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de précieux conseils. Enfin, je remercie Monsieur Michael Sebbagh d’avoir accepté d’é¢tre examinateur de ce
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Ce manuscrit vient conclure mon aventure a I'Institut, ainsi que mes quatre années de these. Cest également

pour moi 'occasion de remercier toutes les personnes qui ont fait de cette aventure une expérience inoubliable.

Mes remerciements s’adressent naturellement a Madame Chantal DESDOUETS, ma directrice de thése, sans
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Que de chemin parcouru depuis mon arrivée dans le « pink lab » et aujourd’hui, je tourne la derniére page de ce
joli livre que nous avons écrit ensemble. Je te remercie sincerement d’avoir cru en moi et de m’avoir donné la
chance de vivre cette formidable expérience. La communauté scientifique ne donnait pas cher du dossier
« Maillet », pourtant tu n’as cessé¢ de croire en moi et de te battre pour que je puisse poursuivre cette aventure.
Plus d’un an de péripéties a frapper a toutes les portes, des laboratoires de Cochin, a 'ED, en passant par les
hautes instances de I'institut et malgré les obstacles ton soutien est resté sans faille. Apres une attente longue et
fébrile, nous avons enfin réussi a initier cette thése pour laquelle nous nous sommes tant battus et qui se termine
aujourd’hui sous les meilleurs auspices. Je suis heureuse d’avoir partagée toutes ces années avec toi, pendant
lesquelles nous avons fait exister ce projet pour qu’il devienne une belle histoire. Je te remercie pour ton
optimisme inébranlable, ainsi que pour ’énergie que tu déploies afin de toujours voir le positif et aller de 'avant.
Tu m’as appris a croire en mes résultats et a en étre fiere. Grace a toi, je vais raconter « le fabuleux destin de la
master kinase LKB1 » avec une grande fierté.

Mais avant tout c’est une expérience humaine que j’ai vécue a tes cotés, alors merci pour ta joie de vivre, ta
gentillesse, pour cette complicité que nous avons eue, pour les rires, pour les réconforts, pour nos discussions
scientifiques et toutes les autres (dédicace pour les Sargueil juniors et particulierement la petite Lola), pour ton
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Je pars pour de nouvelles aventures, mais les valises chargées de souvenirs, des fous rires, des plages de Miami
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Aujourd’hui, Pioupiou quitte le nid et va devoir voler de ses propres ailes...

Un trés grand merci a Séverine, qui est présente depuis mon arrivée dans cette équipe et avec qui j’ai
énormément partagé. De mes débuts a ces dernieres semaines, tu m’as gratifiée d’un soutien indéfectible afin que
javance plus sereinement dans les différentes étapes de cette aventure. Vous cherchez une référence biblio ? Un
titre de chanson? Un professionnel de santé ? Une solution a un probleme ? N’hésitez plus faites le 3615
MOMO. Qu’importe le moment, dans les périodes fastes comme dans les plus difficiles, j’ai toujours pu compter
sur ton aide et je me suis bien souvent reposée sur tes conseils et tes sages paroles. Pendant toutes ces années, tes
nombreuses marques d’attention ont jalonné mon parcours, ainsi lors de ma premicre année tu as troqué tes
heures de sommeil contre des échanges de mail approximativement entre 5 et 6h du matin, tu as aussi partagé
quelques noctunes avec moi a me nourrir exclusivement de graines pour que je tienne, tu as é¢galement calmé
bien des maux notamment a coup de prontalgine et de tubes des années 80, mais pas que...

Je te remercie tres sincerement de m’avoir épaulée, appris le mot Relativiser (méme si je ne sais pas encore bien
m’en servir), consolée, mais aussi d’avoir calmé les doutes ainsi que les angoisses et d’étre entrée dans mon
univers bien déjanté.

Un énorme merci pour cette bienveillance et pour tous les moments de rire et de folie que nous avons vécus
ensemble. Je n’emporte avec moi que le meilleur et je termine en te souhaitant beaucoup de bonheur pour

I’avenir.



Ensuite, je souhaite dire un énorme merci a la team des parias : Manon et Nadia, qui ont partagé le bureau 5013
avec moi.

Ma petite Manonette, nous avons mis un certain temps a nous découvrir et a nous apprivoiser 'une 'autre, mais
dans ce bureau du 5¢ nous avons trouvé notre équilibre. Un petit quelque chose entre folie et discrétion qui
nous a permis de vivre de vrais moments de rire, mais aussi de nous soutenir parfois méme sans dire un mot. Je
suis tres heureuse d’avoir fait ta connaissance et d’avoir partagé mon quotidien avec toi pendant ces quelques
années. Je sais que la cohabitation avec moi n’est pas facile tous les jours, notamment a 'approche de Noél. Pour
cette raison, je te dis un énorme merci pour ta patience, mais également d’étre entrée dans mon univers et
d’avoir partagé avec moi tous ces fous rires, ces chansons a tue-téte (méme du Kendji Girac n’ayons pas honte),
d’avoir supporté mes golts musicaux et mon langage parfois fleuri... Merci d’avoir enrichi ma bibliotheque de
souvenirs, je me souviendrais longtemps de notre Bachata, de nos midis « mariage », de nos diverses tentatives de
décorations de No¢l... Mais surtout, merci de m‘avoir accordé ta confiance et de t’étre ouverte a moi, parce que
nous savons bien que la coquille de Madame Fortier n’est pas aisée a briser.

Apres des années d’impatience, je te confie enfin le titre tant convoité de plus vieux thésard du Labo. Je te
souhaite de vivre une tres belle fin de these, riche de succes et de nouveaux souvenirs, mais surtout pleine de
paillettes. ..

Et nous partons... (Je te laisse continuer la chanson)

Je remercie également mon binome LKB1, Nadia, avec qui je partage ce projet depuis un moment. Je tiens a te
dire un grand merci d’avoir gardé le moral et de ne jamais avoir baissé les bras face aux manips récalcitrantes (je
pense notamment a ce PHH3 que tu maudis tant). Tu m’as suivi dans mes folles aventures, méme lorsque mon
esprit partait dans tous les sens, et toujours avec le sourire. Ton aide m’a été précieuse. Merci pour ta
disponibilité, ton humour, ta gentillesse et ta bonne humeur. Je suis heureuse d’avoir travaillé a tes cotés et
d’avoir appris a te connaitre plus personnellement. J’ai adoré partager toutes nos conversations loufoques au
rythme des chutes, des lapsus, des tests cosmétiques plus ou moins réussis, des blagues a ’humour douteux, des
coins de portes impertinents, des danses endiablées (Sean Paul fait monter la Temperature), des génériques de
pub et des musiques des années 90-2000.

Je marque un « alinéa » afin de te souhaiter le meilleur pour la suite.

Je tiens a remercier Jocelyne qui participe également au projet LKB1 et dont I’aide m’est tres précieuse en cette
période de « révision ». Depuis ton arrivée dans I’équipe, je t’ai pas mal taquiné, mais finalement je crois que ce
petit jeu nous a bien amusé toutes les deux. Un grand merci pour ton soutien, tes précieux conseils et ton
humour. Je te remercie pour toutes les attentions que tu as eu a mon égard, que ce soit un pull en hiver, des
petits présents pour Maia, un CD de Maxime Le Forestier ou des perles pour compléter ma collection. J’ai pris
beaucoup de plaisir a discuter avec toi et je me souviendrais longtemps de tes mythiques « tu vois ce que je veux
dire ».

Non, ne pleure pas Jocelyne, je sais que je vais énormément te manquer, mais ce n’est qu’un au revoir...
(Mouhahahaha) En tout cas, j’espere que tu vas profiter de ces prochaines années dans cette équipe un peu folle,
mais tellement attachante.

Le p’tit chat Romain... Avec toi, la releve des thésards de Chantal est assurée et je suis persuadée que tu suivras,
comme il se doit, la théorie de « La vague ». Je laisse 2 Chantal le soin de t’expliquer ce concept. Un grand merci
pour ton aide et ton accompagnement, notamment lors de ma récente immersion dans le monde de la
transcripto. Je suis heureuse d’avoir partagé ces quelques années avec toi, ponctuées d’énormément de rires et de
chansons Disney bien évidemment... Merci pour ta bonne humeur, ton soutien et toutes tes gentilles attentions
(ou presque), la vieille moule s’en souviendra longtemps. J’ai adoré partager avec toi les petites pauses café pour
maronner et persifler de bon coeur, mais aussi pour retrouver de la motivation, lorsqu’elle commencait a nous
faire défaut. Que de chutes a tes cotés, mais tu as toujours été la (ou presque) pour me relever. Merci d’avoir
égay¢ mon quotidien de vieille thésarde avec ta gouaille et tes sous-entendus tendancieux, nous savons combien
je les aime... Malgré notre misérabilité mutuelle, tu fais et feras partie (pour longtemps je ’espere) des copains de
theése qui restent. Je te souhaite de t’épanouir pleinement dans ta thése, je sais que le succes sera au rendez-vous.
(Ce message a été sponsorisé par la BNP)



Un grand merci 2 Myriam qui ne cesse de voir la vie en rose, malgré toutes ses péripéties (glisser sur un pétale de
rose a son mariage ce n’est pas banal...). Je te remercie pour ta gentillesse et ton sourire, un peu moins pour les
chansons pour enfants que tu insinues réguliecrement dans nos tétes. Quoi qu’il arrive tu restes de bonne humeur
et tu n’hésites jamais a donner de ton temps pour aider I’équipe. Un grand merci d’avoir partagé avec nous les
préparatifs du mariage et toute la culture libanaise. Je te souhaite le meilleur pour la fin de ton post-doc et pour

cette nouvelle vie de femme mariée.
Je remercie particulicrement notre petit groupe « Immuno ».

Tout d’abord, un énorme merci a Jean-Pierre pour sa bienveillance, ses nombreux encouragements et ses
précieux conseils. Je te remercie pour 'attention et 'intérét que tu as prété a cette histoire LKB1, ainsi que pour
les diverses questions pertinentes que tu as soulevées. Lors de nos discussions, tu as toujours valorisé et eu un
regard positif sur ce travail. Tu as su dédramatiser bien des situations et apaiser les angoisses de tes mythiques
«Qa va le faire ». Merci pour ton humour, ta légereté, ta générosité, tes petits messages de soutien dans les
moments difficiles et pour tous les échanges « non-scientifiques » que nous avons partagés durant ces années.

Je pense que nous entendrons trés prochainement parler des nouveaux succes de la team Couty... Que de belles

aventures en perspective, j’en suis certaine.

Une spéciale dédicace a Cadoux avec qui je partage cet univers pailleté un peu fou ! Nous sommes un mélange
de fée licorne un peu trash et tant pis si ¢a ne plait pas... Merci pour nos discussions souvent improbables durant
lesquelles nous avons pu établir des classements de toutes les créatures fantastiques, réussi a déterminer la pate
qui correspondait a chaque membre de ’équipe, hésité entre une réincarnation Vampire ou Elfe, décidé que
donner des noms de pate aux lignées de souris ce serait vraiment trop cool, fait la liste des meilleurs films de
chevet, tergiversé entre une coloration rousse, blonde, rose et finalement confirmer que Ron met clairement une
race a Harry. Merci pour ton humour et ton Modjo. Grace a toi, j’ai clairement amélioré mon alcoolisme, mon
Moonwalk, brulé quelques calories sur du Elvis/LMFAO et énormément rigolé !

Who run the world ? La suite est pour toi, tu vas tout déchirer...

Je remercie également Sandrine, qui garde le sourire en toute circonstance, dont la gentillesse et la légereté
adoucissent les tempéraments volcaniques et sonores de certains membres de cette équipe. Bien que d’un calme
Olympien, tu n’hésites pas a prendre part aux blagues et discussions plus ou moins distinguées, auxquelles tu
apportes un soupcon d’élégance. Merci pour ta bonne humeur, ta disponibilité et de nous avoir régalé de toutes
les petites douceurs dont tu as le secret. Bonne chance pour la suite de ton aventure Cochinoise.

Je tiens également a remercier tout ceux qui sont passés par la...

Mon chaton, a mon arrivée, tu m’as immédiatement prise sous ton aile pour faire mon initiation scientifique,
mais surtout j’ai eu la chance que tu m’accordes ta confiance. Nous avons rapidement partagé de grands
moments de complicité, je pense notamment aux recherches pour trouver LA musique manquante. Depuis notre
rencontre, nous avons vécu de nombreuses aventures et traversé bien des épreuves, qui ont contribué a renforcer
notre amitié. Je te remercie tres sincerement de me permettre de les vivre a tes cotés. Merci pour ton soutien
permanent et tes encouragements. Toutes ces années, tu as cru en moi et tu as toujours cherché a ce que je
prenne confiance en moi. Tu as été L’exemple a suivre. Je suis admirative de ta détermination, de ton courage et
toujours aussi fascinée par tes capacités a étre une brillante chercheuse, une femme forte, élégante et désormais
une Super Maman. Tu as apporté le glamour a mes premicres années a Cochin et la joie de mes premiers Noél.
De tout mon cceur, je t’adresse un énorme merci et ces derniers mots :

« All I want for Christmas is you ....»

DomDom, personnage emblématique de mes années a 'Institut. Tu as ét¢é mon maitre vénéré de l'histologie.
Malheureusement, je n’ai jamais réussi a atteindre ton niveau, c’est sirement dans les vieux micro-ondes qu’on
fait les meilleures immunos... Tu n’es jamais a court de remeédes maison pour panser les petits bobos du
quotidien. J’ai adoré t'écouter me conter toutes les histoires et anecdotes de ta vie, des fameux plis de ta robe de
mariée, aux voyages sur ce continent Amérique que tu aimes tant, en passant par tes débuts dans notre cher
college de France. Je n’oublierais jamais tes précieux conseils, distillés tout au long de mon parcours, qu’ils aient
été scientifiques, botaniques ou encore photographiques, mais surtout pour ceux qui m’ont aidée a grandir et



évoluer. Tu n’as jamais cessé de me pousser a avancer dans la vie et a prendre mon indépendance, afin de
m’épanouir pleinement dans ma vie d’adulte. Alors pour toutes ces raisons, je t’adresse un énorme merci.

Je n’oublie pas Mathieu, qui a partagé ce projet pendant quelques temps avec moi.

A la douce Anne-Marie, j’adresse un merci a la mesure de sa trés grande gentillesse. Je te souhaite une retraite
riche de voyages et de découvertes.

Je remercie également Antoine, qui est parti vers de nouvelles aventures dans les Etats d’Amérique et a qui je
souhaite beaucoup de succes dans son post-doc.

A tous les petits qui sont passés par ici et qui repassent souvent par la...

Je pense a mon Gogo pour qui j’ai un énorme attachement et qui est arrivé avec ses 2 metres de hauteur, mais
avec son caractere d’ourson. J’ai adoré travailler a tes cotés, car tu es d’une gentillesse absolue et tu redoubles
d’attentions pour tous les gens que tu rencontres. Tu as accepté de me faire confiance et su apprivoiser la
princesse qui sommeille en moi. Je suis fiere de ce que tu deviens et te souhaite beaucoup de bonheur pour la
suite.

Alex le corrosif, ton humour décapant, ton tempérament impétueux et ton franc parlé, dont tu as le secret, ont
animé la vie du laboratoire pendant une année. Tu as apporté une énergie extravagante et la Queen Bey touch a
notre équipe. J’ai beaucoup rigolé a tes cotés et j’ai adoré partager tous ces moments. Je suis toujours heureuse
d’entendre a nouveau tes éclats de rire dans les couloirs de Cochin et je te souhaite le meilleur pour P'avenir.
...Rendez-vous... Ha-Ha (bient6t pour de nouvelles aventures)

Sophie, tu as également partagé ce projet avec moi pendant un an et ce fut un réel plaisir. Je garde de tres bon
souvenir de ton passage parmi nous, de ta gentillesse et des quelques maladresses, dont on peut aujourd’hui
rigoler (Nous ne parlerons pas de I’épisode Temed... Non non)

Un grand merci a Marion (futur éminent médecin), Julien, Méline, Emilie et Lisa que j’ai pu croiser pendant ma
these.

Le projet LKB1 n’aurait pu se faire sans I'aide d’autres équipes de I'Institut.
C’est pourquoi j’adresse un tres grand merci a Benoit Viollet et Marc Foretz pour leur aide et leurs précieux
conseils sur le projet LKB1 et plus particulierement pour les souris AMPK.

Je tiens également a remercier Christine Perret de nous avoir permis d’accéder au modele LKB1, mais
également d’avoir partagé avec nous ses connaissances et son expertise tout au long du projet. Tu nous as
prodigué de nombreux conseils pertinents et avisés, notamment lors de nos tentatives p-caténine et lors de la
soumission de I’article.

Pendant ces quelques années passées a Cochin, ’équipe de Christine a été une seconde maison pour moi et j’ai
eu la chance d’y rencontrer de nombreuses personnes qui ont animé mon quotidien.

J’adresse un immense merci a la team « Intestin » de Beatrice Romagnolo, qui m’a tant apporté pendant mon
aventure Cochinoise...

Je tiens a remercier Béatrice pour la bienveillance et la gentillesse qu’elle m’a témoignées durant toutes ces
années. Merci pour ces discussions que nous avons pu avoir sur les projets d’avenir, d’avoir partagé avec moi les
bonnes nouvelles (je pense notamment a la quatrieme année et au Nat Cell Biol), pour tes précieux conseils lors
de nos demandes de 3¢ et 4¢me année a ’ARC. Plus personnellement, je te remercie d’avoir accepté ma
présence réguliere au sein de ton équipe, mais également de m’avoir manifesté ta reconnaissance pour ma
minuscule contribution lors de la publication de votre belle histoire.

Ma petite Marie, je ne sais par quoi commencer ces remerciements, tellement de souvenirs me reviennent. Apres
un démarrage un peu difficile, ah les histoires de filles, nous sommes pourtant devenues de vraies amies et
presque des colocataires. Je tiens a te remercier trés sincérement pour tout le soutien que tu m’as apporté au
cours de ces années, de m’avoir encouragé dans les moments de réussite, mais aussi dans les périodes plus
difficiles, pour tous tes conseils justes et avisés et de me redonner de la confiance quand parfois je 1’égare.
Pendant cette these, ton bureau a souvent été un refuge pour calmer mes angoisses, me confier et surtout
partager de nombreux moments de complicité ainsi que des rires a n’en plus finir. Merci pour tous ces

souvenirs... Des tentatives d’ouverture de porte au film Western, en passant par les (trop) nombreuses pintes de



Grim, des gratffitis bleus en bas de Cochin, de montage vidéo jusqu’a 4h du matin, de notre choix « rosé » lors de
I'impression et de tous ces trajets de RER a parler de tout, de rien.

Je me souviens de ton arrivée timide au labo, dans 'ombre de John et aujourd’hui tu es devenue un atout
inestimable pour Béa et une brillante ingénieure. Tu as pris ton envol et je ne doute pas que ton aventure a
Cochin se finira en apothéose et auréolée de succes ! Tu es géniale alors crois en toi et fonce !

Ma juju, une fois encore, c’est une histoire qui a maladroitement commencé, ah la timidité... Pourtant, c’est une
amitié sincére qui nous unit désormais. Je t’adresse du plus profond de mon coeur un énorme merci pour cet
optimisme indéfectible que tu apportes a ma vie, pour ta gentillesse et ta bienveillance. Tu fais partie de ces
personnes solaires, capables d’illuminer le quotidien juste par des éclats de rire. Tu es 'optimisme de mon
pessimisme... Alors, merci de tempérer mon défaitisme et de dédramatiser mon catastrophisme.

Il est difficile de résumer en quelques lignes tous nos souvenirs, les pauses café sur le qui-vive, les démontages
dangeureux de palettes, les chansons douteuses sur des officiers que tu insinues dans mon esprit et toutes les
autres sur lesquelles nous nous sommes époumonnées (Doc Gynéco, La rue kétanou et j’en passe), les plages de
Saint-Malo, le dépose minute a St Jacques juste pour faire 5 de trajet ensemble, les « Nan mais Vaness » quand
tu cherches a me raisonner, mais surtout grace a toi jentends les marteaux si souvent... si souvent... Merci
pour tous ces fous rires que nous avons eus, a nous en tordre le ventre et méme a en pleurer, et qui m’apportent
tant. Julie la p’tite olive révait de voyager, c’est donc a Tours que nous 'avons retrouvée et ou le meilleur

lattend... Mais n’oublie pas de revenir régulierement faire un petit tour dans ton deuxiéme chez toi...

Je remercie également Coralie pour sa gentillesse, son sourire constant et son humour un peu a contre-courant,
qui m’a fait beaucoup rire (parfois... mouhahaha). Coco, je te souhaite une tres belle fin de these et je suis
certaine que ton investissement sera justement récompensé.

Enfin, une petite pensée pour Mehdi, dont la gentillesse m’a beaucoup touchée.

Pascale (aka Pascalette), la reine du métabo, dont la culture scientifique m’a toujours fascinée. Tu n’es jamais en
reste pour prodiguer tes conseils a la jeune génération qu’ils soient scientifiques ou non. Je te remercie d’avoir
toujours pris le temps de répondre a mes questions, souvent naives et pour la gentillesse que tu m’as témoignée.
Je te souhaite plein de succes pour la suite.

Mes remerciements s’adressent également a Nadia avec qui j’ai partagé une bonne partie de ces années de thése.
Merci pour ton humour, qui me plait tant et dans lequel je me retrouve tres souvent... Merci pour les attentions
que tu as eues pour moi, je pense notamment a mes petits coeurs en chocolat de St Valentin, mais aussi de penser
a moi méme a des milliers de kilometres et de continuer a me faire rire a distance ! Nous sommes passées par des
moments un peu compliqués, mais je suis heureuse d’avoir pu retrouver cette complicité que nous avions égarée
un instant... Tu as été une tres belle rencontre. Reviens nous vite...

(P.S: Si tu as trouvé le calendrier de I’Avent « Chaussettes Harry Potter » n’hésites pas a me le faire parvenir

meéme pour Paques...)

Merci a Mathilde, la digne héritiere de ce groupe Métabo, pour sa gaité et nos discussions récentes qui m’ont
permis de découvrir une trés belle personne. Je te souhaite le meilleur pour la suite de ta these.

Enfin je remercie également Sara, Shirley, Romain, les anciens Massiré et Valérie.

Un treés grand merci a Sabine Colnot et toute son équipe.

Sabine, je te remercie pour ton soutien et tes encouragements. Pendant toutes ces années, tu nous as prodigué de
nombreux et précieux conseils, qui nous ont permis de faire évoluer ce projet. Je tiens a te remercier pour tout le
temps que tu m’as consacré lors des différentes demandes que nous avons écrites, notamment pour la quatrieme
année. Merci pour ta bonne humeur, ta tempérance et pour nos différents échanges, durant lesquels tu as bien
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ABCBI1
Accl
Acetyl-CoA
ADAMI12
ADN
ADP
AHC
AICAR
AKT

Ala
AMPK
APC
APC/C
ARIDI1A
ARID?2
ARK
ARN
ARNm
ATM
ATP
ATR

BMD
BMDH
BRCAI1
BrdU
Bub3
BubR1

CAMKK?2
CCl4
CdC20
CDC37
CDHI1
CDK
CENP
CGH
CHC
CHIP
CIN

CKI
CPTI1A
CRD
CRMI1
CSH
Citgf
CTIC2
CTNNBI1
Cyr64

-A -

ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP) member 1
Acetyl CoA carboxylase 1

Acétyl-Coenzyme A

ADAM Metallopeptidase Domain 12

Acide désoxyribonucléique

Adénosine diphosphate

Adénomes Hépatocellulaire
5-aminoimidazole-4-carboxamide ribonucléotide
Protéine kinase B

Alanine

AMP-activated protein kinase

Anaphase Promoting Complex

Anaphase Promoting Complex/Cyclosome
AT-Rich Interaction Domain 1A

AT-Rich Interaction Domain 2

AMPXK-related kinases

Acide Ribonucléique

ARN messager

Ataxia telangiectasia mutated

Adénosine Triphosphate

Ataxia telangiectasia-mutated and Rad3-related

-B-

Bone-morrow-derived cells

Bone-morrow-derived hepatocytes

Breast cancer 1

Bromodésoxyuridine

Budding Uninhibited By Benzimidazoles 3
Budding Uninhibited By Benzimidazole-Related 1

_C -

Calcium/Calmodulin Dependent Protein Kinase Kinase 2
Tétrachlorure de carbone

Cell Division Cycle 20

Cell Division Cycle 37

Cadherin 1

Cyclin Dependant Kinase

Centromere Proteine

Comparative Genomic Hybridization
Carcinome HépatoCellulaire

Carboxyl terminus of Hsc70-Interacting Protein
Chromosomal Instability

CDK Inhibitor

Carnitine Palmitoyltransferase 1A

C-terminal Regulatory Domain

Chromosomal Maintenance 1

Cellules Souches Hématopoiétiques

Connective Tissue Growth Factor

CREB regulated transducer of activity 2
Catenin Beta 1

Cysteine Rich Angiogenic Inducer 61
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-D-

DDR DNA Damage Response
dLKB1 Drosophila LKB1
-E -
E2F7 E2F Transcription Factor 7
E2F8 E2F Transcription Factor 8
Ect2 Epithelial Cell Transforming 2
EGF Epidermal Growth Factor
EGFR Epidermal Growth Factor Receptor
Emll Echinoderm Microtubule Associated Protein Like 1
EREG Epiregulin
ERK Extracellular signal Regulated Kinase
-F-
F2R Fizzy And Cell Division Cycle 20 Related 1
Fah Fumarylacetoacetate hydrolase
FGF19 Fibroblast Growth Factor 19
FGF4 Fibroblast Growth Factor 4
-G -
G6P Glucose-6-Phosphate
Go6pase Glucose-6-phosphatase
GEF Guanine Nucléotide Exchange Nucleotide Factor
Glu Glutamate
GNMT Glycine N-M¢éthyl-Transférase
GSEA Gene Set Enrichment Analysis
-H -
H2AX Histones H2A, membre X
HB-EGF Heparin Binding EGF Like Growth Factor
HDL High Density Lipoprotein
HERV-FRP Human Endogenous Retrovirus Group FRP
HERV-W Human Endogenous Retrovirus Group W
HF¥D High Fat Diet
HGF Hepatocyte Growth Factor
Hox Homeobox containing gene
HP Hépatectomie Partielle
HPV Human Papiloma Viris
HSP 90 Heat schock protein 90
HUR Human antigen R
-1-
IGF-1 Insulin Growth Factor 1
IL6 Interleukine 6
Imp a Importine a
Imp 8 Importine f3
IRF2 Interferon Regulatory Factor 2
_J -
JAK Janus Kinase
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kDA
KEAP1

LATS
LIP1
LKBI1
LPS
LSECs

Mad?2
MAPK
MARK
MAT

MC

MCC
mir-122
MO25
MRLC
MST
MTA
MTK
mTOR
mTORC1
mTORC2
MTs

NAD+
NADH
NAFLD
NF-kB
NLS
NRD
NRF2

ob/ob

P53
P70s6k
P9ORSK
Pakl
PAR1b
Pepck
Pgcla
Phe
PISK
PJS

K-

kiloDalton
Kelch Like ECH Associated Protein 1

-1 -

Large tumor suppressor kinase

LKBI interacting protein-1

Liver Kinase B1 ou sérine thréonine kinase 11 (STK11)
Lipopolysaccharide

Liver Sinusoid Endothelial Cells

Lysine

-M-

Mitotic Arrest Deficient 2

Mitogen-Activated Protein Kinase
Microtubule-affinity-regulating kinase 1-4
Méthionine adénosyl-transférase
Mégacaryocyte

Mitotic Checkpoint Complex

micro-ARN 122

Mouse Protein 25

Myosin Regulatory Light Chain

Mammalian STE20-like protein kinase
Microtubules Astraux

Microtubules Kinétochoriens

mammalian Target Of Rapamycin
mammalian Target Of Rapamycin complex 1
mammalian Target Of Rapamycin complex 2
Microtubules

_N-

Nicotinamide Adénine Dinucléotide (forme Oxydée)
Nicotinamide Adénine Dinucléotide (forme réduite)
Non Alcoholic Fatty Liver Disease

Nuclear Factor x B

Nuclear Localisation Signal

N-terminal regulatory domain

Nuclear Factor erythroid-derived 2-like 2

-0 -
Souris obése, mutante pour le géne codant pour la leptine
_P-

Tumor Protein 53

70 kDa ribosomal Protein S6 kinase

90 kDa ribosomal Protein S6 kinase

P21 (RACI) Activated Kinase 1

Polarity-regulating kinase partitioning-defective 1b
Phosphoenolpyruvate Carboxylase

Peroxisome proliferator-activated receptor-g coactivator 1o
Phénylalanine

Phosphatidylinositol-3-Kinase

Peutz-Jeghers
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PKA Protein Kinase A

PKC-z Protein Kinase C-zeta type
PLK1 Polo-like kinase 1
POTla Protection of telomeres 1A

-R -
Racl Ras-Related C3 Botulinum Toxin Substrate 1
Rb Rétinoblastome
RhoA Ras homolog gene family, member A
Rockl Rho-associated kinases 1
Rock2 Rho-associated kinases 2
RPS6KA Ribosomal protein S6 kinase 2 alpha

-S-
SAC Spindle Assembly Checkpoint
SAMe S-adénosyl-méthionine
Ser Sérine
SIK?2 Salt-inducible kinase 2
SIRT1 Sirtuin 1
Skp2-SCF S-phase kinase-associated protein 2 - Skp1/Cullin/F-box
SMAD Mothers Against Decapentaplegic Homolog
Snfl Sucrose non-fermenting 1 protein kinase
Srebp-1 Sterol regulatory element-binding protein 1
STAT Signal Transducer and Activator of Transcription
STK11 Sérine Thréonine Kinase 11
STRAD Ste-20 Related Adaptator Protein
SUMO Small Ubiquitin-like Modifier

-T -
TCF T-Cell Factor family protein
TERT Telomerase Reverse Transcriptase
TG Triglycérides
TGC Trophoblast Giant Cells
TGFa Transforming Growth Factor a
TGFpB Transforming Growth Factor b
Thr Thréonine
TNFa Tumor Necrosis Factor a
TORGC2 Transducer of regulated CREB activity 2
Tos3 Serine/threonine protein kinase TOS3
TP53 Tumor Protein 53
Trp Tryptophane
TSCl1 Tuberous sclerosis 1
TSC2 Tuberous sclerosis 2

-U-V-X-Y-Z7Z-

uPA Urokinase plasminogen activator
VLDL Very Low-Density Lipoprotein
VSMC Vascular Smooth Muscle Cells
YAP Yes-Associated Protein
70-1 Zonula occludens-1
Autres
4E-BP1 4E-Binding protein 1
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Mon travail de theése porte sur la caractérisation du réle de la master kinase LKB1 dans la
régulation de la prolifération hépatique et de 'intégrité génomique. Au cours de mes quatre
années de these, je me suis majoritairement concentrée sur le développement de cette
thématique de recherche. Par ailleurs, j’ai eu 'opportunité de participer a une seconde étude,
reposant sur I’analyse des altérations de la ploidie hépatocytaire lors du développement de
syndromes métaboliques. Ce travail a été réalisé en collaboration avec Géraldine Gentric,

doctorante dans notre équipe.

Ma these a été dirigée par le Dr. Chantal Desdouets, dont le laboratoire s’intéresse depuis de
nombreuses années au controle des mécanismes de polyploidisation dans la physiopathologie
hépatique. Physiologiquement, le foie est un organe quiescent et polyploide (plusieurs jeux
complets de chromosomes). Les travaux de notre équipe de recherche ont notamment montré
que ces populations hépatocytaires polyploides prennent place lors du développement post-
natal, sous-controle d’un signal insulinique, hormone clé du métabolisme.

Aujourd’hui, 1l est clairement établi dans différents tissus que la polyploidie est impliquée dans
la transformation cellulaire, en association avec un hit oncogénique. Au regard de ce lien
étroit entre polyploidie et tumorigenese, notre équipe cherche donc a comprendre dans le
tissu hépatique, si le profil de polyploidie physiologique est modifié lors d’une séquence de
prolifération pathologique et si cet état peut contribuer a la carcinogenese hépatique (CHCQ).
L’une des pathologies hépatiques majeures associ¢es au CHC est la stéatose hépatique non-
alcoolique (NAFLD), syndrome métabolique associé a une insulino-résistance. En lien avec
ces projets de recherche, le laboratoire explore donc les modifications de la polyploidie dans le
syndrome métabolique. Cette relation entre métabolisme et modulation de la polyploidie a
conduit le laboratoire a s’intéresser également a I'implication de points de contréle du
métabolisme dans lintégrité génomique. C’est dans ce contexte que nous nous sommes

intéressés a la master kinase LKB1.

Ce manuscrit de these se compose d’une introduction bibliographique, divisée en trois parties.
Dans la premicere, j’aborde tout d’abord des notions générales sur la physiologie du tissu
hépatique et plus particulicrement sur ses propriétés de régénération. Le second chapitre est
consacré aux mécanismes et aux fonctions de la polyploidisation, chez les mammiféres. Enfin,
le troisieme et dernier chapitre est centré sur la master kinase LKB1. Au regard des résultats
de mes travaux de thése, j’ai choisi de développer principalement le réle de LKB1 dans la

prolifération et la polarité cellulaire. Mes résultats seront ensuite présentés sous forme de
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manuscrit en anglais (Introduction — Résultats — Discussion — Méthodes — Références —
Figures — Informations supplémentaires). Ce travail est actuellement en révision a Cell
Reports. Enfin, ce manuscrit s’acheéve sur une discussion de ces résultats et sur les perspectives

envisagées pour la suite de ce projet.

Par soucis de clarté, j’ai choisi d’'intégrer dans la partie Résultats uniquement mon travail sur
le projet « LKBI1 : gardien de la prolifération hépatocytaire et du maintien de l'intégrité
génomique », qui a été mon sujet de recherche majeur au cours de mon doctorat. Toutefois,
vous trouverez, en annexe de ce manuscrit, la publication scientifique du second projet auquel
Jj’al participé et dans lequel je suis second signataire :

Oxidative stress promotes pathologic polyploidization in nonalcoholic fatty liver disease.
Gentric G, Maillet V, Paradis V, Couton D, L'Hermitte A, Panasyuk G, Fromenty B,
Celton-Morizur S, Desdouets C. Journal of Clinical Investigation (2015), 125(3):981-92.
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1. La structure du parenchyme hépatique

Chez le mammifere, le foie est 'organe interne le plus volumineux et le plus
sophistiqué apres le cerveau. Situé dans la partie inférieure droite de l'abdomen, sous le
diaphragme, le foie humain atteint un poids d’environ 1,5 kg chez l'adulte. Cet organe est
constitué de différents lobes, dont le nombre varie selon les especes. Ainsi, chez I’'Homme, le
foie se compose de deux lobes : le gauche et le droit, alors que deux lobes supplémentaires
sont présents chez la souris : le médian et le caudé. Le foie est également caractérisé par un
systtme de double vascularisation complexe. L’organe est irrigué¢ a la fois par I'artére
hépatique, drainant le sang riche en oxygene, et par la veine porte, acheminant les nutriments
absorbés par I'intestin ou encore les hormones pancréatiques. La veine centrolobulaire, quant
a elle, recoit le sang appauvri afin de le conduire jusqu’a la veine cave inférieure, via les veines

sus-hépatiques (Figure 1).

Veine cave inférieure Aorte

Lobe droit

Lobe gauche

Vésicule biliaire
Artére hépatique

Veine porte

Canal cholédoque

Figure 1 : Organisation anatomique du foie chez ’Homme

Schéma du foie humain, vue de face

Anatomiquement, le foie est constitué d’une succession d’unités structurelles, appelées :
lobules hépatiques. De forme hexagonale, ces structures sont caractérisées par un
regroupement de cellules hépatiques, dont I’organisation est déterminée par le positionnement

des voies vasculaires et biliaires (Rappaport et al., 1954). Cette architecture spécifique favorise
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une zonation anatomique et fonctionnelle. Ainsi, les lobules hépatiques sont centrés autour de
la veine centrolobulaire (espace périveineux) et leurs sommets sont constitués par les espaces
portes ou triades portales (espace périportal). Ces dernicres sont des structures arrondies
composées d’une veinule porte, d'une artériole hépatique ainsi que d’un canal biliaire. Au sein
d’un lobule, les hépatocytes, cellules majoritaires du foie (¢f. §1.2.), s’organisent en travées,
rayonnant d’un espace porte a la veine centrolobulaire (Figure 2A). D’autre part, le sang,
provenant de la double vascularisation, chemine le long de ces travées hépatocytaires, par des
capillaires sinusoides. La délimitation des sinusoides par une monocouche de cellules
endothéliales permet la mise en place d’une barricre entre le sang et les hépatocytes.
Toutefois, les cellules endothéliales forment une barri¢re reste perméable a certaines cellules
ou macromolécules et favorise ainsi les échanges entre I'espace sous-endothéliale et les
hépatocytes (Malik et al., 2002; Wisse, 1970). Au sein du lobule hépatique, deux systemes
fluidiques cohabitent : sanguin et biliaire. Antiparallélement au systeme vasculaire, la voie
biliaire draine la bile, produite par les hépatocytes, grace a un réseau de canalicules allant de
Iespace péri-veineux en direction de la zone péri-portale. La transition entre canalicule et
canal biliaire est réalisée au niveau de ’espace porte, via le canal de Hering. Par la suite, la
bile sera acheminée par des canaux biliaires extra-hépatiques, pour étre finalement stockée

dans la vésicule biliaire, attenante au foie (Figure 2B).

Canal . i
A ) B Tk Canalicule Hépatocyte
Triade Cholangiocyte biliaire biliaire Cellule étoilée

Espace de Disse

. i /!
Sinusoide / Triade
! portale

Veine porte ,

-

veine |
I

centrolobulaire

I
Canal I
hiliaire I

|

I
I

—

Artére \
hépatique \

L p— ';lrtére Cellule de
hépatique Kupffer

endothéliale

Travée
hépatocytaire

Figure 2 : Représentation schématique de la structure du foie

(A) Le lobule hépatique est I'unité structurelle du foie. De forme hexagonale, le lobule est centré autour d’une
veine centrolobulaire (VC), d’ou partent les travées hépatocytaires et a chaque sommet se trouve un espace
porte (ou triade portale), composé d’une artere hépatique, d’une veine porte et d’un canal biliaire.

(B) L’architecture des travées hépatocytaires s’organise le long d’un axe porto-central. Le sang circule vers la
veine centrolobulaire, a travers les sinusoides. La circulation de la bile est antiparallele et se dirige vers le canal
biliaire, par les canalicules.

Adaptée de Gordillo, Evans, 2015
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Finalement, cette architecture complexe du foie est notamment permise par un agencement

minutieux des différents types cellulaires composant cet organe, ces derniers feront I'objet du

prochain paragraphe (Figure 3).

Cellule
étoilée

Cellule
dendritique

Canalicule
biliaire

Cellule
endothéliale

——

Heépatocyte

Cellule de
Kupffer

Travée
hépatocytaire

Espace de
Disse

Lumiére
sinusoidale

Espace de
Disse

Travée
hépatocytaire

Figure 3 : Organisation des différents types cellulaires dans le parenchyme hépatique

Les sinusoides sont délimités par des cellules endothéliales, présentant des fenestrations afin de permettre les
échanges entre les hépatocytes et la circulation sanguine. Les deux types cellulaires sont séparés par I’espace de
Disse, dans lequel sont présentes les cellules étoilées. Enfin, dans le parenchyme hépatique sont également
retrouvées différentes cellules immunitaires, telles que les cellules de Kupffer ou dendritiques.
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2. La composition cellulaire

Différents types cellulaires composent le foie, dont certains ont déja été mentionnés
dans la premiere partie de ce chapitre. Cette hétérogénéité est indispensable a 'exécution des
différentes fonctions assurées par le tissu hépatique. Chez I’adulte, le foie est majoritairement
composé¢ d’hépatocytes. Le parenchyme hépatique est également constitué de cellules
épithéliales biliaires. D’autres populations cellulaires non parenchymateuses résident dans le

foie, telles que les cellules immunitaires, endothéliales ou étoilées.
2.1 Les hépatocytes

Majoritaires dans le foie, les hépatocytes représentent 60% de I’ensemble des cellules
hépatiques et 80% du poids de I'organe (Blouin et al., 1977). Cette cellule hépatique, dont la
taille varie de 25 a 30um, adopte une forme polygonale. Les hépatocytes sont des cellules
épithéliales polarisées (Musch, 2014; Treyer and Musch, 2013). Ainsi, leurs faces latérales sont
au contact d’hépatocytes attenants, appartenant a la méme travée. Le pole basolatéral des
hépatocytes, constitué de microvillosités, fait face a I'endothélium sinusoidal et constitue le lieu
d’échanges bidirectionnels entre la cellule et le systeme vasculaire. Latéralement, la
membrane plasmique de deux hépatocytes adjacents présente une légere dépression, formant
le canalicule biliaire. Cette structure caractérise le pole apical hépatocytaire et est délimitée
par des jonctions sérrées. Par ailleurs, I’hépatocyte présente plusieurs poles apicaux,
contrairement aux cellules ayant une polarité épithéliale classique qui n’en comporte qu’un.
La polarit¢ de I’hépatocyte est donc unique dans lorganisme et permet 'exécution de
différentes fonctions hépatocytaires. Véritables usines biochimiques, ces cellules ont un
volume occupé a 15% par le réticulum endoplasmique et présentent un nombre élevé
d’organites tels que les mitochondries (environ 1000/hépatocyte), les péroxysomes (environ
300/hépatocyte) ou encore les appareils de Golgi (environ 50/hépatocyte) (Weibel et al.,
1969). Ainsi, la majorité des fonctions hépatiques, notamment différentes activités

métaboliques, est réalisée par le contingent hépatocytaire (¢f- §1.3.).
2.2 Les cholangiocytes

Les canaux biliaires sont formés d’un revétement de cellules épithéliales unistratifiées :
les cholangiocytes. Ces cellules composent 1% de la totalité des cellules hépatiques (Benedetti
et al., 1996). Fait intéressant, au cours du développement, les hépatocytes et les cholangiocytes

dérivent d’'un méme précurseur : ’hépatoblaste. Fonctionnellement, les cholangyocytes jouent
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un role important dans la régulation de la réponse immunitaire hépatique, grace a la sécrétion
de cytokines et autres médiateurs (Glaser et al., 2009). De plus, ces cellules des canaux biliaires
peuvent interagir directement avec des cellules immunitaires, via l'expression de molécules
d'adhésion a leur surface. Les cholangiocytes sont également responsables d’importantes
modifications de la bile et impliqués dans la réabsorption de constituants biliaires comme le

glucose ou le glutathion (Glaser et al., 2009; Strazzabosco and Fabris, 2008).
2.3 Les cellules endothéliales

Les cellules endothéliales délimitent les sinusoides, c’est pourquoi elles sont également
nommées LSECs pour Liver Sinusoid Endothelial Cells. Environ 20% des cellules du foie sont
des LSECs. Comme précédemment évoqué, ces cellules présentent des fenestrations
transcytoplasmiques, mesurant entre 100 a 170nm. Ce tamis cellulaire facilite ainsi les
échanges entre le sang et les populations hépatocytaires (Smedsrod et al., 19945 Wisse, 1970).
Différentes fonctions, essentielles a 'organisme, ont été attribuées aux LSECs. En effet, une
perte des pores transcytoplasmiques ou encore des altérations du fonctionnement des LSECs
participent au développement de maladies, telles que la cirrhose ou encore I'installation de
métastases. L'un des roles majeurs de ces cellules est le controle de la réponse immunitaire
(Limmer et al, 2000). Les structures sinusoidales renferment diverses populations
immunitaires, dont la diffusion a travers la barriére sinusoidale est permise un mécanisme

appelé diapédese.
24 Les cellules immunitaires

Le foie possede un systétme immunitaire qui lui est propre. Le contingent cellulaire
immunitaire constitue 20% des cellules hépatiques et est représenté par un large éventail de
types cellulaires (Bogdanos et al., 2013). Parmi ces cellules immunitaires hépatiques, des
cellules dendritiques, myéloides (cellules de Kuppfer) ou des lymphocytes sont représentés.
Notons que plus de la moitié de ces acteurs appartiennent aux cellules de 'immunité innée
(55%) : les lymphocytes (Natural Killer T et Natural Killer), les cellules de Kuppfer ou les
cellules dendritiques. La seconde partie est donc représentative de I'immunité adaptative
(45%): les lymphocytes T et B. Cette hétérogénéité¢ cellulaire constitue le
microenvironnement hépatique et contribue a ’homéostasie tissulaire, mais également a la
modulation de la réponse immunitaire dans le tissu hépatique, suite a des agressions

(Robinson et al., 2016).
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2.5 Les cellules étoilées

Aussi appelées cellules de Ito, les cellules étoilées se situent entre la couche de cellules
endothéliales des sinusoides et les travées hépatocytaires. Cette zone entourant les sinusoides
définit Pespace de Disse. Ces cellules représentent la plus petite population hépatique (1%)
(Geerts, 2001). Bien qu’elles soient relativement peu représentées dans le foie, les cellules
étoilées jouent un role primordial. Physiologiquement, ce contingent cellulaire participe
notamment au stockage des gouttelettes lipidiques, riches en vitamine A. Pathologiquement,
leur role est capital, puisqu’en interagissant avec le systeme immunitaire hépatique, les cellules

étoilées contribuent a I'installation de la fibrose (I'riedman, 2008; Ichikawa et al., 2011).
3. Les fonctions hépatiques

Le foie est un organe vital présentant un extraordinaire éventail de fonctions
physiologiques, dont les trois principales sont : la synthese, le stockage et la détoxification.
Précédemment, nous avons abordé le concept de zonation hépatique. Anatomiquement, ce
phénomene permet de délimiter deux espaces essentiels : périveineux et périportal, mais
également de distinguer deux zones fonctionnellement différentes. En effet, le long de cet axe
porto-centrolobulaire, les hépatocytes présentent une hétérogénéité importante et se
spécialisent en fonction de leur localisation au sein du lobule hépatique (Jungermann and
Katz, 1989). Aux alentours de I’espace porte, les hépatocytes sont au contact d’un sang riche
en oxygene, en hormones et en nutriments, définissant les hépatocytes périportaux. A contraro,
a proximité de la veine centrolobullaire, les hépatocytes sont irrigués par un sang appauvri,
caractérisant les hépatocytes périveineux. On parle alors d'un phénomeéne de zonation
métabolique (Jungermann and Kietzmann, 1996). Initialement associée au métabolisme
glucidique, cette notion a finalement ét¢ imputée au métabolisme lipidique et glucidique, mais
également aux fonctions d’épuration, réalisée par le foie (Haussinger et al., 1992; Jungermann
and Thurman, 1992). Fait intéressant, certaines fonctions ne sont pas soumises a cette
zonation et sont réalisées dans I’ensemble des hépatocytes, telles que la sécrétion de protéines
sériques ou de lipoprotéines de basse densit¢ VLDL (Very Low-Density Lipoprotein)
(Kaestner, 2009). Dans la suite de ce paragraphe, nous détaillerons bri¢vement certaines de
ces fonctions, comme I’homéostasie métabolique glucidique, lipidique et protéique ; la

détoxication ; la sécrétion biliaire.
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3.1 La fonction métabolique

Le foie exerce un role majeur dans 'homéostasie nutritionnelle. Doué de propriétés
métaboliques considérables, cet organe intervient dans la synthese, la dégradation et le
métabolisme de tous les macronutriments. Le foie est également impliqué dans le stockage de
divers composés, comme le glycogene ou la plupart des micronutriments (minéraux,
vitamines, fer). Bien qu’il ne soit pas un organe de stockage lipidique (physiologiquement), le
foie est cependant déterminant dans la régulation du devenir métabolique des lipides. Premier
organe au contact des nutriments, suite a leur absorption par lintestin, le foie est donc
essentie]l au métabolisme des carbohydrate, des acides gras et des protéines (pour revue

(Figure 4) (Rui, 2014).

