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Figure S1. RT‐qPCR validation of miR‐21 targets potentially contributing to hepatocarcinogenesis. (A) List of deregulated 

genes (DEG) (RNAseq analysis) in hepatic tissues of LmiR21KO livers as compared to CTRL mice (see also Figure 1). DEG 

were cross‐referenced with a list of genes associated with hepatocellular carcinoma (HCC), immunity and predicted/vali‐

dated targets of miR‐21‐5p/‐3p extracted from commercial/public databases (MetacoreTM and InnateDB) and miRwalk 2.0, 

respectively. 31 potential candidates were identified with this approach. (B) Relative expression of the 31 candidates in 

the RNA‐seq analysis of explanted liver tissues LmiR21KO mice fed an obesogenic diet for 3 weeks (n=3 per group). Fold‐

change (FC) to Control group and corresponding p‐value is indicated. Upregulated genes are represented in green and 

downregulated genes are represented in pink. (C) RT‐qPCR validation analysis of 16/31 potential candidates (genes in 

bold in B) in the same hepatic tissues where RNA‐seq analysis was performed. Unpaired t‐test with Welch’s correction 

was used for comparison between two groups. * p‐value <0.05, ** p‐value < 0.01, *** p‐value < 0.001, **** p‐value <0.0001. 
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Figure S2. MiR‐21  targets upregulated under  stress  conditions are  involved  in  cancer‐related biological processes. 

ClueGO+CluePedia (Cytoscape) analysis of deregulated genes (upregulated DEGs) potentially targeted by miR‐21 (illus‐

trated in Figure 1C) highlights functionally grouped network of biological processes (clusters of terms) with putative in‐

teractions between them, based on their kappa score level (0.45). Each cluster of terms is represented by a specific color. 

The number of genes (from input) involved in a specific term, as well as the term’s enrichment significance within the 

cluster (adjusted p‐value ≤0.10), are indicated in the graph. Two‐sided hypergeometric test   with Bonferroni step down 

correction was used to calculate enrichment significance. * p‐value <0.05, ** p‐value < 0.01, *** p‐value < 0.001, **** p‐value 

<0.0001. 
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Figure S3. Gene Ontology enrichment analysis of potential miR‐21 targets upregulated under stress conditions. Gene 

Ontology (GO) enrichment analysis based on Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) pathways was per‐

formed on upregulated genes identified in the transcriptome of LmiR21KO challenged with high‐fat diet (illustrated in 

Figure 1C‐E). Pathways with False Discovery Rate (FDR) < 5% are represented. 
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Figure S4. CT‐scan analyses of tumoral nodules in hepatocyte‐specific PTEN and PTEN/miR‐21 knockout mice. (A) 

Number and (B) average tumor size of individual tumors per mouse identified and calculated by CT scan imaging of one‐

year old LPTENKO (n=6‐8) and LPTENmiR21KO (n=6) mice. Data is analyzed via the   OsiriX software and represented 

as mean ± SD. Outliers test was performed using ROUT method (Q=1%). Unpaired t‐test with Welch’s correction was used 

for comparison between two groups. * p‐value <0.05, ** p‐value < 0.01, *** p‐value < 0.001, **** p‐value <0.0001. 
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Figure S5. Hepatocyte‐specific deletion of miR‐21 in LPTENKO mice promotes inflammation and fibrosis. (A) Severe 

immune  infiltration (dark and dense nuclei typical from  immune cells) was observed  in the  livers of LPTENmiR21KO 

mice, not only in non‐tumoral tissue (left) but also surrounding tumoral masses (right) (12 months old mice). (B) Analysis 

of hematoxylin‐eosin (H&E) stained sections of livers from LPTENKO and from LPTENmiR21KO mice revealed the oc‐

currence of steatohepatitis in both models, with an exacerbation of the phenotype on the latter. (C) Fibrosis was observed 

in LPTENmiR21KO mice but not in LPTENKO, and mainly in the center of tumoral masses of mixed origin ‐ Masson‐

trichrome staining, magnification X40. Evaluation of steatosis  ,  inflammation and fibrosis was performed by an expert 

liver pathologist (Prof. Christine Sempoux, Institute of Pathology, Lausanne University Hospital, University of Lausanne, 

Lausanne, Switzerland). 
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Figure S6. Apoptosis in mouse hepatic tissues is not affected by miR‐21 deficiency.Western blot analysis of cleaved 

caspase 3  in the  liver tissues of    (A) DEN‐treated 11 months‐old control (CTRL, n=6), hepatocyte‐specific (LmiR21KO, 

n=6) and total miR‐21 (miR21KO, n=8) knockout mice, and (B) 12 months‐old wild‐type (CTRL, n=5), hepatocyte‐specific 

