.3421

0.0046

0.0298

0.9306

0.6054

0.8531

0.5635

0.6079

0.3290

0.023

<0.0001

Table 1. Baseline characteristics of the 287 p

with alcohol-related cirrhosis with and without

hepatocellular carcinoma. All biological and clinical parameters were recorded at inclusion. Fisher exact or

chi-2 test was used for binary variables and the Kruskal-Wallis test for continuous variables.

Abbreviations: ALAT, alanine aminotransferase; ALP, alkaline phosphatase; ASAT, aspartate aminotransferase;

GGT, gamma-glutamyl transferase; HCC, hepatocellular carcinoma; AFP, alpha-fetoprotein.

a Mean + SEM.

b Number (percentage) of patients.

The levels of serum SULF2 were significantly increased in patients with advanced HCC

compared to patients without or with early HCC (Table 1; Table 2; Figure 1a).

SULF2

SULF2

< median value > median value 4

(65.2ng/mL) (65.2ng/mL) valos
Age (yearsold)® 60.5 (35-94) 63 (34-85) 0.0171
Gender (male)® 124 (86%) 120 (84%) 0.6236
Child Pugh A 98 (68%) 61 (43% <0.0001
Child Pugh B 36 (25%) 46 (32%)
Child Pugh C 10 (7%) 36 (25%)
Cirrhosis without HCC 95 (58%) 69 (48%) <0.0001
Early HCC (number/%) ® 49 (30%) 27 (19%)
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Advanced HCC 19 (12%) 47 (33%)

AFP (ng/mL) 2 4 (1-59007) 4 (1-9765) 0.1133

Total Bilirubin (mg/dL)* 0.94 (0.23-32.1) 1.7 (0.23-39.02) 0.0003

Albumin (g/L)= 33.8 (19.2-51.8) 34.6 (21-49.3) <0.0001
ASAT (UI/L)» 53 (19-728) 50.5 (7-304) 0.6526

ALAT (UI/L)* 34.5. (7-454) 34.5 (7-454) 0.9993

ALP (UI/L)> 116 (33-315) 120 (25-1014) 0.9740

GGT (UI/L)? 165 (17-2264) 157 (12-2620) 0.3746
Platelets count(G/L)? 123.5 (14-349) 128 (33-416) 0.2141

Prothrombin time(%)* 72 (12-100) 62 (14-100) <0.0001
Creatinine (umol/L)* 75 (31-218) 85 (11.3-533) <0.0001

Table 2. Clinical and biologic variables associated with SULF2 serum levels in patients without
hepatocellular carcinoma at baseline. All biological and clinical parameters were recorded at inclusion. Serum
level of SULF2 represented variable of interest. Median value (= 65.2 ng/mL) has been set for cut-off limit to
define the groups of patients.

Abbreviations: ALAT, alanine aminotransferase; ALP, alkaline phosphatase; ASAT, aspartate aminotransferase;
GGT, gamma-glutamyl transferase; HCC, hepatocellular carcinoma; AFP, alpha-fetoprotein

a Mean + SEM

b Number (percentage) of patients.

Whole population Cirrhosis without HCC
20 P <0.001 200+ P <0.001
]
E 150 E 1504
: T 5 .
1004 | T o 1004
3 5
7] = o= 7]
5 50- — It

I A 2 — g
& & & & 2
RO ® R & &8
& A,’o" & & &
b 0
v
(a) (b)

Figure 1. Serum SULF2 is associated to the stage of the liver disease. Serum levels of SULF2 in patients with
alcohol-related cirrhosis and hepatocellular carcinoma (HCC) according to a) the presence and stage of HCC in
the whole population and b) Child-Pugh score in patients with cirrhosis without HCC. Box plots were used to

depict data. Data were compared using the nonparametric Kruskall-Wallis test.

The 3 subgroups of cirrhotic patients were heterogeneous in their underlying stage of

liver disease, as reflected by the Child-Pugh classification (Table 1). There was a positive
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correlation between Child-Pugh classification and levels of SULF2 serum in patients with
alcoholic cirrhosis without HCC (consistently, as for Albumin and Bilirubin levels).
Indeed, Child-Pugh C patients possessed significantly higher levels of serum SULF2
(Figure 1b).

Next, we compared the clinical and biological features of patients without HCC
dichotomized according to their median serum SULF2 value. The results show
significant associations between worse values in parameters linked to liver function and
highest values of SULF2 (Table 2) supporting the previous result. These results strongly
suggest that serum SULF2 is associated to the stage of liver disease.

3.2. Serum SULF2 predicted overall survival in patients with advanced hepatocellular
carcinoma

We subsequently evaluated the ability of SULF2 serum levels to predict survival in
patients with alcohol-related cirrhosis and advanced HCC. Levels of circulating SULF2
were not associated with higher risk of death in patients with alcohol-related cirrhosis
(Figure 2; median survival of 113 months vs 117 months for SULF2 < 65.2 ng/mL,
p=0.1146).

100

==~ SULF2 <MV
- SULF2>MV

Percent survival

P=0.1146

0 50 100 150
Time (months)

Figure 2. Overall survival in patients with alcohol-related cirrhosis according to serum levels of SULF2.
Analysis of the overall survival of patients only without HCC (n= 164) on a long term period (150 months).
Patients with a level of circulating SULF2 over the median (> 65.2 ng/mL) valuehave not a worse prognostic
(P=0.1146).

The Kaplan-Meier method was used to estimate overall survival for level of SULF2 and compared using the log
rank test. Numbers at risk are shown under the x-axis.

Regarding the tumor occurrence in patients with cirrhosis and without HCC at baseline
or recurrence after ablation for early HCC, the analysis performed show that serum
levels of SULF2 were not predictive neither of tumor occurrence or recurrence nor of free
survival in patients with alcohol-related cirrhosis (Figure 3). We therefore conclude that

SULF2 serum levels are not associated with HCC occurrence or recurrence.
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HCC occurence
Cirrhosis without HCC
According to SULF2 value

P=0.3852

Percent HCC incidence

Time (months)

(a)

Recurrence free survival
Cirrhosis with small HCC
According to SULF2 value

== SULF2 <MV
—-  SULF2>MV

According to SULF2 valuo

? P=0.6379 $ P=0.6802

nm. (m)

(b)

Tbm (motm)

(o)

Figure 3. Association between SULF2 serum levels and different outcomes in patients with alcohol-related
cirrhosis, early or advanced HCC. Patients were stratified according to the median level of serum SULF2: low
levels of circulating SULF2 (65.2 < ng/mL) versus high levels of circulating SULF2 (>65.2 ng/mL). A) High levels
of serum SULF2 were not associated with risk of tumor occurrence in patients with alcohol-related cirrhosis. B)
High levels of serum SULF2 were not a risk of tumor recurrence in patients with early hepatocellular
carcinoma. C) High levels of serum SULF2 were not associated with strong risk of death in patients with
advanced hepatocellular carcinoma.
The Kaplan-Meier method was used to estimate overall survival and tumor occurrence or recurrence.
Abbreviations: MV=median value

Moreover, the same analysis has been performed for the patients with early HCC (n=57),

no statistical difference has been found between the subgroups of patients according to

their serum levels of SULF2 (data not shown).

Besides, we focused on patients with advanced HCC. Among this latter group of 66

patients, circulating SULF2 levels allowed a significant stratification regarding the risk of

death (Figure 4; median survival of 5 months vs median survival not reached for SULF2 <

65.2 ng/mL, p=0.03). In univariate analysis, circulating SULF2 levels, tumor portal vein

thrombosis and Child Pugh Score were associated with the risk of death. In a first
multivariate analysis, circulating SULF2 levels (HR=2.722, CI95% [1.08-6.489], p=0.033)
and tumor portal vein thrombosis (HR=4.338, CI95% [1.88-9.976], p=0.000554) remains
independently associated with a higher risk of death (data not shown).
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Advanced HCC at 1 year

==~ SULF2 <MV
—— SULF2>MV

& 204
P=0.0344
0 T 1
0 4 8 12
Numbers at risk Vimai(mofiths)
SULF2 <MV 19 13 1 8
SULF2> MV 47 24 16 14

Figure 4. Overall survival in patients with advanced HCC according to serum levels of SULF2. Analysis of
patients only with advanced HCC (n= 66). Patients at 1 year were stratified according to the median level of
serum SULF2: low levels of circulating SULF2 (<65.2 ng/mL) versus high levels of circulating SULF2 (>65.2
ng/mL).

The Kaplan-Meier method was used to estimate overall survival for level of SULF2 and compared using the log
rank test. Numbers at risk are shown under the x-axis.

Abbreviations: MV=median value

3.3. Correlations between SULF2 and other biomarkers: HSPG (SDC1 and GPC3) and
ALAT

Many in vitro studies show links between the different HSPG and enzymes associated to
HS modifications especially regarding their expression. In our previous study, we found
a significant increase of SDC1 and GPC3 levels in sera of patients with advanced
hepatocellular carcinoma [15].

We subsequently evaluated the correlation between serum levels of SULF2 and SDC1 or
GPC3. Our analysis showed that such positive correlations exist in our study for both
parameters (Figure 5). Conversely, SULF2 serum levels were not significantly correlated
with ALAT (Figure 5).
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Correlation between SULF2 and SDC1 Correlation between SULF2 and GPC3
R=0.3319 R=0.2548
P<0.0001 P=0.001
Led
o
o
o
600 800 800

Correlation between SULF2 and ALAT

500+ R=-0.041
G P=0.5088

Figure 5. Correlations between SULF2 serum levels and other serum biomarkers: HSPG (SDC1 and GPC3)
and ALAT.

a) Correlation chart between SULF2 serum levels and SDC1; b) Correlation chart between SULF2 serum levels
and GPC3; ¢) Correlation chart between SULF2 serum levels and ALAT. Levels of serum Sulf2 were correlated
with other biomarkers related to heparan sulfate proteoglycans, SDC1 and GPC3 (respectively p<0.0001 and
p=0.001) but not with ALAT (p=0.51). Correlations were performed using the spearman test.

3.4. Prognostic values of SULF2 in combination with Heparan Sulfate Proteoglycans
(GPC3 and SDC1) serum levels in patients with advanced HCC

We previously analyzed the prognostic value of two proteoglycans, SDC1 and GPC3, in
the serum of the same patients enrolled in this study. High serum levels of SDC1 and
GPC3 were strongly associated with a prognostic value in patients with alcoholic
cirrhosis [15]. To predict the outcome according to levels of serum SULF2 in combination
with SDC1 and GPC3, patients were stratified according to the median level of each
biomarkers, a group of patients whom all markers were increased (serum SULF2 >65.2
ng/mL) in combination with high levels of circulating GPC3 (>2.5 ng/mL) and circulating
SDC1 (>50 ng/mL) were compared to the other cases in patients with alcohol-related

cirrhosis or advanced HCC (Figure 6a).
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Figure 6. Prognostic values of SULF2 in bination with Hep Sulfate Proteoglycans (GPC3 and SDC1)

serum levels in patients with advanced HCC

a) Patients with advanced HCC were stratified according to the median levels of circulating biomarkers,
patients with high levels of SULF2 (> 65.2 ng/mL) combined with high levels of circulating glypican-3 (> 2.5
ng/mL) and high levels of circulating syndecan-1 (< 50 ng/mL), referred as “All markers increased” were
compared to the other patients. The combination of elevated serum levels for the 3 biomarkers was associated
with a strong risk of death in patients with advanced hepatocellular carcinoma. b) Patients with advanced HCC
were stratified according to the median level of serum SULF2 (< 65.2 ng/mL or > 65.2 ng/mL) in patients whom
circulating GPC3 levels were under 2.5 ng/mL and, separately, in patients whom circulating GPC3 levels were
over 2.5 ng/mL. ¢) Patients with advanced HCC were stratified according to the median level of serum SULF2
(< 65.2 ng/mL or > 65.2 ng/mL) in patients whom circulating SDC1 levels were under 50 ng/mL and, separately,
in patients whom circulating SDC1 levels were over 50 ng/mL.

The Kaplan-Meier method was used to estimate overall survival in these groups and comparison was done
using the log rank test. Numbers at risk are shown under the x-axis.

Abbreviations: MV=median value

The combination of the three biomarkers (highest concentrations for each) was associated
with strong risk of death in patients with advanced HCC (p<0.0001; Figure 6a).
Furthermore, SULF2 serum levels remain discriminative if we consider separately the
subgroups of patients with elevated serum levels of GPC3 (p=0.0699; Figure 6b) and
SDC1 (p=0.0414; Figure 6c) consistent with the fact that SULF2 possess an additional
value as a prognostic biomarker along with GPC3 and SDC1 in advanced HCC.
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In the multivariate analysis, the combination of elevated circulating biomarkers levels
(HR=3.13, CI95% [1.3641-7.182], p=0.007) is strongly associated with a higher risk of death

(Table 3).
Table 3.
Univariate analysis Multivariate analysis
Variables HR CI 95% pvalue HR CI95% p value
SULF2
levebmedian, 2021 1.02 528 0.0447
Age 0.9867 0.9507 1.024 0.482
Unique tumor 1.316 0.6762 2.56 0.419
Portal
veinthrombosis 4956 2396 1025 1605 2411 09910  5.866 0.052
Child Pugh Score 1.309 1.136 1.507 0.00018 1.137 0.9606 1.345 0.136
AFP 1 11 0.272
Platelets count 0.9982 0.993 1.003 0.492
GPC3
level>median 2.8131 1.172 6.751 0.0206
SDC1
level>median 3.8768 1.37 10.97 0.0107
Elevated serum
levels for the 3 4.5414 2.303 8.956 1.3e-05 3.130 1.3641 7.182 0.007
markers*

Table 3. Clinical and biological variables associated with overall mortality in patients with advanced
hepatocellular carcinoma. Univariate and multivariate analysis based on Cox models evaluating the
associations between Clinical and biological variables and overall mortality in patients with advanced
hepatocellular carcinoma.

Abbreviations: HR : Hazard Ratio ; CI : Confidence Interval

*SULF2, GPC3 and SDC1 serum levels over their respective median values
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4. Discussion

In this study, we assessed serum SULF2 as a prognostic biomarker in 287 patients with
alcohol-related cirrhosis prospectively screened for HCC and classified according to the
absence or presence of early and advanced HCC at the date of inclusion.

Heparan sulfate proteoglycans such as syndecans have been shown to play an important
role in inflammation in various models [30]. In liver disease, several modifications of
heparan sulfate related proteins have been described. For instance, Tatrai and colleagues
observed that Sulf2 mRNA was significantly overexpressed (2.8-fold) in fibrotic biopsies
[31]. Immunohistochemistry studies show that SULF2 is overexpressed in fetal liver
and adult liver disease (fatty degeneration, chronic hepatitis, cirrhosis and HCC) but not
in normal tissue, this expression has not been found in the same proportion depending
on the type of the lesion [32]. Another study shows that SULF2 protein is upregulated in
HCC, compared to surrounding non tumoral liver [33]]. In line with these observations,
SULF2 has been shown to be overexpressed in different human HCC derived cell lines
[34]].

Only few studies have evaluated serum levels of SULF2. A first study observed a
significant increase of SULF2 serum level in patients with cirrhosis (HCV (n=19) and
alcohol related (n=15)) compared to “healthy individuals” (n=37) [28]. In this study using
a “home-made” ELISA kit, Singer and colleagues obtained a difference of approximately
50% between median values of serum SULF2 in the group of cirrhotic patients compared
to the group of healthy subjects (1050 pg/mL vs 703 pg/mL; p=0.001).

Even if our study does not include healthy subjects since all the patients enrolled here are
cirrhotic, our results also show that SULF2 serum levels is associated with the Child
Pugh score, another reflect of the degree of liver damage (Figure 1).

Our results displayed a significant increase levels in sera of patients with advanced HCC.
Consistently with our study, Zaghoul and colleagues measured increased levels of serum
SULF2 in patients with HCC [35]. Because serum levels of this enzyme were not
increased in patients with early HCC, it seems not to be useful for diagnostic purposes.
Indeed, diagnosis of early HCC is the most clinically relevant setting, as this subgroup of
patients may benefit from curative treatment thus far. Nevertheless, patients with
advanced HCC have a poor but heterogenous prognostic. It is worth to identify factors
associated to the prognostic for these patients.

Altogether, our results show that SULF2 high serum level (> 65ng/mL) has a prognostic
value in patients with alcohol-related cirrhosis, especially, a shorter survival time in
patients with advanced HCC. Circulating SULF2 levels are indeed associated to Child
Pugh score C and predict short-term death risk. At this time, only studies looking at
SULF2 expression using IHC revealed a prognostic value of this protein in liver cancer
and other types of cancer [34,36,37]. Beside, about a hypothetic reflect of HCC
development, our results seems to characterize SULF2 high serum level rather as a
marker of the severity of hepatic lesions (or health status of the cirrhotic patient) than a

marker of HCC. In fact, we do not know the main tissue of origin or secreting cells which
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supply blood in SULF2. SULF2 serum levels remain to be correlated with the expression
in a tissue IHC staining would likely still be more interesting if we consider HCC
development as the main endpoint.

Functions of SULF2 as an enzyme and the presence of HSPG on the cell membranes are
very interrelated. Few studies have focused investigations about the concomitant
regulation of these components. However, this aspect has been particularly well
established regarding the impact of modifications of expression of SULF2 on GPC3
expression [23]. In this latter study, the authors demonstrated both on a HCC cell line
and in vivo using a xenograft model that induced variations of the expression of SULF2
by molecular tools (plasmid and small hairpin RNA) triggers parallel variations of
expression of GPC3. In our study, we observed a modest but consistent positive
correlation between SULF2 and both GPC3 and SDC1 serum concentrations. Because of
the biological rational, we found it interesting to analyze if SULF2 were still discriminant
when HSPG such as GPC3 and SDC1 were also highly expressed (hypothesizing that
serum levels reflect their liver expression). Our results indicate that serum level of SULF2
keeps a discriminative value when HSPG (such as GPC3 and SDC1) levels are elevated in
patients with advanced HCC. We have combined these markers and compared a group
of patients with elevated values for all the markers to another group including the other
patients. The comparison between Kaplan-Meier curves obtained with a lone marker to
the combination of these three elevated (SULF2, SDC1, GPC3) markers suggest
additional but not synergistic effects.