HYDRATES
PROTEINES DE LIPIDES
CARBONE
I
Désamination Glycogene
/ \ Import/Export
NH3
Glycogénogenése Glycogénolyse
Acides aminés \ Glucose-6-P \ Triglycérides
Dégradation l Néoglucogenése Glycolyse
Nouvelles \ sty / 5 P id
pEtEiTies Acétyl-CoA Lipogénése Acides gras
l Lipolyse
Cycle Cycle 3 Chaine
de l'urée de Krebs respiratoire

Figure 4 : Les trois principales voies métaboliques du foie

Le métabolisme protéique ; le métabolisme des hydrates de carbones ; le métabolisme
lipidique
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Dans le métabolisme des carbohydrates, I'un des enjeux majeurs pour le foie est de
maintenir la glycémie. En conditions d’hyperglycémie, suite a un signal insulinique, la
population hépatocytaire est capable d’absorber le glucose circulant dans le sang. Le glucose
est alors métabolisé dans le foie en G6P (Glucose-6-phosphate), pouvant étre orienté vers deux
voies distinctes : la glycogénogenese ou la glycolyse. Ainsi, le G6P néoformé peut étre stocké
sous forme de glycogéne ou étre consommé immédiatement, générant alors du pyruvate afin
d’alimenter le cycle de Krebs.

En revanche, dans un contexte d’hypoglycémie, un signal glucagon aura pour conséquence
lactivation de deux voies dans I’hépatocyte : la glycogénolyse ou la néoglucogencse. La
premicre génere du glucose a partir des réserves en glycogene et la seconde synthétise une
nouvelle molécule de glucose a partir d'une molécule non-glucidique, telle que le glycérol, les

acides aminés ou encore le lactate.

Une fois arrivés dans le foie, les acides gras sont rapidement métabolisés en
triglycérides ou T'G, pouvant alors alimenter la B-oxydation. Ce processus de lipolyse permet
de transformer ces TG en acétyl-CoenzymeA (ou acétyl-CoA), substrat énergétique du cycle
de Krebs. L’exportation des triglycérides est également possible notamment afin d’étre stockés
dans les adipocytes. Ce transport est permis par un groupe de lipoprotéines constitué des
VLDL, des HDL (High Density Lipoprotein), des LDL (Low Density Lipoprotein) et des
chylomicrons. En cas d’exces de synthese ou d’apport des acides gras, les hépatocytes peuvent
également stocker les TG dans leur cytoplasme, de fagon concomitante avec un ralentissement
des mécanismes de dégradation et d’export. Pathologiquement, ce phénomene définit la
stéatose.

A contrarwo, le foie a également la capacité d’utiliser 'acetyl-CoA afin de générer de novo des

triglycérides ou du cholestérol, grace a la voie de la lipogenese.

A P'inverse des carbohydrates ou des lipides, les hépatocytes ne peuvent pas stocker les
protéines. Les acides aminés, rapidement produits suite a la dégradation des protéines, sont
désaminés dans le tissu hépatique, générant alors de 'ammoniac. Ce composé chimique étant

hautement toxique pour I'organisme, le foie métabolise 'ammoniac en urée afin de I’évacuer
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via le cycle de I'urée (Yang and Bankir, 2005). Une fois désaminés, les acides aminés peuvent
avoir différentes destinées. Ces molécules peuvent alimenter directement le cycle de Krebs ou
participer a la synthése de protéines, telles que ’albumine ou la transferrine, ou d’hormones

comme 'IGF-1 (Insulin Growth Factor).
3.2 La fonction de détoxification

Organe filtre de 'organisme, le foie est soumis en permanence a des agressions par des
toxines quelles soient endogenes ou non. Le foie met donc en place différents mécanismes afin
d’éliminer ces composés toxiques pour l'organisme, tels que la bilirubine, I’alcool ou
Pammonium (Gebhardt et al., 1991; Guengerich, 1999; Morgan et al., 2002). Ainsi, le foie
adresse les molécules hydrosolubles au rein, afin de les évacuer par le systeme urinaire.
Concernant les molécules liposolubles, les hépatocytes ont un rdle clé dans leur

b
biotranformation, essentielle a leur évacuation. Deux étapes régissent ce catabolisme. Dans un
: . ) . . .
premier temps, une étape d’oxydo-réduction, catalysée par des cytochromes, augmente la
polarité de ces substrats toxiques. La seconde étape permet d’associer les composés toxiques a
des molécules endogenes, comme l’acide glucuronique, ou le glutathion, afin d’augmenter
leurs propriétés hydrosolubles. Ces éveénements ont pour but ultime de faciliter leur

¢limination par la bile ou les urines.
3.3 La fonction d’excrétion

La présence de la double circulation (sang et bile), au sein de chaque lobule hépatique,
permet aux hépatocytes d’assurer a la fois une fonction exocrine : sécrétion et excrétion de la
bile, et une fonction endocrine : libération dans le sang de protéines ou d’hormones. Ces
propriétés conferent au foie la fonction de glande amphicrine homotypique.

Les voies biliaires permettent ’élimination d’un certain nombre de composés, tels que les
lipides ou les xénobiotiques (Halilbasic et al., 2013). La synthese de la bile est essentielle afin
d’adresser ces substances vers le systeme intestinal et de les évacuer par les selles. La bile est
notamment composée de substances organiques, comme les sels biliaires et les lipides, de
bilirubine, de mucus et d’'un certain nombre de xénobiotiques. Dans ce processus, les sels
biliaires ont une importance capitale. En effet, ces molécules amphiphiles, aux propriétés

détergentes, permettent le maintien des lipides et du cholestérol en solution dans la bile et

assurent ainsi leur digestion par I’organisme.
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4. Larégénération hépatique

Le fole est un organe fascinant aux propriétés exceptionnelles, dont la plus
remarquable est sans doute sa capacité a régénérer. Ce phénomene est connu de longue date,
puisqu’il était déja décrit dans la Grece Antique dans le mythe de Prométhée. Prométhée,
ayant volé le secret du feu sacré aux dieux de I’Olympe pour le livrer aux Hommes, fut
condamné a avoir quotidiennement une partie du foie dévorée par un aigle. Chaque nuit, le
foie régénérait, fournissant alors une nourriture continuelle a ’aigle.

Chez l’adulte, le foie est un organe physiologiquement quiescent, mais il est le seul dans
l'organisme a pouvoir régénérer intégralement, suite a différents stimuli. En effet, en cas de
stress ou d’agression, il conserve la capacité de proliférer, afin de réparer les 1ésions tissulaires.
Diftérents modeles d’études i vivo ont été développés dans le but de décrypter les mécanismes
intervenant dans le processus de régénération hépatique. (1) La régénération peut ainsi étre
induite chimiquement, par administration de composés hépatotoxiques, comme le
tétrachlorure de carbone (CCly). Cette méthode repose sur I'induction d’une lyse massive du
parenchyme hépatique et est associée a une forte réponse inflammatoire. Cette approche est
plus comparable a un mécanisme pathologique. (2) La méthode la plus courante est la
résection d’une partie du foie ou hépatectomie partielle (HP) (Fausto et al, 2006;
Michalopoulos and DeFrances, 1997; Mitchell and Willenbring, 2008). L’hépatectomie aux
deux tiers est la plus usuelle. Cette technique chirurgicale présente différents avantages non
négligeables :

* tres faible réponse inflammatoire,

* sans lésion tissulaire,

* prolifération successive des différents types cellulaires,

* prolifération synchrone des hépatocytes.
La cinétique de prolifération des différents types cellulaires hépatiques débute avec la
prolifération des hépatocytes au cours des premieres 48 heures, apres HP. Puis
successivement, les cholangiocytes, les cellules de Kupffer, les cellules étoilées et enfin les
cellules endothéliales proliferent a leur tour (Figure 3).
La régénération hépatique permet la restauration de la masse hépatique initiale (10%)
(Stocker and Heine, 1971) et repose sur lactivation séquentielle de différents signaux
mitogéniques, médiés par divers cytokines et facteurs de croissance. Ce processus se divise en

trois phases : la phase de priming, la phase de prolifération et la phase de terminaison.
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Figure 5 : Cinétique de prolifération des cellules hépatiques apres hépatectomie
partielle

Au cours des premieres 48 heures de la régénération, les hépatocytes sont les premieres cellules a proliférer.
Puis, successivement, les cholangiocytes, les cellules de Kupffer et endothéliales proliferent a leur tour. La
totalité de la masse hépatique est restaurée par hyperplasie compensatoire environ 7 jours post-HP chez la
souris.

4.1 La phase de « priming »

Cette phase permet d’initier la réponse proliférative des hépatocytes et facilite leur
sortie de quiescence. Cette étape est extrémement rapide et démarre seulement quelques
minutes apres la résection. La modification du flux sanguin, suite a I’hépatectomie, induit une
forte augmentation de la concentration de LPS (Lipopolysaccharide) arrivant par la veine
porte, ayant pour conséquence l'activation des cellules de Kupffer (Cornell, 1985). Ces

macrophages produisent en réponse du TINFa (Tumor Necrosis Factor a), qui par une boucle

d’activation autocrine induit la synthese d’IL6 (Interleukine 6), via la signalisation NF-xB
(Nuclear Factor x B). Au niveau de ’hépatocyte, la fixation de 'IL6 a son récepteur entraine
lactivation de la voie JAK/STAT (Janus Kinase/Signal Transducer and Activator of
Transcription) par une cascade de phosphorylations en chaine, ayant pour finalité I’activation
du facteur de transcription STAT3. Cet événement conduit a la transcription de genes clés,

appelés les « Immediate early genes » (Figure 6).
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Figure 6 : Voie de signalisation de la phase de « priming »

En réponse au signal d’hépatectomie, les cellules de Kupffer sécretent du TNFa et s’activent par une boucle
autocrine, induisant la production d’IL-6. I’TIL6 se fixe sur son récepteur, présent a la surface des hépatocytes,
et induit l'activation de la protéine STAT3 par phosphorylation. STAT3 permet alors la transcription des
« Immediate early genes », essentiels a la transition GO/G1.

Adaptée de Taub, 2004.

La principale mission de ces facteurs est d’activer la transition GO/G1 dans I’hépatocyte, mais
ils sont également essentiels pour protéger les hépatocytes d’éventuels signaux nécrotiques ou
apoptotiques (Fausto et al., 2006; Taub, 2004). Finalement, un autre événement intervient
rapidement apres ’hépatectomie : Pactivation et la translocation nucléaire de la f-caténine.

La B-caténine apparait dans le noyau des hépatocytes dans les 15 minutes suivant la HP, ou
elle régule l'expression de 1'Egfr (Epidermal Growth Factor Receptor) et initie la transcription
de nombreux genes, essentiels a la progression de la seconde phase: la prolifération
hépatocytaire (Monga et al., 2001; Tan et al., 2005; Thompson and Monga, 2007; Torre et
al., 2011).
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4.2 La phase de prolifération

Une fois 'étape de priming effectuée, les hépatocytes sont propulsés en phase G1 du
cycle cellulaire. Brievement, le cycle cellulaire canonique se décompose en quatre phases
successives : G1, S, G2, M. Son déroulement est gouverné par les couples Cyclines/CDK
(Cyclin Dependant Kinase), variant en fonction des différentes phases du cycle cellulaire : G1
Cyclines D /Cdk4-6 et Cycline E/Cdk2 ; S Cycline A/Cdk2 ; G2 Cycline A/Cdk2 et Cycline
B/Cdkl ; M Cycline B/CdklI. Nous reviendrons régulierement sur ces acteurs tout au long de
cette introduction. Toutefois, au cours de la régénération hépatique, d’autres signaux sont
nécessaires a la progression du cycle cellulaire des hépatocytes. En effet, une seconde vague de
sighaux leur permet de réaliser la transition G1/S. Cette transition est notamment sous
controle de facteurs de croissance, impliquant deux récepteurs majeurs : TEGFR et cMET
(Berasain and Avila, 2014; Borowiak et al., 2004; Collin de L'hortet et al., 2012; Paranjpe et
al., 2016). Dans les premieres heures suivant la HP, les facteurs de croissance, tels que FEGF,
Iamphiréguline ou le TGFa (Transforming Growth Factor a), sont sécrétés afin d’activer
PEGFR, tandis que PHGF (Hepatocyte Growth Factor) active cMET (Berasain and Avila,
2014; Berasain et al., 2005; Kiso et al., 1995; Komposch and Sibilia, 2015; Stolz et al., 1999;
Webber et al., 1993). Ces différents facteurs de croissance sont sécrétés par divers types
cellulaires et tissus : le duodénum ou les glandes salivaires pour I’EGF, les hépatocytes pour le
TGFa, les cellules étoilées et endothéliales pour PHGF. Une fois les récepteurs activés, ils
induisent des voies de signalisation comme JAK/STAT3, PI3K/AKT/mTOR
(Phosphatidylinositol-3-Kinase/Protein Kinase B/ mammalian Target Of Rapamycine) ou
des MAPK/ERK (Mitogen-Activated Protein Kinase/ Extracellular signal Regulated Kinase)
(Haga et al., 2009; Li et al., 2002; Talarmin et al.; 1999). L’ensemble de ces éveénements
permet la réalisation de la transition G1/S dans les hépatocytes (Figure 7). Parallélement a
la voie des facteurs de croissance, une stéatose transitoire s’installe dans le parenchyme
hépatique, définissant la phase dite métabolique (Delahunty and Rubinstein, 1970). Cette
accumulation de triglycérides serait une réserve énergétique, importante pour suite de la
régénération, mais également une source de phospholipides pour la formation des membranes
plasmiques lors de la prolifération hépatocytaire a venir. Paradoxalement, la régénération ne
peut avoir lieu sans cette stéatose physiologique, tandis qu’une stéatose pathologique, déja
installée, conduit a un défaut de régénération apres HP (Rudnick and Davidson, 2012).

Apres la transition G1/8S, les hépatocytes progressent en phase S, G2 et mitose,

indépendamment de cytokines ou de facteurs de croissance. Ainsi, le contingent hépatocytaire
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effectue un a deux cycles de division (précisément 1,6), afin de restaurer la masse hépatique

nitiale.

G0/G1

V Glande
salivaire

Hépatocyte

Cellule étoilée Duodenum

Vi
\ Cellule de Kupffer/

Figure 7 : Principaux événements de la régénération hépatique

Suite a une HP, 'augmentation locale de LPS induit la sécrétion de TNFa et IL6 par les cellules de Kupffer.
Ces signaux ont pour conséquence I'entrée des hépatocytes, normalement quiescents, en phase G1 du cycle
cellulaire. Sous 'action de facteurs de croissance, tels que PEGF ou 'HGF, les hépatocytes progressent en
phase S, puis poursuivent et terminent leur cycle par les phases G2 et M. Finalement, la fin de la régénération
et le retour en quiescence des hépatocytes sont activés principalement sous ’action du TGFb.

Adaptée de Taub, 2004

4.3 La phase de terminaison

Une fois la masse hépatique initiale atteinte, la prolifération doit s’arréter rapidement
et I’état de quiescence doit étre restauré. Cette phase est donc régie par des voies de
signalisations antiprolifératives, dont les deux majeures sont induites par le TGFp et activine

(Braun et al., 1988; Date et al., 2000). Le TGF est, principalement produit par les cellules
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étoilées, et active en aval des protéines de la famille des SMADs (Mothers Against
Decapentaplegic Homolog), permettant finalement la transcription de genes, impliqués dans
Iarrét du cycle cellulaire et d’activer le retour de la quiescence (Figure 7). L’arrét de la
prolifération est également médié par une autre voie de signalisation : la voie MST/YAP
(Mammalian STE20-like protein kinase/Yes-Associated Protein) (Yimlamai et al., 2014; Zhao
et al., 2011). La voie Hippo permet a la protéine Yap de pénétrer dans le noyau, ou elle agit
comme un facteur de transcription activant la prolifération cellulaire et régulant la taille de la
cellule. Toutefois, son réle précis au cours de la régénération reste encore énigmatique

(Michalopoulos, 2017).

Ces dernieres années, I’étude de la régénération hépatique s’est considérablement développée.
Toutefois, les mécanismes controlant ce processus sont loin d’étre enticrement élucidés.
D’autres études seront donc essentielles pour étendre nos connaissances dans ce domaine.
Comme nous I’avons décrit tout au long de ce chapitre, le foie est un organe doté de fonctions
et de propriétés incroyables, I'une d’elles est sa polyploidie physiologique. La polyploidie fera

donc I'objet de notre prochain chapitre.
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Découvert en 1882 par Walther Flemming, le chromosome est le support de
l'information génétique, propre a tous les étres vivants. Chaque espéce possede un nombre de
chromosomes « n » spécifique. Ainsi, Homo sapiens possede n=23 chromosomes et Mus musculus
n=20 (O'Brien et al., 2006). Généralement, les organismes eucaryotes contiennent deux jeux
complets de chromosomes homologues, définissant 1’état diploide (2n). Cet état étant une

norme pour la reproduction sexuelle des especes.

PLOIDIE NUCLEAIRE PLOIDIE CELLULAIRE
Haploide Diploide
(n) (2n)
an A 4%
- Cellule tétraploide
- wr e i
Mononucléee
Triploide Tétraploide
(3n) (4n)

Cellule tétraploide
Binucléée

Figure 8 : La ploidie nucléaire et cellulaire

A gauche, représentation du nombre de copies de chromosomes définissant différents états de la ploidie
nucléaire: haploidie, diploidie, triploidie et tétraploidie. A droite, représentation de la ploidie cellulaire
discriminant les cellules mononucléées et multinucléées (ici exemple d’une cellule binucléée).

Toutefois, le nombre d’exemplaires d’un jeu de chromosomes peut varier d’une cellule ou
d’une espéce a une autre, c’est ce qui définit la ploidie. Les cellules possédant une seule copie
de chaque chromosome (n) sont dites haploides, deux copies (2n) diploides, trois copies (3n)
triploides, quatre copies (4n) tétraploides, etc (Figure 8). La polyploidie définit donc un

patrimoine chromosomique de plus de deux jeux complets de chromosomes.

41



Ces lots de chromosomes supplémentaires peuvent avoir différentes origines. En effet, ils
peuvent provenir d’'une méme espece, c’est ce que I’'on nomme "autopolyploidie, ou d’espéeces
proches, mais différentes, c’est I’alloploidie. Physiologiquement, on parle d'un état euploide,
ou les variations quantitatives portent sur l'ensemble des chromosomes. En revanche, le gain
ou la perte d’'un ou plusieurs chromosomes au sein d’une cellule définit "aneuploidie,
clairement établi comme étant un état pathologique. Enfin, il existe un dernier niveau de
ploidie, discriminant la ploidie nucléaire de la ploidie cellulaire. Les variations du nombre de
chromosomes peuvent avoir lieu au sein d’un seul et unique noyau, définissant la ploidie
nucléaire et permettant I’émergence de populations mononucléées (Figure 8). Les cellules
multinucléées présentent une répartition du matériel génétique dans deux noyaux ou plus,
caractérisant la ploidie cellulaire (Gentric and Desdouets, 2014).

Chez les eucaryotes, la polyploidie n’est pas un phénomene rare et de nos jours, elle est
considérée comme un mode de spéciation commun, ayant de grandes conséquences pour
I'évolution des plantes, la biodiversité et I'écologie (Gallagher et al., 2016; Mable et al., 2011;
Van de Peer et al., 2017). En effet, la polyploidisation est tres fréquente dans le regne végétal,
particulierement chez les angiospermes (Soltis and Soltis, 2016; Van de Peer et al., 2009). Des
cas ont toutefois été rapportés chez certains insectes, poissons, amphibiens ou reptiles (Otto,
2007; Otto and Whitton, 2000). Néanmoins, la polyploidie est clairement plus rare chez les
animaux que chez les plantes (Orr, 1990). Cependant, chez le mammifere, ’émergence de
populations polyploides peut étre concomitante avec le développement physiologique de
certains tissus, mais également étre associée a un statut pathologique. La polyploidie
représente donc un équilibre fragile entre bénéfices et risques.

Ce phénomene est-il un enjeu pour I’évolution en conférant des avantages sélectifs et un role
protecteur ? Ou a lorigine dun contingent cellulaire pivot pouvant conduire a la
tumorigenese ? Cette dualité de la polyploidie, ainsi que les mécanismes conduisant a son

installation feront ’objet de ce chapitre.
1. La polyploidie chez le mammifere

Chez les mammiferes, la polyploidisation d’un organisme entier est rare, car elle
entraine une létalité précoce, ainsi que des avortements spontanés ou des résorptions
embryonnaires (Creasy et al., 1976; Kaufman, 1991). Rare n’est pas impossible, car en effet le
rat viscache (Tympanoctomys barrerae) et ses proches parents sont entierement tétraploides,

faisant ainsi exception a la regle (Gallardo et al., 1999). L’état diploide est donc majoritaire
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chez les mammiferes. Cependant, il est intéressant de noter que les contingents diploides
possedent des stigmates d’une polyploidie ancestrale. En effet, par deux fois, un événement de
polyploidisation est intervenu au cours de ’évolution des vertébrés (Kasahara, 2007; Ohno,
1970, 1999). Cette paléo-polyploidie, présente dans le génome mammifere, pourrait d’ailleurs
expliquer les nombreux paralogues de certains genes, tels que Hox (Schughart et al., 1989),
E2F ou Rb (protéine du rétinoblastome) (Cao et al., 2010). Chez 'Homme, il semblerait
méme que 74% des genes de signalisation descendent de ces événements de duplication du
génome complet (Huminiecki and Heldin, 2010).

Bien que le phénomene de polyploidie soit rare, chez le mammifere, I’émergence de
populations cellulaires polyploides est relative au développement et de la différentiation d’un
certain nombre de tissus. Physiologiquement, ces contingents sont représentés notamment
dans le coeur (cardiomyocytes : 4n), le placenta (cellules géantes du trophoblaste : 8n a 64n), la
moelle osseuse (mégacaryocytes : 16n a 128n) et le foie (hépatocytes : 4n a 8n) (Figure 9).

Le wvieillissement est également a lorigine de modifications de la ploidie. C’est
particulierement le cas pour les hépatocytes ainsi que les cellules musculaires lisses vasculaires
(VSMC : « Vascular Smooth Muscle Cells »), dont la polyploidie augmente avec ’age (Jones
and Ravid, 2004; Wang et al., 2017 ). La polyploidisation peut également intervenir en
réponse a un stress mécanique, métabolique ou encore génotoxique. Au cours de la grossesse,
les cellules des muscles lisses utérins sont effectivement soumises a un remaniement de leur
ploidie associé a la geneése d’un contingent polyploide (van der Heijden and James, 1975).
C’est également le cas pour les cellules thyroidiennes, dans ’hyperthyroidisme (Auer et al.,
1985) ou les VSMC, dans ’hypertension (Hixon and Gualberto, 2003) (Figure 9). Toutefois,
conserver un état polyploide physiologique est un véritable challenge pour ’organisme. Outre
I‘augmentation du matériel génétique, la polyploidie est également associée a une
amplification du nombre de centrosomes. La gestion des chromosomes et centrosomes
surnuméraires au cours de la mitose représente un enjeu majeur pour le maintien d’une
ploidie physiologique controlée. La cellule polyploide met alors en place un mécanisme de
regroupement des centrosomes afin de former un fuseau bipolaire et de générer deux cellules
filles identiques.

Cependant, ces mécanismes ne sont pas infaillibles et I’émergence de fuseaux multipolaires
et/ou de défauts d’attachement des microtubules aux chromosomes peut étre a ’origine de
I'installation d’une instabilit¢é chromosomique ou CIN (« chromosomal instability »).
Aujourd’hui, la CIN, représentative d’une aneuploidie, est un stigmate connu de nombreuses

tumeurs. Il y a presque cent ans, Théodore Boveri décrivait I'existence d’une polyploidie
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pathologique et émettait déja ’hypothese que ’émergence de cellules tétraploides participait
au développement tumoral dans certains tissus (Boveri, 2008) (pour exemples : cancers du
cblon, du poumon, de ’cesophage, du sein ou de l'utérus (Figure 9) (Davoli and de Lange,
2011)). Depuis, cette hypothése a été confirmée et a donné lieu a de nombreuses autres études.
Il est maintenant établi que I’émergence d’un intermédiaire tétraploide instable permet le

passage d’une diploidie physiologique a une aneuploidie néoplasique (Ganem et al., 2007).
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Figure 9 : La polyploidie physio-pathologique chez le mammifeére

Chez les mammifeéres, la polyploidie peut émerger en conditions physiologiques, c’est notamment le cas au
cours de 'embryogeneése (Placenta — cellules géantes du trophoblaste), lors du développement post-natal (Cocur
— cardiomyocytes ; Foie — hépatocytes) ou de la différenciation (Moelle osseuse — mégacaryocytes). Toutefois,
des contingents polyploides peuvent étre générés en conditions pathologiques, telles que ’hypertension atérielle
(VSMC), ’hyperthyroidisme ou la tumorigenese (exemple du cancer du poumon et du colon).

Adaptée de Gentric and Desdouets 2014.
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2. Les mécanismes de polyploidisation

Ou’ils soient physiologiques ou pathologiques, les mécanismes de polyploidisation sont
majoritairement associés a des altérations de certaines étapes du cycle cellulaire. Ces
évenements sont I’Endoréplication, le « Mitotic Slippage » ainsi que la Cytodiérése incomplete
et seront présentés dans la suite de ce paragraphe (Figure 10A). Toutefois, il existe un
mécanisme de polyploidisation ne faisant pas intervenir une étape du cycle cellulaire : la

fusion cellulaire (Figure 10B).
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Figure 10 : Les mécanismes de polyploidisation chez le mammifére

(A) Différents mécanismes de polyploidisation impliquant des altérations au cours de I’étape de division du
cycle cellulaire : a) ’endoréplication, cycle sans mitose ; b) le mitotic slippage, sortie de mitose avant la fin du
programme ; ¢) la cytodiérese incompléte, omission de I’étape d’abscission cellulaire.

(B) Formation d’une cellule polyploide indépendamment du cycle cellulaire a partir d’une fusion cellulaire.
Adaptée de Gentric and Desdouets, 2014.

2.1 La fusion cellulaire

L’événement majeur de fusion cellulaire modifiant la ploidie cellulaire est la
fertilisation. Ce mécanisme dépend de la fusion membranaire de deux cellules haploides, le

spermatozoide et l'oocyte, donnant ainsi naissance a la premiere cellule diploide d’un
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organisme, le zygote (Yanagimachi and Noda, 1970). Par la suite, des événements de fusion
interviennent au cours du programme développemental de différents tissus. Ce phénomene
est notamment crucial pour la fusion membranaire: des myoblastes pour former des
myotubes dans les muscles, des macrophages pour former des ostéoclastes dans les os ou des
cytotrophoblastes pour former des syncytiotrophoblastes dans les placentas (Huppertz et al.,
1998; Loutit and Nisbet, 1982; Taylor, 2000).

D’autre part, dans certains cas de 1ésions tissulaires, la fusion cellulaire peut contribuer a la
régénération du tissu. C’est notamment le cas de la régénération du muscle squelettique,
permise par la fusion des fibres musculaires avec les cellules satellites (Bischofl and Heintz,
1994). Les macrophages fusionnent également afin de former des cellules géantes
multinucléées aux capacités phagocytaires améliorées en réponse a des dommages (Vignery,
2005). D’autres études ont également mis en évidence le potentiel des cellules dérivées de la
moelle osseuse (Bone-morrow-derived cells - BMD), pouvant fusionner avec des cellules
nerveuses, gastro-intestinales ou hépatiques, afin de réparer des cellules endommagées
(Alvarez-Dolado et al., 2003; Rizvi et al., 2006; Wang et al., 2003). Dans ces diftférents
systemes, des cellules allopolyploides sont ainsi générées, mettant en lumiere la notion de
reprogrammation génomique. Les travaux du groupe de Markus Grompe illustrent
parfaitement ce processus. En effet, suite a la transplantation de cellules BMD, dans un
modele murin de tyrosinémie (souris Fah”~ - Fumarylacetoacetate hydrolase), les hépatocytes
dérivés de la moelle osseuse (Bone-morrow-derived hepatocytes - BMDH) ont la capacité de
repeupler le foie et ainsi corriger I’hépatopathie (Vassilopoulos et al., 2003).

D’un point de vu mécanistique, la fusion cellulaire requiert I'intervention d’un certain nombre
de protéines aux propriétés fusogéniques (Podbilewicz, 2014; Willkomm and Bloch, 2015).
Toutefois, il est important de noter qu’a ce jour peu d’entre elles ont été clairement identifiées.
Certaines protéines régulent des processus (adhésion cellulaire, différenciation, réarrangement
cytosquelettique, etc.) requis pour la médiation de la fusion cellulaire, mais ne sont pas
directement impliquées dans le mécanisme de fusion des membranes cellulaires. Ces protéines
sont généralement transmembranaires, telles que CD9 (tétraspanine) essentielle a la fusion
sperme-oocyte et des myoblastes (LLe Naour et al., 2000; Tachibana and Hemler, 1999) ou
ADAMI12 (désintégrine et métalloprotéase) qui participe a la formation des fibres musculaires
squelettiques et des ostéoclastes (Abe et al., 1999; Yagami-Hiromasa et al., 1995). Chez les
vertébrés, les protéines de fusion les mieux caractérisées sont les protéines de fusion virale,
notamment la famille des syncytines, impliquée dans le développement placentaire. En effet,

chez I’homme, les glycoprotéines d’enveloppe syncytine-1 et 2 sont respectivement codées par
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des éléments de la famille HERV (human endogenous retrovirus) -W et —FRD (Blaise et al.,
2003; Blond et al., 2000; Mi et al., 2000). Cependant, au dela de la compréhension des
mécanismes de fusion, I'un des enjeux majeurs est également de comprendre comment
I'intégrité chromosomique est maintenue dans ces cellules issues d’évenements de fusion.
Cette question est d’autant plus importante que le lien entre infection virale, polyploidie et
cancer a notamment ¢été fondé sur les capacités fusogéniques de certains virus. En effet, il
existe deux types d’infections virales conduisant a des événements de fusion cellulaire. Tout
d’abord, le virus peut infecter la cellule et induire 'expression de protéines fusogenes,
conduisant la cellule hote a fusionner avec d’autres. Cet événement génere une cellule
tétraploide binucléée (2x2n) ou hétérocaryon, définissant une cellule polynucléée dont les
noyaux sont génétiquement différents (Duelli and Lazebnik, 2007; Harris and Watkins, 1965;

Ogle et al., 2005) (Figure 11A).
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Figure 11 : La fusion cellulaire virale

(A) L’infection virale confere des propriétés fusogéniques a la cellule infectée. La cellule peut alors fusionner
avec une seconde cellule exprimant un récepteur aux protéines de fusion, formant ainsi un hétérocaryon.
Apres un cycle de division, cet hétérocaryon peut alors générer deux cellules filles mononucléées hybrides, ou
syncaryons, dont les caryotypes sont un mélange du patrimoine génomique des deux cellules parentales.

(B) Le virus peut servir de « pont » entre deux cellules et entrainer leur fusion, sans les infecter. Ce mécanisme
permet également la formation d’un hétérocaryon et de deux syncaryons, suite a un cycle de division.

Adaptée de Duelli, 2007.
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Cet hétérocaryon peut alors entrer dans un état quiescent ou dans un nouveau cycle de
division, générant ainsi deux cellules hybrides tétraploides mononucléées (4n) ou syncaryons,
dont les caryotypes sont différents des cellules fusionnées parentales (Figure 11A) (Duelli and
[azebnik, 2007; Ogle et al., 2005; Sottile et al., 2016). Ensuite, un second mécanisme a été
décrit dans lequel le virus fait office de « pont » entre deux cellules, sans infecter aucune des
cellules, mais pouvant également conduire a I'apparition de deux syncaryons (Figure 11B)
(Duelli and Lazebnik, 2007).

L’émergence de ces populations cellulaires hybrides est cruciale, car elles présentent un fort
potentiel oncogénique. En effet, I'injection de ces populations (uniquement hybrides), dans des
souris immunodéprimées, favorise le développement tumoral (Duelli et al., 2007). Par ailleurs,
de nombreux virus sont aujourd’hui connus pour avoir une activité fusogénique, tels que le
virus du papillome humain (HPV), le virus de I’hépatite B ou C, et un potentiel oncogénique
(Duelli and Lazebnik, 2007; Gao and Zheng, 2011; Hu et al., 2009; Somiya et al., 2015;
Takikawa et al., 2000). Dans le cas du cancer du col de I'utérus, la majorité¢ des patientes
présente une infection par le virus HPV. L’expression de l'oncoprotéine HPV-16 E5 est
suffisante pour la formation d’une cellule binucléée, issue de la fusion de deux cellules
épithéliales du col de 'utérus (Hu et al., 2009). Cet événement est caractéristique de lésions
précoces dans le cancer du col de I'utérus, associ¢é a HPV. De plus, 'expression de HPV-16
E6 et E7 provoque une dérégulation majeure du cycle cellulaire et de l'apoptose, via
I'inhibition des génes suppresseurs de tumeur p53 et Rb (Heilman et al., 2009; Incassati et al.,
2006). L’expression séquentielle de ces trois oncogenes (HPV-16 E5, E6, E7) participe a
I’émergence d’une instabilit¢é chromosomique, hautement associée au processus de
carcinogenese (Gao and Zheng, 2010; Moody and Laimins, 2010; White et al., 1994; Zhao et

al., 2016).
2.2 L’endoréplication

L’endoréplication est un cycle cellulaire avorté, sans caryodiérese (division des
chromosomes) ou cytodiérese (séparation des cellules filles). La mise en place de ces cycles
particuliers conduit a la genese de cellules tétraploides mononucléées (4n), par omission de la
mitose. Deux éveénements sont essentiels a la mise en place de cycles d’endoréplication : (1)
I'inhibition de la transition G2/M, afin d’abolir la mitose et (2) l'oscillation de I'activité des
CDK, afin d’initier une nouvelle duplication du génome en l'absence de division cellulaire.
Différents mécanismes d’inhibition de la mitose sont d’ores et déja connus pour favoriser

I’endoréplication. L'un des mécanismes est la régulation négative de l'activité mitotique des
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complexes Cyclines/CDK par protéolyse, réalisée par I'ubiquitine ligase E3 « Anaphase
Promoting Complex/Cyclosome » (APC/C) (Foley and Kapoor, 2013; Lara-Gonzalez et al.,
2012; Pines, 2011). Classiquement, le complexe Fizzy-related/Cdhl (Fzr/Cdhl), régule et
dirige lactivit¢ d’APC/C vers les cyclines A et B, en mitose tardive et jusqu'a la phase Gl
suivante, ce qui permet d'assurer une sortie de mitose irréversible (Rafl et al., 2002; Sigrist and
Lehner, 1997; Sudakin et al., 1995). Cependant, certaines cellules retournent ce mécanisme
de protection afin de générer des cycles d’endoréplication. En effet, chez la drosophile,
d’anciennes études ont montré que le complexe Cycline E/Cdk2 régulait négativement
Pactivit¢: ’APC/C, via I'inhibition de Fzr/Cdhl (Sigrist and Lehner, 1997). Ces travaux
précurseurs ont permis a Narbonne-Reveau et ses collaborateurs de confirmer par la suite que
I'activité cyclique du complexe Cycline E/Cdk2 induit une activité anti-parallele d’APC/C
(Narbonne-Reveau et al.,, 2008). Ce phénomeéne permettant d’une part I'inhibition de la
mitose et d’autre part de réactiver les origines de réplication au cycle suivant, conduisant a des
cycles d’endoréplication successifs (Narbonne-Reveau et al, 2008). Les CDK peuvent
également étre inhibées par liaison directe aux inhibiteurs de kinase (CKI : CDK inhibitor),
certains types cellulaires polyploides utilisent ces CKI pour inhiber la mitose et déclencher des
cycles d’endoréplication (Ullah et al., 2009). Chez le mammifére, ce mécanisme participe
notamment a la gene¢se des cellules géantes du trophoblaste (T'GC). Au cours de la
différentiation des cellules, une carence en facteur de croissance fibroblastique 4 (FGF4) induit
Iexpression de la CKI p57, conduisant notamment a I'inhibition de CDKI1 (Figure 12A)
(Ullah et al., 2008).

Cet événement conduit a ’assemblage du complexe de pré-réplication et par conséquent a
une nouvelle activation des origines de réplication (Ullah et al., 2008). Par ailleurs, ’oscillation
de p57 permet une alternance entre phase S et phase G, caractéristique de I’endoréplication
(Hattori et al., 2000). L’enchainement des cycles suivants est également controlé grace a
I'expression périodique du complexe Cycline E/CDK2 (Parisi et al., 2003). Enfin, des
membres de la famille des facteurs de transcription E2F sont également impliqués dans le
processus de polyploidisation des TGC. Les facteurs E2F7 et E2F8 sont requis pour le
développement correct du trophoblaste et I’établissement de I’architecture placentaire. Par
conséquent, dans un modele murin transgénique, les placentas déficients pour E2f7/E2f8
présentent une ploidie réduite, conduisant a une létalité foctale (Figure 12A) (Chen et al.,

2012; Ouseph et al., 2012).
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A Signalisation physiologique : B Signalisation pathologique :
Exemple des cellules du trophoblaste Exemple de la réponse aux dommages de I'ADN
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Figure 12 : Les signaux responsables de I’endoréplication physiologique et
pathologique

L’endoréplication peut conduire a I’émergence de populations polyploides physiologiques ou pathologiques.
(A) Un exemple de signalisation physiologique : la différenciation terminale des cellules géantes du
trophoblaste. Ce processus est notamment régulé par une déprivation en facteur FGI4 et 'activation en aval
de la CKI p57, mais également par les facteurs E2F7/E2F8.

Adaptée de Ullah, 2009 ; Meserve 2012.

(B) Un exemple de signalisation pathologique : la réponse aux dommages de PADN. Cette signalisation est
médiée par les kinases ATM/ATR et permet un arrét du cycle, nécessaire a la réparation des dommages.
Adaptée de Gire 2015

Concernant le réle du contingent polyploide dans le trophoblaste, I’étude du groupe de Leone
a démontré qu’un trophoblaste polyploide optimise I'implantation embryonaire (Chen et al.,
2012). Dans la suite de ce chapitre, nous reviendrons sur ces facteurs dont le réle dans les
mécanismes de polyploidisation ne se limite pas a exemple des TGC et s’étend également
aux hépatocytes (Meserve and Duronio, 2012).