PTEN knockout (LPTENKO, n=6) and hepatocyte‐specific PTEN‐miR21 knockout (LPTENmiR21KO, n=8) mice. HepG2 

cells  treated with staurosporin (1 μmol  for 48 hours) were used as positive control  for apoptosis  (first  lane). RT‐qPCR 

analysis of apoptosis‐related markers (Bcl2, Bclxl, Bax, Bak, Bad, Bid) in the livers of (C) DEN‐treated 11 months‐old control 

(CTRL, n=6), hepatocyte‐specific (LmiR21KO, n=7) and total miR‐21 (miR21KO, n=7) knockout mice, and (D) 12 months‐

old  hepatocyte‐specific  PTEN  knockout  (LPTENKO,  n=6)  and  hepatocyte‐specific  PTEN‐miR21  knockout 

(LPTENmiR21KO, n=7) mice. Data from DEN‐treated LmiR21KO and miR‐21KO mice are represented as mean± SD fold‐

change (FC) to DEN treated CTRL mice. Data of    LPTENmiR21KO mice is represented as mean± SD fold‐change (FC) to 

LPTENKO. Data that failed normality tests was submitted to log10‐transformation prior to statistical analysis. Outliers 

test was performed using ROUT method (Q=1%). Unpaired t‐test with Welch’s correction was used for comparison be‐

tween two groups. One‐way ANOVA with Holm‐Sidak’s correction was used for comparison between more than two 

groups. * p‐value <0.05, ** p‐value < 0.01, *** p‐value < 0.001, **** p‐value <0.0001. 
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Figure S7. Ki67 immunohistological staining of liver sections from controls and miR‐21 deficient mice. Representative 
immunohistochemical  staining of  the Ki67 proliferation marker  in  liver  sections of  11 months‐old DEN‐treated mice 

(CTRL, LmiR21KO and miR21KO mice) and (B) 12 months‐old LPTENKO and    LPTENmiR21KO mice. 
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Figure S8. miR‐21 deficiency does not affect the expression of PTEN and PDCD4 in hepatic tissues. (A) Representative 

Western blot (top panel, 3 mice per group) and quantifications (bottom panel) of PTEN and PDCD4 in the hepatic tissues 

of 11 months‐old control , hepatocyte‐specific and total miR‐21 knockout mice injected with DEN. Quantifications were 

performed on Western blot analysis of n=6 CTRL mice, n=6 LmiR21KO and n=8 miR21KO. Data from DEN‐injected miR‐

21 KO mice  is represented as mean± SD fold‐change to DEN‐treated CTRL mice. (B) Representative Western blot (top 

panel, 3 mice per group) and quantifications (bottom panel) of PDCD4 in the hepatic tissues of 12 months‐old hepatocyte‐

specific  PTEN  and  PTEN‐miR21  knockout mice.  Quantifications  were  performed  on Western  blot  analysis  of  n=5 

LPTENKO and n=8 LPTENmiR21KO. Data of    LPTENKO and LPTENmiR21KO mice is represented as mean± SD FC to 

LPTENKO. Data that failed normality tests was submitted to log10‐transformation prior to statistical analysis. Outliers 

test was performed using ROUT method (Q=1%). Unpaired t‐test with Welch’s correction was used for comparison be‐

tween two groups. One‐way ANOVA with Holm‐Sidak’s correction was used for comparison between more than two 

groups. * p‐value <0.05, ** p‐value < 0.01, *** p‐value < 0.001, **** p‐value <0.0001. 
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Figure S9. DEN exposure leads to acute liver injury, inflammation and immune cell recruitment in mice. (A) Plasma 

alanine‐aminotransferase (ALAT) levels in 2 months‐old mice 48h post‐diethylnitrosamine injection (DEN, 100 mg/kg of 

body weight i.p.) or with NaCl from CTRL (DEN + n=9, DEN ‐ n=5), LmiR21KO (DEN + n=10, DEN ‐ n=5) and miR21KO 

(DEN + n=10, DEN ‐ n=2) groups. Data is represented as mean ± SD and outliers test was performed using ROUT method 

(Q=1%). (B) Relative mRNA expression of inflammatory markers involved in immune cell recruitment, adhesion, activa‐

tion and differentiation in hepatic tissues of 2 months‐old mice 48h post‐DEN injection (100 mg/kg of body weight, CTRL: 

DEN + n=9, DEN ‐ n=5). Data from DEN‐injected miR‐21 KO mice is represented as mean± SD fold‐change to CTRL mice 

(DEN ‐, NaCl injected). One‐way ANOVA with Holm‐Sidak’s correction was used for comparison between more than 

two groups. * p‐value <0.05, ** p‐value < 0.01, *** p‐value < 0.001, **** p‐value <0.0001. 