It is not known whether SULF2 plays a key role in the initiation and promotion of
neoplastic process in HCC or if its contribution is ancillary to HCC occurrence. Several
studies show that SULF2, like some HSPG, is involved in neoangiogenesis and
microenvironment remodeling, notably during liver cancer progression [38]. Enzymatic
action of SULF2 could be associated to liver pathogenesis through different mechanisms.
SULF enzymatic activity impacts HS chains in the tumor environment of HCC [39].The
demonstration has been done that SULF2 could have some promoting tumor growth and
metastasis effects via enhancement of fibroblast growth factor-2 (FGF2) and
WNT/B-catenin signaling pathways [23,40]. SULF2 has also been shown to activate the
transforming growth factor beta (TGFe) and Hedgehog/GLI1 pathways in HCC [38,41].
A SULF2 inhibitor (OKN-007) has been shown to possess an interesting therapeutic
perspective in HCC through the inhibition of this latter pathway [42]. Effects of SULF2
on lipid metabolism would be associated with steatohepatitis and fibrosis process in an
animal model [43]. It has been demonstrated in humans that SULF2 genetic variants are

associated with triglyceride levels [44,45].

Many other questions related to SULF2 in HCC are not addressed here but of interest.
Among them, the importance of SULF2 splice variants should be studied in the context of
liver cancer. Other enzymes of HS extracellular modifications, namely SULF1 and
Heparanase, have to be investigated in parallel to decipher the way they interact and

if/fhow their serum levels could be used as biomarkers altogether in HCC. Molecular
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References

classifications of HCC have defined subsets of tumors according to their genetic
alterations that are closely related to pathological features and prognosis [46]. It would be
also interesting to evaluate if high levels of SULF2 are over represented in particular
subgroups of HCC from this classification. This classification or a surrogate biomarker
such as SULF2 could help to identify patients who can benefit from targeted therapies.
Yoon and colleagues has already demonstrated that the loss-of-function mutation of
SULF2 or its inhibition by a pharmacological agent (OKN-007) enhanced sorafenib
sensitivity in liver cancer cells and in vivo mouse models through a deregulation of EGFR
signalling. They also report that non-responding patients exhibit higher expression of

SULF2 in immunostaining analysis [47].

5. Conclusions

Biomolecules identified both from pathologic livers, carcinoma samples and with clear
links to neoplastic processes are fair candidates to become bona fide biomarkers in HCC.
This is the case with numerous HS associated proteins. Considering blood samples are
much more accessible than biopsy samples and can be used less cautiously, circulating
molecules remain of prime interest. Regarding SULF2, our study is the first one to show a
prognostic value for its serum levels in HCC. It confirms the interesting data obtained
elsewhere from immunostaining experiments about SULF2 and reveals the use of serum
SULF2 as a potential biomarker. We also combined this feature with previously demon-
strated HSPG biomarkers. Along with other new biomarkers, serum SULF2 level appears
to be candidate to integrate algorithm to better classify patients with HCC.
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IlI. Article 2: TNF-a alters heparan sulfate level and
composition in human hepatocarcinoma cell line

Article a soumettre dans le journal Glycobiology (facteur d’impact 4)
Résumé :

Au niveau cellulaire, le processus de carcinogenese hépatique est entre autres affecté par des
chimiokines telles que CCL5 ou CXCL12 et des facteurs de croissance tels que le HGF qui
peuvent étre classes parmi les " Heparin Binding Proteins " (HBP). L’activité biologique de
ces HBP est régulée par leur capacité de liaison aux glycosaminogycannes a chaines héparane
sulfate (HS), utilisant sur ces derniers, des motifs de sulfatations spécifiqgues comme éléments

de reconnaissance.

Ces chaines HS peuvent étre localisées au niveau de la membrane cellulaire, attachées de
maniére covalente a une protéine centrale pour former des protéoglycannes a chaines HS
(HSPG) tels que les syndécannes (SDC-1 et SDC-4). Une surexpression du SDC-1 a été
retrouvée dans les biopsies hépatiques des patients atteints de CHC. Notre équipe de
recherche a précédemment montré que la liaison de la chimiokine CCL5 (RANTES) au SDC-
1, au SDC-4 et a son récepteur CCR1 induit la migration et I'invasion des cellules d'hépatome
humain (Charni et al., 2009). Notre équipe a également montré que la liaison de la chimiokine
CXCL12 (SDF-1) au SDC-4 et a son récepteur CXCR4 active les voies de signalisation ERK
et INK/SAPK et induit la prolifération, la migration et l'invasion des cellules d'hépatome
humain (Friand et al., 2009 ; Sutton et al., 2007a).

Le microenvironnement inflammatoire joue un role essentiel dans la prolifération et I'invasion
tumorale de divers cancers, dont le CHC, et est associé a un mauvais pronostic. Parmi les
facteurs sécrétés par les cellules associées a ce microenvironnement, le TNF-a a été identifié
comme un médiateur clé de l'inflammation régulant le microenvironnement tumoral et donc,
la progression tumorale. 1l a été montré que le TNF-a est surexprimé dans le CHC par rapport
au foie sain et il est élevé dans le sérum des patients atteints de CHC. A ce jour, ’impact d’un
environnement inflammatoire sur les caractéristiques aux plans qualitatif et quantitatif des
chaines HS dans le CHC n’est pas connu. Ainsi, nous avons étudié dans un modele

d’hépatome humain (Huh7) les effets du TNF-a sur :
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» La quantité et la sulfatation des chaines HS
» L’expression du SDC-1 et du SDC-4

> L'expression des enzymes impliquées dans la biosynthésedes chaines HS, a savoir les
exostosines (EXT-1, EXT-2) et les N-désacétylase/N-sulfotransférase (NDST-1,
NDST-2)

» L’expression des enzymes de modification post-synthese des chaines HS, a savoir
I’héparanase (HPSE) et la sulfatase-2 (SULF-2)

» La liaison des chimiokines CCL5 et CXCL12

Dans 1’ensemble, nos travaux ont montré que le TNF-a induit une augmentation de
I'expression génique du SDC-4 et une diminution de I’expression génique du SDC-1 par
rapport aux cellules non traitées. En revanche, le TNF-o n’a aucun effet sur l'expression
membranaire de ces HSPG ou chaines HS. De maniére intéressante, nous avons remarqué une
diminution de la forme clivée du SDC-1 et SDC-4 dans le milieu conditionné, accompagneée
d'une diminution de l'activité de la MMP9 et MMP2 et d'une augmentation du taux de SDC-1
et SDC-4 au niveau intracellulaire. Nous avons également montré que le TNF-a induit une
augmentation de la quantité totale des chaines HS qui s'accompagne de changements
structurels impliguant une augmentation de la 6-O-sulfatation, de la N-sulfatation et de la 2-
O-sulfation, avec une sulfatation globale de ces chaines plus élevée d’environ 75%. A I’appui
a ces résultats, on observe une augmentation de l'expression génique de EXT-1, EXT-2,
NDST-1, HPSE et une diminution de I'expression génique de SULF-2. De plus, nous avons
démontré que le TNF-o induit une augmentation de la fixation des chimiokines CCL5 et
CXCL12 a la surface cellulaire et une augmentation de I'expression génique de la cycline-D1

et de la prolifération cellulaire.

En conclusion, I'environnement inflammatoire médié par le TNF-a, a induit des changements
structurels des chaines HS et l'internalisation du SDC-1/SDC-4 qui peuvent expliquer
l'augmentation du niveau d'HS au niveau intracellulaire, suggérant un effet sur la modulation

des fonctions des HBP par les chaines HS.

Mots clés : Carcinome hépatocellulaire, héparane sulfate, Syndécanne, TNF- a.
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Abstract

Hepatocellular carcinoma takes place in an inflammatory microenvironment, characterized by
the local production of cytokines, such as Tumor Necrosis Factor Alpha (TNF-a) and
chemokines. These inflammatory mediators include heparin binding proteins (HBP) which are
known to bind heparan sulfate (HS) glycosaminoglycans found in the extracellular matrix or
on the cell surface covalently attached to a core protein in HS proteoglycans, such as
syndecans (SDC). The interaction properties of HS are linked to specific saccharide sequences
and sulfation patterns. Consequently, the action of several HS synthesizing and modifying

enzymes can modulate HBP binding and their effects.

In this work, we aimed to characterize HS changes in TNF-a stimulated Huh7 hepatoma cells.
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Our work revealed that TNF-a induced an increase of SDC-4 and a decrease of SDC-1 gene
expression whereas no difference in their membrane expression was evidenced. Interestingly,
we noticed a decrease of shed SDC-1 and SDC-4 in conditioned media, accompanied by a
decrease in MMP-9 and MMP-2 activities and an increase of intracellular SDC-1 and SDC-4.
Moreover, an increase of intracellular HS level and overall sulfation, in response to TNF-o
treatment was observed. In support to these results, EXT-1, EXT-2, NDST-1, HPSE genes
expression were increased and SULF-2 one was decreased by TNF-a. Lastly, we showed that
TNF-a induced a slight increase of CCLS and CXCL12 chemokines binding to cell surface
and also an increase of cyclin-D1 gene expression and cellular proliferation. Altogether, these
results disclose that TNF-a induced HS structural changes and SDC-1/SDC-4 internalization

thus modulating HBP cellular effects.

Keywords: Hepatocellular carcinoma, Heparan sulfate, Glycobiology, Syndecan, TNF- a.
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Introduction

Hepatocellular carcinoma (HCC) is a major health problem worldwide (Ferlay et al., 2010). It
is the third most common cause of cancer-related deaths (Ozakyol, 2017). Risk factors for the
development of HCC include cirrhosis due to viral hepatitis B or C, alcoholic cirrhosis due to
alcohol abuse, non-alcoholic steatohepatitis due to metabolic syndrome (Singal et al., 2020).
At the cellular level, the hepatic carcinogenesis process is regulated by chemokines such as
CCLS or CXCLI12 (Sutton et al., 2007; Charni et al., 2009; Friand et al., 2009) and growth
factors such as HGF (Gao et al., 2015). These signaling factors are named "Heparin Binding
Proteins" (HBPs) and their biological activity is regulated by their binding capacity to sulfated

glycosaminogycans (GAG).

GAG are linear polymers of repeating disaccharide units which are ubiquitously present on
cell surface and extracellular matrix (ECM) (Sarrazin et al., 2011). In the case of heparan
sulfate (HS), they are composed of N-acetylglucosamine (GIcNAc) and glucuronic or
iduronic acid (GlcA or IdoA) residues repeats. This HS GAG can be expressed at cell
membrane, covalently attached to a core protein to form HS proteoglycans (HSPGs) such as
syndecans (SDC-1 and SDC-4) and glypicans (for exemple glypican-3), a
glycosylphosphatidyl inositol-anchored proteoglycans (Whitelock and Iozzo, 2005; Imberty et
al., 2007). These HSPGs are overexpressed in liver biopsies from HCC patients (Guo et al.,
2020; Regos et al., 2020). The biosynthesis of HS chains starts with the formation of a tetra
saccharide from the protein core then, the elongation of a uniform polysaccharide composed
of GlcA-GlcNAc repeats is performed by enzymes Exostosin-1 and Exostosin-2 (EXT-1,
EXT-2). The polysaccharide chains are modified at various positions by

N-deacetylation/N-sulfation of glucosamine, catalyzed by enzymes of the NDST family (4
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isoforms), epimerization of GlcA into IdoA residues (by the C5 epimerase) and O-sulfation
by the O-sulfotransferase family (2,3,6 OST) (Whitelock and Iozzo, 2005), yielding clusters
of sulfated disaccharides (S domains) separated by low or not sulfated regions (NAc-domains)
(Laguri et al., 2008; El Masri et al., 2017), responsible of an accumulation of negative charges

in particular loci on the HS chains.

Saccharide motifs with specific sulfation patterns defining a “sugar code” may be critical for
HS-HBP interactions and this specifity changes from one ligand to another depending on the
position of the sulfates involved (Holst et al., 2007; El Masri et al., 2017). It is well etablished
that 6-O-sulfates are essential for binding and activity of various HBP such as Fibroblast
Growth Factor (FGF-1 and FGF-2) (Powell et al., 2002; Pye et al., 2000), Hepatocyte Growth
Factor (HGF) (Lyon et al., 1994) and chemokines such as RANTES (CCLS) (Shaw et al.,
2004) and SDF-1(CXCL12) (Sadir et al., 2001; Zhang et al., 2012). We have previously
shown that among HSPG, only SDC-4 plays a role as a co-receptor of the chemokine SDF-1
in HeLa cells, T cells and macrophages (Charnaux et al., 2005). Afterwards, we have also
shown that the interaction between chemokines and HS chains could be involved in cancer
progression. Indeed, the binding of SDF-1 to SDC-4 and its CXCR4 receptor activates the
ERK and JNK/SAPK signaling pathways and induces human hepatoma cell growth,
migration, and invasion (Friand et al., 2009; Sutton et al., 2007a). We have also shown that
the binding of the chemokine RANTES to SDC-1, SDC-4 and its receptor CCR1 induces
migration and invasion of human hepatoma cells (Huh7, HepG2 and Hep3B) (Charni et al.,

2009).

In addition, cleavage of HS 6-O-sulfation occurs post-synthetically, through the action of
extracellular 6-endosulfatases (SULF-1 and SULF-2), with a strong preference for trisulfated
disaccharides [Glc/IdoA(2S)-GlcNS(6S)], which are mainly found in the S domains of HS

chains (Uchimura et al., 2006). Consequently, the modification of HS structure leads to the
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alteration of their binding properties with variable functional consequences (Lai et al., 2010).
Overexpression of SULF-2 has also been reported and associated with large variety of
cancers, including HCC and have been involved in all major stages of the disease, including
tumoral transformation, growth and invasion (Lai and al., 2010) and is also found increased in
the serum of cirrhotic patients, suggesting potential use as serologic biomarker (Singer et al.,
2015). Conversely, SULF-1 has been shown downregulated in this type of cancers (Lai et al.,
2008).

HS are also subjected to cleavage by an endo-B-glucuronidase, heparanase (HPSE), releasing
a fonctionnal fragments of HS, that are 5-7 kDa in size, that can still associate with HBPs.
HPSE overexpression and activity have been shown correlated with cell invasion associated

with inflammation and cancer metastasis (Vlodavsky and Friedmann, 2001).

SDC-1 and SDC-4 can undergo shedding cleavage at conserved sites in the ectodomain,
mediated by matrix metalloproteinases (MMPs) such as MMP-2 and MMP-9 (Manon-Jensen
et al., 2010). This shedding transforms the ectodomain of SDC into soluble, paracrine or
autocrine, effectors which can compete for HBPs and modulate their binding to their specific
receptor and signaling on the cell surface (Manon-Jensen et al., 2010). Indeed, it appears that
HPSE may play an even more direct role in regulating shedding of SDC-1. It was recently
demonstrated that enhanced expression of HPSE leads to increased MMP-9 levels (Yang et
al., 2007). High levels of shed SDC-1 is found in patients sera with advanced HCC and is
associated with poor prognosis (Nault et al., 2013). In addition, it has been shown that SDC-1
and SDC-4 can be internalized associated with HPSE, leading to their decrease on cell surface
(Gingis-Velitski et al., 2004; Fux et al., 2009). Zong and coll.shown that SDC-1 and FGF-2
co-localize with HPSE in the nuclei of mesenchymal tumor cells (Zong et al., 2009),
suggesting that the biological activity of these internalized SDCs is dependent on their GAG

sulfation patterns and length (Buczek-Thomas et al., 2008).
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Several studies reported that HS structure and expression are affected in pathologies, such as
chronic renal fibrosis (Alhasan et al., 2014), cancer (Jayson et al., 1998; Safaiyan et al., 1998),
and inflammation (Wang et al., 2002; Reine et al., 2012). These have shown a significant

changes of HS 6-O-sulfation patterns which can thus modulate many biological processes.

Inflammatory microenvironment plays an essential role in the proliferation and tumor
invasion in various cancers, including HCC and is associated with poor prognosis (Michalaki
et al., 2004; Charles et al., 2009; Jang et al., 2012). Among the cell-secreted factors associated
with this microenvironment, the tumor necrosis factor (TNF)-a has been identified as a key
mediator of inflammation regulating tumor microenvironment and thus, tumor progression
(Brenner et al., 2015). It has been shown that TNF-a is overexpressed in HCC comparatively
to normal hepatic tissue (Liu et al., 2013) and significantly increased in patients serum

(Huang et al., 1999).

Nevertheless, the role of TNF-a induced inflammation in HCC progression is still unknown.
The aim of our study was to investigate the impact of TNF-a on HS modifying-enzymes
expression and the consequence on HS structural modification in a human hepatoma model
(Huh7) and thus evaluate how these effects may contribute to cellular tumoral process such as

cell proliferation.
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Results

TNF-a induced changes in total heparan sulfate chains quantity

TNF-a treatment efficiency was verified by a 3.5-fold significant increase of IL-8 mRNA (3.5
+ 0.9) expression by Huh7 cells after 24h (Fig. 1A). The chromatographic analysis of HS
chains extracted from cells treated or not with TNF-a revealed that TNF-o treatment is
associated with an increase (2.9-fold) of HS total amount as compared with untreated cells
(381.24 + 24.65 vs 130.31 + 8.65 AU, these results and the following ones are expressed as
mean = SEM of treated cells with TNF-a vs untreated cells respectively) (Fig. 1B). However,
the analysis of cell surface HS expression by flow cytometry does not show any difference
between treated or untreated cells with TNF-a (Fig. 1C). As the native HS chains are
covalently bound to a core protein forming proteoglycans, we then investigated the effect of
TNF-a on SDC-1 and SDC-4 expression, as major HSPG characterized in our model (Sutton

etal., 2007a).

TNF-a affects syndecan-1 and syndecan-4 expression and cellular localization

Quantitative PCR results showed that TNF-a induces a significant decrease of mRNA SDC-/
level by 36% (0.64 £0.06) and a significant increase of mRNA SDC-4 level by 3-fold (3.19
+0.79) (Fig. 2A). However, TNF-a treatment causes no modification of both SDC-1 and
SDC-4 cell surface levels compared with untreated cells, demonstrated by flow cytometry
(Fig. 2B). The analysis of intracellular SDC levels in permeabilized cells by flow cytometry
showed that TNF-a induced a significant increase in both SDC-1 and SDC-4 by respectively
38% (137.54+4.3 vs 99.6 £15.4 AU) and 30% (306.5 £15 vs 236£12.6 AU) as compared with

untreated cells (Fig. 2C). Analysis of SDC-1 and SDC-4 ectodomains in conditioned media
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(shed from cell membranes) showed that TNF-a induces a significant decrease in both SDC-1
and SDC-4 ectodomain in the cell media by respectively 58% (41.6% = 14.08% vs 100% =+
10.3%) and 38% (61.7% £12.7% vs 100% + 2.3%) (Fig. 2D).