Au dela de son role physiologique, ’endoréplication peut elle participer a la polyploidisation
pathologique ? L’endoréplication pourrait étre un mécanisme alternatif a une prolifération
délétere, mise en place suite a I’émergence d’une instabilité génomique (Fox and Duronio,

2013). Ainsi ces dernieres années, ces mécanismes ont particulicrement été explorés au cours
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du cycle de division de lignées transformées, présentant des altérations de la réplication de
PADN (stress de la réplication) ou de l'intégrité des télomeres (Davoli et al., 2010). Des
travaux, majoritairement conduits dans des lignées fibroblastiques, ont démontré que des
lésions de ’ADN (cassure simple et double-brin), mais également l'attrition des télomeres
induisent l'activation du programme de « Réponses aux dommages de PADN » ou DDR
(« DNA Damage Response ») (Ciccia and Elledge, 2010; d'Adda di Fagagna et al., 2003;
Smith et al., 2010). Dans ces systemes, les dommages sont provoqués i vifro notamment par
des agents chimiques, tels que la camptothécine et l'étoposide, induisant la formation de
cassures simples et doubles brins (Ciccia and Elledge, 2010). L’altération des télomeres est,
quant a elle, exacerbée par 'inhibition i vitro de la protéine POT'la (Protection of telomeres
1A), qui habituellement se lie directement aux télomeres afin de les protéger (Davoli and de
Lange, 2012; Davoli et al., 2010). Le DDR se caractérise par 'activation de deux kinases
senseurs des dommages de 'ADN: Ataxia telangiectasia mutated (ATM) et Ataxia
telangiectasia-mutated and Rad3-related (ATR). L’activation du DDR provoque un arrét du
cycle cellulaire a la transition G2/M, suite a 'activation des protéines p53 et p21 par le couple
ATM/ATR, inhibant alors le complexe Cycline B/CDKI1 (Figure 12B) (Gire and Dulic,
2015; Goldstone et al., 2001; Kim et al., 2015). Cet arrét du cycle doit permettre la réparation
de PADN et ainsi la poursuite correcte du cycle de division. Lorsque les dommages sont
irréparables, la persistance du DDR finit par induire un arrét irréversible et la cellule sort
finalement du cycle cellulaire en omettant I’étape de mitose (d'Adda di Fagagna, 2008; Herbig
et al., 2004; Yosel et al., 2017). La cellule tétraploide générée a la capacité de ré-entrer dans
un nouveau cycle de division, conduisant alors a une polyploidisation par répétition
d’évenements d’endoréplication (Davoli et al., 2010). Cet état polyploide est considéré comme
protecteur, la cellule mononucléée ne réalisant ni caryodiérése ni cytodiérese (titration des
dommages). Cependant, la perte du point de controle du DDR conduira la cellule polyploide

a diviser ses chromosomes et dans ce contexe induira de la CIN (Fox and Duronio, 2013).
2.3 Le « Mitotic Slippage »

Durant la mitose, un controle précis de la ségrégation des chromosomes est crucial
pour le maintien de la stabilité génomique. En effet, une répartition inégale des chromatides
soeurs durant ’anaphase, conduit a I’émergence d’une population aneuploide (Gordon et al.,
2012). La séparation correcte des chromosomes dépend de 'interaction dynamique entre les
microtubules et les kinétochores, large structure protéique mise en place en mitose au niveau

des centromeres (Lara-Gonzalez et al., 2012). L’intégrité de cette étape de la mitose est
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maintenue grace au point de contréle du Spindle Assembly Checkpoint (SAC) (Figure 13).
Le mécanisme du SAC permet de controler l'attachement correct et avec une tension
suffisante des microtubules aux kinétochores des chromatides sceurs (Musacchio and Salmon,
2007). Le non-alignement de l’ensemble des chromosomes a la plaque métaphasique
déclenche I'activation du SAC, conduisant a un arrét du cycle en métaphase. Son activation
induit la formation d’'un complexe protéique appelé : Mitotic Checkpoint Complex (MCC),
composé des protéines suivantes BubR1, Bub3, Mad2 et Cdc20 (Sudakin et al., 2001).
Conjointement BubR 1, Bub3, Mad2 séquestrent Cdc20, inhibant ainsi APC/C, essentiel a la
sortie de mitose comme décrit précédemment (¢f. §I1.2.2). L’alignement de I'intégralité des
chromosomes entraine I'extinction du SAC, libérant alors Cdc20 du MCC. Une fois libre,
CdC20 se fixe et active APC/C (Figure 13) (Izawa and Pines, 2011). Cet événement a pour
conséquence la dégradation par APC/C de : (1) la Cycline B1, induisant la reformation de la
membrane nucléaire, (2) la Sécurine, libérant a son tour la Séparase, responsable du clivage
des complexes de Cohésine, essentiels au maintien des chromatides sceurs entre elles (Figure
13) (Izawa and Pines, 2015; Meadows and Millar, 2015; van Leuken et al., 2008). Il est
maintenant clairement établi que dans différents types de lignées cancéreuses une altération
de 'attachement des microtubules aux kinétochores conduit a I’activation du SAC.

Le maintien de l'activation du SAC, conduit majoritairement a une mort cellulaire, par un
mécanisme appelé catastrophe mitotique (Erenpreisa et al., 2000; Gholkar et al., 2016; Mc
Gee, 2015; Nakayama and Inoue, 2016). Toutefois, dans un certain nombre de cas, les
cellules contournent le point de controle et finissent par sortir de mitose, via le processus de
« Mitotic Slippage », générant alors une cellule tétraploide mononucléée (Dikovskaya et al.,
2007). Les événements de « Mitotic Slippage » ont particulicrement été décrits dans le cancer
colorectal. Lors de ce processus de tumorigenese, des cellules tétraploides mononuclées
apparaissent a des stades précoces de la transformation (Dikovskaya et al., 2007). Il est
maintenant clairement établi que les mutations du géne Adenomatous Polyposis Coli (APC)
sont responsables de I’émergence de ce contingent polyploide pathologique. La mutation
d’APC est la plus fréquente dans le cancer colorectal humain et contribue a la mise en place
d’une instabilité génomique requise pour la progression d’un polype bénin vers un carcinome
(Green and Kaplan, 2003). La protéine APC est connue pour ses interactions avec les
microtubules, notamment avec leurs extrémités «plus», qui interagissent avec les
kinétochores (Deka et al., 1998; Juwana et al., 1999; Su et al., 1995; Zumbrunn et al., 2001).
Dikovskaya et ses collaborateurs ont montré par vidéomicroscopie en temps réel qu’une

cellule mutée pour APC quitte le cycle cellulaire a la transition métaphase-anaphase en
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reconstituant une enveloppe nucléaire autour du matériel chromosomique tétraploide. La
caractérisation de ce phénotype a démontré : 1) la diminution des protéines du MCC, Bubl et
BubR1, aux kinetochores, 2) une dégradation de la Cycline Bl et 3) un défaut majeur de
I'apoptose dans les cellules APC-/- (Dikovskaya et al., 2007).
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Figure 13 : Le « Spindle Assembly Checkpoint »

L’activation du Spindle Assembly Checkpoint entraine un arrét de la mitose transitoire, permettant d’aligner
I’ensemble des chromosomes. Ce point de contrdle est initié par l'inactivation d’APC/C. Une fois les
chromosomes alignés, 'activation d’APC permet la dégradation de la cycline B et de la sécurine, événements
nécessaires a la complétion et la sortie de mitose.

SEC : sécurine ; SEP : séparase

Adaptée de Musacchio 2007.

Paradoxalement, la gen¢se de cellules tétraploides a également été observée suite au
traitement par des drogues anti cancéreuses ciblant la dynamique des microtubules
(Andreassen and Margolis, 1994; Chamla et al., 1980; Kung et al., 1990; Lee et al., 2010). Ces

drogues, telles que les taxanes ou les vinca-alcaloides, sont utilisées afin d’empécher la
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prolifération de cellules tumorales, en bloquant leur programme mitotique via I’activation du
SAC. Le but ultime de ces traitements est d’éliminer ces cellules en les orientant vers une mort
par apoptose (Dumontet and Jordan, 2010; Weaver and Cleveland, 2005). Malheureusement,
dans certains cas, le processus de « Mitotic Slippage » prend place et entraine I’émergence
d’un contingent tétraploide (Cheng and Crasta, 2017). Dans un systeme ou les mécanismes
d’apoptose sont endommagés (exemple : mutation p33), ces populations polyploides peuvent
alors proliférer et contribuer a I'installation d’une [Iinstabilit¢é chromosomique. Ces
évenements remettent donc en cause ’efficacité totale de certains traitements (He et al., 2016;
Sudo et al., 2004). Fait intéressant, une étude tres récente a également montré que
I’expression de 'oncoprotéine HPV-16 E6, dans une lignée cellulaire humaine, provoque un
arrét prolongé en mitose, d a une mauvaise ségrégation des chromosomes. Ces cellules
finissent par échapper a cet arrét par un mécanisme de « Mitotic Slippage » et générer des

cellules polyploides et aneuploides (Shirnekhi et al., 2017).
24 La cytodiérese incomplete

La cytodiérese est I’étape finale de la division cellulaire, conduisant a la séparation
physique des deux cellules filles. Ce processus, initié en anaphase, est finement régulé par des
mécanismes moléculaires stricts, afin de permettre la séparation en deux cellules filles
identiques. Quatre étapes régissent le déroulement correct de la cytodiérese: (1)
positionnement du plan de division, (2) formation de 'anneau contractile, (3) formation du
« Midbody » et (4) abscission (Figure 14A) (D'Avino et al., 2015; Schwayer et al., 2016).

Un nombre important de facteurs régit ces étapes et une défaillance de 'une d’entre elles
conduit a la genese dune cellule tétraploide binucléée (2x2n) (Fujiwara et al., 2005; Lacroix
and Maddox, 2012).

La cytodiérese repose sur une réorganisation majeure du cytosquelette d’actine et notamment
l’assemblage d’'un fuseau central, induit par Doligomérisation du complexe
« Centralspindlin », contrélée par Aurora B (Basant et al., 2015; Hutterer et al., 2009). Le
complexe peut alors recruter au cortex la protéine Ect2 (Guanine Nucléotide Exchange
Nucleotide Factor ou GEF), permettant l’activation de la GTPase RhoA (Ras homolog gene
family, member A) (Figure 14B) (Kim ct al., 2005; Tatsumoto et al., 1999; Yuce et al.,
2005). L'apparition de RhoA activée au cortex déclenche la formation de ’anneau, par
assemblage de filaments d’actine, mais également la contraction de cet anneau, suite a
lactivation du moteur moléculaire Myosine II (Fededa and Gerlich, 2012; Glotzer, 2005).

Cette contraction engendre la formation d’un pont intercellulaire et du « Midbody », riche en
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microtubules issus de la compaction du fuseau central. L’étape d’abscission finalise la

cytodiérese et constitue également un enjeu pour la polyploidisation (Figure 14A).
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Figure 14 : La cytodiérese

(A) Représentation schématique de la réorganisation d'une cellule animale au cours de la progression dans les
différents stades de la cytodiérese.

Rouge : microtubules ; gris : chromosomes.

(B) Aurora B controle 'oligomérisation du complexe Centralspindline, permettant le recrutement d’ECT2 au
cortex. Cet événement permet de réguler le cycle Rho-GTP. La forme RhoA-GTP active favorise la
polymérisation des filaments d'actine non ramifiés et active la myosine II afin d’assembler et de contracter
I'anneau d'actomyosine.

Adaptée de Fededa, 2012 et Basant, 2015.

Physiologiquement, la cytodiérése incompléete contribue au développement de certains tissus,
notamment le coeur, la moelle osseuse ou le foie (L1 et al., 1997h; Margall-Ducos et al., 2007;
Zimmet and Ravid, 2000). Dans le cceur, ce programme de polyploidisation permet la
binucléation des cardiomyocytes au cours du développement post-natal (Clubb and Bishop,
1964). Durant I’embryogenese, le développement du cocur entraine une prolifération des
cardiomyocytes, phase d’hyperplasie. Puis, apres la naissance, une amplification du flux
sanguin induit une réponse adaptative du volume, phase d’hypertrophie (L1 et al., 1997a;

Oparil et al., 1984). Cette transition de I'hyperplasie a I'hypertrophie est clairement associée a

55



la tétraploidisation des cardiomyocytes (Clubb and Bishop, 1984). Il y a vingt ans, ce
phénomene a été relié a des événements de cytodiérese incomplete, dus notamment au
maintien du « Midbody » (Li et al., 1997b; Li et al., 1997¢). Bien que ’anneau d’actomyosine
soit correctement formé, le désassemblage incomplet du « Midbody » et la présence de
microtubules dans le sillon de clivage entravent physiquement la contraction efficace de
Panneau (Li et al., 1997b; Li et al., 1997¢). D’autres études ont permis de compléter la
mécanistique de ce processus. En effet, des facteurs, notamment impliqués dans la formation
de 'anneau, sont drastiquement réduits dans ces cardiomyocytes, tels que RhoA, Racl ou
encore les Rho-associated kinases (ROCK I et II) (Ahuja et al., 2007). Plus récemment, la
Cycline G1 a été identifiée comme un élément important de la machinerie moléculaire
controlant ce processus. Liu et ses collaborateurs ont montré, dans des cardiomyocytes
néonatals de rat, que la surexpression de la Cycline G1 accélere la transition G1/S, mais
retarde la mitose et finalement réprime la cytodiérese (Liu et al., 2010b). De facon
intéressante, il a été montré que la polyploidisation cardiaque facilite la contraction du cceur
suite a un infarctus du myocarde (Pandit et al., 2013). Un second exemple de polyploidisation
physiologique, par cytodiérese incomplete, est le mégacaryocyte (MC). Durant leurs cycles de
division, les MC progressent en anaphase et en télophase, mais échappent a la cytodiérese. Ce
phénotype fait suite a une absence de recrutement de la Myosine II et donc a un défaut de
I’anneau contractile (Lordier et al., 2008; Roy et al., 2016). La ploidie des MC peut atteindre
128n, ces cellules enchainent donc plusieurs cycles de cytodiérése incomplete. Initialement,
leur polyploidisation s’installe suite a une activation partielle de RhoA. Plus tard, lorsque la
ploidie est plus importante, une défaillance sévere de I'activité focale de RhoA inhibe la
formation du sillon de clivage (Lordier et al., 2008). Enfin, une surexpression de la Cycline E
promeut entrée des mégacaryocytes en phase S, permettant I'augmentation du nombre de
cycles aberrants et donc de la ploidie (Eliades et al., 2010). Mais finalement, quel intérét pour
les mégacaryocytes d’acquérir cet état de polyploidie ? Ces cellules hématopoiétiques sont a
l'origine de la production de plaquettes par fragmentation de leur cytoplasme. La polyploidie
étant également associée a une augmentation de la taille cellulaire, son amplification dans les
MUC est corrélée avec une formation accrue de plaquette (Chagraoui et al., 2011; Raslova et
al., 2007). D’autre part, ’analyse différentielle des profils d’expression géniques, en fonction
des diverses populations polyploides des MC (2N a 16N), a mis en évidence la surexpression
d’une cinquantaine de geénes, majoritairement impliqués dans les mécanismes de formation
des plaquettes (Raslova et al., 2007). La polyploidie physiologique de ces cellules est donc

clairement associée a un gain de fonction.
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A contrario, une cytodiérese incomplete « pathologique » peut étre provoquée par une mauvaise
ségrégation chromosomique, telle que la présence de chromosomes trainants («lagging
chromosomes ») ou de ponts chromosomiques au site de clivage (Mullins and Biesele, 1977;
Nakayama et al., 2017; Shi and King, 2005; Vinciguerra et al., 2010). Au cours de la
contraction de l’anneau, un chromosome piégé aura pour conséquence l'inhibition de
I’abscission et ainsi la création d’une cellule tétraploide (2x2n) (Nakayama et al., 2017; Shi and
King, 2005). Aurora B est un régulateur clé de I'« Abscission Checkpoint » et rythme la
progression du processus afin d’éviter une tétraploidisation. Dans le cas ou un lagging
chromosome s'attarde au site de clivage, Aurora B reste active afin de retarder I’abscission et
de stabiliser le pont intercellulaire (Steigemann and Gerlich, 2009; Steigemann et al., 2009).
Fait intéressant, la surexpression d'Aurora B corréle avec un mauvais pronostic dans un
nombre important de cancers, tels que le cancer du sein, du poumon, de 'ovaire ou du foie
(Chen et al., 2009; Tanaka et al., 2008; Xia et al., 2015; Zhang et al., 2015). Toutefois, ces
cellules tétraploides, formées suite a une cytodiérese incomplete, sont généralement éliminées
par apoptose (Castedo et al., 2006; Ganem and Pellman, 2007; Vinciguerra et al., 2010).

Comme nous I’avons précédemment décrit, ces systemes de protection ne sont pas infaillibles
et finalement certaines cellules peuvent échapper a cette mort programmée. La polyploidie
peut alors dériver vers une aneuploidie, dont le potentiel oncogénique a largement été décrit

(Davoli and de Lange, 2011; Fujiwara et al., 2005; Ganem et al., 2007).
3. La polyploidisation du foie

La polyploidie est I'une des caractéristiques particulieres du tissu hépatique (Epstein,
1967; Wilson and Leduc, 1948). Au cours du développement post-natal, le parenchyme
hépatique subit des changements majeurs notamment caractérisés par une polyploidisation
graduelle (Epstein, 1967; Gerlyng et al, 1993; Naora, 1957). Ce processus entraine
I’émergence de populations hépatocytaires de différentes classes de ploidie, suite a la mise en
place de cycles de division modifiés (Guidotti et al., 2003; Nadal and Zajdela, 1967).
Majoritairement, le foie est composé d’hépatocytes tétraplo'ides et octoploides, avec un noyau
(mononucléés 2n ou 4n) ou deux noyaux (binucléés 2x2n ou 2x4n) (Epstein, 1967; Gerlyng et
al., 1993; Naora, 1957). Les hépatocytes, chez ’adulte humain ou rongeur, ont une durée de
vie longue, de 200 a 300 jours, et se divisent rarement en conditions optimales (Bucher and
Malt, 1971; Wang et al., 2017). Toutefois, ces cellules conservent un potentiel de prolifération

en réponse a certains stimuli ou lésions tissulaires (résection, repopulation, toxine, infection
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virale). Dans ces conditions le profil de ploidie hépatocytaire est largement modifié (Madra et
al., 1995; Toyoda et al., 2005; Wang et al., 2017; Wang et al., 2014a). Bien que la polyploidie
des hépatocytes soit décrite depuis bientot un siecle, la signification de cet état polyploide dans
I’homéostasie, la régénération ou la pathologie hépatique demeure aujourd’hui peu comprise.
Dans cette partie, nous explorerons les mécanismes a I'origine de la polyploidie hépatocytaire
durant le développement physiologique ainsi que ses modulations au cours du vieillissement et

de processus pathologiques (Figure 1J3).
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Figure 15 : Les mécanismes de ploidisation hépatique

(A) Dans le tissu hépatique, la polyploidisation prend place au cours du développement postnatal. Les
hépatocytes diploides réalisent un cycle cellulaire avorté de cytodiérese incomplete. Cet événement génere un
hépatocyte tétraploide binucléé pivot. Cet hépatocyte peut réaliser un cycle de division classique, conduisant a
la genese de deux hépatocytes tétraploides mononucléés, ou échouer a nouveau la cytodiérese, conduisant a la
genese d’un hépatocyte octoploide binucléé.

(B) Tout au long de la vie, les hépatocytes polyploides peuvent générer des descendants de ploidie réduite par
division réductionnelle. Ce phénoméne est associé¢ a la mise en place de mitoses multipolaires. A titre
d'exemple, les hépatocytes tétraploides, aprés formation de I’anaphase tripolaire, peuvent réaliser une
cytodiérese compléete (genése d’'une descendance mononucléée quasi tétraploide ou diploide) ou incomplete
(genese de cellules filles mononucléées et binucléées quast tétraploides).

(CG) Au cours du processus de régénération hépatique, apres une hépatectomie partielle, les contingents
diploides et polyploides subissent une division cellulaire compléte ou incomplete. Ces évenements augmentent
le nombre d'hépatocytes mononucléés, corrélant avec une disparition de la fraction binucléée.

CCC : Cycle cellulaire complet ; CCI : Cycle cellulaire incomplet ; MI : Mitose incompléte (défaut de
cytodiérese)

Adaptée de Gentric, 2014.
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3.1 La polyploidie au cours du développement post natal

Le degré de polyploidisation du parenchyme hépatique varie d’un mammifére a
lautre. En effet, les hépatocytes de rat sont polyploides a 70-80% et chez la souris a 80-90%
(Margall-Ducos et al., 2007; Wang et al., 2014a). Chez 'Homme adulte, 40% des hépatocytes
sont polyploides et le processus de polyploidisation prend place au cours des 5 premicres
années de vie (Kudryavtsev et al., 1993; Seglen, 1997). A la naissance, chez le rat, tous les
hépatocytes sont également diploides et la polyploidisation débute a partir de la 3¢ semaine
de vie. Pour la premicre fois, notre équipe a décrit que le mécanisme principal de
polyploidisation au cours du développement post-natal du foie est la cytodiérése incomplete
(Guidotti et al., 2003). A cette étape du développement, un hépatocyte diploide (2n) peut
engendrer deux hépatocytes diploides (2n) suite a une cytodiérese complete ou un seul
hépatocyte tétraploide binucléé (2x2n) résultant d’'un évenement de cytodiérese incomplete
(Guidott et al., 2003). Cet hépatocyte pivot (2x2n) est a 'origine de la polyploidisation de
I’ensemble du tissu (Figure 15A). Cette cellule binucléée tétraploide conserve la capacité de
ré-entrer dans un cycle de division et peut ainsi générer : soit (1) deux cellules filles tétraploides
mononucléées (4n) au cours d’un cycle conventionnel, avec une cytodiérese compleéte ; soit (2)
une cellule unique octoploide binucléée (2x4n) suite a un second événement de cytodiérese
incomplete (Figure 15A) (Gentric and Desdouets, 2014). Notons que dans le foie lors de la
division des contingents polyploides, le regroupement des centrosomes permet de maintenir
I'intégrité génomique (¢f: §II.1.) (Guidott et al., 2003). De cette fagon, la polyploidisation
apparait progressivement dans le parenchyme hépatique avec la formation d’hépatocytes
tétraploides et octoploides avec un ou deux noyaux. Les travaux menés par notre équipe ont
également établi que ce phénomene de cytodiérese incompléte prend place au cours de la
transition allaitement/sevrage, dit a une augmentation du taux d’insuline (Celton-Morizur et
al., 2009). Cette étude a notamment montré, chez le rat, que I'injection répétée d’insuline a la
transition allaitement/sevrage augmente la population hépatocytaire tétraploide binucléée. A
I'inverse, I'injection de streptozotocine (cytotoxique pour les cellules 3 du pancréas), avant le
sevrage, conduit a une réduction drastique du taux d'insuline circulante, associée a une
diminution de ce contingent (Celton-Morizur et al.; 2009). Notre équipe a également établi
que la signalisation insulinique contréle ce processus en régulant la voie Phosphatidylinositol
3-kinase (PI3K)/Protein kinase B (AKT) (Celton-Morizur et al., 2009). In vitro, en culture
primaire d’hépatocytes de rat, ’activation de la voie PI3K/AK'T contrecarre la formation de

I’anneau contractile, notamment par une absence de réorganisation du cytosquelette dans le
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plan de division (Margall-Ducos et al., 2007). En paralléle, les microtubules sont également
incapables de contacter le cortex. Par conséquent, les signaux moléculaires, tels qu’Aurora B,
ne sont pas transmis, compromettant ’activation de RhoA au cortex et donc la cytodiérese
(Margall-Ducos et al., 2007). D’autres signaux peuvent ¢galement participer a la
polyploidisation du foie, notamment les facteurs E2F (Chen et al., 2012; Pandit et al., 2012).
La polyploidie hépatique est contrélée de facon antagoniste par E2F1 (activateur) et E2F8
(répresseur). En effet, la délétion d’E2F8, spécifiquement dans le foie au cours du
développement post-natal murin, empéche la polyploidisation du tissu hépatique en
provoquant la cytodiérése. Le tissu hépatique de ces souris présente une diminution du
contingent binucléé et demeure majoritairement diploide. En revanche, la délétion d’E2F1
favorise la polyploidisation en inhibant drastiquement la cytodiérese (Chen et al., 2012; Pandit
et al, 2012). Ainsi, ces deux facteurs régulent de fagon antagoniste des programmes
transcriptionnels impliquant des genes de la cytodiérése, intervenant particuliecrement dans le
controle du réseau d’actine et de microtubules (Pandit et al., 2012). Plus récemment, une
étude a révélé I'importance du micro-ARN, miR-122, dans le processus de polyploidisation
post-natal (Hsu et al., 2016). Dans un modeéle murin, la perte de miR-122, spécifiquement
dans le foie, conduit a une réduction drastique du contingent binucléé au 28 jour de vie et
ce tout au long de la vie (Hsu et al., 2016). Par ailleurs, la réexpression de miR-122 dans ces
souris suffit a restaurer le défaut de binucléation, de méme, i vitro, la surexpression de miR-
122 stimule la binucléation d’hépatocytes contrdles diploides (Hsu et al, 2016). Fait
intéressant, différentes cibles de miR-122 sont impliquées dans la progression de la
cytodiérese, ce dernier inhibe notamment RhoA (cible directe) (FHsu et al., 2016; Wang et al.,
2014b) et le complexe Centralspindlin (cible indirecte) (Hsu et al., 2016; Xu et al., 2010). De
fagon surprenante, un lien entre miR-122 et cancer du foie a été mis en évidence dans
différentes études (Burchard et al., 2010; Kutay et al., 2006; Oiao et al., 2017; Tsai et al.,
2009; Tsai et al., 2012). Finalement, différents signaux (insuline, facteurs E2F, miR122) sont
indispensables a I’établissement de la polyploidie au cours du développement hépatique.
Toutefois, de nouvelles études seront nécessaires pour comprendre comment ces acteurs
interagissent entre eux afin de contréler le programme de cytodiérese incompléte dans les

hépatocytes.
3.2 La polyploidie : Vieillissement & Sénescence

Une seconde vague de polyploidisation a lieu au cours du vieillissement. La fraction

polyploide passe chez I'humain de 15% a I’age de 20 ans a 42% a 80 ans (Kudryavtsev et al.,
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1993). Par ailleurs, le pourcentage d’hépatocytes octoploides murins est de 17% a deux mois
et s’éleve a 34% a 18 mois (Wang et al., 2014a). La polyploidie hépatocytaire liée a I’age est
considérée comme une manifestation d’un état de sénescence. En effet, la capacité de
régénération est largement diminuée au cours du vieillissement (Beyer et al., 1991; Fry et al.,
1964). Par le passé, une étude a montré que les hépatocytes polyploides, générés suite a une
HP, présentent une capacité proliférative restreinte ainsi que des marques de sénescence, telles
que Pexpression de p21 et de la B-galactosidase (Gupta, 2000; Sigal et al., 1999). Les auteurs
de ces études ont alors fait le lien entre polyploidie et sénescence. Toutefois, cette théorie a été
remise en question suite a différentes études réalisées dans des modeles murins de
repopulation hépatique (Duncan et al., 2010; Wang et al., 2014a; Weglarz et al., 2000). Ces
systtmes reposent sur la transplantation d’hépatocytes sains dans des modeles de souris
transgéniques, dans lesquels les hépatocytes résidents sont continuellement détruits, par un
transgene toxique (souris uPA - Urokinase plasminogen activator) ou par un défaut constitutif
d’une enzyme du cycle de 'urée (souris Fai’-). Cette cytolyse induit donc un stimulus de
prolifération, conférant un avantage prolifératif aux hépatocytes transplantés. Les premiers
résultats, obtenus indépendamment de l’age, ont établi que les hépatocytes diploides et
octoploides proliféerent de facon équivalente et permettent le repeuplement du foie de souris
uPA (Weglarz et al., 2000) et Fah/- (Duncan et al.; 2010). Plus récemment, ces données ont été
complétées grace a une étude réalisée sur des hépatocytes de souris agées (18 mois) (Wang et
al., 2014a). Ainsi, Wang et ses collaborateurs ont constaté que ces hépatocytes accumulent des
marqueurs de senescence, tels que pl6, p21 ou des dommages de PADN, particulierement
dans le contingent octoploide (Wang et al., 2014a). La transplantation d’hépatocytes « agés »,
dans des souris Fai/-, entraine le méme degré de repeuplement du foie, comparativement a la
transplantation d’hépatocytes «jeunes» (2 mois). Par ailleurs, les hépatocytes octoploides
«agés » seuls, bien qu’ayant un taux de prolifération initiale plus faible, ont la capacité de
repeupler le foie de souris Fah/-, de la méme facon qu’un contingent octoploide « jeune »
(Wang et al., 2014a). Finalement, l'analyse des hépatocytes repeuplés a montré que les cellules
octoploides génerent des cellules filles diploides et tétraploides, suite a la formation de fuseaux
multipolaires en mitose (Figure 15B). Ce phénomene démontre I'existence d’un mécanisme
de réversion de la polyploidie, permettant a des hépatocytes sénescents de « rajeunir » et
d’augmenter leur capacité de prolifération (Wang et al., 2014a). De facon intéressante, la
réversion de la polyploidie avait déja été décrite dans d’autres études (Duncan et al., 2009;
Duncan et al., 2010). A ce jour, aucune étude n’a pu clairement établir si la polyploidisation

est a l'origine de cet état de sénescence, ou a l'inverse si 'acquisition de marqueurs de
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sénescence permet l'installation de cette seconde polyploidie, liée a I’age. Finalement, I'idée
que la polyploidie est associée a un état sénescent ne parait donc pas st simple. Au regard de la
littérature, la capacité proliférative de ce contingent semblerait dépendre de la nature du
signal de prolifération et du type de dommages infligés au tissu hépatique, comme nous le

verrons dans le paragraphe suivant.
3.3 La polyploidie : Stress & Lésions hépatiques

Comme précédemment évoqué, chez le rongeur et 'Homme adulte, les hépatocytes
ont une longue durée de vie et se divisent rarement en conditions physiologiques. Cependant,
ces cellules conservent une capacité remarquable a proliférer en réponse a une lésion tissulaire
massive, induite par une résection chirurgicale, une exposition a des toxines ou encore une
infection virale. Dans ces circonstances, le profil de polyploidie du foie est largement modifié.
Chez la souris et le rat, la régénération hépatique, induite par une hépatéctomie partielle, est
associée a une disparition des contingents diploides et binucléés. A I'inverse, les populations
d'hépatocytes polyploides mononucléés sont drastiquement augmentées (Figure 15C)
(Gerlyng et al., 1993; Sigal et al., 1999). Récemment, I’équipe de Miyajima s’est intéressée aux
modifications de la ploidie suite a des résections hépatiques de 30% et 70%. Dans cette étude,
des approches de lignage cellulaire et un systeme d'imagerie a haut débit ont permis de tracer
les populations en fonction de leur ploidie au cours de la division (Miyaoka et al., 2012).
Durant la régénération hépatique, apres HP de 70%, l’ensemble des hépatocytes
(mononucléés et binucléés) entre dans le cycle cellulaire. Cependant, tous les hépatocytes ne
finalisent pas leur division, suggérant la mise en place de cycles cellulaires avortés, suite a
I’hépatectomie. Les auteurs suggéraient que seule une fraction d’hépatocytes initie la mitose
(Figure 135C). Plus important encore, le contingent binucléé réalise un cycle de division
complet, avec cytodiérese, générant ainsi des hépatocytes mononucléés et pouvant expliquer
la disparition du contingent binucléé (Miyaoka et al., 2012) Remarquablement, apres HP de
30%, la régénération est réalisée uniquement par hypertrophie cellulaire sans prolifération.
Dans ce cas, la ploidie hépatocytaire n'est pas modifiée (Miyaoka et al., 2012). Chez I’adulte,
la polyploidie hépatique est également bouleversée par différents stress cellulaires, comme la
surcharge métabolique (fer ou cuivre) (Madra et al., 1995; Muramatsu et al., 2000; Yamada et
al., 1998), Pattrition des télomeres (LLazzerini Denchi et al., 2006) et I'infection chronique par
I'hépatite B et C (Toyoda et al., 2005; Toyoda et al., 2006). Les lésions oxydatives peuvent
également jouer un réle dans la polyploidie hépatocytaire. En effet, Gupta et ses collegues ont

démontré, au cours de la régénération apres HP, que les variations de la polyploidie sont

62



associées a des lésions oxydatives de I'ADN (Gorla et al., 2001). 11 est intéressant de noter que
les souris transgéniques, sur-exprimant des enzymes anti-oxydantes, présentent une
diminution de la polyploidisation induite par HP (Nakatani et al., 1997). En conclusion, il
existe, dans le foie adulte, une corrélation entre des modulations de la polyploidie et une
variété de stress cellulaires. Cependant, les mécanismes conduisant a la geneése d’hépatocytes
polyploides et les conséquences sur la fonction du parenchyme hépatique restent, a ce jour,

inconnus.
4. Quel role pour la polyploidie dans le foie ?

Au cours des paragraphes précédents, nous nous sommes attachés a démontrer que le
tissu hépatique modifie son profil de ploidie au cours d’événements physiologiques et
pathologiques. Toutefois, ces modifications ne sont-elles que la manifestation d’une croissance
physiologique sinon d’agressions du tissu hépatique, ou ces cellules ont elles une véritable
fonction ? A ce jour, la signification biologique de la polyploidisation du foie demeure encore
énigmatique. Différentes hypotheses ont cependant été proposées, dont certaines ont d’ores et

déja été en partie validées.
4.1 Premiere hypothese : Etat de sénescence

La premicre hypothese suggere que la polyploidie hépatique est associée a la maturité
des hépatocytes et 'acquisition d’un état de différentiation terminale. La sénescence des
hépatocytes polyploides serait alors un mécanisme cellulaire protecteur. Ainsi, ces hépatocytes
conservent leurs propriétés biologiques, mais demeurent dans un état non prolifératif. Ce
phénomene peut étre un enjeu majeur notamment en conditions pathologiques, suite a un
stress ou a des lésions tissulaires, évitant alors une prolifération non controlée de ces cellules.
Toutefois, comme décrit précédemment (¢f. §I1.3.2), différentes études ont déja démontré que
la polyploidisation dans un foie sain «jeune » ne serait pas un marqueur de différentiation
terminale. En effet, les hépatocytes polyploides conservent les mémes propriétés prolifératives
que des hépatocytes diploides, que ce soit dans un processus de régénération suite a une
hépatectomie (Pandit et al., 2012) ou au cours d’expériences de repopulation (Duncan et al.,
2010; Wang et al., 2014a). Ces hépatocytes polyploides ne présentent donc aucun signe de
sénescence. Wang et ses collaborateurs suggerent que des stigmates de la sénescence
apparaissent dans des hépatocytes plus « vieux ». Les auteurs ont également rapporté que ce

phénotype était exacerbé dans le contingent hépatocytaire octoploide, associé a une
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diminution de leur capacité proliférative (Wang et al., 2014a). L’ensemble de ces travaux a
donc permis de suggérer que dans un état physiologique, la sénescence des hépatocytes
polyploides est associée au vieillissement. La question reste ouverte en conditions

pathologiques.
4.2 Deuxieme hypothese : Gain de fonction

La seconde hypothése reposait sur le fait que la polyploidisation du foie pourrait
accroitre les capacités fonctionnelles des hépatocytes. Cet organe participe a un large éventail
d’activités liées a la synthese et la séerétion de protéines, au métabolisme et la détoxification.
La polyploidie pourrait permettre une amplification de deux a quatre fois de ’expression de
genes/protéines et développer particulierement certaines fonctions métaboliques, créant ainsi
un «super hépatocyte ». Initialement, les travaux de Lu et ses collaborateurs semblaient
réfuter cette hypothese. En effet, ’analyse différentielle de profils d’expression d’hépatocytes
diploides et polyploides (4n et 8n) a mis en évidence seulement 50 geénes candidats
différemment exprimés. Ces derniers étant impliqués dans une variété de processus
biologiques (Lu et al., 2007). Toutefois, ’analyse des génomes de tissus hépatiques, présentant
différents niveaux de polyploidie, a mis en évidence un lien entre polyploidie et expression
génique associée a la survie cellulaire, la réparation de ’ADN, I’hypoxie ou le stress oxydatif
(Anatskaya and Vinogradov, 2007, 2010). Ces deux études d’Anatskaya ont donc permis de
confirmer que le statut polyploide du foie permet d’augmenter et de spécifier les capacités
fonctionnelles du tissu. Ces travaux soutiennent I'idée qu’un tissu polyploide peut moduler ses
fonctions, ceci ayant déja été démontré notamment dans le cceur et la moelle osseuse,

respectivement avec les contingents polyploides des cardiomyocytes et des mégacaryocytes.
4.3 Troisieme hypothese : Economie d’énergie

Cette théorie repose sur I'idée qu’un cycle de division court permet un gain d’énergie
pour la cellule. En effet, les évenements de cytodiérese incompléte (développement post-natal)
ou d’endoréplication (régénération apres HP) permettent potentiellement une économie en
ressources énergétiques, en échappant a la mitose. Ce phénomeéne peut étre particulicrement
bénéfique notamment lors d’une croissance tissulaire importante et rapide. Dans le cas du
tissu hépatique, la transition allaitement/sevrage est une période de forte consommation
énergétique, associée a d’importantes modifications du métabolisme lipidique, glucidique,

hormonal et du taux de prolifération (Celton-Morizur et al., 2009). Pandit et ses
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collaborateurs ont ainsi suggéré que la polyploidisation hépatique permettrait de maintenir la
balance énergétique (Pandit et al., 2013). Les travaux d’Anatskaya étayent cette idée et
suggerent que la polyploidie permettrait au foie de passer en « mode économie d’énergie ».
Au cours de I’étude transcriptomique différentielle, comparant des tissus hépatiques de ploidie
différente, Anatskkaya et ses collaborateurs ont démontré que la signature polyploide est
associée a une production d'énergie anaérobie et a une production d’ATP provenant plutdt
des glucides que des acides gras (Anatskaya and Vinogradov, 2010). Ces résultats ont été
soutenus par les travaux plus récents du groupe Mikael Bjorklund. Afin d’étudier m vivo les
effets d’'une augmentation globale de la polyploidie hépatocytaire, cette équipe a généré un
modele murin d’extinction de la kinase mitotique Cdkl, spécifiquement dans les hépatocytes
(Miettinen et al., 2014). Ces souris présentent une augmentation de la taille des hépatocytes,
ainsi que du contenu génomique suite a un phénotype d’endoréplication. Ce phénotype est
fortement exacerbé au cours de la régénération, suite a une hépatectomie partielle.
L’augmentation de la polyploidie, apres HP, est fortement associée a une réduction de
l'expression des genes impliqués dans la synthese des lipides et a une glycolyse accrue. D’autre
part, ces foies hautement polyploides arborent une forte diminution de I'expression de génes
mitochondriaux, qu’ils soient codés par le génome mitochondrial ou nucléaire (Micttinen et
al., 2014). Dans les hépatocytes polyploides, l'activit¢ mitochondriale est réduite et la
production d'ATP est donc compensée par une activité glycolytique améliorée, entrainant un
remodelage métabolique substantiel. Finalement, cette reprogrammation est également

associée a une limitation de la prolifération hépatocytaire (Micttinen et al., 2014).
4.4 Quatriéme hypothese : Maintien de I’intégrité génomique

Finalement, la quatrieme hypothése suggere que la polyploidie serait protectrice
contre le stress oxydatif ainsi que des dommages génomiques. Le foie étant responsable de la
métabolisation et I’élimination de composés toxiques, une telle fonction serait
particulicrement bénéfique pour cet organe. L’acquisition de plusieurs lots de chromosomes,
au cours de la polyploidisation, pourrait atténuer ’effet de mutations inactivatrices, induites
par des agents causant des dommages a ’ADN. Lors de I’élimination de xénobiotiques ou
suite a une consommation excessive d’alcool, le foie peut effectivement subir des mutations
ponctuelles de PADN (Seitz and Stickel, 2007). Ces dernieres pourraient alors toucher
aléatoirement des geénes suppresseurs de tumeurs, tels que p23 ou Rb. Les conséquences de ces
évenements pourraient étre délétere pour la cellule, mais également pour l'organisme.

Toutefois, une cellule tétraploide ou octoploide, ayant deux a quatre alléles supplémentaires,
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pourrait alors entretenir les fonctions cellulaires associées. Fait intéressant, les cellules
tumorales diploides, se divisant rapidement, sont plus facilement mutées et augmentent la
malignité (Seglen, 1997; Tormos et al., 2015). D’autre part, I’étude d’Anatskaya a également
montré que les tissus hépatiques polyploides présentent une induction de geénes impliqués dans
la lutte contre les pathogenes, les lésions a PADN ainsi que le stress oxydatif (Anatskaya and
Vinogradov, 2007, 2010). En outre, la polyploidisation progressive au cours du vieillissement
pourrait permettre au foie de s’adapter aux lésions liées a ’age, telles que 'accumulation de

dommages a ’ADN.

Aujourd’hui, la polyploidie hépatique est donc considérée comme un statut bénéfique pour
I’hépatocyte, lui conférant des propriétés spécifiques notamment essentielles afin de résister a
diverses agressions. Ainsi, ces «supers hépatocytes » présentent un « pattern » d’expression
génique différent de celui d’hépatocytes diploides, améliorant leurs capacités de survie
cellulaire ou encore de réparation de PADN. D’autre part, cet état polyploide contribue
également a ’adaptation et la réorientation du métabolisme hépatique, permettant alors un
gain énergétique, mais également une limitation de la prolifération hépatocytaire. D’autres
fonctions de la polyploidie ont été suggérées, mais restent a ce jour non avérées et requerront
dans le futur de nouvelles investigations.

Toutefois, alors quelle pourrait étre protectrice et tamponner les effets de ’exposition a des
toxines ou encore des dommages liés a I’age, ce contingent présente néanmoins un potentiel
pathologique important. Dans ce chapitre nous avons discuté cette ambivalence de la
polyploidie et évoqué sa propension a participer notamment a la tumorigenese, en générant
un intermédiaire aneuploide. Cet état polyploide représente donc un équilibre fragile, sans

que 'on ne puisse encore comprendre completement les raisons de se renversement.
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Tous les organismes possedent des points de controle métaboliques, conservés au cours
de I’évolution, afin de coordonner la croissance et la survie cellulaire avec une disponibilité
suflisante en énergie. La sérine-thréonine kinase LKBI (Liver Kinase Bl ou sérine thréonine
kinase 11, STKI1) est la protéine clé responsable du maintien de la balance énergétique
cellulaire (Shaw et al., 2004). LKB1 controle le métabolisme énergétique associé notamment a
la croissance cellulaire et la polarité. Initialement, LEBI a été identifié lors d’études réalisées
chez des patients atteints du syndrome de Peutz-Jeghers (PJS) (Hemminki et al., 1998; Jenne
et al., 1998). En effet, ce syndrome est fortement lié a une invalidation germinale de LABI.
Les patients atteints de PJS présentent un risque important de développer des cancers. Dans
ce contexte, LABI a rapidement été considéré comme un gene suppresseur de tumeur (Hearle
et al., 2006; Mehenni et al., 2006; van Lier et al., 2010). Cette hypothése a été largement
soutenue par différentes études ayant mis en évidence des mutations somatiques de LEB/ dans
différents cancers sporadiques, tels que le cancer du poumon (Ding et al., 2008; Sanchez-
Cespedes, 2011; Sanchez-Cespedes et al., 2002), du pancréas (Morton et al., 2010; Su et al.,
1999) ou du col de I'utérus (Wingo et al., 2009). D’autre part, des diminutions de ’expression
protéique de LKBI ainsi que ’hyperméthylation de son promoteur ont également été
recensées dans différents cancers (Listeller et al., 2000; Li et al., 2014 ; Presneau et al., 2017).
Cependant, ces modalités d’inactivation de LKB1 n’ont pas été étudiées de maniere extensive.
Toutefois, ce role de gene suppresseur de tumeur a été tempéré par d’autres travaux ayant
suggérés que LABI peut également, dans certaines situations, agir comme un oncogene. En
conditions de stress énergétique, il semble que LKB1 puisse étre requis pour 'adaptation du
métabolisme des tumeurs et la survie de la cellule tumorale (L.ce et al., 2015; Shaw et al.,
2004; Trapp et al., 2017).

Ce role dual de LKB1 pourrait s’expliquer par son implication dans un nombre important de
processus cellulaires, dont certains peuvent étre régulés différemment en fonction de la
spécificité tissulaire. En effet, LKB1 est une master kinase capable de phosphoryler au moins
14 cibles distinctes, étendant ainsi ses roles pléiotropes dans la physiologie cellulaire
(Shackelford and Shaw, 2009; Shorning and Clarke, 2011). Outre sa fonction de senseur
métabolique, cette kinase contréle donc un large éventail de processus allant de ’angiogenése
et 'apoptose a la croissance cellulaire et la polarité. Au regard de 'orientation de mes travaux
de these, dans ce chapitre je détaillerai particulicrement les réles de LKB1 dans le contréle de

la polarité, de la division cellulaire et du maintien de I'intégrité génomique.
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1. La Liver Kinase B1

1.1 LKBI1 : les origines

Comme introduit précédemment, lintérét pour LKBI1 est apparu lorsque des
mutations germinales de I'un des alléles de LKB1 ont été associées au syndrome de Peutz-
Jeghers.