 

Figure S10. Hepatocyte‐specific or total miR‐21 deletion impacts NK cells activity in response to DEN exposure (A) 

Detectable expression of the Klrb1c marker of Natural Killer (NK) cells cytotoxicity activity in hepatic tissues of 2 months‐

old mice 48h post‐DEN injection  . Data is represented as percentage of samples with detectable expression versus total 

number of analysed samples (CTRL n=9, LmiR21KO n=10, miR21KO n=10). (B) Relative mRNA expression of Klrb1c gene 

in hepatic tissues of 2 months‐old mice 48h post‐DEN injection in samples with detectable levels of Klrb1c expression. Data 

from DEN‐injected miR‐21 KO mice is represented as mean± SD fold‐change to CTRL mice (miR21fx treated with DEN). 

Chi‐Square Test was used  to evaluate  the  independence of categorical variables  (percentage of samples with detected 

expression). One‐way ANOVA with Holm‐Sidak’s correction was used for comparison between more than two groups. * 

p‐value <0.05, ** p‐value < 0.01, *** p‐value < 0.001, **** p‐value <0.0001. 
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Figure S11. Loss of miR‐21 in PTEN knockout hepatocytes fosters a pro‐inflammatory environment and the infiltration of 

regulatory T cells (T reg). (A) Percentage of samples from 7 months‐old mice with detectable expression by RT‐qPCR of 

Ccl20 and Ccl1 markers of immune cell recruitment. (B) Ccl20 and Ccl1 relative mRNA expression in 7 months‐old mice . 

(C) Percentage of samples from 7 months‐old mice with detectable expression by RT‐qPCR of Foxp3    a marker of regula‐

tory T cells. (D). Foxp3 relative mRNA expression in 7 months‐old mice . Analysis were performed on hepatic tissues of 7 

months‐old mice (CTRL: n=9, LPTENKO: n=8; LPTENmiR21KO mice: n=12). Detectable expression data is represented as 

percentage of samples with detected expression versus total number of analysed samples. Relative mRNA expression is 

represented as mean ± SD of the fold‐change to CTRL mice. Chi‐Square Test was used to evaluate the independence of 

categorical variables  (percentage of  samples with detected expression).    P‐value  is  indicated  in  the graphs. One‐way 

ANOVA with Holm‐Sidak’s correction was used for comparison between more than two groups. 
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Figure S12. MiR‐21 expression  in human HCC  samples versus non‐tumoral  liver  tissue. The graph  represents  fold 

change  of miR‐21  expression  in human hepatocellular  carcinoma  biopsies  as  reported  to  the  associated non‐tumoral 

hepatic  tissue  of  the  donor.  Data were  obtaimed  from  8  different  GEO  datasets  (GSE74656,  GSE64041,  GSE29721, 

GSE36376, GSE33006, GSE57957, GSE76427, GSE108724). The last column represents a pooled analysis of all of the samples 

analysed from the 8 GEO datasets. Fold change is represented as mean +/‐SD for each GEO dataset. 
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Table S1. List of Primers used and respective sequences 
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Table S2. – List of antibodies used for Western blot analysis and immunohistochemistry. 

 

Supplementary Table 3. List of potential miR‐21 target genes deregulated in the transcriptomic analysis performed on 

hepatic tissues from hepatocyte‐specific miR‐21 knockout (LmiR21KO) challenged with high‐fat diet for 3 weeks. Genes 

deregulated  in  the  transcriptomic  analysis  performed  on  hepatic  tissues  of  LmiR21KO  (Figure  1) were  classified  as 

oncogenes (ONC, in black), tumor supressors (TS, in blue) or drivers (D, in green) based on literature screening (source: 

CancerMine database). Non‐classified genes  (NC,  in grey) and genes with double  functions  (marked with  *) are also 

indicated.. Genes up‐ or downregulated in LimiR21KO mice are indicated with red upward or grey downward arrows, 

respectively. 
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Table S3. – Classification of 124 genes of interest as ONC, D or TS (1/4). 
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Table S3. – Classification of 124 genes of interest as ONC, D or TS (2/4).
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Table S3. – Classification of 124 genes of interest as ONC, D or TS (3/4). 

 

Table S3. – Classification of 124 genes of interest as ONC, D or TS (4/4). 
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Table S4. – Gene Ontology enrichment analysis of genes unclassified by CancerMine 
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Genes deregulated  in  the  transcriptomic analysis performed on hepatic  tissues of 

LmiR21KO  (Figure  1)  were  classified  as  oncogenes,  tumor  supressors,  drivers  and 

unclassified genes (Table S3) based on literature screening (source: CancerMine database). 

The list of unclassified genes from Table S3 was taken and Gene Ontology (GO) enrich‐

ment  analysis  based  on  Biological  processes  was  performed  on  these  genes  using 

ShinyGO software. The enriched functional categories are represented on the left column 

and the genes involved in the category are indicated on the right column. Only functional 

categories with False Discovery Rate (FDR) < 5% are represented 