These latter results are consistent with a decrease of MMP-2 and MMP-9 activity measured in

zymography experiments in cells treated with TNF-o compared to untreated cells (Fig. 2E).

TNF- a induced SDC-1 and SDC-4 internalization

We then hypothesized that the increase of intracellular SDC-1 and SDC-4 is due to their
endocytosis. The effect of endocytosis inhibitors on SDC-1, SDC4 and HS chains were
assessed using dynasore (Dyn), an inhibitor of dynamin essential to clathrin-mediated
endocytosis, cytochalasin D (CytD), an inhibitor of actin polymerization, that blocks both
actin-dependent phagocytosis and macropinocytosis, and filipin (Fil), an inhibitor of
caveolae-mediated uptake. In order to assess cell viability after treatments with these
inhibitors, crystal violet staining were performed. No toxicity was established at the used
concentrations (Data not shown).

Filipin alone or simultaneous filipin and TNF-a treatment does not affect SDC-1 and SDC-4
cell surface levels nor their ectodomains shedding as compared with untreated cells,
suggesting that SDC-1 and SDC-4 endocytosis after TNF-a treatment does not occur by a
caveolae-mediated endocytosis pathway (Fig. 3A, 3B, 3C).

In contrast, dynasore tratments decrease significantly SDC-1 cell surface expression by 20%
(757.7 £27.1 vs 948.8 £53.3 AU, respectively) but increase SDC-1 ectodomain shedding as
compared with untreated cells. Interestingly, treatments combining TNF-o and dynasore
simultaneously exacerbate significantly these effects compared to treatments with dynasore

alone by 13% (757.7 £27.1 vs 658.6 + 47 AU, respectively), suggesting that TNF-a induced
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SDC-1 internalization by a clathrin-dependent endocytosis (Fig. 3A, 3C).

Cytochalasin D does not affect SDC-1 cell surface expression and ectodomains shedding but
increase significantly SDC-4 cell surface expression by 2.2-fold (316.6 + 2.2 vs 709.1 £ 13
AU, respectively) and ectodomain shedding as compared with untreated cells. Moreover,
treatment with TNF-o added simultaneously to cytochalasin D exacerbate significantly the
effect of cytochalasin D by 38% (709.1 + 13 vs 980.1 = 72.8 AU, respectively). In addition,
dynasore increase significantly SDC-4 cell surface expression as compared with untreated
cells by 43% (316.6 + 2.2 vs 452 + 11.6 AU, respectively) but does not affect ectodomain
shedding. However, treatment with TNF-o and dynasore simultaneously does not affect
SDC-4 cell surface expression and ectodomain shedding as compared with treated cells with
dynasore alone (Fig. 3B, 3C). These results suggest that SDC-4 internalization is mediated
partially by clathrin-dependent endocytosis and mostly by actin-dependent macropinocytosis,

but TNF-a induced SDC-4 internalization totally by actin-dependent macropinocytosis.

TNF-a induced structural HS modifications

Structural analysis of HS chains extracted from cells treated with TNF-a revealed clear
changes in polysaccharide structure and sulfation patterns (Fig. 4A, 4B). TNF-a treatment
induces an increase of the percentage of disaccharide units [AUA-GIcNS] (27.70% + 0.93%
vs 25.54% + 0.38 AU), [AUA-GIcNAc(6S)] (12.04% = 0.62% vs 6.59% = 0.23%,
respectively), [AUA-GIcNS(6S)] (11.12% = 0.75% vs 5.49% + 0.14%, respectively) and the
disaccharide [AUA(2S)-GIcNS(6S)] was the most affected, with an increase of ~2.3-fold
(34.5% = 1.81% vs 15.27% = 0.36%, respectively) accompanied by a decrease in
[AUA-GIcNAc] of ~8.5-fold (36.09 % + 2.91% and 4.23% + 1.3%, ) (Fig. 4A). The overall
sulfation of these chains was higher (~75%), with notable increases in N-sulfation (~25%),

2-O-sulfation (~18%) and 6-O-sulfation (~30%) (Fig. 4B).
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We next performed qPCR analysis evaluating the expression of enzymes involved in the
biosynthesis and sulfation of HS chains. Our results are consistent with the previous results
showing an increased expression of NDST-/ mRNA and NDST-2 mRNA by 2- and 3—fold
respectively (2.2 £0.66 and 3£1.29, respectively a and reduced expression of SULF-2 mRNA

by 17% (0.83 + 0.16) with TNF as compared to untreated cells (Fig. 4C).

TNF-a induces a significant increase in EX7-1 and EXT-2 mRNA level (2.3 £ 0.16 and 2 +
0.22, respectively) which is consistent with the increased amount of HS chains in treated with
TNF-0 as compared with untreated cells (Fig. 4C and 1A). Finally, TNF-a induces a

significant increase of HPSE mRNA by 1.9-fold (1.92 + 0.43) (Fig. 4C).

TNF-a increased CXCL12 and CCLS5 binding to human hepatoma cell membrane.

The results showed that TNF-a induces a significant increase CXCL12 and CCLS5 binding to
cell membrane by 14 % (1443.6 £ 25.6 vs 1269.7 + 46.9) and 13% (1901.1 £ 29.7 vs 1683.1 +

0.45) respectively as compared with untreated cells (Fig. 5).

TNF-a induced Huh7 cell proliferation

Herein, we investigated the effect of TNF-a on cellular proliferation. TNF-a slighty increases
by 10 % the number of Huh7 cells after 24h of treatment (Fig. 6A) and the percentage of cells
being in S+G2/M phases of cell cycle (Fig. 6B). As cyclin D1 is a member of the cyclin
protein family initiated during the G1 phase, it is implicated in the G1/S phase transition,
thereby promoting cell proliferation. TNF-a induces a significant increase of Cyclin D1 by

2.9-fold (Fig. 6C).
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Discussion

Chronic inflammation represents a major contributor to HCC carcinogenesis and tumor
progression (Refolo et al., 2020), by promoting proliferative and survival signaling (Yu et al.,
2018). The connection between cancer and inflammation is particularly highlighted in the
case of HCC, as it usually develops as the end stage of chronic liver diseases (Yu et al., 2018).
The purpose of this study focused on tumor glycobiology was to adress the effects of the
pro-inflammatory cytokine TNF-a on HS, HSPG and HS biosynthesis and modifying
enzymes and on tumor cell proliferation in a HCC cellular model.

In the present work, we demonstrate that TNF-a increased total HS levels without any effect
on cell surface HS levels (Figure 1). Moreover, disaccharide analysis, a sensitive and precise
quantitative method, revealed that TNF-a affected the composition of HS in Huh7 human
hepatoma cells, increasing the percentage of [AUA(2S)-GIcNS(6S)] and decreasing those of
[AUA-GIcNAc]. TNF-a increased overall sulfation of HS chains with notable increases in
N-sulfation, 2-O-sulfation, and 6-O-sulfation (Figure 4B). It was previously described an
abundance of highly sulfated HS epitopes in HCC samples (Tatrai et al., 2010), in accordance
with our cellular results. However, in 5/7 HCC human samples, a modest 6-O-undersulfation
of HS was evidenced (Tatrai et al., 2010) in contrast to our results.

HS chains elongation is a central stage in HS biosynthesis. EXT1 and EXT2 represent the key
enzymes of this step and their activity is regulated, through several mechanisms, including
changes in gene expression levels (Annaval et al., 2020). NDST-1 and NDST-2 are major
enzymes linked to the sulfation of HS chains during their biosynthesis. We hypothesised that
the TNF-a-induced changes of HS chains may be related to the effect of this cytokine on gene
expression of enzymes involved in HS biosynthesis and modifications. Our study

demonstrated that TNF-o increased expression of EX7-1, EXT-2, NDST-1, NDST-2 mRNA
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levels, which is consistent with the increased amount of HS chains in TNF-a-treated Huh7
cells (Figure 1B). Depending on the type of cancer such as glioma, colorectal, breast and
prostate cancer, mRNA levels of HS biosynthesis enzymes have been reported to be increased
or decreased (Sembajwe et al., 2018).

HS chains and more globally HSPG undergo different enzymatic processes after their
biosynthesis leading to deep modifications of their properties. Among the enzymes involved
at this stage, SULFs are able to cleave 6-O sulfate groups on HS chains, HPSE exhibit
endoglucuronidase activity and some MMPs posseses proteolytic action towards HSPG.

Our results also showed that TNF-a increased HPSE mRNA (Figure 4C). This result may be
linked to the reported promotion of HCC progression due to HPSE upregulation (Xiao et al.,
2003). HS chains exist as either unconjugated or as conjugated to amino acids creating
heparan sulfate proteoglycans (HSPG) (Zhang et al., 1995).

Mechanisms regulating the biosynthesis of HS are still poorly understood, and the evaluation
of HSPG structure and function relevant to RNA data remains difficult (Sembajwe et al.,
2018). HSPG deregulation are major contributing factors to cancer evolution (Nagarajan et
al., 2018). The present work indicates that TNF-a decreased SDC-/ and increased SDC-4
mRNA levels, increased both intracellular SDC-1 and SDC-4 intracellular protein levels
associated to decreased SDC-1 and SDC-4 ectodomainshedding due to TNF-o-induced
MMP-2 and MMP-9 activity down-regulation.

In our cellular model, TNF-a induced SDC-1 internalization by a clathrin-dependent
endocytosis and SDC-4 internalization totally by actin-dependent micropinocytosis (figure 3).
The HSPG endocytic process is currently thought to depend more on the extracellular ligand
than on the type of HSPG, which is the explanation of why HSPG endocytosis is not confined
to a single pathway (Mandarini et al., 2020). TNF-a induced SDC-1 internalization by a

clathrin-dependent endocytosis. SDC-4 internalization is mediated partially by
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clathrin-dependent endocytosis and mostly by actin-dependent macropinocytosis, but TNF-ao
induced SDC-4 internalization totally by actin-dependent macropinocytosis.

We have previously shown that the binding of the chemokines CXCL12 and CCLS5 to SDC-1
or/and SDC-4, induces pro-tumoral effects on human hepatoma cells (Sutton et al., 2007b,
2007a). We observed in TNF-o-treated Huh7 cells a slight increase of biotinylated CXCL12
and CCLS binding to Huh7 cells, whereas neither HS or SDC-1 and SDC-4 were increased at
Huh7 cell membrane (Figure 5). Nevertheless, membrane HS assessment required further
experiments with a variety of antibodies recognizing other epitopes of HS. These chemokines
contain a BBXB heparin binding motif, involving basic amino acids, essential for chemokine
binding to the HS chains with highly selective interaction requiring the presence of saccharide
motifs with 6-O-sulfation patterns (Sadir et al., 2001; Shaw et al., 2004; Zhang et al., 2012).
As we evidenced that TNF-a increased HS and HSPG localization within the cells, it would
be of interest to determine if they are present in the nucleus. The HS in the nucleus of
hepatocytes was enriched in sulfated glucuronic acid residues and structurally distinct from
that present in the other cellular fractions (Ishihara et al., 1986), indicating that a particular
fraction of HS may be marked for trafficking to the nucleus (Ishihara et al., 1986). In the
current study, we showed that TNF-a increased 2-O sulfated HS. These results concord with
the observation that in hepatocytes, nuclear fraction of HS contains high amounts of 2-O
sulfated glucuronic acid (Stewart and Sanderson, 2014). Full-length form of SDC-1
containing the ectodomain, trans-membrane, and cytoplasmic domains, as well as soluble
ectodomain of SDC-1 have been found in the nucleus of cancer cells (Stewart and Sanderson,
2014). We could envisage that translocation of SDC-1 ectodomain into the nucleus may also
occur for free heparan sulfate chains or heparanase-release oligosaccharides that are
complexed with heparin-binding proteins (Stewart and Sanderson, 2014).

Remarkably, the fin tuning of HS structure influences the interaction of HS with the
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chemokines. The discovery of HS and HSPG in the nucleus suggest that they would carry
growth factors or chemokines directly to the nucleus and impact the cell cycle, proliferation
and gene regulation (Stewart and Sanderson, 2014). Lost of nuclear HS was associated with
mitosis, whereas HS reappears in the nucleus after mitosis (Stewart and Sanderson, 2014).
Nevertheless, HS may also favor cell proliferation. Our results suggest that HS and HSPG
metabolism modified by an inflammatory context favored Huh7 cell proliferation. Similarly,
the addition of HS to hepatoma cells growing in serum-free and insulin-deficient conditions,
increased cell proliferation (Fedarko et al., 1989). Thus, the effect of HS on tumor cells may
depend on the HS structure, the type of tumor cell and/or the tumor microenvironment
(Stewart and Sanderson, 2014). Further experiments are required to clarify whether the
HSPGs in the nucleus regulate cell cycle progression or whether cell cycle stage regulates the

localization of HSPGs in the nucleus.

The essential roles of HS and HSPG in cancer make these pathways promising areas for
translational research and drug development (Knelson et al., 2014) and tumor glycobiology

may represent a new field of interest in personalized medicine, particularly in cancer.
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Materials and Methods

Cell culture

Huh7 human hepatoma cell line were cultured in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-low
glucose (DMEM reference 21885-025, ThemoFisher Scientific, Brébiéres, France) and
supplemented with 10% of fetal bovine serum (FBS), 100 units/mL of penicillin and 100
g/mL of streptomycin (Invitrogen, Cergy-Pontoise, Franc). The cells were cultured in an
incubator at 37°C under a controlled atmosphere of 5% CO,. Cells were counted

automatically using cell counter (Coulter, Beckman, Brea, California, United States)

Cell treatment

24 h before each treatment, Huh7 were placed in culture plate. The cells were assigned to two
groups as untreated cells (UT) and treated cells (TNF-a) with 5 ng/mL of TNF-a (PHC3015,
Invitrogen, Cergy pantoise, France). The cells were treated with different endocytosis
inhibitors : 2.5 pug/mL of cytochalasin D (C8273, Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier,
France), 1 pg/mL of filipin (F9765, Sigma-Aldrich) was used at and 80 uM dynasore (D7693,
Sigma-Aldrich) were used in serum free medium with or without TNF-a for 24 h at 37°C

(Guillemot et al., 2013; Ito et al., 2008).

Dot immunoassays

1.3 x 10° Huh7 cells were seeded on a T-25 flask in 2 mL serum free medium. The dot-blot
apparatus (Biorad, Marnes-la-Coquette, France) was assembled with a cationic nylon
membrane (Amersham Hybond-N+.GE Healthcare, Biosciences, Orsay, France). This

membrane was pre-incubated with PBS supplemented with 10 mM Tris, pH 7.4. The volume

118



of conditioned medium was normalized to the number of cells counted after treatment and
applied in the vacuum chamber to allow the entire sample to filter through the membrane. The
membrane was blocked for 1 h at 37°C in PBS supplemented with 0.5% BSA, 3% non-fat dry
milk, and 0.5% Tween 20. After washing with PBS-BSA 0.5% supplemented with 0.5%
Tween 20, HS or SDC were detected by incubating membranes overnight at 4°C with the
primary antibodies (1/500): anti-HS mouse monoclonal antibody (F58- 10E4, AMS
Biotechnology, Abingdon, UK), anti-SDC-1 mouse monoclonal antibody (mAb DL101, Santa
Cruz Biotechnology Tebu Bio, Le Perray-en-Yvelines, France), or anti-SDC-4 mouse
monoclonal antibody (mAb 5G9, Santa Cruz), or with their respective isotypes (murine IgM,
IgG1 or IgG2a respectively, R&D). After washing, the membrane was incubated with a
secondary goat anti-mouse antibody (1/5000 ; P044701, DAKO, Trappes, France) for 1 h at
room temperature and then the revelation was made by adding the ECL solution (ECL
Western Blotting Substrate, 32106, Pierce® Thermo Fisher Scientific Pierce, Brébiéres,
France) and digital reading using dot blots were revealed by chemiluminescence using a

Chemidoc apparatus and the Image Lab 4.2 software (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France).

Gelatin zymographic assay

1,3 x10° Huh7 cells were cultured in a T-25 flask in 2 mL serum free medium. After 24 h of
treatment with or without TNF-a, conditioned media were collected and stored at -20°C until
analysis. MMP-2 and MMP-9 gelatinolytic activities were determined by gel zymography on
unreduced conditioned media diluted with sample buffer (62.5 mM Tris-HCI, 2% (w/v) SDS,
10% (w/v) glycerol) and loaded on a 9% acrylamide gel containing 2.5 mg/ml gelatin. After
electrophoresis, the proteins were renatured by replacing SDS with 2.5 % Triton X-100, two

times for 30 min incubation at room temperature. For detection of gelatinolytic activity, the
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gel was incubated for 19 h at 37°C in a solution containing 50 mM Tris-HCI buffer pH 7.8
containing 10 mM CaCl2. Gels were stained with 0.45% Coomassie brilliant blue. Detection
was visualized using the ChemiDoc MP Imaging System (BioRad, Marnes-la-Coquette,

France).

Flow cytometry

6 x10° Huh7 cells were cultured in 6-well plate surface in 1.5 mL serum free medium in
differents conditions. After three washes with PBS, cells were detached with 10 mM
PBS-EDTA and after centrifugation the cells were incubated for 1 h at 4°C with an
anti-SDC-1 (AF2780, R&D systems) or anti-SDC-4 (AF2918, R&D systems, Villejust,
France) or anti-HS (Mouse IgM, Clone F58- 10E4, AMS Biotechnology, Abingdon, UK)
specific antibodies diluted at 10 pg/mL in PBS-BSA 0.1% or in saponine 0.1 %, BSA 0.2%
for cell permeabilization. To analyze CXCL12 and CCLS5 binding to Huh7 cell surface, cells
were incubated for 1 h at 4°C with 40 nM biotinylated CCLS at residue 1, synthesized by L.
Martin (CEA Saclay, Gif-sur-Yvette, France) or biotinylated CXCL12 at 125 nM (Sutton Mol
Cancer Res 2007a, Sutton Mol Cancer Ther 2007b). After washing, cells were labeled for 30
min at 4°C with FITC-labeled goat-anti-mouse Ig antibody (1/50; Pharmingen) or
streptavidin-Alexa Fluor 488 complex (1/100; Molecular probe Inc., Eugene, OR). Next, cells
were fixed in 1% PBS-paraformaldehyde (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France)
for 20 min at 4°C, then washed with PBS and harvested by gentle scraping. 1 x10* cells were

analyzed by using a FACScan (Becton Dickinson, Le Pont de-Claix, France).

qRT-PCR
Total RNA from Huh7 cells were extracted using TRIzol reagent (Invitrogen, Cergy-Pontoise,

France) according to the manufacturer's instruction. The purity of total RNA was analyzed by
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measuring the ratio between 260/280 and 260/230 nm optical density using a Biospec-Nano
(Shimadzu, Noisiel, France). Reverse transcription was performed using 1 pg of total RNA
(High Capacity cDNA Synthesis Kit, Applied Biosystem, Thermofisher scientific, Foster
City, California, USA). Finally, quantitative PCR were performed (Tagman Universal Master
Mix, Applied Biosystem) using the following Tagman primers: SDC-/ (Hs00896423 ml) ;
SDC-4 (Hs01120909 ml) ; EXT-1 (Hs00609162 m1l) ; EXT-2 (Hs00181158 ml) ; NDST-1
(Hs00925442 ml) ; HSPE (Hs00180737 ml) ; SULF-2 (Hs01016480 ml); p-actin
(Hs01060665_gl) (Thermofisher scientific, , Foster City, California, USA). For a SYBR
Green Universal Master Mix, applied Biosystem, the following designed primers purchased
from Eurogentec (Angers, France) were wused: f-actin (forward sequence:
5’-TCCCTGGAGAAGAGCTACGA-3’; Reverse sequence: 5’-AGCACTGT
GTTGGCGTACAG-3’), cycline D1 (Forward sequence: 5’-ACCTGG
ATGCTGGAGGTCT-3’; Reverse sequence: 5’-GCTCTTTTTCACGGGCTCCA-3’),
NDST-2 (Forward sequence: 5’-TTCCAGTCTGGGCTGATGTCCCAGC-3’; Reverse
sequence: 5’-GTAGATCCCACTGCCTGGCTAAAGG-3"). The quantification levels for

each transcript were calculated by the 2-delta method by normalizing to f-actin.