En 1921, Johannes Peutz découvre les premiers symptomes du syndrome chez un patient agé
de 15 ans et ses proches parents. Il caractérise la présence de polypes rectaux ainsi qu’une
hyperpigmentation péribuccale (Peutz, 1921). Ces travaux sont complétés par Harold Jeghers,
en 1949, qui émet ’hypothése qu’un gene pléiotrope unique est responsable de 'ensemble de
ces symptomes (Jeghers et al., 1949). Le syndrome Peutz-Jeghers était né. Presque cinquante
ans plus tard, 'analyse CGH (Comparative Genomic Hybridization) de polypes de patients
PJS a permis d’identifier des mutations sur le locus chromosomique 19p13.3 comme
premicres causes du syndrome (Hemminki et al., 1997). Par la suite, une analyse approfondie
de cette région génomique a révélé des mutations perte de fonction du gene codant pour la
protéine kinase LKBI1 (Hemminki et al., 1998; Jenne et al., 1998). Depuis cette découverte,
d’intenses recherches ont permis d’affiner nos connaissances sur ce syndrome rare. Le PJS est
une maladie a transmission autosomique dominante ayant une prévalence estimée entre
1/50000 et 17200000 (Beggs et al., 2010). Ses principaux symptomes sont le développement
de polypes gastro-intestinaux bénins, particulicrement présents dans Pintestin gréle, ainsi

qu’une pigmentation mucocutanée (Figure 16).

I Fctomac ~ Rectum

Figure 16 : Principaux symptomes du syndrome de Peutz-Jeghers

(A) Le PJS est caractérisé par une hyperpigmentation de la muqueuse buccale, et des doigts.
(B) Les patients présentent des polypes le long du tractus gastrointestinal.
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Par ailleurs, les patients présentent un risque élevé de développer des tumeurs malignes apres
30 ans et a partir de 65 ans la probabilité atteint 93% (Hearle et al., 2006). Les cancers
associés au PJS sont majoritairement d’origine gastro-intestinale : cancer de ’estomac, de
I'intestin gréle, colorectal, pancréatique ou parfois de I'aesophage (Gammon et al., 2009;
Giardiello et al., 1987). Il est intéressant de noter que ces tumeurs sont majoritairement dues a
I'instabilité de la muqueuse, plus qu’a la progression des polypes. Ainsi, la suppression des
polypes ne conduit pas a la diminution du risque de cancer (Jansen et al., 2006). En dehors du
tractus intestinal, d’autres cancers ont également été recensés chez les patients, tels que des
cancers du poumon, du sein, de I'utérus, de 'ovaire ou des testicules (Gammon et al., 2009).
Pres de 90% des familles souffrant de ce syndrome présentent des altérations génétiques
hétérozygotes de LABI. Comme évoqué précédemment, d’autres mutations de ce géne ont
également été découvertes dans certains cancers sporadiques. Ces mutations sont prédites
pour entrainer une perte de l'activité kinase de la protéine. Majoritairement, il s’agit de
mutations non-sens, faux sens ou de délétion conduisant a un décalage du cadre de lecture.
En 2006, une revue d’Alessi faisait état de 144 mutations différentes identifiées chez les
patients atteints de PJS et de cancers sporadiques, sans qu’aucun /4ot spot n’ait été mis en
évidence (Alessi et al., 2006). Au vu de cet intérét grandissant pour la kinase LKB1 et afin
d’étudier son fonctionnement, des modéles murins d’inactivation constitutive de Lkb7 ont été
générés. Deux stratégies indépendantes de ciblage génique ont été utilisées afin d‘altérer le
fonctionnalit¢ de LKBI1 dans les lignées germinales murines. La premiere repose sur
I'invalidation des deux alleles de Lkbl (souris Lkb1") et entraine une létalité embryonnaire
(E8.5 - 9.5), suite a des défauts de développement majeurs. En effet, ces souris présentent
notamment une altération de la fermeture du tube neural ainsi qu’une désorganisation
importante du réseau vasculaire, associée a une atrophie aortique (Figure 17) (Ylikorkala et

al., 2001).
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Figure 17 : Caractérisation des défauts développementaux des embryons LkbI™

(A) Images de microscopie d'embryons E9.25 LkbI+/* et Lkb1--. Les embryons LkbI-- présentent des défauts
importants du systeme neural, tels qu’une ouverture du tube neural, des arcs branchiaux manquants (fleche) et
des somites aberrants (téte de fleche).

(B) Les embryons LkbI-/- présentent une discontinuité des vaisseaux et de la lumiere de l'aorte dorsale (fleches).
Ylikorkala, 2010

Dans le second modele, un seul des alleles de Lkb7 est invalidé (souris LkbI*/) permettant de
mimer le syndrome du Peutz-Jeghers. Les souris LkbI*/ naissent viables et développent
progressivement des polypes intestinaux, morphologiquement proches des polypes de patients
PJS (Bardeesy et al., 2002; Jishage et al., 2002; Rossi et al., 2002). Cependant, I‘incidence
accrue de cancers, observée chez les patients, semble étre moins importante dans ce modele
murin. En effet, les souris Lkb/*/~ peuvent mourir avant I'installation de carcinomes ou de
métastases, suite a des obstructions intestinales et/ou des hémorragies causées par la présence
importante de polypes (Jishage et al., 2002; Rossi et al., 2002). Bien qu’aucun adénome
intestinal n’ait été observé, les souris LkbI*/~ peuvent présenter des lésions néoplasiques dans
le foie, conduisant a I’émergence de nombreux adénomes, mais également carcinomes
hépatocellulaires (Nakau et al., 2002; Rossi et al., 2002). Depuis, d’autres modeles

d’invalidation conditionnelle et tissu spécifique de LkbI ont permis d’étendre nos

connaissances sur les fonctions et les mécanismes moléculaires contrélés par LKB1 (Shorning

and Clarke, 2011).
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1.2 LKBI et ses partenaires particuliers

Le géne LEBI est conservé au cours de I’évolution et s’exprime de fagon ubiquitaire.
LEBI se compose de 10 exons, dont un non codant, et code pour une protéine de 50 kDa
comportant 433 résidus chez 'homme et 436 chez la souris. L’activation de LKBI est
dépendante de la formation d’un large complexe protéique comprenant les partenaires :
STRAD (Ste-20 Related Adaptator Protein) et MO25 (Mouse Protein 25). Il existe deux
isoformes de STRAD (STRADo et B) et de MO25 (MO25a et B), qui interagissent
similairement avec LKB1 (Boudeau et al., 2003a). Cet hétérotrimere (1 : 1: 1) adopte une
forme globulaire compacte associée a de nombreuses interactions entre ses différentes sous-
unités (Zeqiraj et al., 2009a). STRAD est une pseudokinase, dont ’absence de certains résidus
essentiels la rende catalytiquement inactive (Baas et al., 2003). Toutefois, cette pseudokinase
adopte une conformation fermée, spécifique de protéines kinases totalement actives et
maintenue grace a la liaison coopérative de STRAD a 'ATP et MO25 (Figure 18) (Zeqiraj
et al., 2009b).

Conformation Conformation Conformation Conformation
inactive active inactive active

Complexe LKB1/STRAD/MO25
actif

Figure 18 : Modele d’interaction entre STRAD/MO2S et LKB1

Le domaine kinase de STRAD est maintenu dans une conformation inactive. La liaison de I'ATP et/ou
MO25a a STRADa conduit STRADa a adopter une conformation fermée active. STRAD se lie a LKBI,
conduisant a I’activation de LKB1.

Adaptée de Rajakulendran & Sicheri, 2010.

Cette étude a également permis d’établir que le maintien de STRAD dans cette conformation
fermée "active" est requis pour l'activation de LKB1 (Zeqiraj et al., 2009b). En effet, STRAD
interagit avec LKBI, via leur domaine pseudokinase et kinase respectif, conduisant a
I’établissement d’une conformation active de LKBI et ainsi a 'augmentation de son activité

catalytique (Baas et al., 2003). Dans un second temps, la protéine d’échafaudage MO25
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permet de stabiliser cette structure. Seule, MO25 est connue pour ne pas former un complexe
stable avec LKB1 (Boudeau et al., 2003a; Boudeau et al., 2004). En revanche, celle-ci
reconnait les trois derniers résidus Trp-Glu-Phe (motif WEF) de la queue C-terminale de
STRAD (Boudeau et al., 2003a). Par cette interaction, MO25 joue un réle crucial dans la
stabilisation du complexe LKB1/STRAD, en générant des sites de liaison additionnels a
MO25 sur STRAD et/ou LKB1 (Figure 18) (Boudecau et al., 2003a). Par ailleurs, LKBI
peut également former un hétérotrimere avec un complexe chaperon formé de deux autres
partenaires : la protéine HSP90 (Heat schock protein 90) et sa co-chaperonne CDC37 (Cell
division cycle 37) (Boudeau et al., 2003b; Nony et al., 2003). I est important de noter que les
deux types de complexes sont deux formes distinctes, n’interagissant pas entre elles. En effet,
I'immunoprécipitation de STRAD ou de MO25 résulte en la co-immunoprécipitation de
LKBI1, mais jamais de CDC37 ou HSP90 (Alessi et al., 2006). De plus, CDC37 et HSP90 se
lient spécifiquement au domaine kinase de LKBI1 et entrent ainsi en compétition avec
STRAD (Gaude et al., 2012). La formation de ce second complexe semble protéger LKBI
d’une dégradation via le protéasome (Boudeau et al., 2003b; Nony et al., 2003). Ces premieres
é¢tudes ont effectivement été renforcées par les travaux de Gaude, démontrant que la
dissociation du complexe LKBI-HSP90 conduit au recrutement de HSP/HSC70 et de
I'ubiquitine ligase E3 CHIP (carboxyl terminus of Hsc70-interacting protein) initiant ainsi la
dégradation de LKB1 (Gaude et al., 2012). Par ailleurs, lors de cette dissociation, l'activité
kinase de LKB1 est stimulée de maniére transitoire, soulignant I’état catalytiquement inactif
du complexe LKB1-HSP90-CDC37. Gaude et ses collaborateurs ont spéculé que la liaison
aux protéines chaperonnes favoriserait la maturation et le repliement de LKB1 afin d’adopter

une conformation optimale pour son interaction avec STRAD-MO25 (Gaude et al., 2012).
1.3 Mais ou est LKB1 ?

L’activité¢ de LKBI est également dépendante de sa localisation cellulaire. Seule, cette
kinase est majoritairement localisée dans le noyau (Smith et al.; 1999), mais son export
cytoplasmique est requis pour que LKB1 devienne une kinase active (liainen et al., 2002).
Dans sa région N-terminale non catalytique, LKB1 présente une séquence NLS (Nuclear
Localisation Signal), qui permet sa translocation dans le noyau. Une fois synthétisée, la
protéine LKBI1 est importée dans le noyau par les importines a et § (Impa, Impf),
reconnaissant cette séquence NLS (Figure 19). D’autre part, STRAD et MO25 diffusent
passivement ou sont activement transportées dans le cytoplasme par deux karyophérines

CRMI (Chromosomal Maintenance 1) et Exportine 7. En 2003, Baas et ses collaborateurs
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décrivent pour la premicre fois le réle de STRAD dans 'adressage de LKB1 au cytoplasme
(Baas et al., 2003). Plus tard, deux mécanismes distincts, régulés par STRAD et requis pour la
localisation de LKB1, ont été décrits. Tout d’abord, STRAD sert d’adaptateur pour coupler
LKBI1 a CRMI et Exportine 7, aboutissant a 'export de LKBIl du noyau (Figure 19)
(Dorfman and Macara, 2008).
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Figure 19 : Schéma représentatif des différents mouvements nucléo-cytoplasmiques

LKBI est activée par sa translocation nucléo-cytoplasmique. Classiquement, LKB1 est nucléaire, dans un état
inactif et importée activement via les importines o/ 3 (Impa, Impf3). Son activation est dépendante de sa liaison
avec le complexe STRADa/MO25. Ces partenaires entrent dans le noyau soit par diffusion passive, soit par
export via Pexportine 7 (Exp7) et Crml. Le complexe stable LKB1/STRADa/MO25 est exporté hors du
noyau par I’'Exp7 et Crm1, associés au cofacteur RanGTP (étoile rouge).

Adaptée de van Veelen, 2011 ; Dorfman, 2008.

Dans un second temps, STRAD associée a LKB1 bloque son ré-import dans le noyau, par
inhibition compétitive de la liaison de LKB1 aux Impa/f3 (Dorfman and Macara, 2008). De

facon intéressante, cet effet est potentialisé lorsque le complexe LKB1/STRAD est associé¢ a
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MO25 (Dorfman and Macara, 2008). Précédemment a la découverte de Baas, la protéine
LIPl (LKBI interacting protein-1) avait été décrite pour induire une localisation
cytoplasmique de LKB1 (Smith et al., 2001). Toutefois, 1 ‘¢tude de Baas a démontré que les
deux protéines (LIP1 et STRAD) avaient des effets différents. En effet, LIP] entraine la
relocalisation de LKBI1 a différents foci cytoplasmiques, tandis que STRAD permet une
localisation cytoplasmique diffuse. De plus, I’adressage cytoplasmique de LKBI est observé
dans 30% des cellules co-transfectées par LIP1/LKBI, tandis que la translocation dépendante
de STRAD est observée plus fréquemment (Baas et al., 2003; Smith et al., 2001). Enfin, lors
de processus apoptotique, LKB1 peut également étre transloquée dans la mitochondrie
(Karuman et al., 2001). D’autres mécanismes peuvent également participer au maintien de
LKBI dans le cytoplasme et sont dépendants de modifications post-traductionnelles de la

kinase, décrites dans le paragraphe suivant.
14 Les modifications post-traductionnelles

LKB1 subit différents types de modifications post-traductionnelles, comprenant des

phosphorylations, ubiquitinylations, prénylations ou encore acétylations.

La protéine LKBI1 est constituée d’un domaine kinase, flanqué de part et d’autre de
deux domaines régulateurs: NRD (N-terminal regulatory domain) et CRD (C-terminal
regulatory domain). Dans le domaine CRD, plusieurs sites de modifications post-
traductionnelles ont été identifiés. Chez ’homme, quatre sites d’autophosphorylation ont été
décrits sur les thréonines (Thr) 185, 189, 336, 402, ainsi que six autres sites de
phosphorylation sur les sérines (Ser) 31, 307, 325, 334, 428 et sur la thréonine 363 (Figure
20A) (Alessi et al., 2006; Baas et al., 2003; Liu et al., 2012; Sapkota et al., 2002a; Sapkota et
al., 20015 Xie et al, 2009). Les résidus Thr363, Thr402 et Ser428 correspondent
respectivement aux résidus Thr366, Ser404 et Ser431 chez la souris (Figure 20B) (Alessi et
al., 2006).
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Figure 20 : Sites de phosphorylation et de farnésylation de la protéine LKB1

(A) Représentation de la protéine LKB1 chez 'Homme.
(B) Représentation de la protéine LKB1 chez la souris.

Phosphorylation rouge : site d’autophosphorylation ; Phosphorylation verte : site de phosphorylation classique.
Adaptée de Alessi, 2006.

Le site majeur d’autophosphorylation de LKBI est localisé sur la Thr336, car seules des

modifications de ce site conduisent a des altérations des fonctions de LKB1. En effet, la
mutation de ce résidu en Glutamate (Glu) [mime la phosphorylation], mais pas en Alanine

(Ala) [abolit la phosphorylation], empéche LKBI d'inhiber la croissance des cellules de
mélanome G361. Ainsi, cette phosphorylation est inhibitrice de l'activité suppresseur de
tumeur de LKB1 (Sapkota et al., 2002a). Concernant les autres sites d’autophosphorylation, a
ce jour aucun role fonctionnel ne leur a encore été attribué. Leur mutation en Ala ou Glu ne
semble affecter ni 'activité, ni la localisation de LKBI1 (Alessi et al., 2006). Concernant les sites
de phosphorylations classiques, leur implication dans D’adressage ainsi que dans la
fonctionnalité de LKB1 a fait ’objet de différentes études. A ce jour, seuls les résidus Ser31 et
325 n’ont pas encore été clairement caractérisés, mais leur phosphorylation ne semble pas
avoir de role majeur dans la localisation de LKB1 ou I'inhibition de la croissance cellulaire
controlée par la kinase (Sapkota et al., 2002a). En revanche, la phosphorylation par PKC-{

(Protein kinase C-zeta type) sur la Ser307 induit l'exportation nucléo-cytoplasmique de LKB1
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et stimule son activit¢ kinase. Cette phosphorylation favorise notamment les effets anti-
anglogéniques et anti-apoptotiques, dépendants de LKB1 (Xie et al., 2009). De méme, la
phosphorylation de la Ser334, par la kinase AKT, permet le recrutement de la protéine 14-3-
3 (Liu et al, 2012). Cette derniére est majoritairement connue pour interagir avec des
protéines clés du cycle cellulaire, telles que la CKI p27 ou encore la cycline D1, contribuant a
leur séquestration cytoplasmique. En revanche, ici, linteraction avec 14-3-3 diminue
I'association de LKBI/STRAD et contribue a I'accumulation nucléaire de LKBI. Cet
événement a pour conséquence une diminution du contact entre LKBI1 et ses substrats, ainsi
que I'inhibition de la fonction de geéne suppresseur de tumeur de LKBI (Liu et al., 2012).
Dans le cas de la Thr363/366, la phosphorylation est régulée par la kinase ATM. Ce statut de
LKBI est associé¢ a une localisation majoritairement nucléaire et a sa participation dans le
mécanisme de réponse aux dommages de 'ADN (Fernandes et al., 2005; Sapkota et al.,
2002b; Wang et al., 2016). Enfin, concernant la Ser428/431, son role souléve encore des
controverses. Cette phosphorylation est contrélée par différentes kinases, telles que PKC-,
PKA (protein kinase A) ou p90RSK (p90 Ribosomal s6 kinase) (Sapkota et al., 2001; Xie et al.,
2008). Cependant, certaines études ont mis en évidence I'implication de cette phosphorylation
dans la translocation cytoplasmique et 'activité catalytique de LKB1 (Song et al., 2008; Xie et
al., 2008), alors que d’autres démontrent qu’une altération de cette modification post-
traductionnelle n’a d’effet significatif ni sur la localisation, ni sur 'activité de LKB1 (Houde et
al., 2014; Sapkota et al., 2001). Toutefois, il semble tout de méme que le résidu Ser428/431
soit d’'intérét, puisque la mutation de ce site (Ala ou Glu) contrecarre I'inhibition de la

croissance de cellules tumorales, normalement controlée par LKB1 (Sapkota et al., 2002a).

L’activit¢ de LKBI peut également étre régulée par ubiquitinylation, comme
précédemment évoqué. Bien que cette modification post-traductionnelle entraine la
dégradation par le protéasome de LKB1 (HSP/HSC-CHIP) (Figure 21), 'intégrité et
lactivitt du complexe LKBI/STRAD/MO25 peuvent étre renforcées par
polyubiquitinylation de LKB1. En effet, le complexe ubiquitine ligase Skp2-SCF (S-phase
kinase-associated protein 2 - Skpl/Cullin/F-box) soutient l'activation de LKBI, en
maintenant intégrit¢ du complexe LKB1/STRAD/MO25 en condition de stress
énergétique (Figure 21) (Lee et al, 2015). Sous controle de l'oncogene Ras, cette
signalisation promeut la survie cellulaire, participant ainsi au processus de tumorigenese et

particulicrement aux étapes tardives du carcinome hépatocellulaire (Lee et al., 2015). Par
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ailleurs, un autre type de modification peut étre induit en cas de stress énergétique, la
SUMOylation. Cette modification est relativement proche, biochimiquement, de
I'ubiquitinylation et repose sur I’ajout d’un groupement SUMO (Small ubiquitin-like modifier)
sur une lysine (Lys) acceptrice d'une protéine cible. La Lysl78 de LKBI est un site de
conjugaison critique pour SUMOI1 (Figure 21) (Ritho et al, 2015). L’addition de ce
groupement est stimulée en conditions de stress et soutient 'activité kinase de LKBI, lui

permettant ainsi de protéger les cellules privées d'énergie de I'apoptose (Ritho et al., 2015).
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Figure 21 : Modifications post-traductionnelles de LKB1 et ses différents régulateurs

L’activit¢ de LKBI peut étre modulée par différentes modifications post-traductionnelles, telles que la
phosphorylation, la sumoylation, I'ubiquitinylation, réalisées par divers partenaires.
Adaptée de Shorning, 2016.

La protéine LKBI présente un motif de prénylation Cys-Lys-Gln-Gln relativement
conservé, sur les derniers résidus de sa queue C-terminal (Alessi et al., 2006; Collins et al.,
2000). La prénylation est ’ajout d'un farnésyl ou géranyl-géranyl sur un acide aminé cystéine

en position C-terminale. Cette modification post-traductionnelle permet ’ancrage d'une
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protéine sur la face interne de la membrane plasmique. Concernant LKBI, la forme de
prénylation correspond a une farnésylation et permet ’adressage de LKB1 a la membrane
(Figure 21) (Collins et al., 2000; Sapkota et al., 2001; Sebbagh et al.; 2009). Ge mécanisme
favorise la co-localisation et ainsi 'interaction de LKB1 avec ses substrats, notamment le plus
connu ’AMPK (AMP-activated protein kinase) (Houde et al., 20145 Sebbagh et al., 2009).
Toutefois, 'importance de cette farnésylation a été remise en question par une récente étude,
réalisée dans le modele de drosophile. En effet, LKBI peut s’ancrer a la membrane

indépendamment de sa farnésylation, en se liant directement aux phospholipides (Dogliotti et

al., 2017).

L’acétylation de LKBI, notamment sur la Lys48, a été rapportée dans différentes
études, mais a ce jour '’enzyme responsable de ce mécanisme demeure inconnue (Hou et al.,
2008; Lan et al., 2008; Zu et al., 2010). Toutefois, SIRT1 (Sirtuin 1) régule la dé-acétylation
de LKBI, stimulant ainsi son interaction avec STRAD et sa relocalisation cytoplasmique
(Figure 21) (Lan et al., 2008). LKBI1 est alors phosphorylée sur ces résidus Ser-428 et Thr-
336 et active différentes cibles en aval (Lan et al., 2008). Cette signalisation peut étre induite
par une restriction calorique conduisant a une augmentation du ratio NAD*/NADH, connue
pour stimuler expression et 'activité dé-acétylase de SIRT1 (Lan et al., 2008; Rodgers et al.,
2005). Cependant, les conséquences d’une dé-acétylation dépendante de SIRT1 varient en
fonction du tissu étudié. En effet, SIRT1 régule positivement l'activit¢é de LKB1 dans les
cellules rénales embryonnaires ou les hépatocytes (culture primaire ou lignée
d’hépatome) (Hou et al., 2008; Lan et al., 2008). En revanche, dans les cellules endothéliales,
la dé-acétylation de LKBI, via SIRT1, est suivie par une ubiquitinylation de la kinase,

conduisant a sa dégradation par le protéasome (Zu et al., 2010).

2. LKBI1 : Master kinase

En 2003, des travaux, réalisés chez Saccharomyces Cerevisae, ont permis d’identifier la
premicre cible de LKB1 : PAMPK (Hong et al., 2003; Woods et al., 2003). ’ZAMPK est un
senseur énergétique capable de détecter les oscillations a la fois du rapport ADP/ATP, mais
également AMP/ATP. Suite a un stress énergétique, ’AMPK orchestre la réponse cellulaire,
afin de restaurer ’homéostasie énergétique. Cette kinase controle alors ’activation des voies

cataboliques, ainsi que I'inhibition concomitante des signalisations anaboliques (Garcia and
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Shaw, 2017; Hardie et al., 2012). L’activation de 1 ‘AMPK est dépendante de la fixation dans
son domaine régulateur d’'un ADP ou AMP, induisant un changement de conformation de la
protéine et permettant ainsi la phophorylation (Thrl72) de sa sous unité catalytique (Hawley
et al., 1996; Mitchelhill et al., 1997; Oakhill et al., 2011; Xiao et al., 2011). Chez S. Cerevisae, il
a été montré que Snfl, un homologue de PAMPK, est phosphorylée et activée par trois
kinases : Emll, Pakl et Tos3 (Hong et al., 2003). L’étude de Hong et ses collaborateurs a
également mis en évidence une forte homologie de séquence entre le domaine catalytique de
ces kinases et la protéine LKBI, exprimée chez les mammiferes (Hong et al., 2003). Enfin,
dans la continuité de ces observations, les auteurs ont également confirmer  vitro ’activation
de TAMPK par LKBI, en incubant LKB1 (purifiée a partir de cellules mammiferes) avec des
bactéries exprimant PAMPK (Hong et al., 2003). Depuis, ces résultats ont été largement
confortés par de nombreuses publications réalisées dans différents organismes et tissus, faisant
de PAMPK la principale cible de LKB1, comme nous le verrons dans la suite de ce chapitre.
Suite a la publication du dendrogramme du kinome humain (Manning et al., 2002), une étude
approfondie a permis d’identifier un groupe de protéines kinases relativement proche de
PAMPK, appelé AMPK-related kinases (ARK). Ces kinases présentent une homologie de
séquence de leur boucle d’activation avec PTAMPK (Alessi et al., 2006; Lizcano et al., 2004).
Cette similitude a soulevé I’hypothéese que LKBI1 pourrait également phosphoryler et
controler 'activité de ces enzymes. En effet, activité catalytique de ces différentes kinases est
50 fois supérieure suite a leur phosphorylation par LKBI, alors que ces enzymes sont
considérablement moins actives quand elles sont exprimées dans des cellules n’exprimant pas
LKBI (Jaleel et al.; 2005; Lizcano et al., 2004). A ce jour, il a été démontré que cette protéine
peut phosphoryler, outre TAMPK, au moins 12 autres kinases appartenant a la famille ARK
(Figure 22).

Depuis, LKB1 est reconnue comme une « master kinase », positionnée au sommet d’un large
réseau d’enzymes controlant de nombreuses fonctions physiologiques. Depuis plus dune
décennie, ces fonctions ont fait 'objet de nombreuses études, ayant permis d’impliquer LKB1
dans la régulation de voies biologiques majeures, telles que le métabolisme, la croissance ou la

polarité cellulaire.
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Figure 22 : LKB1 est une Master kinase

LKBI controéle lactivité d’au moins 14 kinases, faisant partie de la famille des ARKs (AMPK-Related
Kinases), comprenant les AMPKal et 2, les BRSK (Brain-specific kinase) 1 et 2, les NUAK (SNF1-like kinase)
1 et 2, les SIK (Salt-inducible kinase) 1 a 3, ainsi que les MARK (Microtubule-affinity-regulating kinase) 1 a 4.
Ces cibles sont impliquées dans divers processus cellulaire, comme la prolifération, le métabolisme, ’apoptose

ou encore I'angiogenese. Ce large éventail de cibles confere a LKBI la fonction de Master kinase.
Adaptée de Hardie & Alessi, 2013.

2.1 La polarité cellulaire

Avant la découverte de son lien étroit avec 'AMPK et la balance énergétique, LKB1
était surtout connue pour étre un régulateur important de la polarité cellulaire dans différents
organismes. [’acquisition ainsi que le maintien de la polarité cellulaire est un processus
fondamental au cours du développement, mais également durant I’homéostasie tissulaire chez
I’adulte. Initialement, I'implication de LKBI dans la régulation de la polarité a été mise en
évidence au cours du développement chez C. Elegans (homologue PAR-4) et Drosophila
Melanogaster (homologue dLKB1) (Martin and St Johnston, 2003; Watts et al., 2000). L’étude
préliminaire de mutants C.elegans, présentant des défauts au cours de la division asymétrique
du zygote, a permis d’identifier 4 génes appartenant a la famille Par (Par-1, Par-2, Par-3 et Par-
4) (Kemphues et al., 1988). Par la suite, Watts et ses collaborateurs ont démontré que le geéne
Par-4 code pour une sérine thréonine kinase, PAR-4, indispensable a I’établissement correct
de l'axe antéro-postérieur embryonnaire (Watts et al., 2000). Cette polarité permet le
positionnement asymétrique du sillon de clivage et par conséquent la mise en place de cycles
cellulaires asymétriques, décisifs pour le destin cellulaire différentiel. Plus récemment, une
étude a établi que PAR-4 régule ce processus en contrélant notamment la relocalisation
asymétrique du « pool » de myosine (Pacquelet et al.; 2015). Ces résultats ont été soutenus par

une seconde publication, décrivant également I'importance de LKBI1 dans la formation de
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I’axe antéro-postérieur de 'oocyte de drosophile (Martin and St Johnston, 2003). De plus, les
auteurs ont constaté une perturbation de la polarité apico-basale épithéliale, chez les mutants
Lkb1, suggérant un role général dans la polarisation cellulaire (Martin and St Johnston, 2003).
Fait intéressant, quatre des quatorze kinases cibles de LKB1 sont des membres de la famille
MARK (Microtubule-affinity-regulating kinase 1-4), dont I’'homologue chez C. Elegans est la
kinase PAR-1 (Wu and Griflin, 2017). En outre, le réle de PAR-1 est aussi essentiel a la
polarité durant les stades embryonnaires précoces de C. Elegans et D. Melanogaster ((Guo and
Kemphues, 1995; Kemphues et al., 1988; Shulman et al., 2000; Tomancak et al., 2000). Dans
ce contexte, PAR-1 agit en coopération avec LKB1/PAR-4 dans la mise en place de la
polarité cellulaire chez ces organismes (Benkemoun et al., 2014; Martin and St Johnston,
2003). Les résultats prometteurs obtenus dans ces deux modeles ont ouvert le champ des
possibles et différentes études ont ensuite été conduites, afin d’établir si cette fonction de
LKBI était transposable chez le mammifeére. En 2004, les travaux princeps de I’équipe de
Clevers ont démontré que P’activation de LKB1 induit la polarisation de cellules épithéliales

intestinales humaines, en absence de contact cellule-cellule ("cell autonomous") (Figure 23)

(Baas et al., 2004).

Doxycycline -

merga

Doxycycline +

merge

Figure 23 : L’activation de LKB1/STRAD induit la polarisation de cellules épithéliales

Dans la lignée cellulaire intestinale colorectale LS174T (Panneaux hauts), activation de LKB1/STRAD est
permise par une transfection avec un plasmide codant LKBI et un plasmide inductible par la doxycycline
codant STRAD (Panneaux bas).

(A) Superposition d’une image en contraste de phase, dune cellule épithéliale, et d’une image
d’immunofluorescence, phalloidine marqueur de ’actine (rouge).

(B) L'image est obtenue suite a une immunofluorescence phalloidine, en microscopie confocale.

L'activation du complexe LKB1/STRAD induit le remodelage du cytosquelette d’actine et la formation d’une
brosse apicale.

(G) L'image est obtenue suite a une immunofluorescence, ZO-1 (vert) et phalloidine (rouge), en microscopie
confocale. La protéine jonctionnelle ZO-1 est relocalisée autour de la brosse d'actine, suite a ’activation de
STRAD/LKBI.

Adaptée de Baas, 2004.
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Ce type cellulaire, issu de carcinomes coliques, ne présente ni expression de LKBI, ni
polarisation épithéliale en condition basale. Toutefois, ’expression conjointe de LKBI et de
STRAD entraine 'exécution rapide d’'un programme complet de polarisation. Ce dernier
repose notamment sur une réorganisation du cytosquelette d’actine, via la régulation des Rho
GTPases, afin de former une brosse apicale (Figure 23A-B). Par la suite, les protéines de
jonction cellulaire (ex : ZO-1, p120) sont relocalisées autour de cette structure (Figure 23C)
(Baas et al., 2004). L’existence des différentes jonctions cellulaires, telles que les jonctions
serrées, adhérentes ou les desmosomes, est essentielle au maintien de 'intégrité épithéliale et
de la polarité cellulaire apico-basale (Coopman and Djiane, 2016; Nelson et al., 2013; Shin et
al., 2006). Suite aux travaux de Baas, une seconde équipe de recherche a confirmé
I'importance de LKB1 dans I'intégrité de I’épithélium mammaire de souris. En effet, la perte
de LKBI induit notamment une délocalisation de différents marqueurs de polarité, ainsi
qu’'une altération des desmosomes et de l'orientation des jonctions serrées (Partanen et al.,
2012). En revanche, LKB1 ne semble pas indispensable a I’établissement de la polarité et a la
formation de I’épithélium aux stades précoces embryonnaires chez la souris (Krawchuk et al.,
2015). Toutefois, cette dernicre étude souligne également I'importance de la kinase dans le
maintien de Pintégrité de I’épithélium du blastocyste. Ainsi, LKB1 participe a la régulation
des jonctions adhérentes, en collaboration avec la E-cadhérine, afin de prévenir une extrusion
cellulaire aberrante du blastocyste (Krawchuk et al., 2015). La E-cadhérine est I'un des
composants majeurs des jonctions adhérentes et son lien étroit avec LKBI avait déja été décrit
dans une précédente publication. In vitro, dans des cellules épithéliales humaines, le complexe
LKB1/STRAD est localisé au niveau des jonctions adhérentes matures permettant ainsi la
phosphorylation de TAMPK (Sebbagh et al., 2009). La E-cadhérine participe au processus de
maturation de ces jonctions et favorise cette relocalisation membranaire de LKB1, également
dépendante de sa prénylation (Sebbagh et al., 2009). Dans la continuité de ces travaux, une
tres récente étude a démontré que lapplication d’une contrainte mécanique sur la E-
cadhérine stimule LKBI1, contribuant ainsi au recrutement et a I’activation de TAMPK. En
conséquence, les cellules présentent une exacerbation de la contractilité¢ de l'acto-myosine, de
I’absorption du glucose et de la production d'ATP (Bays et al., 2017). Cet apport énergétique
renforce les complexes d'adhésion et le cytosquelette d'actine afin d’augmenter la résistance
cellulaire suite a un stress physique (Bays et al., 2017). Ces travaux soutiennent I’existence
d’une interaction entre E-Cadhérine/LKB1/AMPK et leur implication dans le maintien de

I'intégrité cellulaire. D’autre part, I’ensemble de ces résultats souleve deux points essentiels:
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I'implication de PAMPK dans ces mécanismes, ainsi que I'importance de la relocalisation
membranaire de LKBI1. En effet, deux études ont préalablement démontré que LKBI
controle, via la phosphorylation de PAMPK, I’assemblage des jonctions serrés de cellules
épithéliales, maintenant ainsi la polarité cellulaire (Zhang et al., 2006; Zheng and Cantley,
2007). Enfin, un travail, récemment publié, a confirmé I’enjeu de la relocalisation
membranaire de LKB1 dans les mécanismes de polarisation neuronale (Dogliotti et al., 2017).
Précédemment, différentes études ont permis d’établir le role clé de LKB1 dans la polarité des
axones, essentielle a leur migration et leur différentiation en neurones (Huang et al., 2014;
Shelly et al., 2007; Shelly and Poo, 2011). Ainsi, des mutants LKBI1, présentant une incapacité
d’ancrage membranaire, ne parviennent pas a induire la multiplication d’axones, relativement
a la perte de polarité (Dogliotti et al., 2017).

Finalement, chez les mammiferes, LKB1 est également impliqué dans le maintien ou
I'é¢tablissement d'une polarité dans les cellules b pancréatiques (Granot et al., 2009; Hezel et
al., 2008), les testicules (Tanwar et al., 2012) ou les hépatocytes (I'u et al., 2010; Just et al.,
2015). Le role de LKB1 dans la polarité hépatocytaire sera plus particulierement détaillé dans

le paragraphe : Les fonctions hépatiques de LKBI (cf. §II1.3.).
2.2 La croissance cellulaire

En cas de déprivation énergétique suite a des signaux, tels que la carence en
nutriments ou ’augmentation du ratio ADP/ATP, un arrét de la croissance et de la division
cellulaire, processus consommateurs d’énergie, doit avoir lieu de fagon concomitante. Afin de
coupler le statut métabolique de la cellule a la régulation de la croissance et de la prolifération,
des liens moléculaires doivent exister entre les voies de signalisation controlant ces deux
processus.

La master kinase LKBI est donc apparue comme une candidate d’intérét majeur. Cette
hypothese est largement soutenue par son role de géne suppresseur de tumeur, ainsi que par
son lien étroit avec PTAMPK, senseur clé du statut métabolique cellulaire. Tout d’abord, les
fonctions d’inhibiteur de la croissance et de la prolifération cellulaire de LKBI ont été décrites
dans la régulation négative de la voie mTOR (Mammalian target of rapamycin) (Corradetti et
al., 2004; Dogliotti et al., 2017; Shackelford and Shaw, 2009). La protéine kinase mTOR
fonctionne comme un senseur environnemental essentiel, répondant et intégrant différents
sighaux environnementaux (facteurs de croissance, mitogenes, nutriments, énergie, acides
aminés) pour réguler la physiologie cellulaire de fagcon appropriée (Haissaguerre et al., 2014).

Cette sérine/thréonine kinase est présente au sein de deux complexes protéiques
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cytoplasmiques : mMTORCI et mMTORC2 (Mammalian target of rapamycin complex 1 et 2)
(Figure 24). En conditions favorables, mTORCI régule la synthése protéique, lipidique et
d’acide nucléique, essentielles au déroulement de la croissance et de la prolifération (Howell et
al., 2013; Kim et al., 2017). mTORC2, moins bien caractérisé, semble jouer sur la survie
cellulaire et la prolifération, via une boucle de rétrocontréle positive dépendante de la
phosphorylation ’AKT (Kim et al.; 2017). Suite a son activation, mTORCI1 phosphoryle
deux cibles majeures, impliquées dans la traduction des ARNs, la protéine p70 S6 kinase et le
facteur 4E-BP1 (4E-Binding protein 1). Ces phosphorylations, respectivement activatrices et
inhibitrices, jouent un role essentiel dans la syntheése protéique, notamment de protéines pro-
prolifératives comme MYC ou la cycline D1 (Csibi et al., 2014; Ng et al., 2012). En amont,
mTORCI est régulé négativement par le complexe TSCI1/TSC2 (Tuberous sclerosis 1/2).
Sous un signal dépendant des facteurs de croissance, I'inactivation de TSC1/2, par les
protéines AKT ou ERK, permet l'activation de mTORCI1 (Figure 24) (Laplante and
Sabatini, 2012). A I'inverse, en conditions de stress énergétique, ’AMPK active TSC1/TSC2
empéchant ainsi activation de mTORCI (Inoki et al., 2003; Laplante and Sabatini, 2012).
Par ailleurs, TAMPK peut également inhiber directement mTORCI en phosphorylant
RAPTOR, I'une des sous-unités du complexe (Figure 24) (Gwinn et al., 2008).

De facon intéressante, dans des cellules de rein humaines, il a été montré que LKBI1 induit
I'inhibition de mTORCI, via une signalisation AMPK dépendante (Corradetti et al., 2004).
De plus, la délétion de Lkb1 dans le pancréas de souris s’accompagne d’une augmentation de
la taille des cellules B et ce phénotype est inversé suite au traitement a la rapamycine
(inhibiteur de mTORCI) (Fu et al., 2009; Granot et al., 2009). De méme, suite a la délétion
de Lkbl dans le cceur, une hypertrophie myocardique prend place et est corrigée aprés un
traitement identique (Ikeda et al., 2009). D’autre part, les souris, ayant une délétion de Lkb!
spécifiquement dans les lignées myogéniques, présentent une réduction drastique de la taille
des muscles squelettiques (Shan et al., 2014). Ce phénotype est clairement associé¢ a la
réduction de la taille des myofibres et a un défaut majeur de la croissance post-natale. Dans
cette méme étude, les auteurs ont démontré que LKBI limite la prolifération des cellules
satellites, via la signalisation AMPK/mTOR et la régulation en aval de la p70S6 kinase (Shan
et al., 2014). Finalement, 1l est intéressant de noter que mTORCI est activée dans les polypes
de patients PJS ainsi que dans les cancers du poumon, en corrélation avec une inactivation de

LEBI (Jietal., 2007; Kuwada and Burt, 2011).
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Figure 24 : Régulation de la signalisation mTOR

La voie mMTOR complexe 1 (mTORCI) peut étre activée par des hormones, des facteurs de croissance et des
nutriments. Différentes kinases en amont modulent l'activitt mTORCI, en convergeant vers le complexe
TSC1 /7 TSC2. De faibles taux de glucose, d'ATP ou d'oxygene conduisent a I'activation de PAMPK, qui
inhibe mTORCI en activant TSC1/TSC2 ou en phosphoryant directement le composant Raptor de
mTORCI. L'activation de mTORC]1 conduit a son tour a la phosphorylation de ses cibles en aval : S6K et
4E-BP1. Cette signalisation régule plusieurs fonctions cellulaires.

La voie mTOR complexe 2 (mTORC2) peut étre activée par l'insuline et les facteurs de croissance, via la voie
PISK/AKT.

Adaptée de Haissaguerre, 2014.

2.3 Le cycle cellulaire

Dans un second temps, LKBI peut également contréler négativement la prolifération
en ciblant directement des acteurs du cycle cellulaire. Précédemment, nous avons évoqué
I'importance de limiter la prolifération en conditions déléteres pour la cellule. En effet, la
privation en nutriments est connue pour inhiber le cycle cellulaire afin d’éviter toute erreur de
division et maintenir I'intégrité génomique (Alberghina et al., 1998; Hartwell et al., 1974; Ishii
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et al., 2004). Cette carence énergétique entraine un arrét du cycle a la transition G1/8, suite a
I'activation de la protéine p53 et de sa cible en aval p2l, qui inhibe alors les complexes
cyclines/CDKs (Figure 23) (Chac et al., 2012; Jones et al., 2005; Tran et al., 2017). Cette
réponse pd3 dépendante est notamment régulée par I'intermédiaire de FAMPK (Chae et al.,

2012; Jones et al., 2005).

GO — G1 précoce G1 tardive
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Figure 25 : LKB1 contrdle la transition G1/S, via les inhibiteurs de kinases p21 et p16

En phase G1 précoce, le facteur de transcription E2F1 est séquestré et inactivé par Rb. Au cours de la
progression en phase G1, Rb est progressivement phosphorylé par les complexes Cyline/Cdk successifs. Ces
événements ont pour conséquence la libération et I'activation d’E2F1 permettant ainsi la transition en phase S
du cycle cellulaire.

Différentes études ont mis en évidence le réle de LKB1 au cours de ce processus, en agissant a différents
niveaux. LKB1 semble inhiber le complexe Cycline D1/Cdk4-6, via la CKI p16, puis par la suite inhiber le
complexe Cycline E1/Cdk2, par I'intermédiaire de la voie p53/p21.

Le lien entre LKBI1 et ce point de controle a été mis en évidence par Tiainen et ses
collaborateurs des 1999, avant méme la découverte de 'interaction LKB1/AMPK. Dans une
lignée de mélanome, n’exprimant pas LKB1 endogene, forcer I’expression de la kinase induit
larrét du cycle en phase G1 (Tiamnen et al., 1999). Les auteurs émettaient alors I’hypotheése
d’une implication de LKB1 dans un point de controle en GO/G1 du cycle cellulaire (Tiainen
et al., 1999). Dans une seconde étude, I’équipe a complété ces résultats et démontré que
I'induction de D'expression cytoplasmique de LKBI induit un arrét en phase G1, suite a
I'augmentation de I’expression de p21 et de l'activité de son promoteur. Par ailleurs, dans ce
modele, LKBI1 contréle Iactivité p21 via une signalisation p53 dépendante (liainen et al.,
2002). II est intéressant de noter que le phénotype peut étre restauré par la co-expression des
cyclines D1 et E (Tiainen et al., 2002). En 2006, les travaux de Zeng ont caractérisé un arrét

en phase G1, dépendant d’une fonction nucléaire de LKB1 en association avec p53. En effet,
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LKBI phosphoryle p33 sur les sérines 15 et 392, la seconde augmentant la stabilité¢ de la
protéine pd3 (Zeng and Berger, 2006). Ces deux phosphorylations sont essentielles pour 'arrét
p53-dépendant en phase G1. Finalement, en s’associant physiquement avec p53, LKB1 peut
renforcer 'activation du point de controle en se fixant directement sur le promoteur de p21 et
ainsi réguler son expression (Zeng and Berger, 2006). Une étude parue un an auparavant
avait décrit un arrét en phase G1, suite a la phosphorylation de p53 sur le résidu Serl) par
PAMPK (Jones et al., 2005). Zeng et ses collaborateurs ont alors émis I’hypothése que LKB1
pourrait agir de concert avec PAMPK afin de phosphoryler p53 (Zeng and Berger, 2006). Par
ailleurs, dans des lignées rénales et endothéliales humaines, I’absence de LKBI endogene
entraine une accélération de la transition G1/S (Liang et al., 2010). La délétion de LKBI
semble corréler a une augmentation de ’hyperphosphorylation de Rb, sans qu’une interaction
directe entre ces deux protéines n’ait été démontrée. En revanche, les auteurs de cette étude
constatent un lien entre LKBI et les voies de signalisation p53 et pl16. Cette étude montre, en
effet, que LKBI active ces inhibiteurs, qui agissent alors conjointement afin de réguler la
transition G1/8S, via des voies de signalisation cycline D et E indépendantes (Figure 23)
(Liang et al., 2010). Un an plus tot, cette équipe avait également montré que la surexpression
de LKBI, dans des lignées de carcinomes pulmonaires humaines, induisait un arrét a la
transition G1/S suite a Pinhibition de ERK (Extracellular signal-regulated kinase) et de
I'oncogene MYC en aval (Liang et al., 2009). Finalement, des travaux récents ont confirmé
I'importance du couple LKB1/AMPK dans la régulation de la transition G1/S (Fogarty et al.,
2016). Les auteurs ont mis en évidence que la prolifération importante des cellules de
mélanome, présentant une perte de LKBI, est causée par une réduction de l'activité de
PAMPK. Outre LKBI, TAMPK peut également étre activée par la kinase CAMKK?2
(Ca2+/calmodulin- dependent kinase), suivant un signal calcique (Hurley et al., 2005; Woods
et al., 2005). Le traitement des cellules de mélanome avec un mutant constitutif de CAMKK2
ou un agent pharmacologique augmentant le Ca®* intracellulaire induit un arrét en phase G1,
similaire a celui causé par Pexpression de LKB1 (Fogarty et al., 2016). Ces résultats suggerent
une nouvelle approche thérapeutique pour limiter la prolifération de cellules déficientes pour
LKBI et son enjeu dans le cas de cancers humains. Finalement, I’ensemble de ces études a
permis de démontrer que LKBI participe a la progression du cycle cellulaire jusqu’a
I'initiation de la phase S. Cette étape de réplication de PADN requic¢re un suivi minutieux
pour éviter toutes lésions de TADN, pouvant étre déléteres pour la cellule. Afin de prévenir ces
évenements, différents mécanismes sont alors mis en jeu, tels que la réponse aux dommages de

I’ADN (DDR). Le DDR est un point de contréle essentiel du cycle cellulaire permettant la
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progression en phases G2/M (¢f. §I1.2.2). Nous avons précédemment évoqué I'implication de
LKBI dans le DDR, notamment établie suite a la découverte de sa phosphorylation par le
senseur des dommages de FADN : ATM (¢f. §III.1.4.1) (Fernandes et al., 2005; Sapkota et al.,
2002b). Plus récemment, ces résultats ont été confirmés et complétés par une étude de Wang
et ses collaborateurs (Wang et al., 2016). Dans différentes lignées cellulaires, les auteurs ont
démontré que la forme phosphorylée de LKBI (Thr363/366) co-localise aux foci des
dommages de ’ADN avec ATM et avec la phospho-histone H2AX, marqueur des cassures
double brin. LKBI interagit et co-localise également avec BRCAI (Breast cancer 1), autre
acteur essentiel du DDR. D’autre part, 'extinction de LKB1 dans ces cellules entraine un
délai de la réponse aux dommages de 'ADN, di a une diminution importante des
recombinaisons homologues (Wang et al., 2016). Cette nouvelle étude a donc confirmé le role
essentiel de LKB1 dans le DDR et par conséquent dans la progression du cycle cellulaire au
dela de la transition G1/S. Aujourd’hui, il est admis dans la communauté scientifique que les
mutations de génes du DDR peuvent entrainer un certain nombre de syndromes, liés a une
instabilité génomique et notamment associée a une prédisposition accrue au cancer (Jeggo et
al., 2016). Outre son role dans le contréle de la prolifération cellulaire, LKB1 est donc un

gardien de I'intégrité génomique et cette fonction fera I’objet du prochain paragraphe.
24 L’intégrité génomique

L’implication de la protéine PAR-4 dans les premiéres divisions asymétriques, chez C.
Elegans et D. Melanogaster, a initialement suggéré la possibilité d'un role de LKB1 au cours du
processus de mitose. La division cellulaire est un mécanisme minutieusement régulé, dont le
positionnement de chaque acteur est un enjeu majeur pour la création de deux cellules filles
identiques (division symétrique) ou deux cellules ayant une destinée différente (division
asymétrique). Afin de permettre une ségrégation chromosomique fidéle, trois évenements
majeurs interviennent au cours de la mitose, dont le premier est: la migration des
centrosomes (Cross and McAinsh, 2014). Une fois dupliqués, ces structures migrent a chaque
pole de la cellule pendant I’étape de prophase. Durant ce cheminement, les centrosomes
acquierent leur maturité et permettent ainsi la réalisation du second événement : la pousse des
microtubules (Figure 26) (Prosser and Pelletier, 2017). Les centrosomes sont, en effet, les
centres organisateurs des microtubules (MTs). Ces organites permettent la polymérisation de
MTs astraux, dont ’'ancrage au cortex cellulaire est essentiel au positionnement correct et au
maintien du fuseau (Figure 26). C’est également le lieu d’origine des MT's kinétochoriens.

Au cours des étapes de pro-métaphase et métaphase, ces derniers prospectent dans la cellule,
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par un phénomene de polymérisation-dépolymérisation, jusqu’a entrer en contact avec le

centromere d’un chromosome (Figure 26).
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Figure 26 : Organisation du fuseau mitotique

En phase G2, les centrosomes sont dupliqués et migrent aux poéles opposés de la cellule, au cours de la
prophase. Les microtubules astraux permettent ’ancrage du fuseau au cortex cellulaire et la stabilisation du
fuseau. En prométaphase, les microtubules kinétochoriens explorent la cellule, jusqu’a entrer en contact avec
I'un des deux kinétochores d’un chromosome. Finalement, en métaphase, chaque chromatide est liée a un
microtubule et la tension exercée par les microtubules astraux et kinétochoriens permet I’alignement sur la
plaque métaphasique de I’ensemble des chromosomes.

RMN : Rupture de la membrane nucléaire

Adaptée de Prosser, 2017.

Durant I’anaphase, la tension des MTs astraux au cortex, ainsi que la dépolymérisation des
MTs kinétochoriens contribuent a la séparation des chromatides sceurs et a leur attraction aux
poles de la cellule. Enfin, le dernier événement incontournable est réalisé pendant la
télophase : I'étape finale d’abscission (Chircop, 2014). Ce phénomene est dépendant de la
formation et de la contraction d’un anneau d’acto-myosine a I’équateur de la cellule,
permettant ainsi une scission de la cellule mere et la genese de deux cellules filles. Ces
différents phénomenes sont notamment liés a la polarité cellulaire. En effet, 'orientation de la
division nécessite I'alignement du fuseau mitotique sur I’axe de polarité de la cellule (Ahringer,
2003; Vorhagen and Niessen, 2014). En outre, les contacts cellule-cellule et cellule-matrice
fournissent également des signaux importants pour le positionnement des fuseaux mitotiques
(den Elzen et al.; 2009; Lechler and Fuchs, 2005; Thery et al., 2005). Ges mécanismes sont
donc essentiels a la destinée cellulaire et au maintien de 'intégrité génomique. D’autre part,
les microtubules, connus largement pour leur role au cours de la mitose, sont également des
acteurs importants de la polarité cellulaire (Ahringer, 2003; Siegrist and Doe, 2005; Zhang et

al., 2014). Fait intéressant, il existe un «cross-talk» entre les protéines PAR et les
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microtubules. Les protéines PAR sont impliquées dans ’organisation et la dynamique des
microtubules (Drewes et al., 1997; Lazaro-Dieguez et al, 2013) et inversement les
microtubules peuvent participer au « pattern » d’expression des protéines PAR (Cuenca et al.,
2003). Ce dialogue entre polarité¢ et division cellulaire a poussé différents groupes de
recherche a étudier de facon plus extensive le role des protéines PAR dans le controle de la
mitose. Leurs résultats ont confirmé I'importance de ces protéines dans le processus de
division (Ahringer, 2003; Lazaro-Dieguez et al., 2013; Vorhagen and Niessen, 2014). Au
regard de toutes ces données et de son implication dans la polarité et la prolifération, il était
judicieux de penser que LKBI, outre son role dans la transition G1/S du cycle cellulaire,
pouvait également réguler la progression mitotique.

En 2007, Lee et ses collaborateurs publient une étude princeps, démontrant pour la premiere
fois le role de LKB1 dans le processus de mitose (Figure 27) (Lce et al., 2007). Les auteurs
ont montré que l'altération de la voie LKBI entraine d’importants défauts mitotiques. En
effet, I'absence de la kinase dans les neuroblastes larvaires de drosophile, conduit a une
ségrégation chromosomique aberrante. Parmi ces altérations, il a notamment été identifié la
présence de « lagging chromosomes» en métaphase et anaphase, ainsi que des ponts
chromosomiques au sillon de clivage en anaphase (Figure 27A-B) (Lcc et al., 2007). Par
ailleurs, dans ce modele, il a également été mis en évidence des défauts majeurs de la polarité,
liés a une désorganisation du cytosquelette d’actine. Ces événements ont pour conséquences la
genese d’un contingent polyploide (Figure 27C).

D’un point de vu moléculaire, les auteurs décrivent un modele dans lequel LKB1 phosphoryle
PAMPK, qui en aval phosphoryle la chaine légere régulatrice de la myosine (MRLC),
induisant ainsi sa fixation a l'actine (Lee et al., 2007). En effet, I'expression d’'une forme
constitutivement active de ’AMPK ou de MRLC restaure ’ensemble du phénotype chez les
mutants déficients pour k6. LKB1 joue donc un réle central dans la progression en mitose

afin de préserver 'intégrité génomique.
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C
T
Figure 27 : Défauts de mitose et altérations de la ploidie observées suite a la perte de
LKB1 chez la drosophile

Panneaux hauts : embryons contréles / Panneaux bas : embryons Lkb1-~

(A) Immunofluorescence phospho-Histone 3 (PH3 — rouge), marquage des chromosomes en mitose, et
tubuline (Tub — vert), marquage des microtubules. Les embryons déficients pour Lkb/ présentent des défauts
dans I'alignement des chromosomes en métaphase (pointes de fleches).

(B) Immunofluorescence phospho-Histone 3 (PH3 — rouge), marquage des chromosomes en mitose. Les
embryons déficients pour LkbI présentent des chromosomes retardés, pendant I'anaphase (pointes de fleche).
(CG) Immunofluorescence phospho-Histone 3 (PH3 — rouge), réalisée sur des neuroblastes de drosophiles
controles ou déficientes pour LkbI. Dans les embryons déficients pour LKBI, les fleches indiquent des
chromosomes mitotiques avec une polyploidie importante.

Adaptée de Lee, 2007

LKBI participe également a la dynamique du réseau de microtubules. Deux études ont ainsi
établi que cette protéine kinase pouvait empécher leur élongation, en inhibant la
polymérisation de la tubuline. Dans la premiere étude, réalisée i vitro dans différentes lignées
cellulaires, LKBI controle ce processus en phosphorylant la protéine MARKZ2, qui a son tour
phosphoryle la «microtubule-associated protein » Tau. Cette dernieére interagit avec la
tubuline, afin de stabiliser les microtubules, et sa phosphorylation conduit a sa dégradation via
le protéasome. Cette signalisation, dépendante de LKBI1, conduit donc a la déstabilisation des
microtubules et par conséquence a leur dépolymérisation (Kojima et al., 2007). Dans des
cultures cellulaires de myoblastes, la seconde étude a démontré que la déstabilisation des

microtubules, induite par LKB1, est consécutive a la phosphorylation des protéines AMPK et
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MARKSs (Mian et al., 2012). Les auteurs de ces deux publications n’ayant pas spécifiquement
investigué ce lien entre LKB1/microtubules au cours de la mitose, Weti et ses collaborateurs se
sont intéressés a I'intégrité du réseau de microtubules lors de la division. Leurs travaux ont mis
en évidence une désorientation majeure du fuseau mitotique en absence de LKBI, ainsi
qu’une localisation aberrante de ’AMPK, dans des cultures de cellules épithéliales (Wei et al.,
2012). Au cours de la mitose, TAMPK s’associe a différentes structures essentielles a la mitose,
telles que le centrosome ou le midbody, faisant de sa localisation un événement important
pour la progression de la division (Vazquez-Martin et al., 2009). Ces résultats semblaient
indiquer Pexistence d’une interaction entre LKBI et AMPK au cours de la mitose. Cette
hypothese a été confortée par une autre étude ayant montré que la déficience de TAMPK
entraine des défauts de lorientation du fuseau mitotique, similaires a ceux retrouvés en
I’absence de LKBI1 (Thaiparambil et al., 2012). Toutefois, il semble que la master kinase peut
également contrdler la progression de la mitose indépendamment de PAMPK. Dans un
modele murin de délétion de Lkb1, les cellules souches hématopoiétiques (CSH) sont souvent
incapables d’entrer en mitose ou n’arrivent pas a terminer le programme mitotique (Nakada
et al., 2010). D’autre part, les CSH présentent un nombre de centrosomes surnuméraires,
associé¢ a des fuseaux mitotiques anormaux (Figure 28A). L’ensemble de ces événements

conduit a I’émergence de cellules aneuploides (Figure 28B) (Nakada et al., 2010).
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Figure 28 : L’extinction de LkbI engendre une désorganisation du fuseau mitotique
conduisant a I’émergence d’une aneuploidie

(A) L’immunofluorescence est réalisée sur des cultures de cellules souches hématopoiétiques:
a-tubuline (vert), marqueur des microtubules, la y-tubuline (rouge), marqueur des
centrosomes et PH3 (bleu), marqueur de chromosomes mitotiques.

Les CGSH déficientes pour LkbI (panneau droit) ont des centrosomes surnuméraires (pointes
de fleches rouges) et des fuseaux mitotiques aberrants.

(B) Les CSH déficientes pour LkbI deviennent aneuploides, apres 2 jours de culture.
Adaptée de Nakada, 2010
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En revanche, phénotypiquement, ’absence de FAMPK dans le CSH ne présente aucune
similitude avec la délétion de LKBI. Les auteurs ont donc suggéré un role de LKBI,
indépendant de TAMPK, durant la mitose (Nakada et al., 2010).

Finalement, LKB1 peut aussi réguler la formation et lorientation du fuseau en
déphosphorylant la Polo-like kinase 1 (PLK1). L’absence de LKBI, dans différentes lignées
humaines et murines, conduit a une augmentation du nombre de centrosomes et de cellules
binucléées, mais également a un retard de mitose (Werle et al., 2014). Ce phénotype est
associé a une augmentation importante de la phosphorylation de PLK1 et une diminution
minime de la phosphorylation de TAMPK. Werle et ses collaborateurs ont donc également
décrit un mécanisme controlé par LKB1, indépendamment de TAMPK (Werle et al., 2014).
L’ensemble de ces études a permis de souligner I’enjeu de 'expression de LKB1 au cours de la
mitose, notamment dans la formation du fuseau. LKB1 est donc un gardien essentiel de

I'intégrité génomique.
3. Les fonctions hépatiques de LKB1
3.1 Le métabolisme hépatique

Comme précédemment introduit, le foie est un organe métabolique essentiel
responsable de 'homéostasie glucidolipidique corporelle, dont I'un des acteurs majeurs est
’AMPK. Au vu de I'incidence croissante des maladies métaboliques, I’étude approfondie de
ce processus est devenue un enjeu majeur de santé publique. Ainsi, un nombre important
d’études a permis de caractériser les différentes fonctions controlées par TAMPK dans le tissu
hépatique (Day et al., 2017; Fullerton, 2016; Hasenour et al., 2013; Steinberg, 2009). Afin de
maintenir la balance énergétique, PAMPK est connue pour controler différentes voies
biochimiques. Initialement, différentes publications avaient suggéré un role important de
I’AMPK dans le controle de la gluconéogenéese hépatique, notamment en traitant des cellules
avec deux activateurs pharmacologiques de la kinase (Lochhead et al.; 2000; Zhou et al.,
2001). Le premier composé est appelé: AICAR (5-aminoimidazole-4-carboxamide
ribonucléotide) et le second est un agent antidiabétique : la Metformine. Cette molécule
possede, parmi ces différentes fonctions, des propriétés hypoglycémiantes, notamment en
diminuant la production de glucose hépatique (Hundal et al., 2000). Plus particulierement,
I’étude de Zhou avait permis de montrer que le traitement d’hépatocytes primaires de rat a la
metformine ou PAICAR stimule PAMPK et conduit a I'inhibition de la production de glucose

hépatique (Zhou et al., 2001). Toutefois, il a été suspecté que 'activation de la kinase n’était
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pas directement controlée par la metformine. Ce phénomene serait secondaire et da a la
réduction de ATP intracellulaire, suite a I'inhibition du complexe 1 de la chaine respiratoire
par lantidiabétique (Stephenne et al., 2011). Par ailleurs, depuis maintenant vingt ans,
PAMPK est également connue pour inhiber la synthése des acides gras et favoriser leur
oxydation (Merrill et al., 1997). Au regard de ces divers résultats et connaissant le lien étroit
entre LKB1 et AMPK, il semblait logique d’investiguer le role de LKB1 dans ces différentes
volies métaboliques, au sein du tissu hépatique. Ainsi, en 2005, Shaw et ses collaborateurs
étudient les effets de la délétion de LkbI dans un modéle murin, grace a I'utilisation dun
adénovirus exprimant une Cre recombinase (souris Lkb7~"). Cet adénovirus ayant un tropisme
élevé pour les hépatocytes, les souris traitées présentent une extinction de LKB1 uniquement
dans le foie (Shaw et al., 2005). L’absence de la master kinase conduit a Pinhibition de
lactivit¢ AMPK, ainsi qu'a une hyperglycémie. Notons que dans cette étude, Shaw et ces
collaborateurs n’ont pas montré de lien direct entre ces deux phénotypes. Toutefois, ces souris
répondent a I'injection d’insuline et sont capables d’ajuster le niveau de glucose sanguin. Ce
résultat démontre que la consommation du glucose périphérique n’est pas altérée (Shaw et al.,
2005). D’autre part, ces souris arborent une augmentation générale du patron d’expression
génique de la gluconéogenese (G6pase ; glucose-6-phosphatase / Pepck ; phosphoenolpyruvate
carboxylase) et de la lipogenese (Srebp-1 ; sterol regulatory element-binding protein 1 / Aec!
acetyl CoA carboxylase) (Shaw et al., 2005).

Concernant la gluconéogenese, chez la souris, I'un des régulateurs importants est TORC2
(Transducer of regulated CREB activity 2), maintenant connu sous le nom CRTC2 (CREB
regulated transducer of activity 2) (Koo et al., 2005). Ce régulateur favorise la transcription de
Pocla (Peroxisome proliferator-activated receptor-y coactivator la) dont les cibles sont Pepck et
Gbpase. Dans I’étude de Shaw, I'augmentation de la néoglucogenese, dans les foies Lkb1~, est
induite suite a I’activation et la relocalisation nucléaire de la forme active de CRTC2 (Shaw et
al., 2005). II est intéressant de noter que CRTC2 est une cible négative de TAMPK et de
SIK?2 (Salt-inducible kinase 2) (Koo et al., 2005; Screaton et al., 2004). Cette derniere fait
partie de la famille des ARKs et est une des 14 kinases régulées par LKBI1 (Lizcano et al.,
2004). Ces résultats semblaient alors fournir deux cibles de choix pour LKB1, dans le controle
de la néoglucogenese hépatique. C’est pourquoi il ft surprenant de constater qu’une
invalidation de 'Ampk, spécifiquement dans le foie de souris, n’induit pas le méme phénotype
que celle de LkbI. Effectivement, ces souris présentent une glycémie normale a I'inverse des
animaux Lkb17 (Foretz et al., 2010). De plus, différents travaux ont montré que les effets de

I’AICAR et de la metformine, sur la production de glucose hépatique, sont indépendants de
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lactivation de PAMPK. En effet, I'inhibition de la néoglucogenese, obtenue suite a ces deux
traitements, est également observée en absence de TAMPK dans le tissu hépatique (Foretz et
al., 2010; Hasenour et al., 2014). Ces résultats ont permis de démontrer que ’AMPK n’est pas
indispensable a la régulation de ce processus dans le foie. Les différents roles de LKB1 dans le
métabolisme hépatique ne semblent donc pas tous étre relayés par PAMPK. Ainsi, plus
récemment, une étude a confirmé que LKB1 inhibe la néoglucogenése par I'intermédiaire des
protéines SIKs (Patel et al, 2014). Les souris avec une triple invalidation (SIK2 et
AMPKal/a2 (sous-unités catalytiques)), spécifiquement dans le foie, présentent une
gluconéogenese intacte. En revanche, le traitement d’hépatocytes primaires avec un inhibiteur
global des protéines SIKs, ne ciblant pas I'AMPK, induit la production de glucose (Figure
29) (Patel et al., 2014).
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Figure 29 : LKB1 controle le métabolisme glucidique et lipidique dans I’hépatocyte

L’activité des protéines SIKs influence la phosphorylation du co-activateur de transcription : CRTCs. LKB1
controle donc son transport nucléo-cytoplasmique et par conséquent I’expression de geénes de la
gluconéogenese dans le foie. D’autre part, LKB1 contréle également le métabolisme lipidique, en étant une
cible de l'activité déacétylase de SIRT.

Adaptée de Patel, 2014, Jia, 2016 et Ruderman, 2010.
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D’autre part, les auteurs de cette étude suggerent que la présence d'au moins une des
isoformes de SIK peut étre suffisante pour activer la gluconéogenéese dans les hépatocytes,
indépendamment de TAMPK (Patel et al., 2014). Finalement, les hépatocytes de souris, ayant
une invalidation totale de SIK3, arborent un phénotype semblable a celui observé dans les
hépatocytes de souris LkbI~ (Itoh et al, 2015). Ces résultats suggerent donc que SIK3
pourrait étre le principal régulateur de la gluconéogenese, sous le controle de LKB1, dans les
hépatocytes.

Concernant le métabolisme lipidique, l'activation de la voie LKBI/AMPK semble
dépendante de 'activité déacétylase de SIRT1, précédemment détaillée (Figure 29) (Hou et
al., 2008).

En effet, la surexpression de SIRT1, dans des lignées cellulaires de CHC humains, induit
lactivation de LKB1, via sa phosphorylation sur le résidu Ser428. I’ AMPK est alors activée
et phosphoryle a son tour ACC (Hou et al., 2008). Cette phosphorylation inhibitrice a deux
conséquences majeures, tout d’abord I'arrét de la biosynthese des acides-gras et ensuite une
activation de CPTIA (Carnitine palmitoyltransferase). CPTIA favorise I'import
mitochondrial des acides gras, permettant ainsi I’activation de la b-oxydation (Davies et al.,
1992; Merrill et al., 1997). La surexpression de SIRT1 dans ces hépatocytes conduit
effectivement a une diminution importante de ’'accumulation des lipides (FHou et al., 2008).
Plus récemment, une étude a été conduite, i viwo, dans des souris ayant une extinction totale
de 'activité catalytique de SIRT1 (SIRT1YY) (Cheng et al., 2017). Ces animaux sont traités
avec un régime gras (HFD : High Fat Diet), connu pour favoriser I'installation d’une stéatose
et mimer le développement de maladies du «foie gras» non alcoolique ou NAFLD (Non
Alcoholic Fatty Liver Disease). Les souris SIRT1YY présentent une forte diminution des
phosphorylations de LKB1, AMPK et ACC, associée a une augmentation drastique des
triglycérides hépatiques (Cheng et al., 2017). Plus généralement, la perte de l'activité
désacétylase SIRT1 aggrave le développement de NAFLD, induite par le régime HFD
(Cheng et al., 2017). Fait notable, différents groupes de recherche indépendants ont montré
que l'activit¢ SIRT'1 augmente en réponse a l'activation de I'AMPK. Ces résultats ont été
obtenus dans des myoblastes de muscles squelettiques, des myocytes ainsi que des fibroblastes
embryonnaires de souris (Canto et al., 2009; Fulco et al., 2008). Récemment, une autre étude
a également a montré que le traitement a la metformine de souris sous régime HFD ou 0b/0b
conduisait a une régulation mutuelle de ’AMPK et de SIRT1 dans le foie (Kang et al., 2016).
Ces études suggerent donc lexistence d’une boucle de rétrocontrole positive de la voie

SIRT1/LKB1/AMPK, dans les mécanismes du métabolisme lipidique. Toutefois, cette

98



hypothese reste aujourd’hui a confirmer suite a différentes publications ayant montré des
effets antagonistes de ’AMPK et de SIRT1, notamment dans les hépatocytes primaires de rat
et dans des lignées d’hépatomes et de CHC humains (Lee et al., 2012; Yang et al., 2017).

L’ensemble de ces études a confirmé I'importance de LKB1 dans le métabolisme hépatique,
mais nécessite encore d’étre approfondi. Ce théme de recherche étant un enjeu majeur, au vu
de la pandémie des syndromes métaboliques, il sera particulicrement important de

caractériser pleinement les mécanismes en aval de LKB1 et d’identifier ses cibles directes.
3.2 La polarité hépatocytaire

Dans le foie, les hépatocytes sont polarisés. Les protéines des jonctions serrées, telles
que loccludine, la claudine ou ZO-1, permettent la séparation entre les domaines
membranaires apicaux et basolatéraux, la formation des canalicules biliaires ainsi que
I’étanchéité de la lumiere canaliculaire (Kojima et al.; 2003; Vinken et al., 2006). Nous avons
précédemment évoqué le réle essentiel de la polarisation des hépatocytes dans la sécrétion de
la bile canaliculaire. Il a notamment ét¢ montré que la perte de la polarité hépatocytaire
conduisait a des défauts de la sécrétion de bile, entrainant une cholestase, ainsi que des lésions
du tissu hépatique (Arias et al., 1993; Gissen and Arias, 2015; Houwen et al., 1994). Une
premicre étude a été réalisée wn vitro, sur des hépatocytes primaires de rat, dans le but
d’identifier une éventuelle participation de LKBI1 dans le processus de polarisation
hépatocytaire (I'u et al., 2010). Afin de suivre la formation, I’élongation ainsi que le maintien
des canalicules biliaires, reflet de la polarité, les auteurs ont utilisé un systeme de culture
d’hépatocytes entre une bicouche de collagene. En effet, ce systeme particulier de culture en
« sandwich » permet a des hépatocytes ne se divisant pas de former un réseau multicellulaire
canaliculaire, similaire a la structure observée wm vwo et capable de persister quarante jours
(Dunn et al., 19915 Dunn et al., 1989; LeCluyse et al., 1994). Dans ce systeme, I'activité des
protéines LKB1 et AMPK est progressivement augmentée au cours de la formation du réseau,
avant d’étre diminuée durant la phase d’élongation (Fu et al., 2010). Classiquement, apres six
jours de culture, le réseau est complétement ramifié. Les auteurs ont donc testé I'inhibition a
différents stades de la formation du réseau. Ainsi, cette étude a permis de démontrer que
Iexpression de LKBI1 est associée a la présence de marqueurs spécifiques, tels que ABCBI
(ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP), member 1), marqueur apical, et
l'occludine, marqueur jonctionnel. Fait intéressant, 'inhibition précoce de LKB1, suite a une
transfection adénovirale, entraine un blocage de la formation du réseau (F'u et al., 2010). Fu et

ses collaborateurs ont donc étudié 'effet d’'une inhibition tardive et ont constaté que cet
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évenement conduit a une désorganisation majeure de la structure canaliculaire. Ces travaux
ont permis d’établir que LKB1 participe a la formation et au maintien du réseau canaliculaire
hépatique, mais pas a son élongation (I'u et al., 2010). Un an plus tard, ces résultats ont été
confirmés dans une étude réalisée m vivo (Woods et al., 2011). En effet, 'absence de LKBI,
spécifiquement dans le foie, entraine une insuffisance des voies biliaires et une altération de la

formation, post-natale, des ramifications des canalicules (Figure 30A).

Controle
LKB1/

Figure 30 : La perte de LKB1 déstabilise la morphologie canaliculaire hépatocytaire

(A) Immunofuorescence ZO-1, réalisée sur des sections de foie de souris controles et déficientes pour LkbI. La
perte de LKB1 entraine des changements importants dans la morphologie canaliculaire.

(B) Représentation schématique des défauts de la mécanistique de polarité hépatocytaire, suite a la perte de
LKBI.

Les souris déficientes pour Lkb! ont des niveaux de AMPK phosphorylés réduits, pouvant étre la cause de la
morphologie aberrante des canalicules et de la distribution des protéines des jonctions serrées. Notamment, le
pole apical s’étend dans le domaine latéral des hépatocytes et la cinguline (orange), protéine des jonctions, est
localisée principalement dans le cytosol. Une mauvaise localisation des protéines de jonctions et des
régulateurs du trafic membranaire peut expliquer les défauts d'excrétion biliaire. Un mélange de la bile (vert
dans les souris témoins) et du sang (rouge chez les souris témoins) a été observé chez les souris déficientes pour
Lkb1 (représenté en jaune).

BSEP : Bile Salt Export Pump

Adaptée de Porat-Shliom, 2016.
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Ces défauts conduisent notamment a une perte de clairance des acides biliaires. En outre, ces
souris manifestent également d’importantes modifications du métabolisme lipidique, telles
qu'une augmentation des lipoprotéines de basse densité, transporteurs du cholestérol, ainsi
que du taux de cholestérol non-estérifié (\Woods et al., 2011). LKB1 joue donc un rdle critique
dans I'homéostasie des acides biliaires et son absence conduit a I'installation d’une hyper-
bilirubinémie et d’une cholestase. Ces différents évenements sont déléteres et provoquent
finalement la mort de ces souris, dans les 4 semaines suivant leur naissance (\Woods et al.,
2011). Par ailleurs, au regard de I'importance des jonctions cellulaires dans la polarité, une
équipe de recherche s’est intéressée a la régulation des jonctions serrées dans ce méme modele
murin déficient pour LKB1 (Porat-Shliom et al.; 2016). Ces souris présentent, comme
attendu, un réseau canaliculaire fortement perturbé, avec des canaux plus longs et plus larges
que les souris contréles. Cette morphologie aberrante est corrélée a une distribution anormale
des jonctions serrées, mise en évidence par une localisation particuliere de leurs composants,
tels que les protéines claudines ou ZO-1 (Zonula occludens-1) (Figure 30B) (Porat-Shliom et
al., 2016). Grace a une technique de microscopie intra-vitale et a ’aide de traceurs, les auteurs
ont également montré un retard de la sécrétion biliaire en absence de LKBI. Enfin, ce
phénotype correle avec une perméabilité accrue des jonctions serrées, suggérant un role pour
LKBI également dans le contréle de la perméabilité paracellulaire (Porat-Shliom et al., 2016).
Dans d’autres organismes, il est établi que le contrdle de la polarité par LKB1 présente une
importance majeure au cours du développement embryonnaire (¢f. §I11.2.1). Cette question
n’ayant pas encore ¢été adressée dans le tissu hépatique murin et au regard des précédents
résultats, I’équipe de Christine Perret s’est alors penchée sur I’étude phénotypique de souris
invalidées pour Lkb1 spécifiquement dans les hépatoblastes (Just et al., 2015). Les auteurs ont
ainsi démontré que I'absence de LKB1 n’impacte pas la différentiation des hépatoblastes en
précurseurs cholangyocytaires, mais empéche la maturation des canaux (Just et al., 2015). Cet
évenement correle avec une dérégulation de la voie Notch, i vitro et i vivo. D’autre part, les
souris invalidées pour Notch présentent une diminution de lactivit¢ LKBI, soulignant
I'existence d’un dialogue entre ces deux voies (Just et al.,; 2015). Il est intéressant de noter que
Notch intervient également dans I’homéostasie glucidique et lipidique dans le parenchyme
hépatique (Pajvani et al., 2013; Pajvani et al., 2011). Toutefois, le mécanisme précis régulant
I'interaction entre les voies LKBI et Notch reste encore inconnu et nécessite de nouvelles
investigations. Outre ses fonctions dans le développement et la physiologie hépatique,

différentes études ont également révélé I'implication de LKBI dans la pathologie, plus
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particulicrement dans le développement de carcinomes hépatocellulaires. Ce role fera I'objet

de notre dernier paragraphe.
3.3 La tumorigenése hépatique

Les premieres preuves de Iexistence d’un lien entre des dérégulations de LKBI et le
développement de CHC ont été découvertes dans un modele murin haplo-insuffisant pour
Lkb1 (souris Lkb1*7). En 2002, Nakau et ses collaborateurs ont en effet mis en évidence
I’émergence de carcinomes hépatocellulaires chez des souris Lkb7*/~de plus de 50 semaines
(Nakau et al., 2002). Ce phénotype est également corrélé a une augmentation globale de la
prolifération hépatocytaire (Nakau et al., 2002). Une immunohistochimie PCNA (proliferating
cell nuclear antigen) a révélé un index de prolifération élevé dans les adénomes

hépatocellulaire (AHC), mais également dans les carcinomes, dans une moindre mesure

(Figure 31).
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Figure 31 : L’haploinsuffisance de Lkb1 favorise le développement tumoral, en
corrélation avec une prolifération hépatocytaire

L’haploinsuffisance de Lkb7 conduit a I’émergence de CHC, associée a une augmentation de la prolifération
hépatocytaire.

A gauche : immunohistochimie PCNA / A droite : quantification.

Adaptée de Nakau, 2002.

Les auteurs ont envisagé que cette prolifération inférieure dans les CHC, en comparaison des
AHC, pouvait étre due a une disponibilité en oxygene moins importante dans les larges
tumeurs. Le parenchyme non-tumoral présente aussi une prolifération hépatocytaire
légerement supérieure, comparativement au tissu hépatique quiescent des animaux controles.

Ces résultats suggéraient donc un réle de geéne suppresseur de tumeur de LKB1 dans le CHC.
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Dans la continuité de cette étude, 'extinction de LKB1, spécifiquement dans le foie, grace a
un adénovirus Cre, est corrélée avec une augmentation de la prolifération hépatocytaire
(Mohseni et al., 2014). Dans ce modele, cet effet pro-prolifératif serait médié par 'activation
du régulateur transcriptionnel YAP (Yes-activated protein), notamment connu pour cibler des
genes impliqués dans la prolifération cellulaire. En effet, I'inhibition concomitante de LKB1 et
de YAP restaure le phénotype (Mohseni et al., 2014). Toutefois, LKB1 semble aussi avoir des
effets pro-oncogéniques et pouvoir participer a la progression de carcinomes hépatocellulaires.
Précédemment, nous avons évoqué I'implication de la polyubiquitinylation de LKBI, par le
complexe Skp2-SCF, dans la croissance de CHC murins (¢f: §III.1.4) (Lee et al., 2015). Dans
une cohorte de patients, cette équipe de recherche a également mis en évidence une
surexpression de Skp2 et LKBI1 au cours des étapes tardives du CHC, associé a un mauvais
pronostic (Lee et al., 2015). D’autre part, les auteurs ont complétés ces résultats i vitro. En
effet, suite a un stress énergétique, tel qu'une carence en glucose, I’activation de 'oncogene
Ras a pour conséquence la stabilisation de LKBI, par ubiquitinylation Skp2-dépendante
(Figure 32). En aval, la phosphorylation de PAMPK conduit a I'inhibition de la mort
cellulaire (Lee et al., 2015). Cette cascade de signalisation serait donc a ’origine des effets pro-

oncogéniques de LKBI dans le foie.

Mort cellulaire

induite par un stress énergétique

1
e

Tumorigenése

Figure 32 : L’activation de LKB1 est essentielle a la survie des cellules cancéreuses en
conditions de stress énergétique

Dans un contexte de stress énergétique, sous un signal Ras, LKBI est stabilisée grace a l'activation du
complexe Skp2-SCF. Cette signalisation a pour conséquence I‘activation de 'AMPK et en aval la survie de
cellules tumorales.

Lee, 2010.
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Chapitre III : La Master Kinase LKB1

Cependant, LKBI peut également participer a la progression du CHC indépendamment de
PAMPK. La découverte d’une élévation globale du profil de neddylation, dans les CHC
humains de mauvais pronostics, a offert une nouvelle preuve du potentiel pro-oncogénique de

LKBI1 (Figure 33A) (Barbier-Torres et al., 2015).
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Figure 33 : Les CHC de mauvais pronostic sont associés a une augmentation de la
neddylation et de I’expression de LKB1

Les immunohistochimies ont été réalisées sur coupes de foie issues de CHC de bon ou mauvais pronostic.

(A) Les CHC de mauvais pronostic sont associés a une augmentation du niveau global de la neddylation.

(B) Les CHC de mauvais pronostic sont associés a une augmentation de I'expression de LKB1 en protéine et
messager.

Adaptée de Barbier-Torres, 2015.

Cette modification post-traductionnelle permet la stabilisation de protéines cibles. Le groupe
de Martinez-Chantar a récemment analysé 'effet d’une inhibition de la neddylation sur la
progression tumorale hépatique. Cette étude a été réalisée sur un modele murin de CHC,
associé a une signature de stress oxydatif. L’inhibition de la neddylation, par un agent
pharmacologique, a pour conséquences une réduction de la taille des tumeurs, de la fibrose
ainsi qu’une induction de I’apoptose, mais également une reprogrammation métabolique des
tumeurs, favorisant notamment la glycolyse (Barbier-Torres et al., 2015). De nombreux

oncogenes étant connus pour altérer le métabolisme tumoral, cette équipe a donc cherché des
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acteurs de ces voies biochimiques pouvant étre neddylés. Les niveaux de LKB1, messager et
protéine, sont significativement plus élevés dans les CHC humains de mauvais pronostics et
correlent avec une augmentation conjointe de la neddylation (Figure 33B). Cette
surexpression de LKBIl est également observée dans le modele de CHC murin,
précédemment évoqué. Fait intéressant, le traitement de ces souris avec l'inhibiteur de la
neddylation conduit a une diminution de I’expression protéique de LKBI, sans pour autant
influencer I’état d’activation de PTAMPK (Barbier-Torres et al., 2015). Dans ce contexte, cette
étude a prouvé que LKBI est donc une cible préférentielle de la neddylation, soutenant ainsi
son role pro-oncogénique, indépendamment de ’AMPK.

Depuis de nombreuses années, I’équipe de Martinez-Chantar cherche aussi a établir un lien
direct entre la signalisation LKB1/AMPK et le controle de la prolifération/survie
hépatocytaire. Dans ce but, cette équipe a analysé les altérations de la croissance
hépatocytaire dans divers modeles murins transgéniques, impactant sur signalisation de la
méthionine. Notons que cette voie de signalisation est souvent retrouvée altérée dans le
processus de carcinogenese humaine (Mato et al., 2013). Tout d’abord, un premier modele
dépourvu de méthionine adénosyl-transférase (MAT), enzyme catalysant la synthése de SAMe
(S-adénosyl-méthionine), a été utilisé (Figure 34).

Chez ces souris, la diminution drastique de SAMe conduit a une phosphorylation accrue de
LKBI et de PAMPK (Varela-Rey et al., 2009; Vazquez-Chantada et al., 2009). L’activation
de ces kinases impacte notamment sur la relocalisation cytoplasmique de HuR (Human
antigen R), protéine impliquée dans la stabilisation des ARNm, notamment les messagers
codant pour les cyclines D1 et A2 (Figure 34) (Vazquez-Chantada et al., 2009). Ces souris
déficientes en MA'T présentent une prolifération hépatocytaire incontrolée et finissent ainsi
par développer des CHC (Varcla-Rey et al, 2009; Vazquez-Chantada et al., 2009).
L’isolation de cellules provenant de ces carcinomes a permis de confirmer la participation de
LKBI dans la progression tumorale hépatique a la fois en phosphorylant p53, mais également
en controlant le transfert cytoplasmique de HuR, stabilisant ainsi phospho-p53 (Figure 34).
Ces événements ont pour principale conséquence une augmentation de la survie de ces
cellules (Martinez-Lopez et al., 2010). Les mémes expériences ont été réalisées dans un
modele déficient pour la glycine N-méthyl-transtérase (GNMT), impliquée dans I’élimination
de I'exces de SAMe (Figure 34) (Varcla-Rey et al.; 2009). A Pinverse du précédent modele,
ces souris présentent une augmentation du niveau de SAMe hépatique ainsi qu’une mortalité
accrue suite a une hépatectomie partielle. Ce phénotype est corrélé avec une inhibition

importante de la voie LKBI/AMPK/HuR (Varela-Rey et al., 2009). Ces travaux ont permis
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de montrer que dans un contexte d’altérations métaboliques (signalisation méthionine), les

kinases LKB1 et AMPK sont des acteurs clé de la croissance cellulaire.
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Figure 34 : La signalisation Méthionine régule la survie/prolifération cellulaire, via la
voieLKB1/AMPK

La déstabilisation de la signalisation méthionine entraine des bouleversements métaboliques, corrélés avec une
modification de la voie LKB1/AMPK. Dans ce contexte, I’activation de la voie LKB1/AMPK conduit a la
relocalisation cytoplasmique de HuR et la phosphorylation de p53. Notons que HuR peut également stabiliser
phospho-p53. Ces évenements participent a la survie et prolifération cellulaire.

In vitro, une stimulation par 'HGF est également a l'origine de P'activation de LKB1/AMPK et promeut la
survie/prolifération cellulaire.

Adaptée de Vazquez-Chantada, 2009 ; Varela-Rey, 2009 ; Martinez-Lépez, 2010.
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Au cours de l'introduction, nous nous sommes attachés a démontrer que la
polyploidisation est I'un des changements les plus spectaculaires et drastiques pouvant survenir
au sein du génome. C’est également 'une des caractéristiques du tissu hépatique, chez le
mammifere. Notre équipe de recherche s’intéresse depuis de nombreuses années au controle
des mécanismes de polyploidisation dans la physiopathologie hépatique. Les travaux du
laboratoire ont notamment permis de démontrer que la polyploidisation du tissu hépatique est
initiée au cours du développement post-natal du foie, suite a la mise en place d’événements de
cytodiérese incomplete (Margall-Ducos et al., 2007). Notre équipe a également découvert que
la genese de ce contingent hépatocytaire polyploide est controlée par un signal insulinique
(Celton-Morizur et al., 2009). L’insuline est une hormone connue pour son réle métabolique.
Dans un contexte pathologique, la résistance a I'insuline associée a I’obésité est un nouveau
facteur de risque favorisant les hépatopathies stéatosiques non-alcooliques (NAFLD). Au vu de
la pandémie des syndromes métaboliques et de leur propension a favoriser le développement
de CHC, notre équipe s’est naturellement intéressée aux modifications et aux mécanismes de
la polyploidisation du tissu hépatique dans ce contexte pathologique. Ces travaux, réalisés par
Géraldine Gentric, ont donné lieu a une publication dans Journal of Clinical Investigation. Au
cours de mon doctorat, j’ai eu la chance de contribuer a cette étude, que vous trouverez en
annexe de ce manuscrit. Les résultats de ce travail ont mis en évidence I’émergence d’une
polyploidie pathologique dans le tissu hépatique au cours de la NAFLD (Gentric et al., 2015).
La genese de ces populations hautement polyploides est associée a I'installation de cycles
d’endoréplication, consécutive a lactivation persistante du DDR, induite par une
augmentation du stress oxydatif dans les hépatocytes NAFLD (Gentric et al., 2015).

Ce lien entre métabolisme et modulations de la polyploidie a poussé le laboratoire a
s'intéresser a I'implication de points de contréle du métabolisme dans I'intégrité génomique.