GAG extraction and analysis

7.10° Huh7 cells were seeded on a T-75 flask. After 24h of treatment, cells were incubated
with 4 mL of Trypsin (Gibco, ThermoFisher Scientific, Illkirch France) for 40 min at 37°C.
The trypsinated cells were collected and the flask was rinsed twice with PBS. Trypsinated
cells and washes were pooled and centrifuged for 10 min at 3500 rpm. The supernatant was
retrieved (fraction 1) and the pellet washed twice with 20 mM phosphate pH 6.5 and
centrifuged for 10 min at 3500 rmp. After each centrigugation, the supernatant was collected

and pooled with the fraction 1 and the pellet was discard.The supernatant was applied to an
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ion-exchange DEAE-Sephacel column (2 mL) equilibrated in 20 mM phosphate pH 6.5. After
washing with 20 mM phosphate, 0.3 M NaCl pH 6.5, GAG chains were eluted with 20 mM
phosphate, 1 M NaCl pH 6.5 and freeze-dried. GAG chains were solubilised in distilled water
and desalted on a PD-10 column (GE Healthcare), equilibrated in distilled water then
freeze-dried. GAGs were then resuspended in 100 mM sodium acetate, 0.5 mM CaCl,, pH 7.1
and digested with 10 mU of heparinase I (GrampEnz) overnight at 30°C, then with 10 mU
heparinase II and 10 mU heparinase III (GrampEnz) for 24 h at 37°C. Following digestion,
disaccharides analysis was performed by reverse-phase ion-pair high-performance liquid

chromatography in triplicate as described in (Hijmans et al., 2017).

Cell cycle analysis

1.10° Huh7 cells were seeded in 12-well plates then treated or not in serum free medium.
Supernatant and trypsinated cells were centrifuged 5 min at 300 g. The pellet was fixed with
pre-cooled 75% ethanol overnight at 4°C. The cells were incubated with RNAse-A 30 min at
200 pg/mL and with 10 pg/mL of propidium iode (PI)-PBS, 15 min at room temperature and
the cells were analyzed by using a FACScan (Becton Dickinson, Le Pont de-Claix, France)

(Sutton et al., 2007a).

Crystal violet staining

1 x10%cells per well were seeded in 96 well cell culture plates in different conditions. After,
the cells were fixed with 4% PBS-paraformaldehyde for 15 min, then incubated with 100 pL
of violet crystal (Sigma-Aldrich), for 20 min. Cells were rinsed 3 times with PBS and 100 pL
of acetic acid (10%) was added. Then the absorbance was measured at 595 nm using a

spectrophotometer (Bio-Rad® Model 680. Hercules, CA) (Sutton et al., 2007a).
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Statistical Analysis

Statistical differences between two groups were tested using Mann-Whitney test on StatView
software (StatView 4.5 Abacus Concepts, Berkeley, CA, USA). Statistical differences
between more than two groups were tested using Anova test on StatView software. GraphPad
Prism 9.1.0 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA) was used to construct figures. All
results are expressed as mean + SEM for four independent experiments. A p-value of <0.05

was used as the criterion of statistical significance.
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Legendes to Figures

Figure 1. TNF-a induced changes in total heparan sulfate chains quantity.

Cells were treated or not with 5 ng/mL of TNF-a during 24h. (A) mRNA level of IL-8 was
analyzed by qRT-PCR, using f-actin as endogenous control. (B) GAG were extracted as
described under Materiel and Methods section. Total HS were quantified after HPLC runs.
Error bars represent SEM of triplicate analysis. (C) HS chains cell surface expression was
quantified by flow cytometry with specific anti-HS antibody and it’s isotype as negative
control. Four independent experiments were performed. The results are expressed with mean

+ SEM.

Figure 2: TNF-a affect syndecan-1 and syndecan-4 cellular localization.

For each experiment, Huh7 cells were treated or not with 5 ng/mL of TNF-a for 24h. (A)
mRNA levels of SDC-1 and SDC-4 were analyzed by qRT-PCR using f-actin as endogenous
control. (B) SDC-1 and SDC-4 cell surfce expression was analyzed by flow cytometry using
anti-SDC-1 or anti-SDC-4 antibodies, specific isotypes were used as negative controls. (C)
intracellualr expression of SDC-1 and SDC4 was studied by flow cytometry using anti-SDC-1
or anti-SDC-4 antibodies or their isotypes as negative controls after cell permeabilization. (D)
SDC1 or SDC4 ectodomains released in conditioned media of Huh7 cells were analyzed by
dot-blot and immunolabelling with anti-SDC1 or anti-SDC4 antibodies. (E) MMP2 and
MMP9 activities (pro-MMP2/pro-MMP9 and active MMP2/MMP9 activities) were
determined by gel zymography on conditioned medium of Huh7 cells. Results are expressed

with mean + SEM. Four independent experiments were performed. *p<0,05 vs UT.

Figure 3 : TNF- a induced SDC-1 and SDC-4 internalization.
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For each experiment, Huh7 cells were treated or not with 5 ng/mL of TNF- o for 24h or with
different endocytosis inhibitors or both (2.5 pg/mL of cytochalasin D, 1 pg/mL of filipin and
80 uM of dynasore). Cell surface expression of SDC-1 (A), SDC-4 (B) was analysed by flow
cytometery using anti-SDC-1 or anti-SDC-4 and their specific isotypes as negative controls.
(C) levels of SDC-1 and SDC-4 released in conditioned media of Huh7 cells were analyzed
by dot-blot and immunolabelling with anti-SDC-1 or anti-SDC-4 antibodies. Results are
expressedas mean = SEM. Four independent experiments were performed. *p<0,05 vs UT ; &

vs TNF-a ; # vs inhibitor alone.

Figure 4 : TNF-o induced structural HS modifications.

For each experiment, Huh7 cells were treated or not with 5 ng/mL of TNF- a for 24h.
Disaccharides composition (A) and sulfation patterns (B) of HS chains were analyzed by
RPIP-HPLC on HS purified from cell lysates (in triplicate). (C,D) mRNA levels of GAG
biosynthesis and modifiying enzymes were analyzed by qRT-PCR using [-actin as
endogenous control. Results are expressed with mean £ SEM. In (A) and (B) Four

independent experiments were performed. *p<0,05 vs UT.

Figure 5 : TNF-a increased CXCL12 and CCLS binding to Huh7 cell membrane.

Huh7 cells were treated or not with 5 ng/mL of TNF-a for 24h. Binding of CXCLI12 and
CCLS to cell membrane was analyzed by flow cytometry using streptavidin-Alexa Fluor 488
after incubating cells with biotinylated-CCL5 (40nM) or biotinylated-CXCL12 (125nM).

Four independent experiments were performed. *p<0,05 vs UT.

Figure 6 : TNF-a increased Huh7 cell proliferation.

(A). Huh7 cells were treated or not with TNF-a for 8h, 16h and 24h, number of cells was
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quantified automatically using Coulter counter. The results are expressedas mean + SEM.
Four independent experiments were performed. *p<0,05 vs UT. (B). Huh7 cells were
serum-deprived for 24h and further treated or not with TNF-a for 24h. Cell cycle analysis was
performed using propidium iodide staining and flow cytometry. The results presented here are
reprensentative of three independent experiments. (C) Huh7 cells were treated or not with
TNF-a for 24h, mRNA level of cyclin-D1 was analyzed performing qRT-PCR using f-actin

as endogenous control.
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Figure 1.

Cells were treated or not with filipin at 1 pg/mL, dynasore at 80 uM and
cytochalasin D during 24h and incubated with crystal violet. Data are
expressed as absorbance at 595 nm. The results are expressed with mean %
SEM. Four independent experiments were performed.
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I11. Article 3 : Genetic polymorphisms in sulfatases and
heparanase genes do not influence severe hepatic liver diseases in
patients with metabolic syndrome.

140



GUYOT E»2", MOUHOUBI N'*, BAMBA-FUNCK J'2, ZIOL M3%% BARGET N?,
SIMON C?, BESSEAU S8 DESPRES S% GANNE N>/, CHARNAUX N2, NAHON P57#
SUTTON A'2# Genetic polymorphisms in sulfatases and heparanase genes do not influence

severe hepatic liver diseases in patients with metabolic syndrome.

1. LVTS - Inserm U1148, UFR SMBH, Université Paris X1l (USPN), Bobigny, France

2. Laboratoire de Biochimie, HOpital Avicenne, Assistance Publique-Hopitaux de Paris,
Bobigny, France

3. Plateforme de Ressources Biologiques, Hopital Avicenne, Assistance Publique-Hdpitaux
de Paris, Bobigny, France

4. Service d’anatomie et cytologie pathologiques, Hopital Avicenne, Assistance Publique-
Hopitaux de Paris, Bobigny, France

5. Inserm U1162, Université Paris X111 (USPN), Paris, France

6. LIMICS, UFR SMBH, Université Paris X1l (USPN), Bobigny, France

7. Service d’hépatologie, Hopital Avicenne, Assistance Publique-HOpitaux de Paris, Bobigny,

France

*, #: equal contribution

Keywords: NASH, cirrhosis, hepatocellular carcinoma, genetic, prognosis

Abstract

Background and Aims: Non-alcoholic fatty liver disease is a spectrum of chronic liver
disease ranging from simple hepatic steatosis to liver cell injury and inflammation known as
non-alcoholic steatohepatitis (NASH) that can lead to cirrhosis. Cirrhosis is considered a
precancerous condition that predisposes to the development of HCC. A number of studies
including Genome-wide association studies have reported associations between various SNPs
and the presence of HCC. Our group has investigated in the last 10 years the influence of
SNPs reported as associated with the risk of liver cancer in large prospective cohorts of
homogeneous patients undergoing periodical surveillance for HCC. The aim of this study was
to assess the influence of single nucleotide polymorphism affecting sulfatase-1 (rs2623047),
sulfatase-2 (rs2281279) and HPSE (rs11099592 and rs4693608) in the occurrence of NASH,
cirrhosis and hepatocellular carcinoma in a cohort of 273 patients with NAFLD, prospectively
followed-up in the hepatology department of Jean Verdier hospital.

141



Method: Genomic DNA was extracted from each patient’s peripheral blood mononuclear
cells using a MagNA Pure Compact Instrument (Roche Diagnostics). All SNP were
genotyped by allelic discrimination using fluorogenic probes and appropriate TagMan assays
(Applied Biosystems, Foster City).

Results:

None of the SNP affecting GAG-modifying enzymes SULF-1, SULF-2, HPSE, studied in this
work exerts an influence on the development of steatosis, necroinflammatory activity,
fibrosis, HCC and death in our cohort, as assessed by chi square and Maentel-Haenszel chi

square tests.

Conclusion:

The SNP affecting SULF-1 (rs2623047), SULF-2(rs2281279) and HPSE (rs11099592 and
rs4693608) do not seem to constitute useful genetic markers to improve clinical stratification
of patients with NAFLD having a high risk to develop severe liver diseases such as cirrhosis
or HCC.
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DISCUSSION

Le carcinome hépatocellulaire (CHC) représente la troisieme cause de déces liés au
cancer dans le monde (Ozakyol 2017). En France, la consommation chronique d'alcool et les
maladies hépatiques qui en résultent sont la cause principale du développement du CHC (70%
des cas), suivie par la NASH (Costentin et al. 2017; Singal, Lampertico, et Nahon 2020).

Le diagnostic clinique actuel du CHC repose principalement sur I'imagerie médicale,
notamment I'échographie, la tomodensitométrie (CT-scan) et I’IRM (A. Huang et al. 2020).
Le CHC de stade précoce est classé comme ayant moins de 4 nodules tumoraux de moins de 3
cm de diametre. La sensibilité et la spécificit¢ de I’imagerie pour détecter ces nodules
tumoraux sont respectivement de 60% et 97% pour 1I’échographie, de 68% et 93% pour la
tomodensitométrie et de 81% et 85% pour ’IRM (Colli et al. 2006; Chia, Wong, et Luk
2019).

La résection, I'ablation et la transplantation du foie sont potentiellement curatives mais
nécessitent un diagnostic a un stade suffisamment précoce (A. Huang et al. 2020). Le
diagnostic du CHC & un stade avance, di notamment a la difficulté de distinguer entre les
nodules de régénération et les nodules cancéreux, limite la prise en charge thérapeutique des
patients atteints de CHC et contribue a un mauvais pronostic. De plus, le taux de récurrence
dans les 5 ans suivant le traitement du CHC précoce par résection chirurgicale ou ablation par
radiofréquence est estimé a 70% (Miura et al. 2020). De ce fait, il est important de
diagnostiquer le CHC ou la récidive a un stade précoce et d’identifier les patients présentant

un mauvais pronostic afin d'entamer des thérapies ciblées le plus tét possible.

A T'heure actuelle, l'alpha-foetoprotéine (AFP) est couramment utilisée comme
marqueur tumoral combiné a I’imagerie (Chia, Wong, et Luk 2019; Miura et al. 2020). A une
valeur seuil (cut-off) de 20 ng/mL dans le sérum, I'AFP présente une sensibilité de 60 a 80%
pour le CHC avanceé. Toutefois, cette sensibilité tombe a environ 40% pour la détection des
petits CHC. L’AFP est parfois élevée chez les patients sans CHC qui souffrent d'une maladie
hépatique chronique (Chia, Wong, et Luk 2019; Miura et al. 2020). En effet, une
augmentation significative du taux sériqgue d'AFP (20-200 ng/mL) est détectée chez un

nombre considérable de patients atteints d'une maladie hépatique chronique, dont 15 a 58% de
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patients atteints d'une hépatite virale chronique et 11 a 47% de patients atteints d'une cirrhose
(Capurro et al. 2005; Tangkijvanich et al. 2010; Lou et al. 2017).

Ainsi, il reste important d’identifier des biomarqueurs sériques ayant une sensibilité et
une spécificité élevées pour le diagnostic non invasif du CHC précoce, mais aussi pour le

suivi de la réponse a la thérapie et la surveillance de la récurrence aprés un traitement curatif.

Dans ce contexte, le potentiel diagnostique et pronostique de plusieurs HSPG, tels que
le SDC-1 et le GPC-3, a été identifié¢ a partir d’études aux niveaux tissulaire et sérique. En
utilisant des motifs de sulfatation spécifiques sur leurs chaines HS comme éléments de
reconnaissance, les HSPG participent au niveau extracellulaire a différentes fonctions en tant
que sites de séquestration des molécules de signalisation impliquées notamment dans la
prolifération cellulaire (par exemple, morphogenes, chimiokines et facteurs de croissance),
co-récepteurs permettant la liaison entre ligands et récepteurs protéiques, et en tant que

récepteurs impliqués dans 1’endocytose de plusieurs ligands (Singer et al. 2015).

Une surexpression du SDC-1 a été retrouvée dans des biopsies hépatiques de patients
atteints d’un CHC développé sur cirrhose (Regés et al. 2020). L'expression génique et
tissulaire du GPC-3 est beaucoup plus élevée dans les petits CHC que dans la cirrhose
(Tangkijvanich et al. 2010). De plus, une méta-analyse de 15 études incluant 2336 cas de
CHC, a montré une association entre la surexpression tissulaire du GPC-3, par marquage
immunohistochimique sur des biopsies hépatiques, a des caractéristiques histologiques
tumorales agressives, a la progression de la tumeur, a des métastases et a une survie globale
plus faible (H. Liu et al. 2018). Toutefois, la biopsie hépatique s’inscrit dans une procédure de
diagnostic invasif, associée parfois a des complications, telles que des hémorragies
intrahépatiques et une dissémination tumorale dans la circulation sanguine périphérique
(Louha et al. 1999; EASL 2018b). Ainsi, le développement de nouvelles méthodes de
diagnostic basées sur I'utilisation de biomarqueurs sériques associés a I’imagerie, permettrait
d’éviter toute complication liée a la biopsie et pourrait étre un outil de diagnostic rapide et

moins couteux que la biopsie.

En 2013, notre équipe de recherche a montré que le taux sérique du SDC-1, a une valeur
supérieure a 50 ng/mL, est associé a un risque élevé de récidive tumorale chez les patients
atteints de CHC précoce traités par ablation par radiofréquence. De plus, chez les patients

atteints d'un CHC avance, les taux sériques du SDC-1 ont été associés de maniére
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significative a un mauvais pronostic (Nault et al. 2013). Une autre méta-analyse incluant 19
études a révélé une sensibilité supérieure du taux serique du GPC-3 pour le diagnostic du
CHC (sensibilité de 55 % ; spécificité de 84%) par rapport & I'AFP (sensibilité de 35% ;
spécificité de 88%) (Chia, Wong, et Luk 2019). Dans cette méta-analyse, 1’étude du pouvoir
diagnostique du GPC-3 pour le CHC précoce a revélé une sensibilité de 97% (Chia, Wong, et
Luk 2019).