Dans ce cadre, notre équipe s’est penchée, il y a quelques années, sur le role de FAMPK,
protéine clé du métabolisme, dans la prolifération et la polyploidisation hépatocytaire (Merlen
et al., 2014). Cette étude a permis de montrer que la perte de TAMPK entraine un retard de
la régénération hépatique (modele HP). Ce phénotype est corrélé a une dérégulation de la
transition G1/8S, suite a un délai de I'expression de la Cycline A2. C’est dans ce contexte, que
nous nous sommes intéressés a la master kinase LKBI1, régulateur majeur de TAMPK. Au
regard des effets pléiotropiques de LKBI, nous avons développé une collaboration avec deux
autres équipes de l'institut Cochin, afin d’élucider ses différentes fonctions dans la
physiopatologie hépatique. Ainsi, le groupe de Benoit Viollet avait pour mission d’étudier le

role de LKBI1 dans le métabolisme hépatique et 'équipe du Dr Christine Perret était en
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charge de la caractérisation de LKB1 au cours de la carcinogené¢se hépatique. Notre équipe,
quand a elle, a analysé I'implication de LKBI dans la prolifération et la polyploidisation
hépatocytaire. Au vu de I’ensemble des travaux déja publiés, le role de la master kinase dans le
controle de la prolifération hépatocytaire semble complexe. Son role est largement dépendant
du statut du tissu hépatique : état inflammatoire, métabolique ou transformé. Au cours de
mon doctorat, nous avons donc investigué les effets d’'une délétion hépato-spécifique de Lkb!
dans un modé¢le physiologique de prolifération hépatocytaire controlée, ’hépatectomie
partielle.

Nos travaux ont permis d’établir que LKBI1 est un senseur négatif de la prolifération
hépatocytaire. Ainsi, LKB1 contréle la sortie de quiescence des hépatocytes, en régulant la
signalisation EGFR. Nous avons montré que la perte de LKBI est associée a I'installation
d’un statut « pré-primé » des hépatocytes, leur permettant de répondre plus rapidement aux
signaux induits par I’hépatectomie et d’augmenter drastiquement la prolifération
hépatocytaire. De facon inattendue, LKB1 agit en tant que médiateur de la prolifération
indépendamment de son role de senseur du statut métabolique et de 'activit¢ de TAMPK.
Nous avons également confirmé le role primordial de la signalisation EGFR, grace a la
réalisation d’expériences de sauvetage phénotypique. En effet, le traitement avec un inhibiteur
pharmacologique de I'EGFR permet la restauration d’un état de quiescence, dans les
hépatocytes déficients pour LkbI. Par ailleurs, LKBI intervient également dans les étapes
tardives de la division hépatocytaire, en permettant notamment la coordination de la
formation du fuseau mitotique avec I’axe de polarité de I’hépatocyte. La perte de LKBI
entraine effectivement d’importants défauts de I'organisation du fuseau, sans altérer I'activité
de PAMPK en mitose. Ces événements ont pour conséquence I’émergence de contingents

hépatocytaires hautement polyploides et aneuploides, en fin de régénération hépatique.

L’ensemble de notre étude illustre le double role de LKBI en tant que gardien de la

prolifération des hépatocytes et de I'intégrité génomique, au cours de la régénération du foie.
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SUMMARY

Liver Kinase Bl (LKB1) is involved in pleiotropic biological processes and known to be a key
regulator of hepatic metabolism and polarity. Here, we investigated the contribution of LKBI
in hepatocyte proliferation and liver regeneration process. We demonstrated that loss of
hepatic LkbI promotes liver mass recovery by impacting on hepatocytes proliferation
independently on metabolic/energetic balance. LKBI regulates GO/G1 progression,
specifically by controlling Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) signaling. In addition,
later during regeneration, LKB1 controls mitotic fidelity. Deletion of 7457 results in major
alterations of mitotic spindle formation along the polarity axis, independently of AMP-
activated protein kinase (AMPK) activity, a key target of LKBIl. Consequently, LKBI
deficiency leads to an alteration of ploidy profile, at late stage of regenerative process. Overall
our study highlights the dual role of LKBI, during liver regeneration, as a guardian of

hepatocyte proliferation and genomic integrity.

KEYWORDS: LKBI, Hepatocytes, Liver regeneration, EGFR, Mitosis Fidelity,

Microtubule Spindle, Polyploidy.
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HIGHLIGHTS AND ¢eTOC BLURB

HIGHLIGHTS
¢ LKBI inactivation promotes mass recovery during liver regeneration.

¢ LKBI regulates hepatocytes proliferation via EGFR signaling.
¢ LKBI regulates spindle orientation independently of AMPK during mitosis progression.

* LKBI controls hepatocytes genomic integrity during liver regenerative process.

e¢TOC BLURB

Maillet et al demonstrate that the master kinase LKBI plays a dual role during liver
regeneration independently of its major target AMPK. LKBI1 acts as a guardian of
hepatocytes proliferation through the control of GO/GI1 transition by controlling EGFR
activation. Their results also highlight that LKB1 is a gatekeeper of mitotic fidelity and

hepatocyte ploidy integrity.
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INTRODUCTION

LkbI (Liver Kinase Bl) encodes an evolutionarily conserved serine/threonine protein kinase
that was originally identified as the causal mutation in the familial Peutz-Jeghers syndrome
(PJS) (Hemminki et al., 1998). Nowadays, LkbI is considered as a tumor suppressor gene that
1s frequently mutated in a wide range of human cancers (Momecilovic and Shackelford, 2015).
LKBI has been shown to act upstream of 14 kinases related to AMP-activated protein kinase
(AMPK) comprising at least AMPK, BRSK (brain selective kinase), MARK (microtubule
affinity regulating kinase), NUAK (SNFI1-like kinase 1), and SIK (salt-inducible kinase)
(Lizcano et al., 2004; Shackelford and Shaw, 2009). Subsequent studies have shown that
LKBI is involved in pleiotropic biological processes such as cellular metabolism, cell polarity,
growth control, genomic integrity and stem cell maintenance (Shackelford and Shaw, 2009;
Williams and Brenman, 2008).

Generations of knockout mouse models has confirmed that lack of LKBI is detrimental for
pleiotropic physiological functions. Germ-line deletion of Lkb/ causes severe developmental
defects (e.g. vascular and placental defects), with knockout embryos dying at E8.5-11
(Ylikorkala et al., 2001). In adult mice, deletion of LkbI impacts the maintenance of body
weight, liver and adipose tissue function, blood glucose homeostasis and survival (Shan et al.,
2016). Tissue-specific deletion of LkbI has revealed that this master kinase has specific organ
functions (Ollila and Makela, 2011; Shorning and Clarke, 2011). In liver parenchyma,
numerous studies have clearly shown that LKB1 plays a major role during development and
acts as a central metabolic sensor in adult quiescent tissue. Deletion of Lkb! during liver
development demonstrated that this master kinase is essential for hepatocyte polarity
establishment, maintenance of functional hepatocyte tight junctions and bile duct and
canalicular networks formation (I'u et al., 2010; Homolya et al., 2014; Just et al., 2015; Porat-

Shliom et al., 2016; Woods et al., 2011). In adult mice, hepatocyte-specific disruption of Lkb/
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demonstrated its critical role in the control of glucose and lipid homeostasis (Foretz et al.,
2010; Patel et al., 2014; Shaw et al., 2005). Interestingly, LKBI acts as a key gluconeogenic
suppressor independently of AMPK through SIK signaling (Foretz et al., 2010; Patel et al.,
2014).

The liver is not only an essential organ for metabolic functions; it also has a unique capacity to
regulate its growth and mass. Interestingly, in adult resting liver, less than 0.1% of hepatocytes
are cycling at any given time (Fausto and Campbell, 2003). Importantly, these cells harbor
tremendous regenerative potential after resection of liver mass (Bucher, 1991; Fausto et al.,
2006; Michalopoulos, 2013, 2017). Liver regeneration after partial hepatectomy in rodents
has been studied extensively. A particularly fascinating point about this process is that near all
quiescent and differentiated hepatocytes quit the GO phase in a tightly synchronous manner
and restore the initial hepatocyte mass after 1 to 2 rounds of replication (Michalopoulos,
2017). In addition to its regenerative capacity, the liver is also characterized by variations in
ploidy content (Celton-Morizur and Desdouets, 2010; Celton-Morizur et al., 2010; Duncan,
2013; Gentric and Desdouets, 2014; Pandit et al.,; 2013). Unlike most tissues, the liver is a
mixture of hepatocytes that contain either one or two nuclei, each with either 2, 4, 8 or more
haploid chromosome sets. In rodent livers, hepatocytes polyploidization is initiated during
weaning (Celton-Morizur et al., 2009; Margall-Ducos et al., 2007). In adult livers, polyploidy
increases with age but it is also induced after partial hepatectomy, during the regeneration
process (Kudryavtsev et al., 1993; Miyaoka et al., 2012; Toyoda et al., 2005). Interestingly,
polyploidization, which leads to increased cell size and genetic diversity, has been shown to
promote better adaptation to chronic injury or stress (Duncan et al., 2012; Pandit et al., 2013).
In different organisms (e.g. Drosophila, C. elegans, mammals), it is now well established that
LKBI 1is a key actor of cell growth and genomic integrity. In view of the unique specific
properties of liver parenchyma, we elucidated in this study the implication of LKB1 in liver

regeneration and ploidy integrity. We showed that LKBI plays a dual role during liver
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regeneration independently of its major target AMPK. First, LKBI acts as a novel regulator
of hepatocytes proliferation by controlling EGFR signaling. Second, LKB1 is a gatekeeper of

mitotic fidelity and thus controls hepatocytes ploidy integrity.
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RESULTS

Lkbl deficiency in mouse liver accelerates hepatocyte proliferation during
regeneration process.

To investigate i viwo the contribution of LKB1 on hepatocytes proliferation during liver tissue
growth, we performed 2/3 partial hepatectomy (PHx) on age- and gender-matched Lkb/
hepatocyte-specific knockout mice (Lkb14PeP)and littermate control adult mice (C'TR) (Figure
IA). PHx of mouse liver elicits a synchronized wave of cell cycle, proliferation, mitosis and
growth in the remnant liver, to restore the size of the liver to its pre-surgical set point (Bucher,
1991; Fausto et al., 2006; Michalopoulos, 2013). Interestingly, near all hepatocytes are the
first cells to divide rapidly after PHx (between 0-48 hours). First, western blot analysis
confirmed a constant expression of LKB1 in C'TR mice and validated the efficient deletion of
Lkbl in liver parenchyma of LkblAheP mice after withdrawing tamoxifen diet and during
regeneration process (I'igure STA). Deletion of Lkb/ in resting liver induced a marked increase
of the liver to body weight ratio in Lkb14h¢P mice compared to CTR (Figure 1B). Next,
hepatic regenerative rate was calculated at different time point after PHx. In CTR mice, the
liver mass recovered to 100% 96 hours after PHx and slightly increased at 13 days (Iigure
I B); this increase being described to be related to the reestablishment of tissue homeostasis
(Fausto, 2000). Importantly, in Lkb14heP mice, liver mass recovered to 114 % at 96 hours and
reached 150% at 13 days (Figure 1B). This data indicated that LKBI impacts mass recovery
during liver regeneration. To go further, hepatocyte proliferation was next assessed by BrdU
incorporation (Figure 1C). In C'TR livers, BrdU positive hepatocytes were first detected 30 h
after PHx and peaked at 40 h (Figure 1C and Figure 1D). In Lkb14ber livers, BrdU positive
hepatocytes were already detected 24 hours after PHx (Iigure 1C and lFigure 1D) with a
maximal percentage of BrdU-positive hepatocytes at 30 h (Figure 1D). In line with these

results, we observed that entry into G2/M was also accelerated. In fact, Lkb14hP hepatocytes
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are already accumulated in G2/M phases 30 hours after PHx with PHH3 labeling being
barely present in control groups (Iigure 1E and Figure 1F). Accordingly, drivers of cell cycle
progression were strikingly increased after Lkb/ deletion. Cena2, a key actor of S phase
progression, was already up-regulated both at the mRINA and protein levels in Lkb12bep livers,
twenty-four hours after hepatectomy (Iigure 1G and Figure S1B). Moreover, while C'TR
hepatocytes enter S-phase (30 hours after PHx), Cenb1, a crucial actor for G2/M transition,
was already expressed in Lkb14bep livers (I'igure 1G and ligure S1B). Taken together, our
results demonstrated that LKBI1 is a key regulator of hepatocytes proliferation and mass

recovery during liver regeneration.

LKB1 impacts liver mass recovery independently of metabolic signals.

Given the essential role of LKB1 in the control of liver metabolic balance and to gain insight
into the mechanisms underlying the acceleration of hepatocyte proliferation in Lkb14ber livers,
we investigated the metabolic response after PHx known to be an important source of pro-
regenerative signals (Huang and Rudnick, 2014). Lipid metabolism, an important
determinant of liver regeneration (Rudnick and Davidson, 2012), was first analyzed. As
llustrated in Iigure 2A, a significant triglyceride (T'G) accumulation was observed in C'TR
livers at early time points after PHx with a reduction when hepatocytes proceed through S
phase (40 hours after PHx, lIigure A and 1D). Surprisingly, we observed that fat
accumulation in Lkb14P¢p livers was not significantly affected (Iigure 2A). Quantitative PCR
analysis confirmed that the expression of key enzymes associated with fatty acid synthesis
(acetyl-CoA carboxylase 1 [Accl], sterol regulatory element-binding protein lc [Srebp-1c]) was
similar between both groups during liver regeneration (Iigure ?B). Considering the key
implication of LKBI in the control of glucose homeostasis, glycogen content and the
expression of gluconeogenic genes were measured. Of note, high glucose concentration in

liver parenchyma is more described to act as a brake of regeneration (Weymann et al., 2009).
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As expected (Huang and Rudnick, 2014), glycogen storage diminished drastically in C'TR
livers after hepatectomy (Iigure 2C). In accordance with previous observations (Shaw et al.,
2005), we observed that hepatic glycogen content was more abundant in Lkb1APP resting
livers (Figure 2C). However, after PHx, as in C'T'R livers, a clear depletion of glycogen content
was observed in Lkb14ber livers (Iigure 2C). The expression of Ppargcla and G6pe, key genes
of gluconeogenesis, was increased in Lkb14heP resting livers (Figure 2D). This up-regulation
was maintained at early time points after PHx (Iigure 2D). In regenerative Lkb14bep livers, the
increase of gluconeogenesis did not impact on pro-proliferative signaling. Finally, given that
LKBI, through its control of AMPK, is an important regulator of cell energy, we assessed the
level of AMPK activation. It has been already been described that AMPK is activated before
S phase entry (Merlen et al., 2014; Paranjpe et al., 2016). Even if lower level of AMPK
phosphorylation was detected in Lkb14P¢P hepatocytes compared to CTR, we observed a clear
activation of this master kinase at 24 and 30 hours after PHx in both genotypes (Iigure 2E).
Collectively, our data indicate that loss of Lkb/ during liver regeneration has a moderate

impact on metabolic and energetic responses.

Loss of LKB1 in mouse quiescent liver enhances EGFR activation.

To further understand how LKB1 regulates the hepatocyte cell cycle, we investigated key pro-
proliferative signals of liver regeneration. First, we observed that cytokine signaling
(IL6/TNFa/STATS), a key actor to exit GO, was activated in Lkb14her livers at early time
points during regeneration as in GTR (Figure S?A; S?B and 52C). We next focus on the
major growth factor signaling pathways in hepatocytes: the MET receptor, which is activated
by hepatocyte growth factor (HGF) and the epidermal growth factor receptor (EGFR), which
is activated by EGF and related ligands. We first observed that Lkb14keP resting livers present
a down regulation of MET mRNA expression and activity compared to C'IR (Figure 52D

and S?E). Conversely, we observed an up-regulation of EGFR expression and activity.
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Indeed, Egfr mRNA was significantly increased in Lkb14heP resting liver tissues compared to
CTR (Figure 3A). Furthermore, EGFR protein, content as well as its activity (measured by its
phosphorylation), was also significantly enhanced in Lkb/APP resting livers compared to CTR
livers (Figure 3B). Consistent with an activation of EGFR signaling, the downstream targets
AKT, ERK and GSK3 showed increased phosphorylation levels in early G1 phase (8 and 24
hours after PHx) in Lkb14her livers compared to C'TR livers (Figure 3C). Based on these
results, we next determined whether the specific activation of EGFR in Lkb1Aher resting liver
could be sufficient to induce hepatocyte proliferation. Ki67 labeling revealed that hepatocyte
proliferation is already enhanced in resting Lkb14eP liver tissues compared to CTR (Figure
3D and 3E). Furthermore, our data revealed that beyond an exit of quiescence, the Lkb1Ahep
hepatocytes are also able to progress into mitosis reflected by PHH3 labeling (I'igure 3D and
3E). Altogether this data illustrates that Lkb14heP resting liver is not in a quiescent stage,
attributable at least to activation of EGFR. To confirm these results, we investigated whether
the inhibition of EGFR activity in Lkb14k resting livers is sufficient to impair hepatocyte
proliferation. Lkb1AheP mice were injected with canertinib, an irreversible tyrosine-kinase
inhibitor with a specific activity against EGFR (Figure 3F) (Paranjpe et al., 2016). The impact
on proliferative index was analyzed 48 hours after the first injection. As expected,
phosphorylation of both Tyrosine residues (Tyr 168/1173) of EGFR was drastically reduced in
Lkb1Ahep treated livers (Figure 3G). Importantly, inactivation of EGFR in Lkb14her livers
impaired hepatocyte proliferation (Iigure 3H). Altogether, our results demonstrated that
LKBI acts as a guardian of hepatocytes proliferation through the control of GO/G1 transition

by a strong targeting of EGFR signaling (I'igure 31I).
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LKkbl deletion leads to increased mitotic errors and alteration of ploidy
integrity.

As LKBI has shown to be critical for the maintenance of genomic integrity (Jansen et al.,
2009), we next investigated whether it could also impact mitotic surveillance during liver
regeneration. As previously described, deletion of Ltb/ induces an early entry into G2 phase
and mitosis (Figure 1E and 1F). In addition, Lkb12k> hepatocytes left earlier the G2 phase
than CTRL hepatocytes (Figure IE and S3A). Intriguingly, this was not observed for
hepatocytes in M phase, mitotic index being still equal in both groups 48 hours after PHx
(Figure S3B). In fact, we observed at the same timing that the ratio of metaphase to anaphase
was more elevated in Lkb14her liver than in CTRL (Iigure 4A). This data strongly suggested
that deletion of Lkb1 impacts on the activation of the spindle assembly checkpoint (SAC). The
SAC ensures proper chromosome segregation by delaying the onset of anaphase in response
to unattached kinetochores. To probe for the underlying mechanism, transcriptomic analysis
was performed on liver samples 48 hours after PHx. We conducted pathway profiling of genes
differentially expressed between Lkb14her and C'TR livers (1'able S1). Strikingly, the top genes
upregulated in Lkb1AheP were involved in metaphase control (IFigure 4B) including genes
coding for mitotic kinases (Aurka, Aurkb, Plkl), kinetochore (Mad2l1, Bubl, Cenpa, Cenpb,
Cenpe) and microtubules proteins (Kifl5, Kif22) (Table 52). Consistently, quantitative PCR
analysis showed a strong up regulation of these major players of metaphase control (Figure
S3C). Furthermore, Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) confirmed the association
between the metaphase gene signature and the upregulated genes in Lkb12hP model (Figure
4C). In order to explain this specific signature, we next sought to determine in Lkb]Abhep
regenerative liver how the microtubule spindle is formed and polarized in mitotic hepatocytes.
Importantly, hepatocytes display a unique polarized architecture and elegant studies have

previously shown that these cells predominantly orient their mitotic spindle axis towards the
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apicolateral subdomain (Shim et al., 2013; Shim et al., 2014) (Figure 5F). Immunofluorescence
analysis of the microtubule network showed that CTR hepatocytes build a normal bipolar
spindle during metaphase (Iigure 4D and 4E) and that the mitotic spindle was correctly
orientated toward apico-lateral domain (Iigure 4E). Strikingly, LkbI-depleted metaphase did
not present a mitotic spindle axis due to the loss of division polarity (Figure 4E and 4F).
Consequently, spindle microtubules in Lkb14her hepatocytes appeared disorganized (Figure
4D and 4E). Interestingly, in other cellular systems, LKB1 was shown to be imperative for
mitotic spindle formation and orientation through the activation of AMPK (Mirouse and
Billaud; Nakano and Takashima, 2012; Shackelford and Shaw, 2009). We therefore assessed
the implication of AMPK into division polarity during liver regeneration. Partial hepatectomy
were performed on AMPKal /a2 mice. First, we observed a drastic reduction of AMPK
phosphorylation in AMPKal/a2Ahp livers compared to Lkb14her and CTRL livers (Figure
S3D). Importantly, we found no alteration of mitotic spindle formation and orientation in
AMPKal/024p hepatocytes (Figure 4D and 4E). Altogether, this data underlines, during
liver regeneration, that LKBI controls hepatocytes mitotic spindle orientation and
organization independently of AMPK activation.

One main consequence of a damaged mitotic checkpoint is the improper exit of cells from
mitosis. First, the cells can escape mitosis and “slip” into interphase without chromosome
segregation and cytokinesis; this process called mitotic slippage leads to the genesis of
mononucleate polyploid cells (Figure 5A). Second, the cell can bypass the mitotic checkpoint
and progress into anaphase with a high risk of abnormal chromosome migration (e.g. lagging
chromosome, tripolar anaphase) and the genesis of aneuploid contingent (Iigure 5A). We
therefore analyzed the impact of Lkb/ deletion on hepatocyte ploidy integrity at the end of
regeneration. Interestingly, mitotic slippage events are associated with the modification of

nuclear ploidy. To characterize the impact of Lkb/ deletion on nuclear ploidy, we measured
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nuclear size 2 weeks after PHx. The diploid (2n) hepatocyte population was substantially
lower in Lkb14her livers than in C'TR livers (Iigure 5B). By contrast, mononuclear tetraploid
and octoploid hepatocytes were enriched in Lkb14hep livers (Figure 5B). In addition, we found
that at the end of regeneration, Lkb1Aher hepatocytes exhibited markedly enlarged cells
compared to CTR (Iigure 5C). These results demonstrate that LKB1 plays a critical role in
ploidy regulation during liver regeneration. Interestingly, we also found that regenerating
Lkb14ber livers had abnormal anaphase figures, lagging chromosome and the presence of
trinucleate hepatocytes (Figure S3E and Iigure 5D). Consistent with these observations, a
CGH analysis revealed many chromosomal aberrations in Lkb14bep livers, either losses or
gains of chromosomal regions (Figure SE). Taken together these data highlight that LKBI

during liver regeneration controls hepatocytes genomic integrity.
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DISCUSSION

Unlike other organs, the liver is unique in its capacity to recover from injury by regeneration
instead of scar formation (Huang and Rudnick, 2014). Liver regeneration has been studied
extensively over the past years in an effort to translate treatment strategies into clinic. During
this process, different intracellular and extracellular signals are stimulated, which in turn
activates quiescent hepatocytes to re-enter the cell cycle and proliferate, restoring the liver-to-
body mass ratio (Bucher, 1991; Fausto et al., 2006; Michalopoulos, 2013, 2017). Here, we
demonstrate that the master kinase LKBI has a dual role during liver regeneration
independently of its major target AMPK. LKBI is a guardian of hepatocytes proliferation and
acts on GO/G1 transition by controlling EGFR activation. Our results also highlight that
LKBI is a gatekeeper of mitotic fidelity and hepatocyte ploidy integrity at the end of liver
regeneration.

To date, there has been limited investigation on the role of LKB1 in liver growth. This role
seems to depend on the type of lesion undergone and thus the proliferative signal received by
hepatocytes. In a context of metabolic disorders, activation of HGF-LKB1/AMPK signaling
has been shown to promote hepatocyte proliferation and viability (Varela-Rey et al., 2009;
Vazquez-Chantada et al., 2009). Conversely, Nakau and collaborators have observed, in a
LkbI haploinsufficiency murine model, the emergence of hepatic lesions with high
proliferative rates. In this animal model, the incidence of hepatocellular carcinoma (HCC)
development was increased suggesting a tumor suppressor role of LKBI in mouse liver
(Nakau et al., 2002). Our current study demonstrates that specific hepatocyte deletion of Lkb1
induces a drastic increase in hepatocytes proliferation during liver regeneration. In this
context, Lkb1Ahep hepatocytes initiate DNA replication 10 hours before C'TR hepatocytes.
Importantly, several studies over the years have demonstrated an indispensable role of EGFR

in liver regeneration (Berasain and Avila, 2014; Komposch and Sibilia, 2015). In our model,
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we demonstrated that Lkb1AheP resting liver is not in a quiescent state due to EGFR
activation. In fact, due to this “pre-primed” state, Lkb14hP liver responds more quickly to
stimuli induced by PHx. Remarkably, we observed that the prevention of EGFR activation in
Lkb1Aber resting liver was sufficient to restore a quiescent status. Further experiments will
decipher how LKBI and EGFR crosstalk to control hepatocyte proliferation and whether it is
mediated by intrinsic or extrinsic signals. Among the intrinsic signals, YAP is a good
candidate, as it is a key actor in liver regeneration process as well as regulators of EGFR
expression (lao et al., 2014). Interestingly, it has been previously shown that YAP is a
downstream target of LKB1 in particular by controlling liver growth (Mohseni et al., 2014
However, in our model, we do not observe the activation of the YAP pathway. Indeed, in
resting livers and during early regeneration process, the level of unphosphorylated YAP
(activated form) was similar in Lkb14her and C'TRL tissues (Iigure S4A). In correlation, we do
not observed an up-regulation of known YAP target genes, such as Cyr67 and Cigf (Figure
54B). Finally, concerning extrinsic signals and in view of the large number of EGFR ligands
(Komposch and Sibilia, 2015), we cannot exclude the possibility that LKB1 regulates the
activity of one of these ligands and consequently the activation of the EGFR pathway.

Our findings demonstrate also that LKB1 is a safeguard of hepatocyte genomic integrity
during liver regeneration. Loss of LA/ in proliferating hepatocytes induces during mitosis the
activation of the Spindle Assembly Checkpoint (SAC). The SAC acts to maintain genome
stability by delaying cell division until the accurate chromosome segregation can be
guaranteed (Nezi and Musacchio, 2009). Either unattached or untensioned kinetochores
provoke the SAC, leading to cell cycle arrest at metaphase, preventing the mis-segregation of
chromosomes by hindering the onset of anaphase. Importantly, we observed that Lkb1Ahep
hepatocytes present abnormal mitotic spindle orientation and organization during metaphase.
These results suggest that microtubule disorganization induces untensioned kinetochores in

Lkb1Aber hepatocytes, leading to SAC activation. Previous studies have demonstrated in
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different systems that LKB1/AMPK signaling is detrimental for cell polarity and cell division
notably by controlling the spindle orientation (Brenman, 2007; Jansen et al., 2009; Nakano
and Takashima, 2012; Sebbagh et al, 2011). In a kidney epithelial model, Wei and
collaborators demonstrated that Lkb/ mutations caused dramatic mislocalization of activated
AMPK on mitotic spindle (Wei et al., 2012). Importantly, we observed that deletion of AMPK
in liver parenchyma has no impact on mitotic spindle formation and orientation. Hence, in
the liver, LKB1 controls cell division polarity independently of AMPK. Which key targets of
LKBI can control hepatocytes cell division integrity? Of note, during mitosis, hepatocytes
have a specific polarity (Slim et al., 2014). Hepatocytes orient their mitotic spindle poles
toward an area near the apical plasma membrane domain. Interestingly, spindle orientation
depends on the local positioning of two cortical cues that capture the two sets of astral
microtubules at opposite lateral cell membranes in equal-distance from the basal domain
(Shim et al., 2014). Different studies have showed a conserved function of the MARK family
members in regulating aspects of cellular polarity (Jansen et al, 2009; Nakano and
Takashima, 2012; Sebbagh et al., 2011). Among these kinases, Parlb also known as MARK?2
could be a potential candidate. Interestingly, it has been shown in kidney and hepatocyte cell
lines that Parlb controls mitotic spindle orientation by acting on the attachment of astral
microtubules to the cortex ([Lazaro-Dieguez et al., 2013; Slim et al., 2013). Additional work
will be necessary to elucidate how LKBI could control MARK?2 and/or other MARK
1soforms activities during liver regeneration.

Finally, our work highlights that LKB1 controls hepatocyte ploidy integrity during liver
regeneration. In the adult liver, normal hepatocyte ploidy ranges from 2n, 4n and 8n
(Duncan, 2013; Gentric and Desdouets, 2014). Following acute liver injury, polyploid
hepatocytes re-enter into the cell cycle and contribute to the recovery of the injured liver
(Melchiorri et al., 1993; Miyaoka et al., 2012). Under pathological conditions, hepatocytes

polyploidization is well correlated to the severity of the damage: the higher the rate of
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polyploidization the greater the injury was (Gentric and Desdouets, 2014; Gentric et al., 2015;
Wang et al., 2017). Genome integrity is protected in normal tissue by various means,
including cell cycle checkpoints, and DNA repairs mechanisms. Our results highlight that

LKBI might act as a gatekeeper of hepatocyte proliferation and genomic integrity.
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EXPERIMENTAL PROCEDURES

Animals, partial hepatectomy and tissue harvesting

Mice carrying two alleles on the exons II to IV of the Lkb1 gene (STK11'°%/10%) (Bardeesy et al.,
2002) were interbred with TTR-Cre-Tam mice expressing a tamoxifen-inducible Cre
recombinase under the control of the hepatocyte-specific transthyretin promoter (I'annour-
Louet et al., 2002) to generate Lkblahep (LkpjloxP/loxP "TTR-Cre-Tam) and control mice
(CTRL: Lkb1 LoxP/loxP " Cre negative). All mice were on the C57Bl6J/FVB mixed background.
Liver-specific AMPK double knockout mice (AMPKal/a24her) were generated by crossing
Alfp-Cre+ mice with mice containing floxed AMPK al and a2 subunits on a C57Bl/6

background (Guigas et al., 2006). Lkb14her, AMPKal/024hP and control littermates (C'TR)

receive care in compliance with institutional guidelines regulated by the “Direction
Départementale des Services Vétérinaires de Paris”, France (authorization number 75956).
Mice were kept under a controlled humidity and lighting schedule with a 12 h dark period
with free access to food and water. To induce specific hepatocytes Lkb/ deletion, eight weeks
old male Lkb12PeP and C'TR mice were fed with tamoxifen diet (+1000mg/kg TAM A115-
T7100, Ssniff) during five days (Iigure 1A). Two thirds partial hepatectomy (PHx) surgeries
were performed two weeks after withdrawing tamoxifen diet (Figure 1A). PHx was performed
as previously described (Higgins and Johnson, 1931; Mitchell et al., 2008). All surgeries were
performed between 9:00 and 11:00 am; mice (n = 6 to 10 per group) were euthanized at 0, 2,
8, 12, 24, 30, 40, 48, 96 hours, and 13 days post-PHx. Two hours prior to sacrifice, mice were
intraperitoneally injected with 50 mg/kg of Bromodeoxyuridine (BrdU) (Sigma-Aldrich). In
terms of EGFR inhibition, mice were injected intraperitoneally twice 48 hours and 24 hours
before sacrifice with 80mg/kg canertinib (Sigma-Aldrich) (Paranjpe et al., 2016). After

sacrifice, part of liver tissue was fixed in 4% neutral buffered formalin for

immunohistochemistry analysis. The remaining liver tissue was flash frozen in liquid nitrogen

132



and stored at -80°C until used. The percentage of liver regeneration was calculated by the

following formula: Weight of nonremoved lobes /Total body weight of mice.

Analysis of hepatic triglyceride content
Aliquots of frozen liver (20-30 mg) were assayed for triglyceride content using a triglyceride

quantification kit according to the manufacturer’s protocol (Biovision, Mountain View, CA).

Histology, immunohistochemistry

Tissue was fixed by incubation in 4% formol overnight at 4 °C and embedded in paraffin
wax. Hematoxylin /eosin and periodic acid—Schiff staining was carried out on 5-pum paraffin
sections. For immunohistochemistry, liver sections (Spm) were de-paraffinized and incubated
in citrate buffer at 95°C for 20 min for antigen retrieval. Sections were treated with 3%
hydrogen peroxide for 15 min at room temperature and then incubated overnight at 4 °C
with the primary antibodies including anti-BrdU (1:400 dilution, Thermo Fisher, MA5-
12502), anti-pHH3 (1:500 dilution, Millipore, 06-570), anti-Ki67 (1:400 dilution, Thermo
Fisher, MA5-14520). After three washes, tissue sections were incubated with biotinylated anti-
mouse IgG (1:200 dilution, Vector Laboratories, CA, USA) for 1 hr at RT and then washed
three times, after which streptavidin—horseradish peroxidase conjugates (Vector Laboratories,
CA, USA) were added and the slides incubated for 45 min. After three washes with PBS, DAB
solution (Vector Laboratories, CA, USA) was added and the slides were counterstained with

haematoxylin.

Immunofluorescence

Liver sections (5-10pm) were deparaffinized and incubated in citrate buffer at 95°C for 20 min
for antigen retrieval. Sections were incubated overnight at 4 °C with the primary antibodies
including anti—3-Catenin (1:400 dilution, BD Biosciences, 610154), anti—3-Tubulin antibody

(1:100 dilution, Sigma-Aldrich, Tub2.1) and CEACAM antibody (1:50 dilution, abcam,
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ab108397). Anti-mouse or -rabbit IgG antibodies (1:500) conjugated with Alexa Fluor 488 or
Alexa Fluor 594 (Thermo Fisher) were used as the secondary antibodies. Hoechst 33342 (0.2

pg/ml) purchased from Sigma-Aldrich was included in the final wash to counterstain nuclei.

Image acquisition and analysis

Images were taken using a LEICA DMI 6000 microscope at X20, X40 or X63 magnification,
PL. APO objectives, a MicroMAX-1300Y/HS Princeton Instruments camera, and
Metamorph 7 software (Molecular Devices). Z-axis stacks were collected using a piezoelectric
device mounted at the base of the objective. For BrdU/Ki67/PHH3 staining, 4000
hepatocytes (for each liver sample analyzed) were counted; at least 10 areas of 33,500 pm?
were analyzed. For ploidy experiments, at least 250 randomly selected fields of liver sections
were imaged, corresponding to the analysis of more than 100,000 cells for nuclear ploidy
analysis. To perform ploidy experiments, Hoechst 33342 staining was used to recognize nuclei
with a roundness >0.8. Nuclear ploidy was detected automatically by a specific macro
developed with Image] software (pixels ranging from 200 to 2,500 px2) as previously
described (Gentric et al., 2015). Adobe Illustrator CC (Adobe Systems Software) was used for

figure construction.

Statistical Analysis

Statistical significance was determined with a 2-tailed Student’s ¢ test with Welch correction
performed using GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc.). All data are representative of
4 to 10 animals of each genotype and are expressed as mean £ SEM. A P value of less than

0.05 was considered statistically significant.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Hepatocytes-Cre mediated deletion of Lkbl increases cell
proliferation and liver mass during liver regeneration process

(A) Schematic representation of strategy for hepatocyte-specific deletion of LkbI and
experimental procedure for partial hepatectomy.

(B) Hepatic regenerative index was determined by measuring liver weight/body weight ratio
in CTR and Lkb14heP mice at the indicated time points before and after PHx. Data represent
the mean = SEM, (n = 6 per group). *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, Student’s ¢ test.
(C-E) Representative BrdU and Phospho-Histone H3 (PHH3) immunohistochemistry of C'TR
and Lkb12hep Jiver tissues at different times after PHx (scale bar: 20 pum).

(D-F) Quantitative analysis of BrdU and PHH3 labeling (percentage of BrdU* and PHH3*
hepatocytes). Data represent the mean £ SEM, (n = 6 per group). *P < 0.05, **P < 0.01, ***P
< 0.001, Student’s ¢ test.

(G) Quantitative PCR analysis of genes associated with cell cycle progression (Cena2, Cenbl) in
CTR and Lkb14ker liver tissues 24 and 30 hours after PHx. Gene expression levels were
normalized to the abundance of 7/8s mRINA for each sample. Data represent the mean *

SEM, (n = 8 per group). *P < 0.05, Student’s ¢ test.

Figure 2. Hepatocytes-specific silencing of Lkbl has a moderate impact on
metabolic regulation during liver regeneration

(A) Hepatic triglycerides (T'G) content was measured in C'TR and Lkb14her liver tissues at
different time before and after PHx. Data represent the mean £ SEM, (n = 6 per group). *P <
0.05, **P < 0.01, ¥*P < 0.001, Student’s  test.

(B) Quantitative PCR analysis of genes associated with fatty acid synthesis: acetyl-CoA

carboxylase 1 [Accl], sterol regulatory element-binding protein lc [Srebp-1c], in C'TR and
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Lkb1Aber fiver samples at different time before and after PHx. Gene expression levels were
normalized to the abundance of /8s mRINA for each sample. Data represent the mean =+
SEM, (n =9 per group). *P < 0.05, Student’s ¢ test.

(C) Glycogen content analysis in CTR and Lkb14heP liver tissues assessed by periodic acid-
Schiff (PAS) staining (scale bar: 20 pm). Pink color indicates the presence of hepatic glycogen
before (Oh) and after PHx (8 and 40 hours).

(D) Quantitative PCR analysis of genes associated with gluconeogenesis (PPARYy coactivator
la [Pgcla], glucose-6-phosphatase [ G6Pase]) in C'TR and Lkb14hep liver samples before and at
different time after PHx. Gene expression levels were normalized to the abundance of 78s
mRNA for each sample. Data represent the mean £ SEM, (n = 9 per group). *P < 0.05, **P
< 0.01, Student’s ¢ test.

(E) Immunoblot analysis comparing the expression of phospho-AMPKa®!7? and AMPKa in
CTR and Lkb14hep liver samples (before and at different time after PHx). y-Tubulin served as

a loading control. Lanes show samples from independent biological replicates.

Figure 3. Hepatocytes-specific silencing of Lkbl activates specifically EGFR
signaling (A) Relative epidermal growth factor receptor (£gff) mRNA level measured by
quantitative PCR in CTR and Lkb14P¢ liver samples before and at different time after PHx.
Gene expression levels were normalized to the abundance of 785 mRINA for each sample.
Data represent the mean = SEM, (n = 9 per group). ***P < 0.001, Student’s £ test.

(B-C) Immunoblot analysis comparing the expression of phospho-EGFRY!!73] phospho-
EGFRY1068 EGFR, phospho-AKT®*73, AKT, phospho-ERK1/21202-Y204 ' ERK1/2, phospho-
GSK35 and GSK3[ in C'TR and Lkb14her liver samples (before and at different time after
PHXx). y-Tubulin served as a loading control. Lanes show samples from independent biological

replicates.
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(D) Representative KI67 and Phospho-Histone H3 (PHH3) immunohistochemistry on CTR
and Lkb14hep resting liver tissues (scale bar: 20 pm).

(E) Quantitative analysis of KI67 and PHH3 labeling (percentage of KI67* and PHH3*
hepatocytes). Data represent the mean + SEM, (n = 6 per group). **P < 0.01, Student’s ¢ test.
(F) Schematic representation of experimental procedure for canertinib treatment.

(G) Immunoblot analysis comparing the expression of phospho-EGFRY!73 phospho-
EGFRY!08 and EGFR in Lkb14b¢ liver samples treated or not with canertinib. y-tubulin
served as a loading control. Lanes show samples from independent biological replicates.

(H) Representative KI67 immunohistochemistry on Lkb14hep liver tissues treated or not with
canertinib (scale bar: 20 pm) and quantitative analysis of KI67 labeling (percentage of KI67*
hepatocytes). Data represent the mean + SEM, (n = 4 per group). **P < 0.01, Student’s ¢ test.
(I) A proposed working model for LKBI1 regulating hepatocytes proliferation during liver

regeneration process.

Figure 4. LKBI1 is a mitotic regulator during liver regeneration process

(A) Quantification of metaphase and anaphase events was performed on C'TR and Lkb14hep
liver tissues sections immunostained with PHH3 (48 hours after PHx, see I'igure 1L). Data
represent the mean = SEM, (n = 6 per group). **P < 0.01, Student’s £ test.

(B) GSEA was performed with trancriptomic data from CTR and Lkb14her liver tissues 48
hours after hepatectomy (n = 4 per group) (Gene Expression Omnibus GSE100605) and with
BioCarta and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes gene sets. All results are shown
in Table S| and only the best enrichments are shown (false discovery rate g value < 0.001).
(C) GSEA plot for the top enriched pathway showing a significant enrichment for genes up-
regulated in liver from Lkb14heP mice with the Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
list of metaphase (M) genes.

(D) Images of liver sections (48 hours after PHx) from Lkb14her) AMPKal/a24Pp and CTR
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mice after double staining with f-tubulin (microtubule labeling, green) and Hoechst (nucleus,
blue) (scale bar: 3 pm).

(E) Images of liver sections (48 hours after PHx) from Lkb14ker, AMPKal/022br and CTR
mice after double staining with CEACAM (baso-lateral labeling, green) and Hoechst (nucleus,
blue) (scale bar: 3 pm).

(F) A proposed working model for mitotic spindle orientation according to hepatocytes
polarity in Lkb14her) AMPKaol/a24Pr and CTR mice. (AD: Apical Domain ; BD : Basal
Domain ; Blue dotted line : misorientation of axis of mitotic spindle) (adapted fom (L.azaro-

Dieguez et al., 2013))

Figure 5. Lkbl1 deletion impacts on genomic integrity in liver parenchyma at the
end of regenerative process

(A) A proposed working model to explain the outcome of cells arrested in metaphase: (1)
Mitotic slippage leading to the genesis of mononucleated polyploid cells. (2) After bypassing
metaphase block, anaphase with lagging chromosome leading to the genesis of aneuploid cells.
(B) Images of liver sections from Lkb14her and CTR mice staining with Hoechst (nucleus,
blue) (scale bar: 50 pm). Box plots of the percentage of 2n, 4n, and = 8n nuclei relative to total
mononuclear in Lkb14hP and CTR mice, 13 days after PHx. The bottom, central, and top
lines of each box represent the first quartile, median, and third quartile of the distribution,
respectively (n = 6 per group). *P < 0.05, **P < 0.01, Student’s ¢ test.

(C) Images of liver sections from Lkb14PeP and CTR mice staining with [3-catenin (plasma
membrane labeling, green) (scale bar: 50 pm). Box plots representative of cell area in Lkb1Ahep
and CTR mice, 13 days after PHx. The bottom, central, and top lines of each box represent
the first quartile, median, and third quartile of the distribution, respectively (n = 6 per group).
***P < (0.001, Student’s / test.

(D) Images of liver sections from Lkbl4hr and CTR mice staining with [3-catenin (plasma
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membrane labeling, green) and with Hoechst (nucleus, blue) (scale bar: 20 pm). Arrow points
to trinucleate hepatocyte. Box plots representative of percentage of trinucleate hepatocytes in
Lkb14ber and C'TR mice, 13 days after PHx. The bottom, central, and top lines of each box
represent the first quartile, median, and third quartile of the distribution, respectively (n = 6
per group). **P < 0.01, Student’s £ test.

(E) Alterations in chromosome copy number were assessed by CGH analysis using Lkb14hep
and C'TR livers. Each color line represents genomic profile of one distinct Lkb14P¢P mouse.
For chromosome loss, the log ratio decreases and shifts to the left; whereas for chromosome

gain, the log ratio increases and shifts to the right.
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FIGURE 5
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SUPPLEMENTAL FIGURES
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Figure S1. Hepatocyte-specific silencing of LkbI up-regulated the expression of key component of cell
cycle machinery during liver regeneration process. Related to Figure 1.

(A) Immunoblot analysis comparing the expression of LKBI in CTR and Lkb1*™" liver tissues. Proteins samples
were prepared at different time before (Oh) and after PHx (24, 30, 40, 48h). y-Tubulin served as a loading
control. Lanes show samples from independent biological replicates.

(B) Immunoblot analysis comparing the expression of CCNA2 and CCNB1 in CTR and Lkb1*™ liver samples
(different time before and after PHx). y-Tubulin served as a loading control. Lanes show samples from
independent biological replicates.
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Figure S2. Deletion of Lkbl do not impact on cytokine signaling at early time point after liver PHx.
Related to Figure 3.