Au niveau extracellulaire, les chaines HS peuvent subir des modifications structurelles
par différentes enzymes, dont I’activité et I’expression ont été associées a la progression du
cancer. En vertu de la capacité des enzymes SULF-1 et SULF-2 a cliver le groupement 6-O-
sulfate donc a modifier la charge globale des chaines HS, ces enzymes modulent de
nombreuses voies de signalisation, telles que la voie Wnt/B-Caténine (qui joue un rdle central
dans la cancérogenése hépatique), en libérant les ligands séquestrés par les HSPG (Wnt dans
ce cas) (R. Pang et al. 2004; Singer et al. 2015). L’expression génique et tissulaire de SULF-1,
analysées sur des biopsies, est diminuée dans 75% des cancers de 1’ovaire (Narita et al. 2006).
De maniére similaire, une abolition de 1’expression de SULF-1 a été retrouvée dans les
lignées de cellules cancéreuses déeriveées du CHC (J. Lai et al. 2003). En revanche, SULF-2 est
retrouvée surexprimée dans des biopsies de CHC et dans d’autres types de cancer tels que le
cancer de l'cesophage et 1’adénocarcinome du canal pancréatique (J.-P. Lai et al. 2010; Lui et

al. 2012; Alhasan et al. 2016).

L’HPSE est capable de cliver les chaines HS en fragments d’environ 5-7 kDa, composés
de 10 a 20 unités saccharidiques (I. Vlodavsky et Friedmann 2001a; Gingis-Velitski et al.
2004). La libération de ces fragments de chaines HS liés a des HBP tels que le HGF et le
VEGF, favorisent la fixation de ces derniers a leurs récepteurs a la surface cellulaire, activant
ainsi des voies de signalisation impliquées dans la prolifération et I’angiogenése (Coombe et
Gandhi 2019). Une augmentation de 1’expression de I’HPSE est retrouvée dans le cancer du
poumon non a petites cellules et est en corrélation avec I’apparition de métastases
ganglionnaires (Fernandes dos Santos et al. 2014). De maniére similaire, une augmentation de
I’expression de I’HPSE a été retrouvée dans les lignées de cellules cancéreuses dérivées du

CHC (X.-P. Chen et al. 2015).

Ainsi, dans mes travaux de thése, nous souhaitions évaluer 1’association potentielle
entre les niveaux circulants du SDC-1, du GPC-3, et des enzymes SULF-1, SULF-2 et HPSE

avec l'apparition d’'un CHC chez 287 patients atteints de cirrhose alcoolique. Ces patients
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étaient suivis pour un dépistage prospectif du CHC puis classés selon lI'absence ou la présence
d'un CHC précoce ou avancé a la date d'inclusion. Cette méme cohorte de patients avait été
inclue dans 1’étude publiée en 2013 par notre équipe de recherche (Nault et al. 2013).

Seules quelques études ont évalué les taux sériques de I’enzyme SULF-2 dans les
maladies hépatiques. Une premiére étude a observé une augmentation significative du taux
sérique de SULF-2 chez des patients atteints de cirrhose, avec cependant de faibles effectifs
de patients: n=19 VHC et n=15 liée a l'alcool par rapport aux "sujets sains" (volontaires)
(n=37) (Singer et al. 2015). Dans cette étude, utilisant un kit ELISA "maison", Singer et ses
collaborateurs ont observé une augmentation d'environ 50% entre les valeurs médianes de
SULF-2 sérique dans le groupe de patients cirrhotiques par rapport au groupe de sujets sains
(1050 pg/mL vs 703 pg/mL). Parmi les patients atteints de cirrhose, les valeurs médianes de
SULF-2 sérique des patients atteints de cirrhose alcoolique (1010 pg/mL) et des patients
atteints de cirrhose liée au VHC (1100 pg/mL) présentaient une augmentation similaire par

rapport aux sujets sains (Singer et al. 2015).

Notre étude n'inclut pas de sujets sains puisque tous les patients inclus dans notre
cohorte d’étude sont cirrhotiques. Les résultats que j’ai obtenus montrent que les niveaux
sériques de SULF-2 sont associés au score de Child-Pugh, estimant le degré de sévérité de la
cirrhose. Ces résultats ont également montré une augmentation significative du taux de SULF-
2 (supérieur a 65 ng/mL) dans le sérum des patients avec un CHC avancé. De maniere
cohérente avec notre étude, Zaghoul et ses collaborateurs ont observé une augmentation du
taux sérique de SULF-2 chez les patients atteints de CHC comparativement aux patients
atteints de cirrhose (Zaghloul et al. 2015). Comme les taux sériques de cette enzyme ne sont
pas élevés chez les patients atteints de CHC précoce, elle ne semble pas utile a des fins de
diagnostic. En effet, le diagnostic du CHC précoce est le parametre le plus pertinent sur le
plan clinique, car jusqu’a présent, seul ce sous-groupe de patients peut bénéficier d'un

traitement curatif (A. Huang et al. 2020).

Dans I'ensemble, nos résultats montrent que 1’augmentation du taux sérique de SULF-2
(> 65ng/mL) a une valeur pronostique chez les patients atteints de cirrhose alcoolique, en
particulier, une durée de survie plus courte chez les patients atteints de CHC avancé. Les
niveaux circulants de SULF-2 sont en effet associés au score de Child-Pugh C et prédisent le

risque de déces a court terme. A I’exception de notre étude et a 'heure actuelle, seules les
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études portant sur I'expression de SULF-2 par immunohistochimie ont révélé une valeur
pronostique de cette enzyme dans le CHC et dans d’autres types de cancer tels que le cancer
de l'eesophage et I’adénocarcinome du canal pancréatique (J.-P. Lai et al. 2010; Lui et al.
2012; Alhasan et al. 2016).

Alhasan et ses collaborateurs ont évalué la valeur pronostique de SULF-2 dans une
cohorte de 93 patients ayant subi une résection d’adénocarcinome du canal pancréatique et ont
observé une augmentation de I'expression de SULF-2, par immunohistochimie, au niveau des
biopsies. Ainsi, dans cette étude SULF-2 a été proposé comme un biomarqueur de mauvais
pronostic, lié au stade de la tumeur, a I'invasion vasculaire et a la diminution de la survie
globale (Alhasan et al. 2016).

Dans notre étude, nos résultats semblent caractériser le taux sérique de SULF-2 plutét
comme un marqueur de séverité des lésions hépatiques que comme un marqueur de CHC.
Dans le but de connaitre 1’origine tissulaire et cellulaire de I’enzyme SULF-2 retrouvée dans
le sérum, il serait intéressant de corréler le taux sérique de cette enzyme a son expression

tissulaire dans le foie par immunohistochimie dans des biopsies hépatiques.

Les fonctions de SULF-2 en tant qu'enzyme de modification des chaines HS et la
présence des HSPG au niveau de la membrane cellulaire sont trés liées. Une étude a montré
que la surexpression de SULF-2 par des outils moléculaires (vecteurs plasmidiques) a la fois
in vitro sur une lignée cellulaire d’hépatome humain (Hep3B) et in vivo en utilisant un modele

de xénogreffe, induit une augmentation de I'expression du GPC-3 (J.-P. Lai et al. 2008).

Dans notre étude, nous avons observé une modeste corrélation positive entre les taux
sériques de SULF-2, GPC-3 et SDC-1. L’étude de la valeur pronostique du taux sérique de
SULF-2 en association avec le taux sérique du SDC-1 et du GPC-3 a montré que la
combinaison des valeurs sériques supérieures a la médiane de ces trois biomarqueurs (SULF2
>65,2 ng/mL, GPC-3 >2,5 ng/mL et SDC-1 >50 ng/mL) était associée a un fort risque de
déceés chez les patients atteints de CHC avancé. De plus, les niveaux sériques de SULF-2
semblent rester discriminants si I'on prend en compte séparément les sous-groupes de patients
ayant un taux sérique elevé de GPC-3 (p=0,0699) ou de SDC-1 (p=0,0414), ce qui confirme
que SULF-2, en combinaison avec le GPC-3 et le SDC-1, posséde une valeur pronostique

supplémentaire en tant que biomarqueur dans le CHC avancé.
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La valeur diagnostique et pronostique des enzymes SULF-1 et HPSE doit étre étudiée
en parallele dans le CHC. Malheureusement, durant ma these, je n’ai pas pu valider
’utilisation des kits ELISA (anti-HPSE LS-F21251 et anti-SULF-1 LS-F8340, LS-Bio), en
raison de la non proportionnalit¢ de la gamme d’étalonnage et 1’utilisation des kits (anti-
SULF-1 SEH108Hu et anti-HPSE SEA711Hu (Clone-Cloud Corp)) en raison de la non
linéarité des dilutions de sérum. A ce jour, aucune étude incluant le dosage de I’enzyme
SULF-1 au niveau sérique n’a été publiée. Nous avons également essayé de mettre au point le
dosage de I’activité¢ enzymatique de I’HPSE dans le sérum des patients avec le kit “heparan
degrading enzyme assay“ (MK412, TAKARA Bio). Ce kit est basé sur la propriété des
chaines HS biotinylées a se lier au FGF fixé a une surface (plaque 96 puits). Lorsque les
chaines HS sont dégradées par I’HPSE, elles perdent la capacité de liaison au FGF. Ainsi,
l'activité enzymatique de I’HPSE est quantifiée, de maniére indirecte, en comparant la
quantité de chaines HS, non clivées, liées au FGF par rapport a un échantillon contréle sans
HPSE. La détection se fait par une méthode colorimétrique utilisant la biotine des chaines HS
comme substrat. Malheureusement, 1’activité de I’HPSE n’a pas été détectée dans le sérum

des patients.

De nombreuses études ont montré qu’en plus de la modification de 1’expression des
HSPG, la composition disaccharidique des chaines HS est tres dynamiques et varie
considérablement selon le type cellulaire exprimant ces chaines HS et les conditions
physiopathologiques. Ceci est particulierement bien démontré pour les disaccharides 6-O-
sulfatés qui subissent des changements structurels significatifs dans des processus

physiologiques tels que le vieillissement, ainsi que dans des pathologies telles que le cancer.

Par exemple, il a été montré que le vieillissement était associé a des changements dans
I’expression et la structure des chaines HS du myocarde chez le rat. En effet la quantification
et I’analyse disaccharidique des chaines HS extraites a partir du ventricule gauche de rats de 4
et 24 mois a montré que la quantité des chaines HS augmente avec le vieillissement, passant
de 406 ng/mg de tissu a 4 mois a 534 ng/mg a 24 mois. Parmi les disaccharides monosulfatés,
une diminution significative des disaccharide N-sulfatés [AUA-GICNS] et 2-Osulfatés
[AUA(2S)-GIcNAC] a été observée. En revanche, ils observent une augmentation importante
des disaccharides 6-O-sulfatés [AUA-GICNACc(6S)] (Huynh et al. 2012).
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Pour ce qui est des études sur le cancer, il a par exemple été montré avec une analyse
structurale des chaines HS dans une lignée d’adénome du célon humain que la progression de
I'adénome vers le carcinome (induite chimiquement in vitro) est associée a une diminution des
unités saccharidiques 2-O-sulfatées de 33% [AUA(2S)-GIcNAc] et N-sulfatées de 20%
[AUA(2S)- GIcNS] et une augmentation des unités saccharidiques 6-O-sulfatées de 24%
(Jayson et al. 1998).

Ces modifications structurelles modulent les propriétés de liaison des chaines HS avec
de nombreux ligands (HBP), ayant ainsi de grandes conséquences sur I'évolution des
pathologies (EI Masri et al. 2020).

Le microenvironnement inflammatoire joue un rdle essentiel dans la prolifération et
I'invasion tumorale de divers cancers, dont le CHC, et est associé a un mauvais pronostic
(Michalaki et al. 2004; Charles et al. 2009; Jang et al. 2012). Parmi les facteurs sécrétés par
les cellules associées a ce microenvironnement, le TNF-o a été identifié comme un médiateur
clé de l'inflammation régulant le microenvironnement tumoral et donc, la progression
tumorale (Brenner, Blaser, et Mak 2015). Il a été montré que le TNF-a est surexprimé dans le
CHC par rapport au foie sain et il est élevé dans le sérum des patients atteints de CHC (Y. S.
Huang et al. 1999 ; X.-L. Liu et al. 2013). A ce jour, I'impact d’un environnement
inflammatoire sur les caractéristiques aux plans qualitatif et quantitatif des chaines HS dans le
CHC n’est pas connu. Ainsi, nous avons étudié¢ dans un modele d’hépatome humain (Huh7)
les effets du TNF-o sur l'expression des enzymes de biosynthése et de modification des

chaines HS et leurs conséquences sur les caractéristiques de ces chaines HS.

Nos résultats montrent que le TNF-a est associé a une augmentation de la quantité totale
des chaines HS de pres d’un facteur 3, passant de 130,31 a 381,24 ng/million de cellules dans
les cellules Huh7, mais n’a aucun effet sur I’expression des chaines HS membranaires mises
en évidence par un anticorps anti-HS (clone 10E4), spécifique du groupement NS sur les
chaines HS. Paralléelement, le TNF-a n’a aucun effet sur I’expression membranaire du SDC-1
et du SDC-4 (HSPG majeurs de notre modele cellulaire). En revanche, on observe une
augmentation des niveaux protéiques intracellulaires du SDC-1 et SDC-4 qui est associée a
une diminution du clivage «shedding » de I'ectodomaine de ces deux HSPG due a une
régulation négative de l'activité de la MMP-2 et MMP-9 associée a ce traitement par le TNF-

a. Nous avons ensuite émis I'nypothese que I'augmentation du SDC-1 et du SDC-4 au niveau
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intracellulaire est due a leur endocytose, ce qui pourrait suggérer que 1’augmentation de la
quantité des chaines HS est plut6t intracellulaire. Ainsi, pour confirmer cette hypothése, les
cellules Huh7 ont été traitées au TNF-a avec ou sans inhibiteurs d’endocytose, a savoir le
dynasore, un inhibiteur de la dynamine essentielle a I'endocytose médiée par la clathrine, la
cytochalasine D, un inhibiteur de la polymérisation de l'actine, qui bloque a la fois la
phagocytose et la macropinocytose dépendantes de l'actine, et la filipine, un inhibiteur de

I’endocytose médiée par les cavéoles.

Nos résultats montrent que le TNF-a induit l'internalisation du SDC-1 par une voie
d’endocytose dépendante de la clathrine et I'internalisation du SDC-4 totalement par
macropinocytose dépendante de l'actine comparativement aux cellules non traitées ou
I’internalisation du SDC-4 est médiée partiellement par une voie d’endocytose dépendante de

la clathrine et principalement par macropinocytose dépendante de I'actine.

Il semblerait que le processus d'endocytose des HSPG dépend davantage du ligand
extracellulaire qui s’y fixe que du type d'HSPG, ce qui explique pourquoi I'endocytose des
HSPG n'est pas confinée a une seule voie (Mandarini et al. 2020). En effet, il a été montré que
la fixation du FGF-2 aux chaines HS du SDC-4 permet la formation d’un complexe
ternaire SDC-4/FGF/FGFR qui peut étre internalisé par macrocpinocytose (voie majoritaire)
et par endocytose clathrine-dépendante (voie minoritaire). L’internalisation de ce complexe
ternaire est a I’origine de ’activation de la voie de signalisation MAPK dépendante du FGFR
depuis 1’endosome (Elfenbein et al. 2012; Elfenbein et Simons 2013). Le SDC-4 a également
¢été impliqué dans la régulation de l'internalisation de 1’intégrine-B1 par une voie d’endocytose
médiée par la clathrine et les cavéoles dans le contexte de la cicatrisation (Elfenbein et
Simons 2013). 1l est donc probable que le SDC-4 puisse affecter plusieurs voies d'endocytose,
en fonction du signal en amont ¢’est-a-dire du type de HBP se liant aux chaines HS du SDC-4
(Elfenbein et Simons 2013). Zong et ses collaborateurs ont montré que le SDC-1 et le FGF-2
sont colocalisés avec I’HPSE dans le noyau des cellules tumorales mésenchymateuses,
pouvant jouer un role dans la prolifération et I’invasion tumorale (Zong et al. 2009). Il reste
tout de méme important d’identifier le role du SDC-1 et du SDC-4 au niveau intracellulaire

(aprés internalisation) dans notre dans notre modele cellulaire Huh7.

Dans notre étude, lI'analyse de la composition saccharidique des chaines HS par La

chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC) couplée a de la fluorescence,
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une méthode quantitative hautement sensible et précise, a révélé que le TNF-a affecte la
structure des chaines HS dans les cellules Huh7. En effet, on retrouve une diminution de 8,5
fois du pourcentage des disaccharides non sulfatés N-acétylés [AUA-GICNAC] et une trés
légéere augmentation du pourcentage des disaccharides monosulfatés [AUA-GICNS] de 2%,
avec une augmentation plus marquée de 1,8 fois des [AUA-GICNACc(6S)], une augmentation
de 2 fois des disaccharides disulfatés [AUA-GICNS(6S)], avec une apparition minime des
disaccharides [AUA(2S)-GIcNACc(6S)] (absents dans les cellules non traitées) et enfin une
augmentation de 2,3 fois des disaccharides trisulfatés [AUA(2S)-GIcCNAc(6S)]. Ces
disaccharides trisulfatés se trouvent essentiellement dans les domaines hautement sulfatés

(domaines S) des chaines HS et sont trés abondants dans 1’héparine (Uchimura et al. 2006).

Dans l'ensemble, ces résultats montrent que l'augmentation de la quantité totale des
chaines HS s'accompagne de changements structurels impliquant une augmentation de la 6-O-
sulfatation (~30%), de la N-sulfatation (~25%) et de la 2-O-sulfation (~18%), avec une
sulfatation globale de ces chaines plus élevée d’environ 75%. En accord avec nos résultats, il
a été décrit précédemment une augmentation des motifs saccharidiques sulfatés (N-, 3-O-, 2-
O- et 6-O-sulfatés) sur les chaines HS dans les biopsies de CHC (mis en évidence par
anticorps) (Tatrai et al. 2010). Cependant, dans 5 biopsies de CHC sur 7, une modeste
diminution de la 6-O-sulfatation des chaines HS, comparativement aux biopsies de foie sain, a

été mise en évidence par HPLC (Tatrai et al. 2010).

Les SULFs catalysent la 6-O-désulfatation des chaines HS avec une forte préférence
pour les disaccharides trisulfatés [AUA(2S)-GICNS(6S)] (Uchimura et al. 2006). De maniére
intéressante, I’analyse de 1’expression génique de SULF-2 a montré que le TNF-a induit une
diminution de D’expression de 1’enzyme en ARNm de 17%, ce qui pourrait expliquer
I’augmentation de la 6-O-sulfatation des chaines HS dans les cellules Huh7.
Malheureusement, nous n’avons pas pu mettre au point 1’é¢tude de I’expression protéique de
I’enzyme SULF-2 par western blot avec les difféerents anticorps anti-SULF-2 commercialisés
(Anticorps anti-SULF-2 (clone 8G1, MABC-586) Merck Millipore, anticorps anti-SULF-2
(clone G-4, sc-271772) Santa Cruz Biotechnology et anticorps anti-SULF-2 (ab232835)
Abcam). Le manque de spécificité des anticorps induit un marquage semblable a une

coloration des proteines au rouge Ponceau.
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En ce qui concerne I’expression génique de SULF-1, Lai et ses collaborateurs ont
montré que son expression est abolie dans les lignées d’hépatome humain Huh7, HepG2 et
Hep3B (J. P. Lai et al. 2008). Ce resultat a été confirmé par qRT-PCR dans notre modele

cellulaire Huh7 ou on ne retrouve aucune amplification génique de SULF-1.

La 3-O-sulfatation est la derniere étape dans la maturation des chaines HS au cours de
leur biosynthése. Elle est relativement rare et représente genéralement moins de 1 % du total
des unités disaccharidiques (Mochizuki et al. 2020). Tétrai et ses collaborateurs ont mis en
évidence, par immunomarquage, une augmentation de 1’épitope 3-O-sulfaté sur les biopsies
de CHC (Taétrai et al. 2010). Nous n’avons pas pu mettre en évidence la présence de motifs
saccharidiques 3-O-sulfatés sur les disaccharides analysés par HPLC car les standards 3-O-
sulfatés ne sont pas commercialisés. De plus, lors de la préparation des échantillons a analyser
par HPLC, I’utilisation d’un mélange de trois lyases (héparinase, héparitinase I et héparitinase
I1) permet la digestion des chaines HS presque entierement en disaccharides, a I'exception de
liaison glucosaminidique adjacente aux unités [GICA-GICNS(3S) = (6S)]. Les motifs
saccharidiques 3-O-sulfatés résistent a la digestion et donnent des tétrasaccharides insaturés
(Mochizuki et al. 2020). Seule I’enzyme HPSE clive la liaison glucuronidique des unités
[GICA-GICNS(3S) = (6S)] dans l'extrémité réductrice de la chaine HS et libere les
monosaccharides GICNS(3S) = (6S). Le GIcA non sulfaté est un résidu essentiel dans la
réaction de clivage (Mochizuki et al. 2020). Dans notre modele cellulaire, le TNF-ao induit une
augmentation de 1’expression génique de I’HPSE de 1,9 fois. De maniére similaire, une
augmentation de I’ARNm de 'HPSE d’un facteur 2 a été retrouvée dans les biopsies de CHC

comparativement au foie sain (Tatrai et al. 2010).

Enfin, en ce qui concerne I'élongation des chaines HS qui est une étape importante de la
biosynthése des HSPG avec notamment I’intervention des enzymes EXT1 et EXT2. Cette
derniére est régulée par plusieurs mécanismes, y compris des changements dans les niveaux
d'expression des génes (Annaval et al. 2020). De ce fait, nous avons émis I'hypothése que les
modifications des chaines d'HS induites par le TNF-o pouvaient étre liées a l'effet de la
cytokine sur l'expression génique des enzymes impliquées dans la biosynthése et la
modification des HS. Notre étude a démontré que le TNF-o induit une augmentation de
I’expression génique des enzymes EXT-1, EXT-2, NDST-1 et NDST-2, ce qui est cohérent
avec |’augmentation de la quantité de chaines HS dans les cellules Huh7 traitées par le TNF-

a. Il serait intéressant d’étudier 1’expression génique des enzymes O-sulfotransférases
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impliquées dans la O-sulfatation des chaines HS au cours de leur biosynthése. Ce travail sera

poursuivi en collaboration avec 1’équipe du Pr Fabrice Allain a Lille.

Dans la continuité de ce travail, il serait utile de compléter notre étude par la mise en
évidence de la localisation plus précise des chaines HS au niveau cellulaire par
immunocytochimie. Pour cela, nous pourrions utiliser des anticorps ciblant différents
groupements sulfate (N-, 3-O-, 2-O- et 6-O-sulfate). Pour cela, il serait judicieux d’initier une
collaboration avec 1’équipe du Pr Toin H. van Kuppervelt (Nijmegan, Pays-Bas) qui a
développé I’anticorps HS3AS8 (ciblant les groupements N-, 2-O et 6-O-sulfate), 1’anticorps
HS4C3 (ciblant, en plus des autres groupements, le groupement 3-O-sulfate) et 1’anticorps
controle MPB49. 11 serait également intéressant de faire mise au point d’extraction et de
dosage des chaines HS membranaires, intracellulaires et matricielles (par fractionnement) et
d’étudier leur structure par HPLC qui est une méthode plus précise que I'utilisation des
anticorps ciblant les différents groupements sulfate. Par la suite, il serait envisageable
d'étudier I’affinité de liaison des chaines HS aux HBP, telles que les chimiokines CXCL12 et
CCLS5, par résonance plasmonique de surface (SPR, Biacore). En effet, les études précédentes
de notre laboratoire ont montré que les chimiokines CXCL12 et CCL5 exercaient des effets
biologiques pro-tumoraux dans un modéle de cellules d’hépatome humain (Sutton, Friand,
Brulé-Donneger, et al. 2007; Sutton, Friand, Papy-Garcia, et al. 2007). Nous avons effectué
cette expérience de Biacore sur les GAGs totaux extraits a partir des cellules Huh7 traitées ou
non au TNF-a par dialyse, une méthode d’extraction décrite par Barbosa et ses collaborateurs
(Barbosa et al. 2003). Malheureusement, la fixation des GAGs a la chimiokine CXCL12
(nécessitant la présence de groupements 6-O-sulfate au niveau des unités saccharidiques des
chaines HS) n’est pas reproductible en raison de la présence de Na® (issu du NaCl,
indispensable a I’extraction) associé¢ aux GAGs. L’extraction des GAG par dialyse ne garantit
pas un degré de pureté élevé comparativement aux colonnes de chromatographies
¢changeuses d’anions (utilisées pour ’'HPLC). Nous envisageons donc de renouveler cette
expérience d’extraction de GAG a partir de cellules d’hépatome humain traitées ou non avec
du TNF-a par chromatographie échangeuse d’anions puis de mesurer leurs affinités pour les
chimiokines par SPR.

Sur le plan clinique, 1’étude de la quantité des chaines HS et leur structure
disaccharidique sur des biopsies de foie a différents stades de la maladie hépatique et pour

différentes étiologies pourrait aider a mettre en évidence le role fonctionnel des chaines HS

153



dans le développement et la progression du CHC en prenant en compte 1’étiologie, car les
mécanismes moléculaires des lésions hépatiques déclenchant les maladies hépatiques
chroniques ne sont pas les méme. Il reste tout aussi important d’associer ces données a
I’expression tissulaire et aux concentrations sériques des HSPG et des enzymes de
modifications des chaines HS.

A terme, ce projet pourrait déboucher sur le développement de thérapies innovantes, basées
sur I'utilisation de mimétiques de GAG de synthese, désignés avec des longueurs et des
motifs de sulfatation variables en fonction du stade et de 1’étiologic de la maladie hépatique a
traiter, ciblant les enzymes de modification des chaines HS ou les HBP qui jouent un r6le clé

dans les processus tumoraux.

Pour conclure :

Sur le plan fondamental, ces travaux de these mettent en évidence que le TNF-a est
impliqué dans la régulation de I’expression des enzymes de biosynthese et de modification
des chaines HS dans un mod¢le d’hépatome humain Huh7, ayant pour conséquence une
modification structurale des chaines HS, une augmentation de la quantité des chaines HS
intracellulaires qui serait associée a une internalisation du SDC-1 et du SDC-4, dont le rdle,

lié aux mécanismes de cancérogenése hépatique, reste a déterminer au niveau cellulaire.

Sur le plan bioclinique, 1’étude du potentiel diagnostique et pronostique de 1’enzyme
SULF-2 dans le sérum des patients atteints de cirrhose alcoolique avec ou sans CHC, a
montré que ’augmentation du taux sérique de SULF-2 a une valeur pronostique chez les
patients atteints de cirrhose alcoolique, en particulier, une durée de survie plus courte chez les
patients atteints de CHC avancé. Ainsi, notre étude a permis de caractériser le taux sérique de
SULF-2 plutét comme un marqueur de séverité des lésions hépatiques que comme un

marqueur de CHC.

Ainsi, ces travaux de thése permettent d’ouvrir des perspectives sur 1’utilisation des
HSPG et des enzymes de modifications des chaines HS, en association avec les facteurs de
risque génétiques, comme des outils de diagnostic et de pronostic du CHC et comme cibles

thérapeutiques dans le traitement du CHC.
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Abstract

Atherosclerosis, in the ultimate stage of cardiovascular diseases, causes an obstruc-
tion of vessels leading to ischemia and finally to necrosis. To restore vascularization
and tissue regeneration, stimulation of angiogenesis is necessary. Chemokines and
microRNAs (miR) were studied as pro-angiogenic agents. We analysed the miR-126/
CXCL12 axis and compared impacts of both miR-126-3p and miR-126-5p strands
effects in CXCL12-induced angiogenesis. Indeed, the two strands of miR-126 were
previously shown to be active but were never compared together in the same experi-
mental conditions regarding their differential functions in angiogenesis. In this study,
we analysed the 2D-angiogenesis and the migration assays in HUVEC in vitro and in
rat's aortic rings ex vivo, both transfected with premiR-126-3p/-5p or antimiR-126-
3p/-5p strands and stimulated with CXCL12. First, we showed that CXCL12 had pro-
angiogenic effects in vitro and ex vivo associated with overexpression of miR-126-3p
in HUVEC and rat's aortas. Second, we showed that 2D-angiogenesis and migration
induced by CXCL12 was abolished in vitro and ex vivo after miR-126-3p inhibition.
Finally, we observed that SPRED-1 (one of miR-126-3p targets) was inhibited after
CXCL12 treatment in HUVEC leading to improvement of CXCL12 pro-angiogenic po-
tential in vitro. Our results proved for the first time: 1-the role of CXCL12 in modula-
tion of miR-126 expression; 2-the involvement of miR-126 in CXCL12 pro-angiogenic
effects; 3-the involvement of SPRED-1 in angiogenesis induced by miR-126/CXCL12
axis.
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1 | INTRODUCTION

3 BAtherosc[erosis is a vascular pathology leading to the partial or

the total obstruction of the blood vessels and flow perturbation,
the decrease in oxygen and nutrients leading to ischemia, cell
death and finally to the tissue necrosis. To prevent the necrosis
and induce tissue regeneration, angiogenesis needs to be initi-
ated. This physiological process, which involves endothelial cells
(EC) response to several stimuli, consists of cell proliferation, mi-
gration and cell-to-cell interactions to form functional vessels. In
an ischemic tissue, the oxygen decrease allows the synthesis of
pro-angiogenic factors secreted by adjacent EC in order to stim-
ulate angiogenesis. Among these factors, Vascular Endothelial
Growth Factor (VEGF)-A and Fibroblast Growth Factor (FGF)-2
bind to their tyrosine kinase receptors to induce intracellular
signalling pathways involved in angiogenesis.! The chemokines
are the small soluble proteins belonging to the family of che-
moattractant cytokines that are secreted in ischemic areas.??
Interestingly, we and others have already shown that chemok-
ines can also be involved in angiogenesis.*> CXCL12 (SDF-1a)
presence in the ischemic tissue allows for the recruitment of en-
dothelial progenitor cells leading to local reendothelialization.®
In addition, CXCL12 stimulates angiogenesis by binding to their
specific seven transmembrane domains receptors coupled to
G proteins, such as CXCR4 or CXCR7. This binding induces the
intracellular signalling pathways involved in angiogenesis such
as the MAPK Erk1/2.” This phenomenon can also be stimulated
by modulation of microRNA (miRs) expression.B miRs are small,
single-stranded, non-coding RNAs involved in the regulation of
gene expression. By binding to their specific targeted mRNAs,
they can induce their total degradation or repress their protein
translation.? Over the last few years, miRs have been exten-
sively studied in the context of angiogenic processes. Indeed,
three classes of miRs could be dissociated: pro-angiogenic miRs,
anti-angiogenic miRs and miRs with a dual role.!? Among them,
miR-126, strongly expressed in EC, has been found to be im-

1112 miR strand selection determines

plicated in angiogenesis.
which one of the two strands (=5p or =3p) becomes the active
strand, and this varies according to cell type and disease state.'®
Interestingly, it was previously shown that both strands of miR
can be functional and have different targets.'*'® In some miR
species, including miR-126, both the passenger strand (miR-
126-5p) and guide strand (miR-126-3p) have been shown to im-
prove the biological effects, complicating the interpretation of
their action.*® The pro-angiogenic role of miR-126-3p has been
extensively studied. Indeed, it is implicated in the Erk1/2 sig-
nalling pathway induced by VEGF-A through a repression of the
protein SPRED-1'7 whose role is to inhibit the expression of the
small protein G Ras.’® Although mainly degraded, miR-126-5p
has also demonstrated its pro-angiogenic role in vitro, but also
in vivo by reduction of intimal hyperplasia and by stimulation
of EC proliferation.'” In EC, the link between miR-126-3p and
chemokine CXCL12 has been already demonstrated.?° Indeed,

we have previously shown that overexpression of miR-126 led
to an increase of CXCR4 protein expression, a CXCL12's recep-
tor.?! Finally, overexpression of miR-126 caused an increase of
CXCL12 synthesis by EC.%°

The originality and interest of our study was to compare in the
same experimental conditions the effect of both miR-126-3p and
-5p strands in two in vitro and ex vivo angiogenesis models. Also,
our aim was to determine whether the modulation of their expres-
sion (MiR-126-3p and -5p) is involved in the vascular tube formation
induced by CXCL12.

2 | MATERIALS AND METHODS
2.1 | Cell culture

Human umbilical vascular Endothelial Cells: HUVEC (ATCC® CRL-
1730TM) were cultured in Endothelial Cell basal medium 2 (ECBM2,
ref C22211, Promocell) and supplemented with 12% of Foetal Bovine
Serum (to induce cell division every 16 hours), 5 ng/mL Epidermal
Growth Factor, 0.2 pg/mL hydrocortisone, 0.5 ng/mL VEGF, 10 ng/
mL bFGF, 20 ng/mL Insulin like Growth Factor, 1 pg/mL ascorbic acid
and 100 Units/mL of penicillin and 100 pg/mL of streptomycin. The
cells were cultured in an incubator at 37°C under a controlled atmos-
phere of 5% CO,,.

The HuH7 human hepatoma cell line was grown in Dulbecco's
minimal essential medium supplemented with glucose (1 g/L), 10%
of Foetal Bovine Serum, streptomycin (100 Ul/mL) and penicillin
(100 UI/mL) (Invitrogen). Cells were grown at 37C in disposable plas-
tic flasks, in a humidified 5% CO,. The medium was replaced twice
weekly, and cells were trypsinized and diluted every 3 days at a ratio
of 1:3.

2.2 | Animal model

Aortas from euthanized Sprague-Dawley rats (Janvier Labs) were
harvested. Animals were anesthetized by intraperitoneal pento-
barbital injection (60 mg/kg) and sacrificed by abdominal artery
section. Experimental protocol was realized in accordance with
the European Communities Council Directive of September 22,
2010 (2010/63/EV) for animal care. Experiments were performed
in Université Sorbonne Paris Nord (Bobigny, FRANCE, agreement
number A 9300801). Tissues were recovered from euthanized
animals obtained from the laboratory of Prof. Carole PLANES
(INSERM U1272, Université Sorbonne Paris Nord), whose research
protocol was approved by the institutional reviewing with animal
experimentation and accorded with animal welfare guidelines
(Ministére Francais de I'Enseignement Supérieur, de la Recherche
et de I'lnnovation, Paris, FRANCE) (CEEA - 005; Comité d’éthique
en expérimentation animale Charles Darwin; C2EA-06, authoriza-
tion C9300801, authorization APAFIS #8150, approved on august
2017, the 8th).
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2.3 | Western blot

For the analysis of SPRED-1 protein expression, 20 pg of total pro-
teins were loaded on a 7% poly-acrylamide gel and then transferred
to a nitrocellulose membrane (ref 10600001, GE Healthcare). The
membranes were saturated twice 1-hour with baths containing
TBS/T (TBS, 0.1% Tween 20) and 5% milk. An anti-SPRED-1 (E-5)
antibody (sc-393198, Santa Cruz) was added diluted to 1/500e in
TBS/T and 5% milk overnight. The detection was made by incuba-
tion with a secondary goat anti-mouse antibody diluted to 1/2000e
(ref PO44701, DAKO) for 1 hour and then by adding the ECL solu-
tion (Pierce® ECL Western Blotting Substrate #32106) and digital
reading using Chemidoc apparatus and the Image Lab 4.2 software
(Bio-Rad).

2.4 | Transfection

HUVEC were transfected with premiR-126-3p (Assay ID PM2841,
Fisher Scientific), premiR-126-5p (Assay ID PM10401, Fisher
Scientific), antimiR-126-3p (Assay ID AM10401, Fisher Scientific),
antimiR-126-5p (Assay ID AM12841, Fisher Scientific) or scramble
negative control (SCL) at the concentration of 20 nmol/L in the pres-
ence of INTERFERIn transfection reagent according to the manufac-
turer's instructions (Polyplus) and incubated for 24 hours at 37°C
with 5% CO,. Cells were then harvested for further analysis.

2.5 | gRT-PCR

Total RNAs from transfected or not transfected HUVEC were iso-
lated using the RNeasy® Plus minikit (QIAGEN) according to the
manufacturer's instructions. The purity of total RNAs was analysed
by measuring the 260/280 and 260/230 nm optical density ratios.
Reverse Transcription was performed using 1pg of total RNA using
High Capacity cDNA Synthesis Kit (Applied Biosystem) according to
the manufacturer's instructions. For reverse transcription of miR-
126-3p, miR-126-5p or U6 small nuclear RNA (used as an endoge-
nous control for miR expression), specific RT primers were added to
the master mix. Finally, PCR reactions were performed with Tagman
Universal Master Mix (Applied Biosystem) using the following
Tagman primers: miR-126-3p (Hsa-miR-126-3p-Assay ID 002228,
Fisher Scientific), miR-126-5p (Hsa-miR-126-5p-Assay ID 000451,
Fisher Scientific), U6 (U6snRNA-Assay ID 001973, Fisher Scientific).