(A-B) Relative Tnfu and 1/6 mRNA levels measured by quantitative PCR in CTR and Lkb1*™" liver samples at
different time before and after PHx. Gene expression levels were normalized to the abundance of /8s rRNA for
each sample. Data represent the mean + SEM, (n = 9 per group). *P < 0.05, **P < 0.005, Student’s ¢ test.

(C-E) Tmmunoblot analysis comparing the expression of phospho-STAT3Y"%, STAT3, phospho-MET""*¥,
MET. Liver samples were extracted from the indicated genotype at different time before and after PHx. vy-
Tubulin served as a loading control. Lanes show samples from independent biological replicates.

(D) Relative receptor tyrosine kinases (Mef) mRNA levels measured by quantitative PCR in CTR and Lkb14her
liver samples before and at different time after PHx. Gene expression levels were normalized to the abundance
of 18s mRNA for each sample. Data represent the mean + SEM, (n = 9 per group). *P < 0.05, ***P < 0.001,
Student’s ¢ test.
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Figure S3. Deletion of LkbI impact on mitosis progression independently of AMPK activity. Related to
Figure 4 and 5.

(A-B) Quantitative analysis of PHH3 labeling at different time points after PHx. Phospho-Histone H3 (PHH3)
nuclei labeling was considered a marker of G2 phase (A), phospho-Histone H3 (PHH3) chromosome labeling as
a marker of mitosis (B) (see also Figure 1F). Data represent the mean + SEM, (n = 6 per group). **P < 0.01,
***%P < (.001, Student’s ¢ test.

(C) Quantitative PCR analysis of genes associated with SAC activation (durka, Aurkb, Plkl, Mad2ll, Bubl,
Cenpa, Cenpb, Cenpe, Gsk3b) in CTR and Lkb1%" liver samples at 48 hours after PHx. Gene expression levels
were normalized to the abundance of /8s rRNA for each sample. Data represent the mean + SEM, (n = 9 per
group). *P < 0.05, **P < 0.01, Student’s ¢ test.

(D) Immunoblot analysis comparing the expression of phospho-AMPKa"”? and AMPKa in Lkb1*"™P,
AMPKa1/02*" and CTR liver samples (48 hours after PHx). y-Tubulin served as a loading control. Lanes
show samples from independent biological replicates.

(E) Quantification of abnormal anaphase events was performed on CTR and Lkb1Ahep liver tissues sections
immunostained with PHH3 (48 hours after PHx, see Figure 1E). Data represent the mean + SEM, (n = 6 per
group). ***P <0.001, Student’s t test.
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Figure S4. Deletion of LkbI do not impact on YAP signaling

(A) Immunoblot analysis comparing the expression of unphosphorylated YAP (activated form). Liver samples
were extracted from the indicated genotype at different time before and after PHx. y-Tubulin served as a loading
control. Lanes show samples from independent biological replicates.

(B) Relative Ctgf and Cyr61 mRNA levels measured by quantitative PCR in CTR and Lkb1*" liver samples at
different time before and after PHx. Gene expression levels were normalized to the abundance of /8s rRNA for
each sample. Data represent the mean + SEM, (n = 9 per group). **P < 0.005, Student’s # test.
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SUPPLEMENTAL TABLES

Table S1. Gene set enrichment analysis (GSEA) of transcriptomic data from CTR and Lkb1Ahep liver. Related to
Figure 4

Rank NAME NES NOM p-val

1 |M_PHASE_OF MITOTIC_CELL_CYCLE 22757652 0.0

2 |SPINDLE 2.2680802 [0.0

3 [MITOSIS 22591996 0.0

4 [M_PHASE 2.214076 10.0

5 |CHROMOSOMEPERICENTRIC_REGION 2.2118986 0.0

6 |[MITOTIC_CELL_CYCLE 2.1595368 0.0

7 |REGULATION_OF_MITOSIS 2.0664296 (0.0

8 |KINETOCHORE 2.0360527 0.0

9 |SPINDLE_MICROTUBULE 2.026585 0.0

10 |CONDENSED_CHROMOSOME 2.0155673 [0.0016447369
11 |CELL_CYCLE_PROCESS 2.0020669 0.0

12 [MICROTUBULE 1.9756051 0.0

13 |JREGULATION_OF_CYCLIN_DEPENDENT_PROTEIN_KINASE_ACTIVITY [1.9430875 (0.0

14 |CHROMOSOME_SEGREGATION 1.9423074 0.0

15 |CELL_CYCLE_PHASE 1.9412879 0.0

16 |SPINDLE_POLE 1.9226696 10.0018939395
17 |CHROMOSOME 1.8885577 0.0016977929
18 |CHROMOSOMAL_PART 1.8746954 0.0

19 |SISTER_CHROMATID_SEGREGATION 1.8584515 ]0.0018939395
20 |ESTABLISHMENT OF_ORGANELLE_LOCALIZATION 1.8380508 ]0.0017064846
21 |CELL_DIVISION 1.8323085 [0.0035778175
22 |MITOTIC_SISTER_CHROMATID_SEGREGATION 1.8210946 0.0
23 |CELL_CYCLE_GO_0007049 1.8111053 0.0
24 |VOLTAGE_GATED_POTASSIUM_CHANNEL_ACTIVITY 1.7877728 10.003533569
25 |MORPHOGENESIS_OF_AN_EPITHELIUM 1.7707686 10.0036968577
26 |[MICROTUBULE_CYTOSKELETON 1.743553 0.0
27 |DIGESTION 1.7354909 10.003508772
28 |CELL_CYCLE_CHECKPOINT_GO_0000075 1.7307433 10.005235602
29 |ORGANELLE_LOCALIZATION 1.7299036 [0.0053956835
30 |MITOTIC_CELL_CYCLE_CHECKPOINT 1.7221568 10.01607143
31 |REGULATION_OF_MITOTIC_CELL_CYCLE 1.7196326 10.01369863
32 |MICROTUBULE_CYTOSKELETON_ORGANIZATION_AND_BIOGENESIS [1.6954334 [0.0017889087
33 |VOLTAGE_GATED_CATION_CHANNEL_ACTIVITY 1.6324793 10.008665511
34 |POSITIVE_REGULATION_OF CYTOKINE_PRODUCTION 1.597315 0.023172906
35 |VOLTAGE_GATED_CHANNEL_ACTIVITY 1.5919014 ]0.0016806723
36 |REGULATION_OF_CELL_CYCLE 1.589312 0.0
37 |POTASSIUM_ION_TRANSPORT 1.5711572 0.007067138
38 |POTASSIUM_CHANNEL_ACTIVITY 1.5351431 ]0.01923077
39 |VOLTAGE_GATED_POTASSIUM_CHANNEL_COMPLEX 1.535033 0.019130435
40 |NEUROPEPTIDE_BINDING 1.5169896 [0.028725315
41 [MOTOR_ACTIVITY 1.5163946 10.039215688
42 |DNA_PACKAGING 1.5148859 10.041516244
43 |HORMONE_ACTIVITY 1.5092505 0.023131672
44 [COENZYME_METABOLIC_PROCESS 14891152 10.032986112
45 |NEUROPEPTIDE_RECEPTOR_ACTIVITY 1.4727308 [0.06326889
46 |RIBOSOMAL_SUBUNIT 14718491 10.051601425
47 [PROTEIN_KINASE_REGULATOR_ACTIVITY 1.4687549 10.039215688
48 |CENTROSOME 14616815 [0.032871973
49 [CATION_CHANNEL_ACTIVITY 14298332 10.02
50 |GATED_CHANNEL_ACTIVITY 1.4189392 ]0.017656501
51 |[MICROTUBULE_BASED_PROCESS 1.4183178 ]0.03826955
52 |REGULATION_OF_CYTOKINE_PRODUCTION 1.4100727 10.08304498
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53 |PROTEIN_KINASE_INHIBITOR_ACTIVITY 1.4023827 [0.06
54 |[ION_CHANNEL_ACTIVITY 1.3958806 0.01791531
55 |MITOCHONDRIAL_RIBOSOME 1.3844995 0.10242086
56 |RHYTHMIC_PROCESS 1.3813431 10.0707804
57 |CYTOSKELETAL_PART 1.38072 0.007898894
58 |CHROMOSOME_ORGANIZATION_AND_BIOGENESIS 1.3797264 10.03069467
59 |MICROTUBULE_ORGANIZING_CENTER 1.3706946 10.054770317
60 |ORGANELLAR_RIBOSOME 1.3695533 10.100548446
61 |SUBSTRATE_SPECIFIC_CHANNEL_ACTIVITY 1.3680215 [0.025641026
62 |TUBE_DEVELOPMENT 1.3629844 10.1056338
63 |KINASE_INHIBITOR_ACTIVITY 1.3590357 10.1027027
64 |SPLICEOSOME 1.3562448 10.057692308
65 |DETECTION_OF_ABIOTIC_STIMULUS 1.3400713 10.13090909
66 |KINASE_REGULATOR_ACTIVITY 1.338563  [0.077186964
67 |SYNAPTIC_TRANSMISSION 1.3320627 10.026622295
68 |GLUTATHIONE_TRANSFERASE ACTIVITY 1.3279853 10.13211009
69 |NEGATIVE_REGULATION_OF_MAP_KINASE ACTIVITY 1.3272105 [0.12956205
70 |CELLULAR_COMPONENT_DISASSEMBLY 1.3256518 10.11313868
71 |CALCIUM_CHANNEL_ACTIVITY 1.3249267 10.09219858
72 |INTERPHASE_OF_MITOTIC_CELL_CYCLE 1.3247918 [0.076124564
73 |DETECTION_OF_EXTERNAL_STIMULUS 1.3241116 10.11627907
74 |REGULATION_OF_TRANSFERASE_ACTIVITY 1.3180007 ]0.0368
75 |ACTIVATION_OF_PROTEIN_KINASE_ACTIVITY 1.3144524 10.113970585
76 |INUCLEAR_CHROMOSOME 1.3102409 10.08199643
77 |NEUROTRANSMITTER_BINDING 1.3100635 [0.107583776
78 |CELL_STRUCTURE_DISASSEMBLY_DURING_APOPTOSIS 1.3062688 0.14337568
79 |NEGATIVE_REGULATION_OF_TRANSFERASE_ACTIVITY 1.304441 10.11478261
80 |METAL_ION_TRANSMEMBRANE_TRANSPORTER_ACTIVITY 1.2952956 [0.05123967
81 |CHROMATIN_BINDING 1.2875372 10.14616756
82 |REGULATION_OF_PROTEIN_KINASE_ACTIVITY 1.2832153 10.057233706
83 |REGULATION_OF_KINASE_ACTIVITY 1.277749 _ [0.07096774
84 |BRAIN_DEVELOPMENT 1.277037  10.12591241
85 |MITOCHONDRIAL_OUTER_MEMBRANE 1.2770026 10.16513762
86 |INTERPHASE 1.2767537 10.118584074
87 |NEUROTRANSMITTER_RECEPTOR_ACTIVITY 1.2756994 10.116197184
88 |NEGATIVE_REGULATION_OF_CATALYTIC_ACTIVITY 1.2745903 10.10309278
89 |EPIDERMIS_DEVELOPMENT 1.2727879 10.10956522
90 |CHLORIDE_CHANNEL_ACTIVITY 1.2704397 10.18953069
91 |ANION_CHANNEL_ACTIVITY 1.2704014 0.16549295
92 |TRANSMISSION_OF_NERVE_IMPULSE 1.2658267 10.045031056
93 |REGULATION_OF_ANATOMICAL_STRUCTURE_MORPHOGENESIS 1.2645507 10.16485508
94 |VOLTAGE_GATED_CALCIUM_CHANNEL_COMPLEX 1.2606531 10.1958042
95 |TUBE_MORPHOGENESIS 1.2601565 10.19125684
96 |VOLTAGE_GATED_CALCIUM_CHANNEL_ACTIVITY 1.248277  [0.19400352
97 |CONDENSED_NUCLEAR_CHROMOSOME 1.2463266 10.19178082
98 |MONOVALENT_INORGANIC_CATION_TRANSPORT 1.2422915 0.087171055
TRANSCRIPTION_INITIATION_FROM_RNA_POLYMERASE_II
99 PROMOTER 12285268 |0.1892361
100 |[NUCLEAR_ORGANIZATION_AND_BIOGENESIS 1.2282364 10.16725352
101 |PHOSPHOPROTEIN_PHOSPHATASE_ACTIVITY 1.216405 10.13380282
102 |[REPRODUCTIVE_PROCESS 1.2131784 10.11568938
103 |INORGANIC_ANION_TRANSPORT 1.2115988 0.22980252
POSITIVE_REGULATION_OF_CELLULAR_COMPONENT
104 ORGANIZATION_AND_ BIOGENESIS 12061653 10.19642857
105 |RESPONSE_TO_LIGHT_STIMULUS 1.2052871 10.19064748
106 |CARBOXYLESTERASE_ACTIVITY 1.2030476 10.20216607
107 |PROTEIN_HETERODIMERIZATION_ACTIVITY 1.1992207 [0.18167202
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108 |[MICROTUBULE_ASSOCIATED_COMPLEX 1.199106  [0.19349316
109 A;l(“;’gssEfACTIVITYfCOUPLEDfTOfTRANSMEMBRANEfMOVEMENTfOF 11980032 |0.24736843
110 |GAMETE_GENERATION 1.1937901 ]0.15474209
111 |REPRODUCTION 1.1916249 10.0778626
112 [POSITIVE_REGULATION_OF _CELL_CYCLE 1.1869799 10.25952813
113 [METAL_ION_TRANSPORT 1.1859611 [0.14871795
114 |ADENYLATE_CYCLASE_ACTIVATION 1.1852857 10.23226951
115 |MEIOTIC_CELL_CYCLE 1.1835922 10.2141593
116 [PROTEIN_KINASE_BINDING 1.1753519 10.18363939
117 JION_TRANSPORT 1.1751777 10.1472
118 [MEMBRANE_FUSION 1.1747086 10.22939068
119 INUCLEOLUS 1.1745653 [0.15682968
120 |[MICROSOME 1.1717336 10.24048443
TRANSFERASE_ACTIVITY_TRANSFERRING_ALKYL_OR_ARYLOTHER
121 THAN METHYLGROUPS 1.1700131 ]0.23966943
122 |RIBOSOME_BIOGENESIS_AND_ASSEMBLY 1.1659776 10.25577265
123 |[ENERGY_DERIVATION_BY_OXIDATION_OF_ORGANIC_COMPOUNDS 1.1651301 0.22003578
124 |CATION_TRANSPORT 1.1638238 [0.15024233
125 |CELLULAR_RESPIRATION 1.1608855 0.26459855
126 |KINASE_BINDING 1.160029  10.20648465
127 |FATTY_ACID_METABOLIC_PROCESS 1.1546047 10.20790379
G_PROTEIN_SIGNALING_ADENYLATE_CYCLASE_ACTIVATING
128 PATHWAY 1.1525383 10.25
129 |ECTODERM_DEVELOPMENT 1.1518118 0.2214876
130 |GLUCOSE_METABOLIC_PROCESS 1.1492451 10.24686942
131 |[PHOSPHORIC_MONOESTER_HYDROLASE_ACTIVITY 1.142132  10.21548821
132 |DETECTION_OF_STIMULUS 1.141087  10.23920266
133 |G1_PHASE 1.1370698 10.27075812
134 INUCLEOLAR_PART 1.135205  10.3091873
135 |COFACTOR_METABOLIC_PROCESS 1.1319909 10.26102942
136 |DNA_DAMAGE_CHECKPOINT 1.1304144 10.28911564
137 [CHANNEL_REGULATOR_ACTIVITY 1.1283866 |0.28521127
138 |SEXUAL_REPRODUCTION 1.1277205 10.21308725
139 |VESICULAR_FRACTION 1.120818 10.26824817
140 |AUXILIARY_TRANSPORT_PROTEIN_ACTIVITY 1.1196446 10.30669144
141 |G1_S_TRANSITION_OF_MITOTIC_CELL_CYCLE 1.1182544 10.30824372
142 |RRNA_PROCESSING 1.1170634 10.2962963
143 |[EMBRYONIC_DEVELOPMENT 1.1077479 10.29734513
144 |APOPTOTIC_NUCLEAR_CHANGES 1.104317  10.32664233
145 [RESPONSE_TO_VIRUS 1.0967337 10.2962298
146 |CYTOSKELETON_ORGANIZATION_AND_BIOGENESIS 1.0963104 0.24018839
ATPASE_ACTIVITY_COUPLED_TO_TRANSMEMBRANE_MOVEMENT_OF
147 _IONS_PHOSPHORYLATIVE MECHANISM 10943019 1034352517
148 |DNA_DEPENDENT_ATPASE_ACTIVITY 1.0921808 10.33931777
149 IMITOCHONDRIAL_MEMBRANE_PART 1.0894871 10.32478634
150 |RRNA_METABOLIC_PROCESS 1.0883727 0.34954956
151 |SMALL_NUCLEAR_RIBONUCLEOPROTEIN_COMPLEX 1.0804185 [0.35766423
152 |REGULATION_OF_PROTEIN_STABILITY 1.0791008 ]0.3558394
153 [REGULATION_OF_CATALYTIC_ACTIVITY 1.0729318 0.26898733
154 |REGULATION_OF_DNA_METABOLIC_PROCESS 1.0671159 10.36301368
155 |CENTRAL_NERVOUS_SYSTEM_DEVELOPMENT 1.0648742 10.31329113
156 |GLUTAMATE_SIGNALING_PATHWAY 10616742 [0.37692308
157 |DETECTION_OF_STIMULUS_INVOLVED_IN_SENSORY_PERCEPTION 1.061046  10.3846154
158 |[NUCLEAR_PORE 1.0571152 10.37272727
159 |CELL_CORTEX 1.0553741 [0.38112524
160 [CYTOSKELETON 1.0543563 10.30107528
161 |CELL_CELL_SIGNALING 1.05331 0.3168168
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162 |[REGULATION_OF_NEUROTRANSMITTER_LEVELS 1.0523666 0.4031142
163 |ION_TRANSMEMBRANE_TRANSPORTER_ACTIVITY 1.0463996 0.33284885
164 INEUROLOGICAL_SYSTEM_PROCESS 1.0443531 0.32855093
165 |REGULATION_OF_ORGANELLE_ORGANIZATION_AND_BIOGENESIS 1.0400267 10.38447973
166 |INNATE_IMMUNE_RESPONSE 1.0387646 10.40252706
167 [PROTEIN_TYROSINE_PHOSPHATASE_ACTIVITY 1.0358123 |04
168 |[REGULATION_OF_MOLECULAR_FUNCTION 1.0353518 0.35459942
G_PROTEIN_SIGNALING_COUPLED_TO_CYCLIC_NUCLEOTIDE
169 SECOND MESSENGER 1.0351298 (0.40213522
170 INEURON_APOPTOSIS 1.0293956 0.4402174
171 |RESPONSE_TO_OTHER_ORGANISM 1.0290928 1040191388
MICROTUBULE_ORGANIZING_CENTER_ORGANIZATION_AND
172 BIOGENESIS 1.0286648 0.42114696
173 |REGULATION_OF_DNA_REPLICATION 1.0275509 1044
174 |SH2_DOMAIN_BINDING 1.0258685 10.41964287
175 [PROTEIN_POLYMERIZATION 1.0257741 (0.4
176 |TRANSLATION_FACTOR_ACTIVITY_NUCLEIC_ACID_BINDING 1.0247525 10.40467626
177 |IMITOCHONDRIAL_MEMBRANE 1.0243412 10.40554592
178 |CYCLIC_NUCLEOTIDE_MEDIATED_SIGNALING 1.0239823 1040273038
179 |DNA_INTEGRITY_CHECKPOINT 1.0233741 10.390625
180 |DNA_DAMAGE_RESPONSESIGNAL_TRANSDUCTION 1.0203596 10.42449665
181 |TRANSLATION_REGULATOR_ACTIVITY 1.0164931 [0.43462896
182 |[DNA_METABOLIC_PROCESS 1.0124073 10.41489363
183 [CELL_CORTEX_ PART 1.0111942 1043194193
184 |GENERAL_RNA_POLYMERASE_II_ TRANSCRIPTION_FACTOR_ACTIVITY |1.0101432 042807627
185 |RIBONUCLEOPROTEIN_COMPLEX 1.0062984 10.4290375
HEMATOPOIETIN_INTERFERON_CLASSD200_DOMAIN_CYTOKINE
186 RECEPTOR BINDING 1.0059673 10.48173913
187 |LIPID_CATABOLIC_PROCESS 1.0055785 1043915343
188 |[MULTL_ ORGANISM_PROCESS 1.0032325 104301413
189 |SUBSTRATE_SPECIFIC_TRANSMEMBRANE TRANSPORTER_ACTIVITY [1.0018922 |0.4698276
190 |SPECIFIC_RNA_POLYMERASE_II. TRANSCRIPTION_FACTOR_ACTIVITY [0.99862784 |0.46666667
191 |SERINE_HYDROLASE_ACTIVITY 0.99814016 |0.46350366
192 |SERINE_TYPE_ENDOPEPTIDASE_ACTIVITY 0.99803054 |0.47349823
193 |ENVELOPE 0.9956555 |0.45527157
194 |ORGANELLE_ENVELOPE 0.99411494 10.44911146
195 |TRANSLATION_INITIATION_FACTOR_ACTIVITY 0.99318373 |0.46197718
196 |AMINE_TRANSMEMBRANE_TRANSPORTER_ACTIVITY 0.99225354 |0.46422338
197 |PROTEIN_AMINO_ACID_DEPHOSPHORYLATION 0.9916027 10.4694915
198 |[EXTRACELLULAR_STRUCTURE_ORGANIZATION_AND_BIOGENESIS 0.9907727 [0.4732297
199 INERVOUS_SYSTEM_DEVELOPMENT 0.9906437 [0.4768116
200 |CELL_PROLIFERATION_GO_0008283 0.99062407 [0.4674385
201 |APOPTOTIC_PROGRAM 0.99009705 |10.4729494
202 |INEGATIVE_REGULATION_OF_TRANSCRIPTION 0.9888719 10.48939642
203 |SEQUENCE_SPECIFIC_DNA_BINDING 0.9868531 10.456446
204 |[CALCIUM_ION_BINDING 0.98490924 |0.47855917
205 |HISTONE_MODIFICATION 0.9816727 10.4787234
206 [MITOCHONDRIAL_ENVELOPE 0.9751016 [0.5059423
207 |CALCIUM_ION_TRANSPORT 0.97266424 [0.5054348
208 |SUBSTRATE_SPECIFIC_TRANSPORTER_ACTIVITY 0.97062194 [0.5298507
209 |[RESPONSE_TO_BIOTIC_STIMULUS 0.96930474 |0.51428574
210 |SERINE_TYPE_PEPTIDASE_ACTIVITY 0.9685551 10.4884956
ESTABLISHMENT_AND_OR_MAINTENANCE_OF_CHROMATIN
211 ARCHITECTURE 0.9680697 [0.49659863
212 |CATION_TRANSMEMBRANE_TRANSPORTER_ACTIVITY 0.9587958 [0.5791139
213 |REGULATION_OF_DEFENSE_RESPONSE 0.9584217 ]0.5008881
214 [PROTEIN_SERINE_THREONINE_KINASE_ACTIVITY 0.95809156 10.5854766
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S_ADENOSYLMETHIONINE_DEPENDENT_METHYLTRANSFERASE_

215 ACTIVITY 0.95521617 [0.51313484
216 |[TRANSMEMBRANE_TRANSPORTER_ACTIVITY 0.9457484 10.6388889
217 |ORGANELLE_OUTER_MEMBRANE 0.9454783 [0.5416667
218 |DOUBLE_STRAND_BREAK_REPAIR 0.9449747 10.5137931
219 |GENERATION_OF_NEURONS 0.9447553 10.57712305
220 |TRANSCRIPTION_FACTOR_ACTIVITY 0.9428721 |0.63543195
221 |MRNA_BINDING 0.94034755 [0.5326087
222 |COVALENT_CHROMATIN_MODIFICATION 0.93660563 |0.52743363
223 |ONE_CARBON_COMPOUND_METABOLIC_PROCESS 0.93542266 10.5664845
224 IMITOCHONDRIAL_PART 0.9339055 [0.6048387
225 |CASPASE_ACTIVATION 0.9312546 0.5435606
226 |TRANSCRIPTION_INITIATION 0.92909306 [0.58943784
227 |RESPONSE_TO_BACTERIUM 0.9286979 [0.5491228
228 |INUCLEAR_ENVELOPE 0.9283098 [0.5993031
229 |GROWTH 0.9281815 0.6070796
230 [MAGNESIUM_ION_BINDING 0.9274637 [0.5849387
231 |POSITIVE_REGULATION_OF_PROTEIN_MODIFICATION_PROCESS 0.92712486 10.58497316
232 |CARBON_OXYGEN_LYASE_ACTIVITY 0.92402434 |0.57651246
233 |[RESPONSE_TO_EXTRACELLULAR_STIMULUS 0.92223614 10.5935252
234 |INITROGEN_COMPOUND_BIOSYNTHETIC_PROCESS 0.9200664 [0.56732494
235 |[DEPHOSPHORYLATION 0.9183356 0.592721
236 |OUTER_MEMBRANE 0.9179766 [0.58147514
237 |FEMALE_PREGNANCY 0.91334975 |0.60431653
238 |[ORGANELLE_ORGANIZATION_AND_BIOGENESIS 0913132 |0.76811594
NEGATIVE_REGULATION_OF_NUCLEOBASENUCLEOSIDENUCLEOTIDE
239 AND_NUCLEIC_ACID_METABOLIC_PROCESS 0.9130762 10.69242656
240 |MITOCHONDRIAL_INNER_MEMBRANE 0.91203564 10.6234234
241 |[RNA_POLYMERASE_II_ TRANSCRIPTION_FACTOR_ACTIVITY 0.9108338 0.6842949
242 |DNA_REPAIR 0.9107139 0.6677632
243 |FEEDING_BEHAVIOR 0.9097105 ]0.6064982
244 |CAMP_MEDIATED_SIGNALING 0.90508276 [0.63286716
245 |DETECTION_OF_CHEMICAL_STIMULUS 0.9035886 |0.56742555
G_PROTEIN_SIGNALING_COUPLED_TO_CAMP_NUCLEOTIDE
246 SECOND MESSENGER 0.9007296 [0.6503378
247 |SECRETORY_GRANULE 0.8992509 10.60733944
248 |L_AMINO_ACID_TRANSMEMBRANE_TRANSPORTER_ACTIVITY 0.89583856 [0.5882353
249 |[REGULATION_OF_MAPKKK CASCADE 0.8930023 0.6089386
250 |FEMALE_GAMETE_GENERATION 0.89260703 [0.6213768
251 [METHYLTRANSFERASE_ACTIVITY 0.8900225 0.6177536
252 |RESPONSE_TO_HORMONE_STIMULUS 0.8890186 [0.66317624
253 |INEUROGENESIS 0.8878312 |0.68438536
254 |[RHODOPSIN_LIKE _RECEPTOR_ACTIVITY 0.8858623 [0.7029703
255 |DEFENSE_RESPONSE_TO_BACTERIUM 0.8830377 10.6357143
256 |RESPONSE_TO_UV 0.8811357 [0.6333938
257 NEGATIVE_REGULATION_OF_MULTICELLULAR_ORGANISMAL_ 08809913 |0.63503647
PROCESS
258 |ACTIVATION_OF_NF_KAPPAB_TRANSCRIPTION_FACTOR 0.8806861 [0.6401515
259 |GUANYL_NUCLEOTIDE_BINDING 0.87823486 |10.6770294
260 |[RESPONSE_TO_RADIATION 0.8775826 0.6950596
261 |SOLUBLE_FRACTION 0.87701595 |0.74721783
262 [INORGANIC_ANION_TRANSMEMBRANE_TRANSPORTER_ACTIVITY 0.8757571 0.6685714
263 |[PROTEIN_DNA_COMPLEX_ASSEMBLY 0.8749099 10.68606704
264 |SINGLE_STRANDED_DNA_BINDING 0.8736456 [0.62
265 |CELLULAR_LIPID_CATABOLIC_PROCESS 0.87171733 10.6554054
266 |ACTIN_POLYMERIZATION_AND_OR_DEPOLYMERIZATION 0.8711077 [0.676311
267 [MRNA_PROCESSING_GO_0006397 0.8692058 0.7133106
268 [POSITIVE_REGULATION_OF_CELL_PROLIFERATION 0.8686426 |0.7785235
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269 |[IMAPKKK_CASCADE_GO_0000165 0.86628056 10.74509805
270 |DEVELOPMENTAL_MATURATION 0.8626311 0.6597744
271 |REGULATION_OF_CELL_PROLIFERATION 0.86084056 [0.8564743
272 |PEPTIDE_RECEPTOR_ACTIVITY 0.86011213 [0.70627064
273 |REGULATION_OF_PEPTIDYL_TYROSINE_PHOSPHORYLATION 0.860068  ]0.666065
274 |AMINO_ACID_TRANSMEMBRANE_TRANSPORTER_ACTIVITY 0.8599159 0.68222624
275 |REGULATION_OF_ENDOCYTOSIS 0.8594966 10.6443662
276 |RIBOSOME 0.8590443 [0.6849817
277 |LIPID_TRANSPORTER_ACTIVITY 0.8571723 10.67130435
278 |MICROTUBULE_ORGANIZING_CENTER_PART 0.8524302 ]0.6761566
279 [ANION_TRANSPORT 0.8484298 0.6802842
280 |AMINE_TRANSPORT 0.84613276 |0.72527474
281 [VIRAL_GENOME_REPLICATION 0.8423582 10.672447
282 |INEGATIVE_REGULATION_OF_METABOLIC_PROCESS 0.8411203 [0.9069021
283 |MITOCHONDRIAL_RESPIRATORY_CHAIN 0.8406891 |0.70289856
284 |CELLULAR_RESPONSE _TO_STIMULUS 0.8394385 (0.7
285 |SERINE_TYPE_ENDOPEPTIDASE_INHIBITOR_ACTIVITY 0.8356619 10.7076649
286 |PROTEIN_DIMERIZATION_ACTIVITY 0.83409727 |0.86277604
287 |CHROMATIN 0.8328266 |0.738574
288 |ENDOPEPTIDASE_ACTIVITY 0.8321866 [0.8103448
289 |TRANSCRIPTION_FROM_RNA_POLYMERASE_II. PROMOTER 0.8288221 [0.95633185
290 [G_PROTEIN_COUPLED_RECEPTOR_PROTEIN_SIGNALING_PATHWAY 0.8273976 [0.9486781
RNA_SPLICING_FACTOR_ACTIVITYTRANSESTERIFICATION
291 MECHANISM 0.82656634 [0.72149533
292 |ION_BINDING 0.8265328 |0.91419655
293 |INEGATIVE_REGULATION_OF_SIGNAL_TRANSDUCTION 0.8251356 10.7637655
294 |RESPONSE_TO_NUTRIENT_LEVELS 0.82466274 |0.73730296
295 |REPLICATION_FORK 0.8242477 |0.72007364
296 |SYNAPSE_ORGANIZATION_AND_BIOGENESIS 0.8241339 0.71711713
297 |ENZYME_INHIBITOR_ACTIVITY 0.822332  |0.8487805
298 |[PHOSPHATASE_REGULATOR_ACTIVITY 0.81998307 |0.7274401
299 |POSITIVE_REGULATION_OF_CASPASE_ACTIVITY 0.81644106 |0.754159
300 [INSULIN_RECEPTOR_SIGNALING_PATHWAY 0.8126766 [0.7327273
301 [NUCLEAR_LUMEN 0.8107898 10.9598214
302 |T_CELL_ACTIVATION 0.80952245 |0.76149917
303 [NEGATIVE_REGULATION_OF_CELLULAR_METABOLIC_PROCESS 0.8079337 10.9584
304 |AMINE_RECEPTOR_ACTIVITY 0.8075629 10.8071161
305 |CYTOPLASMIC_VESICLE_MEMBRANE 0.8070164 |0.77205884
306 |[RESPONSE_TO_OXIDATIVE_STRESS 0.80690783 [0.7952623
307 |DEVELOPMENT_OF_PRIMARY_SEXUAL_CHARACTERISTICS 0.80451685 [0.7330827
308 [FATTY_ACID_OXIDATION 0.8032746 [0.7741935
309 |[TRANSFERASE_ACTIVITY_TRANSFERRING_ONE_CARBON_GROUPS 0.803009  10.78496504
310 |DNA_REPLICATION 0.8025689 |0.85109985
311 [REGULATION_OF_HEART_CONTRACTION 0.8017476 |0.7358834
312 |GTP_BINDING 0.797942  |0.7978533
NEGATIVE_REGULATION_OF_TRANSCRIPTION_FROM_RNA
313 POLYMERASE, Il PROMOTER 0.7966839 10.8531952
314 [INORGANIC_CATION_TRANSMEMBRANE_TRANSPORTER_ACTIVITY 0.79288876 |0.83931625
315 |ENDOSOME_TRANSPORT 0.79193044 10.7818182
316 |[RESPONSE_TO_ABIOTIC_STIMULUS 0.7899344 10.87842464
317 |RIBONUCLEASE_ACTIVITY 0.7851284 10.7661597
318 JORGANIC_ACID_TRANSMEMBRANE_TRANSPORTER_ACTIVITY 0.7816551 [0.84734136
319 |CATION_BINDING 0.7812173 ]0.95253164
320 |CYTOPLASMIC_VESICLE_PART 0.78037083 |0.80104715
321 |TRANSCRIPTION_FROM_RNA_POLYMERASE_III_ PROMOTER 0.77945405 |0.76360226
322 INEURON_DIFFERENTIATION 0.7716426 |0.89018303
323 |INUCLEOTIDE_BIOSYNTHETIC_PROCESS 0.7685099 10.76739925
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324 |INTERMEDIATE_FILAMENT 0.7665479 10.8231173
325 |INTERMEDIATE_FILAMENT_CYTOSKELETON 0.76650685 |0.80550456
326 |TRANSCRIPTION_COFACTOR_ACTIVITY 0.76650524 [0.9784768
327 |CARBOHYDRATE_CATABOLIC_PROCESS 0.765548  |0.81714284
328 |REGULATION_OF_BINDING 0.76526517 |0.86964285
329 |ZINC_ION_BINDING 0.75914276 {0.9089347
330 |DI__TRI_VALENT_INORGANIC_CATION_TRANSPORT 0.7590373 [0.8293578
331 [ANATOMICAL_STRUCTURE_MORPHOGENESIS 0.75792086 [0.9985163
332 INUCLEAR_CHROMOSOME_PART 0.7572919 10.8233276
333 |PROTEIN_HOMODIMERIZATION_ACTIVITY 0.7566807 ]0.9532872
334 |UBIQUITIN_LIGASE_COMPLEX 0.75140285 |0.84424776
335 |REGULATION_OF_GENE_EXPRESSION_EPIGENETIC 0.7483153 |0.8534483
336 |[TRANSCRIPTION_FACTOR_COMPLEX 0.7477206 |0.92845255
337 [POSITIVE_REGULATION_OF_TRANSFERASE_ACTIVITY 0.7475069 10.92906576
338 |VESICLE_MEMBRANE 0.74593806 [0.8436945
339 [PROTEASOME_COMPLEX 0.74472195 10.8614232
340 |PORE_COMPLEX 0.7443969 10.8442907
341 |REGULATION_OF_CELL_DIFFERENTIATION 0.7411164 ]0.9083192
342 |[REGULATION_OF_T_CELL_ACTIVATION 0.74026525 ]10.8389982
343 |EXTRACELLULAR_LIGAND_GATED_ION_CHANNEL_ACTIVITY 0.7386321 0.83396226
344 |LIGAND_GATED_CHANNEL_ACTIVITY 0.7358256 |0.88164663
345 EXCITATORY_EXTRACELLULAR_LIGAND_GATED_ION_CHANNEL _ 07353944 |0 8379374
ACTIVITY
MONOVALENT_INORGANIC_CATION_TRANSMEMBRANE
346 TRANSPORTER ACTIVITY 0.73517835 [0.86339754
347 INEGATIVE_REGULATION_OF_CELL_PROLIFERATION 0.73484653 10.9773096
348 INEURON_DEVELOPMENT 0.73216915 10.920742
349 INUCLEOPLASM_PART 0.731872  10.984127
350 [VITAMIN_METABOLIC_PROCESS 0.7310676 10.8457249
351 |ORGANELLE_LUMEN 0.7283373 [1.0
352 |CELLULAR_PROTEIN_CATABOLIC_PROCESS 0.7276073 ]0.9125
353 |CENTROSOME_ORGANIZATION_AND_BIOGENESIS 0.72723746 |0.81835204
REGULATION_OF_CELLULAR_COMPONENT_ORGANIZATION_AND
354 BIOGENESIS 0.7265262 0.9655172
355 |PEPTIDE_BINDING 0.7260504 [0.9483333
356 |ORGANIC_ACID_TRANSPORT 0.7259578 10.899654
357 IMEMBRANE_ENCLOSED_LUMEN 0.72017473 |0.9984871
358 [MITOCHONDRION 0.71912426 |0.99848026
359 |ACETYLGLUCOSAMINYLTRANSFERASE_ACTIVITY 0.7178676 10.8439202
360 [PROTEIN_CATABOLIC_PROCESS 0.7150982 ]0.95262265
REGULATION_OF_TRANSCRIPTION_FROM_RNA_POLYMERASE_II
361 PROMOTER 0.71505356 |0.9968944
362 |DNA_DEPENDENT_DNA_REPLICATION 0.7149846 [0.9240283
363 |[RNA_SPLICING 0.7096354 ]0.9555921
364 [DNA_HELICASE_ACTIVITY 0.7031149 10.89748204
365 |AMINE_BINDING 0.70027745 ]10.870438
366 |REGULATION_OF_TRANSCRIPTION_FACTOR_ACTIVITY 0.6994159 0.9283276
367 |JAK_STAT_CASCADE 0.6990186 10.9052823
368 [MRNA_METABOLIC_PROCESS 0.6972518 [0.9711375
369 |[NEGATIVE_REGULATION_OF_BINDING 0.6962592 |0.8802947
370 |ENZYME_BINDING 0.69186896 [0.9967213
371 |[HYDROGEN_ION_TRANSMEMBRANE_TRANSPORTER_ACTIVITY 0.6907852 10.9209139
372 |INEGATIVE_REGULATION_OF_DNA_BINDING 0.6903724 10.88425046
373 |PROTEIN_N_TERMINUS_BINDING 0.68879354 [0.9205527
374 IMACROMOLECULE_CATABOLIC_PROCESS 0.68845034 10.9902439
375 |REGULATION_OF_HYDROLASE_ACTIVITY 0.68805 0.9784411
376 |[LYMPHOCYTE_DIFFERENTIATION 0.68707323 [0.8951175
377 |COFACTOR_BIOSYNTHETIC_PROCESS 0.6869304 [0.8901515
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378 |LEUKOCYTE_DIFFERENTIATION 0.68553466 10.9134438
379 INUCLEAR_MEMBRANE 0.6835858 [0.9519573
380 [CELL_PROJECTION_BIOGENESIS 0.6813818 0.9015544
381 |ORGANELLE_INNER_MEMBRANE 0.68137145 |0.96213424
382 |[TRANSCRIPTION_FACTOR_BINDING 0.68029225 [1.0
383 |[RNA_HELICASE_ACTIVITY 0.67342424 10.9220779
384 |RESPONSE_TO_NUTRIENT 0.6729798 10.90316576
385 |ATP_DEPENDENT_HELICASE_ACTIVITY 0.6720333 ]0.92335117
386 |[RNA_BINDING 0.6717089 1.0
387 |UNFOLDED_PROTEIN_BINDING 0.6715283 ]0.94755876
388 |[EMBRYONIC_MORPHOGENESIS 0.66737306 |0.87607574
389 |DNA_CATABOLIC_PROCESS 0.66698825 10.93333334
390 [NEURON_PROJECTION 0.66585726 [0.9066901
391 |[CELLULAR_PROTEIN_COMPLEX_ ASSEMBLY 0.6633398 |0.93442625
392 |TRANSLATIONAL_INITIATION 0.6598435 [0.93772244
393 |PIGMENT_METABOLIC_PROCESS 0.6568091 [0.92022264
394 INUCLEOPLASM 0.6538355 1.0
395 |ATP_DEPENDENT_RNA_HELICASE_ACTIVITY 0.6504383 [0.9038113
396 [POSITIVE_REGULATION_OF_TRANSCRIPTION_FACTOR_ACTIVITY 0.65007275 ]10.9288256
397 |PIGMENT_BIOSYNTHETIC_PROCESS 0.6493118 09118166
398 |CELLULAR_CATABOLIC_PROCESS 0.6486423 10.998374
399 [POSITIVE_REGULATION_OF_DNA_BINDING 0.6475408 10.9369369
400 [MEDIATOR_COMPLEX 0.64616436 [0.92720306
401 |CARBOXYLIC_ACID_TRANSPORT 0.6454284 10.9600694
402 [POSITIVE_REGULATION_OF_BINDING 0.6435744 10.94507575
403 [MITOCHONDRIAL_LUMEN 0.64108515 [0.9664903
404 |CATABOLIC_PROCESS 0.64034 0.9970238
405 [MITOCHONDRIAL_MATRIX 0.6393729 10.9842932
406 [CORTICAL_CYTOSKELETON 0.6358374 [0.9183303
407 |HEPARIN_BINDING 0.634205  |0.93260473
408 [CELLULAR_MACROMOLECULE_CATABOLIC_PROCESS 0.627109  10.9983416
409 |REGULATION_OF_ACTION_POTENTIAL 0.62320256 [0.9194991
410 [AMINE_CATABOLIC_PROCESS 0.618577 ]0.95621717
411 |SYNAPTOGENESIS 0.61218333 ]10.9564394
412 INEURITE_DEVELOPMENT 0.6094476 |0.98738736
413 [NUCLEAR_MEMBRANE_PART 0.596704  10.9891501
414 [BIOPOLYMER_CATABOLIC_PROCESS 0.5906659 (1.0
415 |RNA_PROCESSING 0.5801798 [1.0
416 [POSITIVE_REGULATION_OF_HYDROLASE_ACTIVITY 0.57334805 [0.9894921
OXIDOREDUCTASE_ACTIVITY_ACTING_ON_THE_ALDEHYDE_OR
47 OXO_GROUP_OF DONORSNAD OR_NADP_AS_ACCEPTOR 0-55969673 |0.9729242
418 [MITOCHONDRIAL_TRANSPORT 0.5580706 10.978022
419 [SH3_DOMAIN_BINDING 0.55456716 [0.9794521
420 |RIBONUCLEOPROTEIN_COMPLEX_ BIOGENESIS_AND_ASSEMBLY 0.5528789 [0.99828476
421 [ACETYLCHOLINE_BINDING 0.5460609 10.96520144
422 [PHOSPHOLIPID_METABOLIC_PROCESS 0.5431337 (1.0
423 |VIRAL_INFECTIOUS_CYCLE 0.5400798 |0.98892987
424 [STRESS_ACTIVATED_PROTEIN_KINASE_SIGNALING_PATHWAY 0.5316616 |0.99831367
425 |STRUCTURE_SPECIFIC_DNA_BINDING 0.5110593 (1.0
426 |JINK_CASCADE 0.5047698 [1.0
427 [VIRAL_REPRODUCTIVE_PROCESS 0.4987627 [0.9982487
428 |THYROID_HORMONE_RECEPTOR_BINDING 0.48828056 [0.9895833
429 [NUCLEOTIDE_EXCISION_REPAIR 0.48586637 10.99469966
PHOSPHOTRANSFERASE_ACTIVITY_PHOSPHATE_GROUP_AS
430 ACCEPTOR 0.48057103 [0.99819493
431 |RNA_CATABOLIC_PROCESS 0.4803351 |0.99276674
432 [PHOSPHOLIPID_BIOSYNTHETIC_PROCESS 0.46384558 10.99646646
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433 [VIRAL_REPRODUCTION 04572334 10.9982729

434 [NUCLEOTIDE_METABOLIC_PROCESS 0.45659125 [0.99808794
NUCLEOBASENUCLEOSIDENUCLEOTIDE_AND_NUCLEIC_ACID

435 TRANSPORT 0.44226676 [0.99820787

436 [NEGATIVE_REGULATION_OF_DNA_METABOLIC_PROCESS 0.41326904 [0.9981818

437 IMEMBRANE_LIPID_BIOSYNTHETIC_PROCESS 0.39267328 [1.0

438 [RNA_EXPORT_FROM_NUCLEUS 0.392661  10.9982759
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Table S2. List of deregulated genes involved in the regulation of the M phase of the mitotic cell cycle, obtained
from GSEA analysis. Related to Figure 4

Rank NAME RANK IN GENE LIST RUNNING ES CORE ENRICHMENT
1 CDC25C 71 0.033757195 Yes
2 CDCAS 76 0.06939466 Yes
3 KIF2C 94 0.103416175 Yes
4 BUBI1 99 0.13732861 Yes
5 PLK1 113 0.16995014 Yes
6 NUSAP1 153 0.19948739 Yes
7 ANLN 187 0.2278565 Yes
8 BUBI1B 247 0.25304484 Yes
9 NCAPH 285 0.2781667 Yes
10 MAD2L1 288 0.30462503 Yes
11 KIF11 321 0.32922682 Yes
12 TPX2 330 0.3545063 Yes
13 AURKA 359 0.37836662 Yes
14 BIRC5 427 0.39930987 Yes
15 KNTC1 429 04228975 Yes
16 NEK?2 438 0.44604257 Yes
17 TTK 468 0.467775 Yes
18 CCNA2 587 0.4845594 Yes
19 UBE2C 690 0.50092983 Yes
20 CENPE 753 0.5182198 Yes
21 PKMYTI1 845 0.5336182 Yes
22 NDC80 1104 0.54034096 Yes
23 KIF22 1134 0.5560977 Yes
24 SMC4 1253 0.5676597 Yes
25 EREG 1423 0.57647854 Yes
26 MPHOSPH9 1481 0.5896252 Yes
27 NPM2 1845 0.5890405 Yes
28 KIF15 2287 0.58391666 Yes
29 DLGAPS 2454 0.58935916 Yes
30 ESPL1 2666 0.5925027 Yes
31 RAN 2996 0.5901862 Yes
32 PIN1 3163 0.5940695 Yes
33 ANAPCI11 3592 0.58660764 Yes
34 ANAPCI10 3655 0.5937182 Yes
35 NOLC1 3807 0.5970001 Yes
36 GML 4139 0.5925404 No
37 CDKN2B 4929 0.56845653 No
38 ZWINT 5038 0.5715832 No
39 TARDBP 5323 0.5672429 No
40 DDX11 5798 0.55466694 No
41 CDC27 5938 0.5553936 No
42 ANAPC5 5963 0.5607175 No
43 EGF 5985 0.5661293 No
44 PPP5C 7091 0.5267943 No
45 CIT 7817 0.5019963 No
46 PRMTS5 7914 0.5023829 No
47 NBN 9038 0.46054736 No
48 ZW10 9388 044954202 No
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49 SUGT1 9620 044308785 No
50 CETNI1 10384 041464028 No
51 SSSCALI 10595 0.40826958 No
52 RCC1 10716 0.40542468 No
53 CDC23 10904 0.39974058 No
54 TGFB1 11399 0.38136467 No
55 CDC25B 11413 0.3823097 No
56 BRSK1 11915 0.36325115 No
57 CDK13 12016 0.36023045 No
58 RAD17 12320 0.34882653 No
59 CDC16 13624 0.29670653 No
60 ANAPC4 14056 0.27995625 No
61 DCTN3 14182 0.275595 No
62 MPHOSPH6 14688 0.25636137 No
63 DCTN2 14888 0.24959369 No
64 RINT1 15541 0.22516316 No
65 AKAP8 15849 0.21484612 No
66 PBRM1 16086 0.20757894 No
67 CHFR 16723 0.18482547 No
68 CLIP1 16824 0.18369544 No
69 SMCI1A 16922 0.18276602 No
70 NUMALI 17229 0.173715 No
71 PAM 17781 0.15530902 No
72 TRIAP1 18205 0.14246412 No
73 EPGN 19783 0.085039705 No
74 PDS5B 19824 0.089427695 No
75 CHMPI1A 19843 0.09472123 No
76 SMC3 20847 0.06186607 No
77 TGFA 21125 0.058680125 No
78 NEK6 21790 0.041119814 No
79 MAD2L2 22490 0.023902932 No
80 PML 22605 0.03050806 No
81 PCBP4 22958 0.028724547 No
82 CD28 23902 0.007339075 No
83 ATM 23949 0.02227244 No
84 TTN 24187 0.03138447 No
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SUPPLEMENTAL EXPERIMENTAL PROCEDURES

Preparation of total RNA and quantitative PCR analysis

Total RNA from mouse liver tissue was extracted using Trizol (Invitrogen), and 2 pg were used as a template for
c¢DNA synthesis (MMLYV, Life Technologies). Quantitative PCR (q-PCR) was performed using a SYBR
Luminaris Color HiGreen qPCR master mix (Thermo Scientific) and specific primers. The reactions were
performed in 96-well plates in a LightCycler 480 instrument (Roche) with 40 cycles. We determined the relative
amounts of the mRNAs studied by means of the second-derivative maximum method, with LightCycler 480
analysis software and 18S RNA as the invariant control for all studies.