2.6 | Aorticring assay

To study the role of miR-126 and CXCL12 in ex vivo angiogenesis,
aortas were collected from 5 weeks old Sprague-Dawley rats, frag-
mented into 1 mm rings and put on a layer of Matrigel (ref.354248,
Corning) and then cultured in complete ECBM2 medium containing
2% of FBS (ref.C22211, Promocell) for 48 hours. These rings were

transfected or not by premiR-126 or antimiR-126 (20 nmol/L) for re-
spectively the miR-126-3p or miR-126-5p species for 48 hours and
stimulated or not by CXCL12 at 6 nmol/L (ref.350-NS-050, R&D
system) for 96 hours (2 x 48 hours). Finally, the aortic rings were
fixed with 4% Paraformaldehyde and photographed under phase
contrast microscope to quantify the total coverage area (in mm?),
the quantity of meshes (N) and finally the maximum distance of mi-
gration (in mm).

2.7 | 2D-angiogenesis

To study the role of miR-126 and CXCL12 in vascular tube forma-
tion in vitro, HUVEC were transfected for 18 hours by premiRs-
126 or antimiRs-126 (20 nmol/L) for respectively the miR-126-3p
or miR-126-5p strands. The cells were removed using PBS/EDTA
(10mM) and 7000 cells were deposited on a thin layer of Matrigel
(ref. 354248, Corning) pre-casted in 96-well plates and incubated for
6 hours at 37°C, 5% CO,, stimulated or not by CXCL12 at 6 nmol/L.
The results present quantification of the number of meshes carried
out under a phase contrast microscope by mapping over an entire
well using the Archimede and Histolab software. The representation
of the whole well was done using the reconstitution of the different

fields. The fields were analysed with the Cartograph module of theﬂ

Archimed ™ software. The multifocus module allowed us to acquire
images on different focus planes in order to obtain the clear image
of the whole well. The number of meshes represented by closed
areas surrounded by segments and associated junctions formed by
HUVECs was quantified by manual tracing using the Histolab ™)

software.

2.8 | Migration assay

HUVEC migration was studied using a modified Boyden Chamber.
First, the upper chamber was precoated with fibronectin (100 pg/
mL) overnight at 4°C. After removing the excess of fibronectin,
chambers were saturated with DMEM containing 0.1% BSA for
30 minutes at 37°C, 5% CO,. Then, 5.10* HUVEC transfected or not
were deposited on the upper chamber containing 500 uL of com-
plete ECBM2 medium supplemented with 12% of FBS. Migration
was stimulated by adding 1 mL of complete medium with or with-
out CXCL12 at 6 nmol/L during 24 hours. At the end of the experi-
ment, cells were fixed using 4% of paraformaldehyde, coloured using
haematoxylin-Hemalum and quantification of migrated cells was
performed under phase contrast microscope.

2.9 | Luciferase assay
To study the effect of CXCL12 on egfl7-miR-126 promoter activity,

Huh7 cells were cotransfected with plasmid pGL3Basic-miR-126-
EGFL7-Promoter (Addgene) and control pGL4.73 [hRluc/SV40]
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(Promega) for 24 hours. Then, the cells were stimulated or not by
CXCL12 for 24 hours at 6 nmol/L. Detection of luminescence was
performed using Dual-Glo® Luciferase Assay System (Promega) fol-

lowing the manufacturer's instructions.

2.10 | Statistical analysis

All the results are presented with mean + SEM. For statistical analy-
sis, non-parametric tests were performed using GraphPad Prism
software. Independent sample t tests (Mann and Whitney) were
applied to compare two groups when the data followed a normal
distribution and one-way analysis of variance (ANOVA) was used to

3 | RESULTS

3.1 | CXCL12-induced miR-126 expression in vitro
and ex vivo

We and others showed that miR-126-3p regulates CXCL12 expres-
sion. Knowing that miR-126 is encoded by the egfl7 gene, and in
order to study a potential reverse effect of CXCL12 on miR-126 ex-
pression, we first decided to study the egfl7 promoter activity. The
results showed (Figure 1A) that there was a significant increase of
2.35 + 0.35-fold of promoter activity after stimulation by CXCL12
as compared to untreated cells. To confirm this result, we decided
to analyse the miR-126-3p expression in HUVEC and in rat aortas ex

vivo after CXCL12 (6 nmol/L) stimulation for 24 hours. The results
showed that there was a significant increase of miR-126-3p level up

compare among several groups. P <.05 indicated statistically signifi-

cant differences.
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FIGURE 1 CXCL12-induced miR-126-3p endogenous expression in vitro and ex vivo. A, To study the effect of CXCL12 on egfl7-miR-126
promotor activity, Huh7 were co-transfected with plasmid pGL3Basic-miR-126-EGFL7-Promoter (Addgene) and control pGL4.73 [hRluc/
SV40] (Promega) for 24 h. Then the cells were stimulated or not stimulated by CXCL12 for 24 h at 6 nmol.L' . Detection of luminescence was
performed using Dual-Glo® Luciferase Assay System (Promega). To study the effect of CXCL12 on miR-126 expression level, HUVEC (B) or
rat aortas (C) were stimulated or not stimulated by CXCL12 for 24 h at 6 nmol.L™". After total RNA extraction, miR-126 level expression was
analysed using gqRT-PCR with U6 snRNA as endogenous control. The results are expressed as mean + SEM. Three independent experiments
were performed for in vitro experiments and six for ex vivo experiments. **P <.01 vs Untreated cells; *P <.05 vs Untreated aortas. To
analyse the up and down regulation of miR-126-3p and miR-126-5p, HUVEC were transfected with 20 nmol.L'* of premiR-126-3p, premiR-
126-5p or inhibitors for 24 h. After total RNA extraction, miR-126-3p (D) and miR-126-5p (E) expression levels were analysed performing
gRT-PCR using U6 snRNA as endogenous control. The results are expressed with mean + SEM. Three independent experiments were
performed. **P <.01 vs SCL; *P <.05 vs SCL
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to 88 + 5% when HUVEC were stimulated with CXCL12 as com-
pared to untreated cells (Figure 1B). In addition, in our ex vivo model,
there was a significant increase up to 48 + 32-fold after CXCL12
stimulation as compared to untreated aortas (Figure 1C).

Then, we studied the implications of both strands of miR-126
(miR-126-5p and miR-126-3p) in angiogenesis processes induced
by CXCL12. First, we set up the conditions needed to up-regulate
(premiR) and down-regulate (antimiR) both miRs strands in HUVEC.
The results showed that there was a significant increase of miR-
126-3p level up to 4 + 1.2-fold after premiR-126-3p transfection as
compared to scramble negative control (SCL) (Figure 1D).

Moreover there was an abolition of miR-126-3p level after
antimiR-126-3p transfection. The transfection with both antimiR-
126-3p and antimiR-126-5p (antimiR-3p/5p) induced the same re-
sults. In parallel, there was a significant increase of miR-126-5p level
up to 4.6 + 0.8-fold after premiR-126-5p transfection as compared
to SCL. In addition, miR-126-5p expression was also extinguished
after antimiR-126-5p or both antimiR-126-3p/5p transfection

(Figure 1E). To control the cell viability after the transfection with
all miRs, the MTT tests were performed. The results showed (Data
not shown) that there was no toxicity after any miRs transfection as
compared to SCL control.

Our results demonstrated that CXCL12 enhanced miR-126 ex-
pression and we validated the up- and down-regulation of the vari-
ous miRs species.

The second step of this work was to study the role of these miRs
on HUVEC migration and two-dimensional (2D) angiogenesis test.

3.2 | miR-126-3p increased HUVEC migration and
2D-angiogenesis in vitro

Our results showed that there was a significant increase of HUVEC
migration up to 29.4 + 16% and up to 28.5 + 15% after premiR-
126-3p alone or both premiR-126-3p and premiR-5p (premiR-126-
3p/5p) transfection respectively (Figure 2A) as compared to SCL.
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However, there was no effect on cell migration after premiR-126-5p
alone, antimiR-126-3p alone or both antimiR-126-3p/5p transfec-
tion as compared to SCL.

Then, we studied the effect of the various miRs treatments on 2D-
angiogenesis by analysing the number of meshes formed by HUVEC
on Matrigel layer. The most striking result was a significant increase
of the number of meshes up to 3 + 0.1 fold after premiR-126-3p
transfection as compared to SCL (Figure 2B). In contrast, there was
no significant effect after transfection of premiR-126-5p only. The
transfection of both premiR-126-3p/5p gave an intermediary result
with a significant increase of the number of meshes up to 65 + 16%.
However, this result was significantly lower than with transfection of
premiR-126-3p only, suggesting an inhibitory effect of miR-126-5p
on miR-126-3p pro-angiogenic action. In the case of the inhibitory
treatments, there was a significant decrease of 2D-angiogenesis up
to 42 + 10% after transfection of antimiR-126-3p only as compared
to SCL. Interestingly, the transfection with both antimiR-126-3p/5p
led to a significant decrease of 53 + 15% as compared to SCL. In con-
trast, there wasn't any effect on 2D-angiogenesis after transfection
of antimiR-126-5p only.
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Taken together, our data suggest that miR-126-3p/5p and miR-
126-3p act as positive regulators of HUVEC migration and vascular
tubes formation but miR-126-5p did not seem to have any effect on
this physiological process.

3.3 | miR-126-3p was implicated in CXCL12-induced
HUVEC migration

The next step of our study was to analyse the impact of miR-126
deregulation on HUVEC migration induced by CXCL12. Our results
indicated (Figure 3A) a significant increase of HUVEC migration up
to 24 + 16% when the cells were stimulated by CXCL12 as compared
to SCL. Moreover there was a significant decrease of HUVEC migra-
tion up to 22 + 8% after antimiR-126-3p transfection and CXCL12
stimulation as compared to stimulation with CXCL12 only. In ad-
dition, the results showed that there was a significant increase of
cell migration up to 25 + 7% after premiR-126-5p transfection and
CXCL12 stimulation as compared to the transfection with premiR-
126-5p only. In contrast, there was no effect on HUVEC migration
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FIGURE 3 Effect of miR-126 on CXCL12-induced migration and vascular tubes formation in vitro. For migration assay (A), 5.10%
transfected HUVEC were deposited on the upper chamber of Boyden chamber and migration was stimulated by adding CXCL12 in the
bottom chamber at 6 nmol.L? for 24 h. Quantification of migrated cells was performed using phase contrast microscope. For vascular tubes
formation in vitro (B), 7500 transfected HUVEC were deposited on Matrigel surface and stimulated during 6 h with CXCL12 at 6 nmol.L'?;
quantification of the number of meshes was performed using phase contrast microscope and Archimede and Histolab software. The results
are expressed with mean + SEM. Three independent experiments were performed for each assay. *P <.05 vs SCL; P <.05 vs SCL + CLXC12;
P <.05 premiR-126-3p/5p vs premiR-126-3p/5p + CXCL12; P <.05 premiR-126-3p vs premiR-126-3p + CXCL12
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induced angiogenesis ex vivo, the aortic rings from Sprague-Dawley Rats were transfected and stimulated with CXCL12 at 6 nmol/L for 5 d.
Quantification of the number of meshes was performed using phase contrast microscope and Archimede and Histolab software. The results
are expressed with mean + SEM. Five independent experiments were performed for each assay. P <.05 vs SCL + CXCL12; **P <.05 vs SCL;

%P <.05

after antimiR-126-5p, premiR-126-3p or antimiR-126-3p/5p trans-
fection and CXCL12 stimulation.

Our data suggest that miR-126-3p but not miR-126-5p was nec-
essary in CXCL12-induced HUVEC migration.

3.4 | miR-126-3p was required for CXCL12-induced
2D-angiogenesis in vitro

The results showed (Figure 3B) that there was a significant increase
of 2D-angiogenesis up to 38 + 16% after CXCL12 stimulation as
compared to SCL. In addition, there was a significant increase up to
2.3 + 0.3-fold of 2D-angiogenesis after HUVEC premiR-126-3p/5p
transfection and CXCL12 stimulation as compared to stimulation
with CXCL12 only. Interestingly, there was a significant increase
of 2D-angiogenesis up to 91 + 23% after premiR-126-3p/5p trans-
fection and CXCL12 stimulation as compared to transfection with
premiR-126-3p/5p only. Moreover there was a significant de-
crease in 2D-angiogenesis up to 42 + 14% after antimiR-126-3p/5p

transfection and CXCL12 stimulation as compared to stimulation
with CXCL12 only or to transfection with antimiR-126-3p/5p only.

Then, we studied the role of miR-126-3p and miR-126-5p sepa-
rately in HUVEC 2D-angiogenesis. Our results showed (Figure 3B)
that there was a significant increase of this effect up to 3.2 + 0.2-
fold after premiR-126-3p transfection and CXCL12 stimulation as
compared to stimulation with CXCL12 only. We also demonstrated
a significant increase of 46 + 6% as compared to transfection with
premiR-126-3p only (Figure 3B). Interestingly, the results showed
that there was a significant decrease in 2D-angiogenesis up to
71 + 8% after antimiR-126-3p transfection and CXCL12 stimulation
as compared to stimulation with CXCL12 only. There were no sig-
nificant changes as compared to transfection with antimiR-126-3p
only. However, there were no significant changes in 2D-angiogenesis
after modulation of miR-126-5p expression.

Taken together, our results suggest that miR-126-3p/5p, miR-
126-3p but not miR-126-5p are necessary in CXCL12-induced
HUVEC 2D-angiogenesis. Moreover miR-126-3p/5p and miR-126-3p
potentialized CXCL12-induced angiogenesis in vitro.
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3.5 | miR-126 was implicated in CXCL12-induced
angiogenesis in an ex vivo rat aorta model

Herein, we investigated the miR-126 involvement in CXCL12-
induced ex vivo angiogenesis by analysing the number of meshes
formed on Matrigel layer. For this, the rat aortic rings were placed
on Matrigel, transfected by miRs and then stimulated by CXCL12.

First, we performed the analysis of CXCL12 and miRs sepa-
rately on ex vivo angiogenesis. Our results showed (Figure 4) that
there was a significant increase of angiogenesis up to 3 + 0.3-fold
after CXCL12 stimulation (Figure 4). Moreover without CXCL12
stimulation, there was a significant increase in ex vivo angiogen-
esis up to 2.3 + 0.1-fold and 40 + 10% after premiR-126-3p/5p
or antimiR-126-3p/5p transfection respectively. Then, we com-
pared the effects of miR-126-3p and miR-126-5p strands sepa-
rately. The results showed a significant increase of angiogenesis
up to 2.4 + 0.2-fold or 90 + 10% or 70 + 40% after premiR-126-3p
or antimiR-126-3p or antimiR-126-5p transfection, respec-
tively. There were no significant changes after premiR-126-5p
transfection.

Second, we analysed the effect of CXCL12's angiogenesis stim-
ulation after ex vivo miRs- transfection of aortas ring. Our results
indicated a significant increase of angiogenesis up to 33 + 4% after
premiR-126-3p/5p transfection and CXCL12 stimulation as com-
pared to premiR-126-3p/5p alone. However, there were no signif-
icant changes after premiR-126-3p/5p transfection and CXCL12
stimulation as compared to CXCL12 alone. Interestingly, the results
showed that there was a significant decrease of angiogenesis up to
52 + 6% after antimiR-126-3p/5p transfection and CXCL12 stimula-
tion as compared to CXCL12 alone. In addition, there were no signif-
icant differences after antimiR-126-3p/5p transfection and CXCL12
stimulation as compared to antimiR-126-3p/5p alone.

Finally, we studied the implication of miR-126 on ex vivo angio-
genesis using separately the miR-126-3p and miR-126-5p strands.
For the -3p strand, the results showed that there was a significant
increase of ex vivo angiogenesis up to 26 + 4% after premiR-126-3p
transfection and CXCL12 stimulation as compared to premiR-126-3p
alone. However, there were no significant changes between aortas
transfected with premiR-126-3p and stimulated with CXCL12 as
compared to CXCL12 alone. Interestingly, the results showed that
there was a significant decrease of angiogenesis up to 57.5 + 5%
after antimiR-126-3p transfection and CXCL12 stimulation as com-
pared to CXCL12 alone. In addition, there was a significant decrease
up to 33 + 8% after antimiR-126-3p transfection and stimulation by
CXCL12 as compared to antimiR-126-3p alone.

Furthermore, for the =5p strand, the results showed that there
was a significant decrease of angiogenesis up to 26 + 6% after
premiR-126-5p transfection and CXCL12 stimulation as compared
to CXCL12 alone. Interestingly, there was a significant increase up
to 2.2 + 0.2-fold after premiR-126-5p transfection and CXCL12
stimulation as compared to premiR-126-5p alone. Finally, the results
showed that there was a significant decrease in angiogenesis up to
58 + 4% after antimiR-126-5p transfection and CXCL12 stimulation

as compared to CXCL12 alone. However, there were no significant
changes between aortas transfected with antimiR-126-5p and stimu-
lated with CXCL12 with those transfected only with antimiR-126-5p.

Our result suggests that miR-126-3p/5p and miR-126-3p but not
miR-126-5p were necessary for CXCL12-induced angiogenesis ex
vivo. In contrast, modulation (up or downregulation) of miR-126-5p
seems to alter CXCL12 angiogenic properties ex vivo.

3.6 | SPRED-1 inhibition induced 2D-angiogenesis
in vitro

Since the -5p species had no significant effects in our previous mod-
els, we decided to focus on the ~3p species for the rest of the study.
To determine the essential role of miR-126-3p in CXCL12-induced
angiogenesis, we focused on SPRED-1 expression, since SPRED-1 is
a known target of miR-126-3p. First, we confirmed that there was a
significant decrease of SPRED-1 protein level after premiR-126-3p
transfection in HUVEC (Figure 5A). We hypothesized that its down-
regulation is necessary for CXCL12-induced angiogenesis. To study
this, wedecided to analyse 2D-angiogenesis in HUVEC in the pres-
ence of siRNA-SPRED-1 after CXCL12 stimulation. We validated the
siRNA-SPRED-1 efficiency showing the abolition of SPRED-1 mRNA
expression compared to SCL (Figure 5B). Second, we analysed 2D-
angiogenesis in HUVEC after siRNA-SPRED-1 transfection. The re-
sults showed that there was a significant increase of 2D-angiogenesis
up to 50 + 15% after siRNA-SPRED-1 transfection as compared to
HUVEC transfected with SCL (Figure 5C).

Finally, our results suggest that SPRED-1 is a negative regulator
of HUVEC's 2D-angiogenesis.

3.7 | CXCL12 decreased SPRED-1 expression
leading to increase of 2D-angiogenesis

In the last part of this study, we wanted to know if downregula-
tion of SPRED-1 by miR-126-3p is implicated in CXCL12-dependent
angiogenesis.

Since we proved that CXCL12 increased miR-126-3p level in
HUVEC, we hypothesized that CXCL12 can modulate the SPRED-1
expression. For the first time, the results showed that CXCL12 trig-
gered a significant decrease of SPRED-1 protein level at 24 hours of
treatment (Figure 6A).

Interestingly, the results showed that siRNA-SPRED-1 trans-
fection and CXCL12 stimulation led to a significant increase of
2D-angiogenesis up to 59 + 9% as compared to CXCL12 alone
(Figure 6B, white arrows).

Then, we compared the effect of both siRNA-SPRED-1 and
antimiR-126-3p co-transfection on HUVEC 2D-angiogenesis
with transfection of siRNA-SPRED-1 only. The results showed
that there was a significant increase of 2D-angiogenesis up to
2.6 + 0.1-fold after siRNA-SPRED-1 and antimiR-126-3p co-
transfection as compared to transfection with antimiR-126-3p

184



BASSAND et AL.

SPRED-1
50 kDa
42 kDa

o
N
S

- -
o o

2D angiogenesis
(number of meshes)
o
&

o
°

el
£

WILEY-2

1.5
B §
?
o9
52104
So
£3
g8
o @
‘-_.- §0.5-
@ €
g sk
9 0.0
o &
&
2
&
&

FIGURE 5 SPRED-1isimplicated in CXCL12/miR-126-induced vascular tubes formation. A, To determine the effect of miR-126-3p on
SPRED-1 expression, HUVEC were transfected with pre-miR-126-3p for 24 h. Total proteins were extracted, and Western blot analysis was
performed. B, The inhibition of SPRED-1 mRNA was checked by gRT-PCR and using 185 rRNA as endogenous control (C). To analyse the
implication of SPRED-1 on CXCL12 induced vascular tubes formation in vitro, HUVEC were transected with siRNA-SPRED-1 at 25 nmol.L?
during 24 h. 7000 HUVECs were seeded on Matrigel and stimulated by CXCL12 at 6 nmol.L* for 6 h. Vascular tubes formation was observed
and the quantity of meshes was determined using phase contrast microscope and Archimede and Histolab software. Data were presented as
the mean + SEM of three and four independent experiments. **P <.01 vs Untreated cells; *P <.05 vs Untreated aortas

only (Figure 6C, black arrows). Interestingly, CXCL12 addition
had no pro-angiogenic effect on co-transfected HUVEC (siRNA-
SPRED-1 and antimiR-126-3p).

Overall, these results demonstrated that inhibition of SPRED-1
potentializes CXCL12 pro-angiogenic effect. Moreover miR-126-3p
was crucial for CXCL12-induced angiogenesis.

Taken together our results showed that, in the absence of both
SPRED-1 (siRNA-SPRED-1) and miR-126-3p (antimiR-126-3p),
CXCL12 alone had no pro-angiogenic effect on EC.

In conclusion, these results suggested that the pro-angiogenic
effect of CXCL12 was dependent on miR-126-3p and an alternative
signalling pathway parallel to SPRED-1. Despite the potentiating ef-
fect of the absence of SPRED-1, the presence of miR-126-3p was
essential for the pro-angiogenic effect of CXCL12.

4 | DISCUSSION

Angiogenesis is a physiological process, necessary for cardiovas-
cular disorders regeneration, particularly after ischemic injuries. In
this context, the pro-angiogenic factors such as chemokines and
miRs can be implicated to stimulate angiogenesis.?? In this study,

we decided to focus on CXCL12 and its effect on EC through miRs
modulation. Among miRs, miR-126, strongly expressed by EC, has
been identified as a pro-angiogenic factor, which acts by decreas-
ing SPRED-1 level and stimulating the Erk1/2 signalling pathway.?’
Like most miRs, miR-126 is produced from a double stranded duplex
precursor that imbeds miR-126-3p and miR-126-5p complementary
strands.? Depending on the tissue or cell type, the guide and pas-
senger strands of a miR can act in synergy or as antagonists to regu-
late various biological processes.'® For example, although they have
different mRNA targets, miR-30-3p and miR-30-5p or miR-145-3p
and miR-145-5p act in synergy in the tumour progression of glioma
or bladder tumour cells.?*2% Conversely, depending on their rate and
location, miR-155-3p and miR-155-5p may act together or against
each other in dendritic and astrocytic cells.?®?’” Therefore, depend-
ing on the tissue environment and pathophysiological conditions, the
two strands (-3p or -5p) of the same miR may have different roles
and this requires studying them simultaneously in order to know the
involvement of each strands in a pathophysiological process. This is
why we wanted to study the role of both strands (miR-126-3p and
miR-126-5p) in angiogenesis. These roles have never been compared
at the same time and in the same experimental conditions in this

physiological process.
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Recently, it has been shown that the pro-angiogenic process is
controlled by chemokines through miRs regulation in chondrosar-
coma and osteosarcoma cells.?®** However, there is no data indi-
cating how chemokines impact miR regulation in the EC biological
response and their impact on chemokine-induced angiogenesis.

The aim of our work was to compare, in parallel, the effect of
separate and combined miR-126-3p and miR-126-5p action on EC
migration and on vascular tubes formation (2D-angiogenesis) in-
duced by CXCL12 and mediated by EC.

Our results showed for the first time that CXCL12 increased miR-
126-3p expression,.in both HUVEC in vitro and rat aortas ex vivo
models and that this effect was associated with activation of egfl7-
miR-126 promoter. Knowing that miR-126-3p is encoded by the 7th
intron of the egfl7 gene, we wished to demonstrate an increase of
the promoter transcriptional activity using a plasmid reporter strat-
egy associated with luciferase. Since the HUVEC lipofection leads to
very low transfection efficiency and based on previous reports'’:32-35
we chose the human hepatocyte-derived carcinoma cell line Huh7 to

FIGURE 6 miR-126-3p is implicated

in the pro-angiogenic effect of SPRED-1
abolition. A, To analyse the effect of
CXCL12 on SPRED-1 expression, the
HUVEC were stimulated or not with
CXCL12 (6 nmol.L'") for 24 h. Total
proteins were extracted, and western
blot analysis was performed. B, To
analyse the implication of SPRED-1 in
CXCL12-induced angiogenesis, HUVEC
were transfected with siRNA-SPRED-1
(25 nmol.L'"), deposited on Matrigel and
stimulated with CXCL12 (6 nmol.L)

for 6 h. C, To analyse the implication of
miR-126-3p in the pro-angiogenic effect
of the abolition of SPRED-1, HUVEC

and were co-transfected with siRNA-
SPRED-1 (25 nmol.L'?) and antimiR-126-
3p (20 nmol.L'Y). After co-transfection,
HUVEC were deposited on Matrigel and
stimulated by CXCL12 (6 nmol.L™) for 6 h.
For all analysis of vascular tubes formation
and meshes quantification, the phase
contrast microscope and the Archimede
and the Histolab software were used.
The results are expressed as mean + SEM
of three independent experiments.

*P <.05 vs SCL; P <.01 vs SCL + CXCL12;
¥P <.05 siRNA-SPRED-1 vs siRNA-
SPRED-1 + CXCL12; “P <.05 antimiR-126-
3p vs antimiR-126-3p + siRNA-SPRED-1.
Magnification: x40

Bl untreated cells

I cxcL12

—

study this promoter activity. Although they represent a different cell
model, it has been shown that the Huh7 cells present the CXCL12
specific receptors on their surface and, CXCL12 induce the similar
signalling pathways (MAPK Erk1/2 and PI3K/Akt) that we found in
HUVEC.? In this context, we demonstrated that CXCL12 stimula-
tion was associated with the activation of egfl7-miR-126 promoter.
Since Ets1/2 is known as a specific transcription factor for egﬂ?,37 we
could hypothesize that CXCL12 induced egfl7 transcriptional activ-
ity through an increase of Ets1/2 (Figure S1). The egfl7 transcription
start site contains 2 Ets binding sites that bind Ets1/2 transcription
factor.'” Mutation of the Ets binding element decreases promoter
transactivation and decreases miR-126 expression.®” It has been
previously shown that different growth factors and chemokines
activate the Ets transcription factor, for example: CXCL12-induced
colorectal cancer cells migration via upregulation of Ets1.%® Based on
these studies and in light of our results we hypothesize that CXCL12
enhances the miR-126 promotor activity by the upregulation of the

Ets transcription factor responsible of miR-126 expression.
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FIGURE 7 CXCL12 induces angiogenesis through miR-126-3p/
SPRED-1 stimulation. Our results showed for the first time that
CXCL12 enhance miR-126-3p expression and its inhibition leads to
a decrease of angiogenesis induced by CXCL12 in vitro. Moreover
CXCL12 induced a decrease in SPRED-1 (miR-126-3p known target)
and this downregulation improves CXCL12-induced angiogenesis in
vitro. In this context, we hypothesized that CXCL12 induced miR-
126-3p expression through the expression of Ets1/2 transcription
factor complex

Regarding angiogenesis stimulation, according to the literature,
CXCL12 and miR-126-3p had pro-angiogenic effect on both migra-
tion and 2D-angiogenesis in vitro and ex vivo®*® models. However,
in our experimental conditions the miR-126-5p did not seem to have
any detectable effect on this process.

Our results and others' suggest that miR-126-3p had a strong
pro-angiogenic potential. Our model showed that miR-126-5p alone
had no effect on 2D-angiogenesis. However, its over-expression (after
premiR-126-3p/5p co-transfection) reduced the pro-angiogenic effect
of miR-126-3p in HUVEC. In contrast, Zhou et al,** found in retinal EC,
that silencing the miR-126-3p repressed angiogenesis, while the over-
expression of miR-126-5p increased angiogenesis.*!

We believe that this discrepancy was due to the differences
between the experimental models and experimental conditions
(cells types, presence of growth factors, and time of vascular tubes
formation).

We further demonstrated that miR-126-3p is crucial for CXCL12-
induced migration and 2D-angiogenesis in both in vitro and ex vivo
models. Indeed, we showed that in absence of miR-126-3p (after
anti-miR-126-3p transfection) there was an abolition of CXCL12
pro-angiogenic properties. These data suggest that the presence of
miR-126-3p is essential to stimulate the pro-angiogenic pathways in-
duced by CXCL12. However, we observed conflicting results in our
2D-angiogenesis ex vivo model. Indeed, in the absence of CXCL12
stimulation, we observed that the inhibition of miR-126-3p leads to
an increase of 2D-angiogenesis ex vivo. Interestingly, we and others

have previously shown that the absence of miR-126-3p leads to
CXCL12 synthesis and secretion in HUVEC culture medium.?"#?

In addition, since in our ex vivo experimental condition the miR
transfection was done into the whole aorta, not only the EC but also
the smooth muscle cells (SMC) and the fibroblasts could be trans-
fected. In this context, it has been demonstrated by Jansen et al,®
that inhibition of miR-126-3p in SMC leads to an increase of its pro-
liferation. Furthermore, it has been shown that the absence of miR-
126-3p can lead to VEGF-A synthesis.**

Since CXCL12 and antimiR-126-3p have been previously shown

44-46

to enhance VEGF-A expression and both of them can stimulate

PKC/Erk1/2 pro-angiogenic pathways through the stimulation of Raf

protein, ¥4

we hypothesize that antimiR-126-3p could have pro-
angiogenic action in our long-term ex vivo tissue culture model. In ad-
dition, since in ex vivo experiments the rat aortas were kept in ex vivo
tissue culture for 9 days, we hypothesized that after antimiR-126 trans-
fection there was an increase of SMC proliferation associated with
VEGF synthesis, which could explain the pro-angiogenic effect in the
absence of CXCL12. However, in the presence of CXCL12 we showed
that miR-126-3p was crucial for the chemokine pro-angiogenic effects.

Then, we hypothesized that SPRED-1 (a miR-126-3p known tar-
get)" could be implicated in CXCL12-induced angiogenesis. To prove
this, we showed for the first time that CXCL12 inhibited SPRED-1
expression in HUVEC.

Interestingly, our results showed that, the knock-down of SPRED-1
expression led to the stimulation of 2D-angiogenesis in HUVEC as-
sociated with an increase in CXCL12-induced angiogenesis. These
data suggest a relationship between SPRED-1 and CXCL12. Knowing
that, we hypothesized that inhibition of SPRED-1 could abolish the
anti-angiogenic effect induced by the absence of miR-126-3p and
restored with CXCL12 pro-angiogenic function. We demonstrated, in
accordance with Wang et al,’” that the knock-down of SPRED-1 ex-
pression blocked the action of antimiR-126-3p leading to inhibition of
the antimiR-126-3p-based decrease of angiogenesis. However, in the
presence of CXCL12, although inhibition of SPRED-1 abolished the
antimiR-126-3p-based decrease of angiogenesis, this effect was not
sufficient to recover an equivalent level to that which was observed
after the transfection of siRNA-SPRED-1 only.

As demonstrated by Ho et al,*® in order to show the CXCL12
pro-angiogenic effects, this process requires the joint activation
of the Erk1/2 and PI3K/Akt signalling pathways. Furthermore,
in EC, SPRED-1 acts as a negative regulator of the Erk1/2 signal-
ling pathway. Under our experimental conditions, although the
Erk1/2 pathway can be unblocked by the SPRED-1 inhibition, it
has been demonstrated by Fish et al,'* that miR-126-3p inhibition
leads to the PI3K/Akt-pathway inactivation through the PI3KR2
modulation (Figure S2). Thus, in our model, when SPRED-1 and
miR-126-3p were inhibited (after co-transfection with siRNA-
SPRED-1 and antimiR-126-3p), the Erk1/2 pathway could be acti-
vated while the PI3K/Akt channel remains inactivated. Therefore,
the inhibition of SPRED-1 (after siRNA-SPRED-1 transfection) was
not sufficient to restore the CXCL12 pro-angiogenic effects in
antimiR-126-transfected HUVEC.
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Taken together, under these conditions, it is clear that miR-
126-3p plays a key role in CXCL12-induced activation of both Erk1/2
and PIBK/Akt pro-angiogenic pathways (Figure 7).

5 | CONCLUSION

In conclusion, in this study we focused on two pro-angiogenic factors,
the miR-126 and chemokine CXCL12, showing that the miR-126/
CXCL12 axis was implicated in endothelial cell migration and vascular
tubes formation. In this context, we demonstrated that: (a) CXCL12
modulated the miR-126-3p expression in vitro in HUVEC model, as
well as ex vivo in rat aortas model; (b) miR-126 was necessary for the
pro-angiogenic effect induced by CXCL12; (c) SPRED-1 was impli-
cated in CXCL12-induced angiogenesis; (d) miR-126-3p enhanced cell
migration and vascular tubes formation, in HUVEC, however, the miR-
126-5p had no effect on both processes.
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Approche glycobiologique du carcinome hépatocellulaire : études biocliniques et cellulaires.
Résumé :

Des chimiokines et des facteurs de croissance nommés " Heparin Binding Proteins " (HBP) dont I’activité
biologique est associée a leur liaison aux chaines héparane sulfate (HS), dépendantes des caractéristiques
structurelles de ces dernieres, sont impliquées dans la carcinogenése hépatique. Mes travaux de these se
sont focalisés sur différents aspects de la biologie des chaines HS et ses liens potentiels avec le carcinome
hépatocellulaire (CHC). Un microenvironnement inflammatoire est associé au développement du CHC en
particulier avec I’action du Tumor Necrosis Factor-alpha (TNF-0). A ce jour, I'impact d’un
environnement inflammatoire sur les caractéristiques aux plans qualitatif et quantitatif des chaines HS
dans le CHC n’est pas connu. J’ai étudié dans un modeéle d’hépatome humain (Huh7) les effets du TNF-a
sur les caractéristiques de ces chaines HS et I'expression des enzymes de biosynthese et de modification
des chaines HS, mettant en évidence les effets potentiels d’un environnement inflammatoire sur la
composante glycobiologique dans ce modele. Par ailleurs, les enzymes modifiant les chaine HS
pourraient étre utiles en tant que biomarqueur dans le CHC. Mes travaux ont permis de mettre en
évidence le potentiel intérét de la concentration sérique de SULF-2 en particulier pour sa valeur
pronostique dans le CHC avancé dans une cohorte de patients atteints de cirrhose alcoolique. Enfin, avec
ce travail, nous avons recherché 1’existence d’associations entre des variants des génes codant pour
SULF-1, SULF-2 et HPSE et I’évolution de la maladie et son pronostic dans une cohorte de patients
atteints de NASH. L’ensemble de ce projet consolide les données montrant que les chaines HS, et les
enzymes les modifiant, possedent un role clé dans les processus tumoraux hépatiques et pourrait
déboucher sur des applications cliniques avec 1’identification de biomarqueurs et 1’établissement de
nouvelles pistes thérapeutiques.

Mots _clés: Carcinome hépatocellulaire, TNF-a, héparane sulfate, sulfatases, héparanase,
polymorphismes génétiques.

Abstract :

Chemokines and growth factors called "Heparin Binding Proteins” (HBP) whose biological activity is
associated with their binding to heparan sulfate (HS) chains, depending on their structural characteristics,
are involved in liver carcinogenesis. My thesis work focused on different aspects of the biology of HS
chains and their potential links with hepatocellular carcinoma (HCC). An inflammatory
microenvironment is associated with the development of HCC in particular with the action of Tumor
Necrosis Factor-alpha (TNF-a). To date, the impact of an inflammatory environment on the qualitative
and quantitative characteristics of HS chains in HCC is not known. | studied in a human hepatoma model
(Huh7) the effects of TNF-a on the characteristics of these HS chains and the expression of HS chain
biosynthesis and modification enzymes, highlighting the potential effects of an inflammatory
environment on the glycobiological component in this model. In addition, various elements suggest that
some HSPGs such as HS chain modifying enzymes could be useful as biomarkers in HCC. My work has
highlighted the potential interest of serum SULF-2 concentration in particular for its prognostic value in
advanced HCC in a cohort of patients with alcoholic cirrhosis. Finally, with this work, we investigated the
existence of associations between gene variants encoding SULF-1, SULF-2 and HPSE and disease
progression and prognosis in a cohort of patients with NASH. This project consolidates the data showing
that HS chains, and enzymes modifying them, have a key role in liver tumor processes and could lead to
clinical applications with the identification of biomarkers and the establishment of new therapeutic
targets.

Keywords: hepatocellular carcinoma, TNF-a, heparan sulfate, sulfatases, heparanase, genetic
polymorphisms.
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