Aurka F AGC-GTT-TGC-CAA-CTC-AGT-G
Aurka R TCT-AGA-ATA-TGC-GCC-CCT-TG
Aurkb F TGA-GAT-TGG-GCG-TCC-TTT-G
Aurkb R CCC-GAG-CCA-AGT-ACA-CGT-TT
CcnA2 F GCC-TTC-ACC-ATT-CAT-GTG-GAT
CcnA2 R TTG-CTC-CGG-GTA-AAG-AGA-CAG
CcenB1 F AAG-GTG-CCT-GTG-TGT-GAA-CC
CenBI R GTC-AGC-CCC-ATC-ATC-TGC-G
Pgc-1aF ATA-CCG-CAA-AGA-GCA-CGA-GAA-G
Pgc-1aR CTC-AAG-AGC-AGC-GAA-AGC-GTC-ACA-G
G6PaseF ACT-GTG-GGC-ATC-AAT-CTC-CTC
G6PaseR CGG-GAC-AGA-CAG-ACG-TTC-AGC
Srebpl F AAC-GTC-ACT-TCC-AGC-TAG-AC
Srebpl R CCA-CTA-AGG-TGC-CTA-CAG-AGC
Accl F GGG-ACT-TCA-TGA-ATT-TGC-TGA-TTC-TCA-GTT
Accl R GTC-ATT-ACC-ATC-TTC-ATT-ACC-TCA-ATC-T
Egfr F ATG-TCC-TCA-TTG-CCC-TCA-AC
EgfrR GCA-TGG-GCA-GTT-CCC-TAA-G
Met F GAC-CTC-AGT-GCT-CTA-AAT-CCA-G
Met R TCC-AGC-AAA-GTC-CCA-TGA-TAG
Bubl F CAA-AAG-CAT-TTG-CTT-CTT-TCC
Bubl R TGA-AGA-ACT-GAG-AGC-CCA-GAA
Cenpa F AGT-TCT-GGC-GGT-CCT-GAC-G
Cenpa R CCG-CCT-TCC-CTA-AGC-CTT-CT
Cenpb F GGA-GTC-ACC-ACC-CAG-GCT-CT
Cenpb R GCA-GAA-GGA-CCC-GAC-GAG-AT
Cenpe F TCA-TAC-ACA-TCG-GAC-GCC-ACT-GAA
Cenpe R ACT-CTT-TCT-TAG-CGT-CAA-GGG-CCA
Gsk3 beta F TCC-ATT-CCT-TTG-GAA-TCT-GC
Gsk3 beta R CAA-TTC-AGC-CAA-CAC-ACA-CAG-C
Mad211 F TTT-GAG-ATG-ACC-ACC-AG
Mad2ll R ACT-GAC-CCC-GAG-CTC-ATA-AA
PIk1 F CCC-CAC-CAG-AAG-GAG-AAG-ATG
Plk1 R AAA-TAC-AAA-TAC-AAA-GTC-GCT-GTC-C

Preparation of total protein extracts and immunoblotting

Total proteins were extracted from snap-frozen livers as described previously (Celton-Morizur et al., 2009).
Protein concentration was determined using the bicinchoninic acid assay (Bio-Rad Protein Assay). Proteins (50
ng) were resolved by SDS-PAGE and then transferred onto nitrocellulose membranes (0.45-um pore size),
which were incubated overnight at 4°C with primary antibodies. Primary antibodies used for western blotting
were the following anti-Akt (1:2000, Cell Signaling Technology, 9272), anti-phospho Akt (Ser 473) (1:4000,
Cell Signaling Technology, 9271), anti-AMPKa (1:2000, Cell Signaling Technology, 2532), anti-phospho
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AMPKoa (Thr 172) (1:2000, Cell Signaling Technology, 2535), anti-Cyclin B1 (1:1000, Cell Signaling
Technology, 4138), anti-EGFR (1:2000, Cell Signaling Technology, 2532), anti-phospho EGFR (Tyr 1068)
(1:1000, Cell Signaling Technology, 2234), anti-phospho EGFR (Tyr 1173) (1:1000, Thermo Fisher, MAS-
15158), anti-ERK (1:4000, Cell Signaling Technology, 9102), anti-phospho ERK (Thr 202-Tyr 204) (1:4000,
Cell Signaling Technology, 9101), anti-GSK3 (1:1000, Cell Signaling Technology, 9315), anti-phospho
GSK3B (Ser 9) (1:1000, Cell Signaling Technology, 9336), anti-LKB1 (1:2000, Cell Signaling Technology,
3047), anti-STAT3 (1:1000, Cell Signaling Technology, 9132), anti phospho STAT3 (Tyr 705) (1:1000, Cell
Signaling Technology, 9145); anti-YAP (1:4000, Cell Signaling Technology, 4912), anti-Met (1:500 dilution,
Thermo Fisher, MA5-15198), anti Phospho Met (Tyr1349) (1:500 dilution, Thermo Fisher, MA5-15082), anti-
Cyclin A2 (1:1000, abcam, ad32386), anti and anti-y-Tubulin (1:10000, Sigma Aldrich, GTUS88). The protein-
bound primary antibodies were detected with an appropriate horseradish peroxidase—conjugated secondary
antibody (Thermo Fisher). Immunoreactive bands were revealed using the “Clarity Western ECL Substrate”
purchased from Bio-Rad. Blots were exposed to Amersham Hyperfilm (GE Healthcare). In all immunoblotting,
y-tubulin was used to normalize the results.

Microarray and gene expression analysis

Total RNA from mouse liver tissue (n=4 per group), 48 hours after hepatectomy, was extracted using Trizol
protocol (Invitrogen). All RNA processing steps, microarrays and statistical analysis were carried out by the
Genom’IC facility (Institut Cochin, INSERM U1016, Paris, France). RNA quality was checked with a
Bioanalyzer 2100 (with the Agilent RNA6000 pico chip kit). Reverse transcription were carried out on 400 pg of
total RNA, following the Ovation Pico WTA System V2 (Nugen). Sens Target DNA (5 pg) are then hybridized
to GeneChip® MTA1.0 (Affymetrix), washed and finally scanned using the GCS3000 7G. The scanned images
are then analyzed with Expression Console software (Affymetrix) to obtain raw data (CEL Intensity files) and
metrics for Quality Controls. A two-way analysis of variance (ANOVA) was applied for each gene to identify
genes differentially expressed between both groups (CTR / Lkb1%™P). Then, p-values and fold changes were
used to filter and select differentially expressed genes.

Gene set enrichment analysis (GSEA) were performed on control and Lkb12"™P mice tissues with BioCarta and
KEGG gene sets (www.broad.mit.edu/gsea). To characterize significantly enriched or depleted groups of genes,
this statistical study tests the relative position of a collection of genes (GeneSet) within an independent, ranked
data set (GeneList). Using a statistical analysis, the nominal p value and false discovery rate (q value) were
defined, based on 1,000 random permutations between the different GeneSets studied. According to the software
developers, results were significant for p value < 0.05 and q value < 0.25 (false discovery rate below 25%).
Microarray data were referenced with the GSE number (GSE100605) on Gene Expression Omnibus NCBI site.

Array CGH

Genomic DNA from liver samples (n=4) was isolated using PureLink Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen).
Array CGH was performed by HELIXIO using the Agilent SurePrint G3 Mouse CGH Microarray 4x180K
(AMADID 027411). Labelling, Hybridization, washing, scanning and data extraction was conducted according
to the manufacturer’s protocol. Briefly, 1 pg of genomic DNA samples were digested, with two restriction
enzymes Alul and Rsal. The labeling was assessed using SureTag Complete DNA Labeling Kit (Agilent
Technologies), with incorporation in DNA samples of dUTP coupled to cyanine 5 (Cy5) or cyanine 3 (Cy3).
Data were extracted after hybridisation, washing and scanning of slides using Feature Extraction 11.5.1.1
software (Agilent Technologies) and the log ratio [log (cy5 processed signal / cy3 processed signal)] was
measured. Following data extraction, raw results were analyzed with Agilent Genomic Workbench Lite Edition
6.5 (Agilent Technologies) to detect and identify chromosomal aberrations (aneuploidy and genomic copy
number variations). Finally, Aberration Detection Method 2 (ADM?2) statistical algorithm makes it possible to
identify regions for which the average of the absolute value of the log ratio is higher than the specified threshold.
To minimize the detection of nonrelevant variants, data analyses were performed using threshold 6.0. ADM2
results were then filtered with the following parameters: Minimum number of oligonucleotides varying by
region: 3; Absolute value of the log ratio: > 0,25.
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Mes travaux de thése ont permis de démontrer que la master kinase LKBI est un
acteur essentiel de la régénération hépatique régulant notamment la prolifération hépatique et
I'intégrité génomique (Figure 35). Cette kinase est tout d’abord essentielle a la sortie de
quiescence des hépatocytes, en controlant la signalisation EGFR. Nos résultats soulignent
également que LKBI contréle la polarité de la division cellulaire et est de ce fait un gardien de
la ploidie cellulaire. Au cours de cette discussion, j’aborderai trois points majeurs :

(1) Comment LKBI1 régule la voie EGFR, des mécanismes directs ou indirects sont-ils en
jeu?

(2) Quelles voies de signalisation contrélées par LKB]1 régulent la division cellulaire ?

(3) Existe-t'll des altérations d’expression de Lkb1 au cours de la carcinogenése hépatique

en lien avec I'instabilité chromosomique ?
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Figure 35 : LKBI1 : gardien de la prolifération hépatocytaire et de ’intégrité
génomique
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1. LKBI1 : régulateur de la prolifération hépatocytaire

Notre étude a clairement établi que la délétion de Lkbl, spécifiquement dans les
hépatocytes, induit une augmentation drastique de la réponse proliférative hépatocytaire, au
cours de la régénération hépatique. En absence de LKBI, la réplication de ’ADN est
effectivement observée 10 heures avant les hépatocytes controles, suggérant une réduction
considérable de la phase G1. Nos résultats ont mis en exergue I'implication de la signalisation
EGFR dans ce phénotype. Dans notre modele, les foies Lkb14 perdent leur statut quiescent,
en raison de l'activation de PEGFR, et présentent un état que nous appelons « pré-primés ».
Cet état sensibilise les foies LkbI4% a des stimuli pro-prolifératifs et ainsi leur permet de
répondre plus rapidement aux signaux induits par I’hépatectomie. Ces résultats ont été
confirmés lors d’expériences de sauvetage phénotypique. En effet, [Pinhibition
pharmacologique de I'EGFR, dans les souris déficientes pour LkbI, est suffisante pour
restaurer un état de quiescence. Ces travaux nous ont permis de démontrer que LKBI est un
acteur clé de la sortie de quiescence des hépatocytes, lors du processus de régénération
hépatique, suite a une HP.

Comme nous I'avons vu au cours de I'introduction, chez I’'Homme, la régénération hépatique
est induite en réponse a différents types de lésions tissulaires. Les dommages, causés par des
stress divers, tels que I’alcool, les virus, les toxines, I'ischémie, les hépatites auto-immunes ou la
transplantation hépatique, provoquent 'installation de cycles de lyse/régénération. Il est donc
judicieux de s’interroger sur le role de LKBI1 dans la sortie de quiescence des hépatocytes,
induite suite a ces différents dommages. Fait intéressant, le role de 'EGFR, dans la réponse
régénérative, n‘est pas toujours pro-prolifératif et semble largement dépendre du type de
lésions infligées au tissu hépatique (Komposch and Sibilia, 2015). Ainsi, dans un processus de
lyse/régénération induit par CCl4, 'EGFR ne participe pas a la réponse proliférative
hépatocytaire. Scheving et ses collaborateurs ont effectivement démontré, dans un modele
murin, que I'inhibition de 'EGFR, spécifiquement dans les hépatocytes, ne contrarie pas la
régénération hépatique induite par CCl4 (Scheving et al., 2015). D’autre part, les dommages
causés sont également identiques a ceux observés dans les souris controles, suite au CCl4
(Scheving et al., 2015). Notre étude ayant mis en évidence un lien entre LKB1 et EGFR, nous
avons donc initié des expériences préliminaires de CCl4, sur des souris contrdles et Lkb 14k,
En corrélation avec I’étude de Scheving, la perte de LKBI ne contrarie pas la réponse

proliférative, suite a des cycles de lyse/régénération induits par le CCl4. En effet, nous
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Discussion

n’avons pas noté de différence d’incorporation du BrdU (Bromodésoxyuridine), marqueur de

la phase S, entre les hépatocytes contrdles et Lkb 14 (Figure 36).

Controle Lkb14hep

Figure 36 : La perte de LKB1 n’altére pas la réponse proliférative induite par CCl4

Imunombhistochimie BrdU réalisée sur coupes de foies contrdle et Lkb14%. Les échantillons ont été prélevés 40
heures apres injection de CCl4.

Cependant, nous n’avons pas encore examiné si la perte de LKB1 impacte sur les dommages
tissulaires et par la suite il sera donc important de compléter notre analyse. Finalement, ces
résultats, bien que préliminaires, ont permis de renforcer le lien entre LKB1/EGFR et ont
également établi que leur réle dans le contréle de la prolifération est largement dépendant du
stimulus infligé au tissu.

La découverte du lien étroit entre LKB1 et EGFR, dans la régénération hépatique (HP), a
soulevée différentes questions, auxquelles il serait intéressant de répondre dans la continuité
de cette étude. Quelles interactions existent entre la master kinase et le récepteur ? Sont-elles
directes ou indirectes ? Outre une signalisation intrinséque, est ce que des signaux
extrinséques pourraient participer a cette réponse pro-proliférative, médiée par 'EGFR ?

Afin de répondre a ces questions, nous avons recherché des facteurs pro-prolifératifs, connus
dans les mécanismes de régénération, pouvant réguler 'expression de 'EGFR. Deux acteurs
sont rapidement apparus comme des candidats potentiels : 3-caténine et YAP.

La p-caténine est un facteur clé du processus de régénération hépatique et intervient
notamment dans les étapes précoces de la régénération (Monga et al., 2001; Torre et al.,
2011). Son lien avec PEGFR a été largement décrit dans la littérature dans différents tissus
(Hu and L1, 2010; Paul et al., 2013; Tan et al., 2005). Dans le tissu hépatique, I'existence de

cette interaction a également été renforcée par la découverte d’un site de liaison a TCF (T-cell
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factor family protein) dans le promoteur de 'EGFR (Tan et al., 2005). D’autre part, dans un
modele d’extinction de [3-caténine, spécifiquement dans les hépatocytes, il a notamment été
montré que la réduction de Pexpression de PEGFR contrecarre la régénération hépatique
(Tan et al, 2006). Fait intéressant, une étude récente a montré que LKBI inhibe la
prolifération de cellules cancéreuses gastriques en réprimant la translocation nucléaire de f3-
caténine et Yap (Ma et al., 2016). La [-caténine semblait donc étre un candidat prometteur.
Toutefois, nos récents résultats nous laissent penser que LKBI ne semble pas contrdler la
prolifération hépatocytaire, via la 3-caténine. Au cours de la régénération, nous n’avons pas
mis en évidence de différences dans 'expression de la forme active de [3-caténine, entre les
animaux controles et Lkb19 (Figure 37A). De plus, 'analyse des messagers de différentes
cibles de [-caténine dans le foie, comme la Glutamine Synthétase (GS) ou ’Axine 2, n’a pas

non plus révélé de différence (Figure 37B).
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Figure 37 : LKB1 ne controle pas la prolifération hépatocytaire via la §-caténine

Finalement, la fonction d’activateur transcriptionnel de la [3-caténine a également été
investiguée m vilro par une étude préliminaire TOP/FOP Flash Assay (Plasmide TCEF-
rapporteur), sur des cultures primaires d’hépatocytes controles et Lkb14%. Au cours de cette
expérience, aucune différence de lactivité luciférase n’a été révélée entre les deux groupes
d’animaux, soutenant I'idée d’une fonction de LKB1, indépendante de la [3-caténine.

Concernant YAP, différents travaux ont démontré son importance au cours du processus de
régénération (Liu et al., 2010a; Liu et al., 2009; Michalopoulos, 2017; Yimlamai et al., 2014).
Dans les cellules de mammiferes, la voie de signalisation Hippo permet de controler I'entrée
de YAP dans le noyau. L'activation des kinases LATS (Large Tumor Suppressor Kinase)

induit la phosphorylation de Yap, conduisant soit a sa dégradation, soit a sa séquestration

174



cytoplasmique par le facteur 14-3-3. Dans le noyau, Yap fonctionne comme un facteur de
transcription, en activant différentes signalisations impliquées notamment dans la prolifération
et la croissance cellulaire. Au cours de ma thése, une étude, publiée par le groupe de
Fernando Camargo, révélait un lien entre LKB1 et YAP dans la prolifération hépatocytaire.
En effet, dans un systtme murin d’extinction de LKBI, spécifiquement dans le foie, les
auteurs démontraient une augmentation de la prolifération hépatocytaire a I’état basal,
relative a une activation de YAP (Mohseni et al., 2014). Nous nous sommes donc penchés sur
le facteur YAP. Cependant, nos résultats n’ont fourni aucune preuve de dérégulation de YAP,
dans notre modele Lkb14%¢. Par analyse western blot, nous avons montré que la forme non-
phosphorylé de YAP (forme active) n’est pas augmentée en absence de LKBI1. D’autre part,
Iexpression des messagers de deux des principales cibles de YAP (Cyr61, Cigf (Connective
tissue growth factor)) n’est pas induite dans les foies Lkb14%. Dans le modele de Camargo,
Iextinction de LKBI reposait sur I'utilisation d’un adénovirus Cre. Ainsi, la divergence des
résultats obtenus dans I’étude de Camargo et la notre pourrait étre expliquée par I'induction
de signaux pro-prolifératifs différents, notamment suite a l‘utilisation d’un adénovirus connu
pour étre associé a une réponse inflammatoire.

Bien que prometteurs, ces deux candidats ([3-caténine, YAP) n’ont finalement pas permis
d’expliquer le lien entre LKB1 et EGFR. Finalement, d’autres facteurs pourraient réguler
Iexpression de I’fgfr, en se fixant sur des séquences « enhancer » distales ou proximales. Dans
ce but, nous pourrions réaliser des expériences de «foot-printing », nous permettant ainsi
d’identifier des protéines et facteurs de transcription fixés sur des séquences a proximité du
gene codant pour PEGFR. Enfin, nous ne pouvons pas exclure la possibilité de modifications
post-transcriptionnelles permettant la stabilisation de ’ARN messager de TEGFR.
Actuellement, nos travaux ne nous permettent pas d’établir clairement st LKB1 contréle
uniquement I’expression de I’/gfr. Ainsi nous avons émis une seconde hypothese, dans laquelle
la master kinase pourrait également réguler des signaux extrinseques, essentiels a I’activation
de ’EGFR et au processus de régénération. Nous avons suggéré 'importance de ces signaux
dans la réponse pro-proliférative, médiée par TEGFR dans les foies Lkb 14 lors d’expériences
de prolifération réalisées n vitro. Classiquement, dans un modele de culture primaire, les
hépatocytes effectuent un cycle de division en 60 heures et présentent un pic de phase S entre
36 et 48 heures. Dans ce contexte « cell autonomous », nous avons été surpris de n’observer
aucune prolifération des hépatocytes Lkb14# comparativement a des hépatocytes controles

(Figure 38). Nos résultats semblent donc soutenir I'idée que la prolifération, observée n vivo
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en absence de LKBI, est dépendante d'un dialogue entre I’hépatocyte et les signaux

microenvironnementaux.

24H 36H 48H 60H

Figure 38 : In vitro,la perte de LKB1 inhibe la prolifération hépatocytaire

Controle

Lkb14hep

Immunofluorescence BrdU (vert) et hoechst (rouge), sur cultures primaires d’hépatocytes controle et Lkb 14k,
La cinétique de prolifération a été suivie a 24 — 36 — 48 — 60 heures apres perfusion du foie.

Pour rappel, dans le foie, de nombreux ligands sont responsables de ’activation de TEGFR.
Suite a des lésions ou au cours de la régénération hépatique, I'expression de la plupart des
ligands I’EGFR est augmentée, comme cela a été observé pour 'EGF, HB-EGF, TGFa ou
I’Amphiréguline (Berasain and Avila, 2014; Berasain et al., 2005; Kiso et al., 1995; Komposch
and Sibilia, 2015; Webber et al.; 1993). Nous avons donc analysé I’expression des messagers
de ces ligands, i vivo, dans le modele Lkb14% avant et apres hépatectomie. Nos résultats
n’ont pas mis en évidence de modifications de l'expression d’HB-EGF, TGFa ou de
I’Amphiréguline (Figure 39). En revanche, nous avons noté une augmentation de 'EGF en

absence de LKB1, mais ce résultat reste non significatif (Figure 39).
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Figure 39 : Expression des ligands de ’EGFR dans les foies quiescents de souris
controles et LkbI*"”

L’EGF est un facteur produit a extérieur du tissu hépatique, par les glandes salivaires et le
duodénum. Le facteur de croissance est ainsi acheminé, via la circulation sanguine, et arrive
en zone périportale afin d’activer la prolifération hépatocytaire. Par la suite, il serait donc
pertinent d’étudier les taux d’EGF circulants afin de valider nos résultats. Dans ce but, le
prélévement de sérum dans la veine porte, dans les souris Lkb/4% pourrait nous permettre
d’analyser précisément des dérégulations du signal EGF, suite a une analyse par Elisa.
D’autres ligands de PEGFR sont aussi connus pour participer au processus de régénération,
comme ’épiréguline (EREG). En effet, différents travaux ont démontré I'importance de ce
ligand dans la régénération hépatique. Toutefois, bien que l'expression de PEREG soit
augmenté et participe a ce processus, son inhibition, seule, ne suffit pas a contrecarrer la
régénération (Berasain and Avila, 2014; Komurasaki et al., 2002; Tomita et al., 2014). Fait
notable, au cours de ’analyse transcriptomique, réalisée 48 heures apres HP sur des tissus
hépatiques controles et Lkb 14, FPEREG sort en 25¢me position des geénes différentiellement
exprimés dans les foies déficients pour LKB1 (GSEA — pathway « M phase of the mitotic cell
cycle »). Il serait donc intéressant d’étudier les niveaux d’expression des messagers de 'EREG,
dans le foie quiescent et a des temps plus précoces de la régénération en absence de LKBI.
Komurasaki et ses collaborateurs ont montré i vitro, dans des cultures primaires d’hépatocytes
de rat, que la réponse proliférative était plus importante suite a une stimulation EREG,
comparativement a PEGF (Komurasaki et al., 2002). Dans nos cultures primaires, il est
important de rappeler que la prolifération hépatocytaire est stimulée par PEGF. Les
hépatocytes Lkb 14 ne semblent donc pas répondre a ce seul signal i vitro. Dans la suite de ce
projet, il serait intéressant de stimuler les hépatocytes primaires LkbI¥% avec de TEREG et

constater si cet évenement suffit a restaurer la réponse proliférative.
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2. LKBI1 : sentinelle de la fidélité mitotique

Au cours de notre étude, nous avons également démontré que LKBI est un gardien de
I'intégrité génomique, durant le processus de régénération. En mitose, ’absence de LKB1 est,
en effet, associée a de nombreux défauts d’organisation et d’orientation du fuseau mitotique
ainsi que de lalignement des chromosomes. Ces événements sont a Iorigine d’un arrét du
cycle a la transition métaphase/anaphase, dans les hépatocytes Lkb /4%, Dans la littérature, cet
arrét est induit par 'activation du Spindle Assembly Checkpoint (SAC). Ce point de controle
agit afin de maintenir la stabilité génomique, en retardant la progression en anaphase jusqu'a
ce que la ségrégation correcte des chromosomes puisse étre garantie (Nezi and Musacchio,
2009). Dans le modéle LkbI%¢, nous avons mis en évidence, grace a Ianalyse
transcriptomique précédemment décrite, une surexpression d’'un certain nombre de genes
impliqués dans la régulation de ce point de controle. Nos résultats ont ainsi confirmé
lactivation du SAC suite a I’émergence de nombreux défauts mitotiques, en absence de
LKBI. Dans notre modele, ces anomalies mitotiques sont également corrélées a une perte de
la polarité hépatocytaire, dans les foies Lkb 4.

Pendant la mitose, I'hépatocyte adopte une polarité spécifique et oriente le pole de son fuseau
mitotique a proximité du domaine apical (Slim et al., 2014). Dans Pintroduction, nous avons
évoqué l'importance de la polarité au cours de la mitose, pour la formation et le
positionnement correct du fuseau. Ce dernier est formé de différents composants, tels que les
centrosomes : centre organisateur de ’ensemble du réseau de microtubules ; les microtubules
astraux (MTA): permettant Dancrage et la stabilit¢ de fuseau; les microtubules
kinétochoriens (MTK) : responsables de la ségrégation des chromosomes.

Au vu des défauts importants de 'organisation des fuseaux, en absence de LKBI, est ce que
I'un ou plusieurs de ces éléments pourrait étre défectueux dans le modele Lkb14% et ainsi
contribuer a l'activation du SAC ? La formation d’un fuseau conforme étant primordiale au
maintien de 'intégrité mitotique, en perspective de notre étude, il sera donc important de
caractériser plus précisément les défauts du fuseau mitotique, observés dans les foies Lkb 4.
Tout d’abord, concernant les microtubules astraux, la polarit¢é mitotique permet le
positionnement de deux structures corticales opposées, qui permettent I’ancrage des deux
ensembles de MTA dans la membrane plasmique latérale, a équidistance du domaine basal
(Slim et al., 2014). La polymérisation des MTA doit donc étre suffisante et dirigée vers le
cortex, afin d’ancrer le fuseau au cortex et d’orienter la mitose, mais également pour exercer

une tension suffisante pour maintenir le fuseau et permettre l'attraction correcte des
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chromosomes en anaphase. Dans la suite de notre projet, il serait intéressant d’observer
I'intégrité de ce réseau astral. Pour cela 'utilisation d’une microscopie confocale, combinée a
une reconstitution en 3D, nous permettra de visualiser la longueur, Iorientation et le nombre
de ces microtubules, aprés immunofluorescence marquant ces fibres (anticorps : a ou [3-
tubuline). En mitose, la polymérisation des MTK est également essentielle pour 'exploration
dans la cellule, afin de « capturer » ’ensemble des kinétochores. D’autre part, il doit s’exercer
une tension suffisante entre les deux kinétochores d’'un méme chromosome, pour permettre
une ségrégation chromosomique fidele. Par la suite, nous souhaiterions donc caractériser le
réseau de MTK en réalisant des immunofluorescences, marquant a la fois les microtubules
(anticorps : a ou [-tubuline) et les kinétochores (anticorps : CENP (Centromere protein) ou
CREST), sur coupes de foie 48 heures post-hépatectomie (temps de la mitose). Ainsi, ces
expériences nous permettraient de contréler que chaque kinétochore est associé a un
microtubule, mais également de mesurer la distance entre les deux kinétochores d’'un méme
chromosome, reflet de la tension exercée par les MTK. Enfin, le dernier, mais pas des
moindres, composant du fuseau que nous souhaiterions caractériser dans le modele Lkb 4%
est le centrosome. Le positionnement correct des centrosomes, ainsi que leur regroupement,
dans le cas de cellules polyploides, est capital a la mise en place d’'un fuseau bipolaire.
Organisateur clé de 'ensemble du réseau de microtubules, un défaut de leur nombre ou de
leur positionnement conduirait a d’importantes anomalies mitotiques, ainsi qu’en aval a la
genese de cellules hautement polyploides et aneuploides, comme observées dans le modele
Lkb1%. Dans la continuité de nos travaux, il sera donc essentiel de réaliser une analyse en
immunofluorescence (y-tubuline), afin de dénombrer et de valider le positionnement correct
de ces centrosomes dans les hépatocytes Lkb 14k

L’autre question majeure qui devra étre adressée dans notre modele sera : quelles cibles de
LKBI peuvent étre impliquées dans le controle de I'intégrité mitotique des hépatocytes?

Lors de la caractérisation du fuseau, ’ensemble des nouveaux résultats que nous obtiendrons,
nous permettra de nous orienter plus particulicrement vers certaines cibles de LKBI.

La premicre cible potentielle a laquelle nous penserions instinctivement est ’AMPK. En effet,
des études antérieures ont démontré, dans différents systemes, que la signalisation
LKB1/AMPK est essentielle pour la polarité et la division cellulaire, notamment en
controlant l'orientation du fuseau (Brenman, 2007; Jansen et al, 2009; Nakano and
Takashima, 2012; Sebbagh et al., 2011). In vitro, dans des cellules épithéliales rénales, Wei et
ses collaborateurs ont notamment démontré que la délétion de Lkb7 (SIRNA) conduit a une

localisation aberrante de I'AMPK activé sur le fuseau mitotique (Wei et al., 2012). Toutefois,
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ce phénotype ne semble pas étre conservé dans le tissu hépatique. En effet, nos résultats ont
montré que 'activité de PAMPK n’est pas éteinte dans les animaux Lkb/4. De plus, nous
avons également établi que la perte de 'AMPK dans le parenchyme hépatique n'a aucun
impact sur P'intégrité du fuseau mitotique. Par conséquent, dans le foie, LKB1 controle la
polarité de division cellulaire, indépendamment de 'AMPK. Dans I'introduction, nous avons
également vu que LKBI peut réguler la polarité, notamment via la famille des MARKSs
protéines (Jansen et al., 2009; Nakano and Takashima, 2012; Sebbagh et al., 2011). Parmi ces
kinases, Parlb, aussi appelé MARK2, pourrait étre un candidat potentiel. Fait intéressant,
dans des lignées de cellules rénales et hépatocytaires, il a ét¢ démontré que Parlb controle
l'orientation du fuseau mitotique, en régissant la fixation des MTA dans le cortex (Lazaro-
Dieguez et al.,, 2013; Slim et al., 2013). En corrélation avec des marqueurs de polarité, I’étude
de la localisation de Parlb/MARK?2, au cours de la division des hépatocytes Lkb 14", pourrait
nous permettre de définir si cette kinase peut participer au programme mitotique, médié par
LKBI, au cours la régénération du foie. Enfin, si nous constatons des défauts associés aux
centrosomes, une autre cible connue pourrait se montrer d’intérét : la Polo-like kinase 1 ou
PLK1. Une étude récente a effectivement mis en évidence, i vitro, 'implication de LKB1 dans
la régulation de la duplication des centrosomes, indépendamment de 'AMPK, mais via la
régulation de PLK1 (Werle et al., 2014). Dans cette étude, la perte de LKBI conduit a une
augmentation des formes phosphorylée et totale de la protéine PLKI, associée a une
amplification du nombre de centrosomes. Ces évenements conduisent dans ces cellules a un
retard de mitose, a I’émergence de contingents bi et multinucléés, ainsi qu’a une
augmentation de la polyploidie (Werle et al., 2014). Au regard de cette interaction entre
LKBI1 et PLKI, il serait donc important, dans notre modele Lkb14%  d’étudier les niveaux
d’expression, totale et phosphorylée, de la protéine PLKI.

Finalement, nous ne pouvons pas exclure, la possibilité de I'intervention d’une autre protéine,

ciblée par LKB1, telle que d’autres isoformes de la famille des MARKSs protéines.
3. LKBI1 : gardien de I’intégrité génomique hépatocytaire

Nos travaux ont par ailleurs démontré que la perte de LKB1 dans le tissu hépatique
conduit en fin de processus régénératif' a la mise en place d’une instabilité chromosomique.
Ainsi, nous observons a la fois la présence d’un contingent polyploide mononucléé, généré par
un mécanisme de « mitotic slippage », mais également d’un contingent aneuploide, li¢ au

contournement de I’arrét en métaphase et a une progression en anaphase malgré la présence
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de chromosomes non alignés. LKBI agit donc dans le tissu hépatique comme un gardien de
I'intégrité génomique. Il est intéressant de noter que cette fonction semble identique a celle
d’APC dans le tissu intestinal. Comme nous ’avons vu dans I'introduction, la perte ’APC est
associée a I'amplification d’un contingent polyploide, généré par un mécanisme de « mitotic
slippage ». Dans le cas du cancer du célon, il existe également un hot spot de mutation p33 et
la combinaison de ces deux parametres présente un risque majeur. En effet, dans ce contexte
P53 muté, les cellules polyploides engendrées par « mitotic slippage », suite a la perte d’APC,
pourraient échapper au programme d‘apoptose et proliférer de fagon incontrolée, participant
ainsi au processus de tumorigenese intestinale.

A ce jour, 'implication de la kinase LKB1 dans le processus de tumorigenese hépatique
demeure peu étudiée. Le carcinome hépatocellulaire (CHC) représente la troisieme cause de
mortalité par cancer dans le monde. Les principaux facteurs de risque du CHC sont les
infections par le virus de I’hépatite B et C, la consommation excessive d’alcool, les surcharges
en fer, I'exposition a I’aflatoxine B1 ou les stéatohépatites non alcooliques (liées notamment a
Iobésité, au diabete de type 2). Des travaux récents de génomique fonctionnelle ont permis
d’identifier et de grouper les CHC en fonction de la présence d’altérations génétiques. Ces
analyses ont permis de confirmer d’une part la fréquence des mutations de CTNNBI (codant
pour le B-caténine), d’AXINI et de TP53, mais également d’identifier de nouvelles signatures
moléculaires associées notamment au remodelage de la chromatine (ARIDIA, ARID2), au
stress oxydant (NRF2, KEAPI), a différents régulateurs du cycle cellulaire (IRF2, ATM) et a
la voie Ras/raf/Map kinase (FGF19, RPS6KA) (Guichard et al., 2012). L’analyse des
séquences non-codantes a aussi mis en évidence des mutations somatiques de la séquence
promotrice du géne codant pour la télomérase transcriptase inverse (I'ER'T) (Nault et al.,
2014). Il est important de rappeler que selon I'étiologie et la signature moléculaire, les tumeurs
sont également répertoriées de la maniere suivante : peu, modérément ou totalement
différenciées, en corrélation notamment avec la mise en place d’une CIN. Ainsi, les tumeurs
arborant des mutations p33 sont associées a une instabilité chromosomique et un état
indifférencié; a l'inverse les tumeurs [-caténine sont génétiquement stables et bien
différenciées. Certains sous-groupes de CHC étant clairement associés a la présence d’une
CIN, 1l serait intéressant de savoir si de potentielles altérations de lexpression de Lkbl
prennent place en aval d’un hit oncogénique, participant ainst a ’émergence d’une instabilité
génomique dans ces groupes. D’autre part, LKB1 étant une master kinase, méme si aucune
différence d’expression des messagers n’était constatée lors de cette analyse, il serait nécessaire

d’étudier Pactivité de la kinase dans cette méme cohorte. Finalement, outre I'instabilité
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chromosomique, le laboratoire a récemment découvert que les tumeurs p53 présentent une
augmentation drastique de la polyploidie. Différentes signatures moléculaires des CHC
pourraient étre associées a I’émergence de contingents hautement polyploides et aneuploides,
ainsi 1l serait vraiment intéressant de savoir si des altérations de LKB1 peuvent participer a la
genese de ces populations, dans I’hépatocarcinogenése humaine. Ces travaux pourraient
également nous permettre de définir si ces variations d’expression de LKB1 correlent avec

une signature moléculaire particuliére.
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Introduction

The liver is a fascinating organ with multiple functions and
remarkable features. In addition to its crucial role in a wide array
of metabolic processes, it also possesses regenerative capabilities
that enable it to respond to several types of damage. Although
the liver is made up of various cell types, hepatocytes account for
78% of liver volume and 70% of all liver cells (1), and these cells
carry out most of the important functions of the liver. Hepatoc-
ytes are quiescent and differentiated cells, with an average life
span ranging from 200 to 300 days. Moreover, mammalian hepa-
tocytes are able to increase their number of chromosome sets, a
phenomenon called polyploidization. Polyploid hepatocytes are
characterized by the number of nuclei per cell (cellular ploidy)
as well as the ploidy of each nucleus (nuclear ploidy). In rodents,
hepatocytes are mainly tetraploid (binuclear with 2 diploid nuclei
or mononuclear with 1 tetraploid nucleus) and octoploid (binu-
clear with 2 tetraploid nuclei or mononuclear with 1 octoploid
nucleus) (2, 3). In humans, hepatocytes are essentially tetraploid
(4, 5). Although the process of liver polyploidization has been
documented extensively (6-8), this phenomenon remains poorly
understood. During postnatal development, a scheduled division
program characterized by incomplete cytokinesis results in the
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Polyploidization is one of the most dramatic changes that can occur in the genome. In the liver, physiological polyploidization
events occur during both liver development and throughout adult life. Here, we determined that a pathological
polyploidization takes place in nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD), a widespread hepatic metabolic disorder that

is believed to be a risk factor for hepatocellular carcinoma (HCC). In murine models of NAFLD, the parenchyma of fatty

livers displayed alterations of the polyploidization process, including the presence of a large proportion of highly polyploid
mononuclear cells, which are rarely observed in normal hepatic parenchyma. Biopsies from patients with nonalcoholic
steatohepatitis (NASH) revealed the presence of alterations in hepatocyte ploidy compared with tissue from control
individuals. Hepatocytes from NAFLD mice revealed that progression through the S/G, phases of the cell cycle was inefficient.
This alteration was associated with activation of a G,/M DNA damage checkpoint, which prevented activation of the cyclin
B1/CDK1 complex. Furthermore, we determined that oxidative stress promotes the appearance of highly polyploid cells, and
antioxidant-treated NAFLD hepatocytes resumed normal cell division and returned to a physiological state of polyploidy.
Collectively, these findings indicate that oxidative stress promotes pathological polyploidization and suggest that this is an
early event in NAFLD that may contribute to HCC development.

genesis of binuclear tetraploid hepatocytes (2x2n), which sub-
sequently play a pivotal role in liver polyploidization (3, 9-11).
Remarkably, during postnatal development and adult life, hepa-
tocytes are able to increase their DNA content but also reduce it
through a process call “ploidy reversal” (2, 12). In fact, polyploid
hepatocytes undergo multipolar mitosis, producing daughter cells
with half the chromosome content but also with aneuploid con-
tent. Polyploid hepatocytes use dynamic aneuploidization and
polyploidization to induce genetic heterogeneity and thus main-
tain homeostasis or cope with environmental stress (13). Hepa-
tocytes in adult rodents and humans retain a remarkable ability
to proliferate in response to damage. In these circumstances, the
liver polyploidy profile can also be modified. Signals promoting
hepatocyte polyploidy include liver regeneration following par-
tial hepatectomy (14), metabolic overload (15, 16), chemical over-
load (17), oxidative damage (18), and viral infection (5). However,
the cellular and molecular mechanisms regulating polyploidy in
these different situations are not fully understood.

We showed previously that insulin signaling controls the gen-
esis of polyploid hepatocytes during liver development through
the PI3K/AKT pathway by regulating the late stages of mitosis (19,
20). The close connection between liver physiology and insulin
signaling prompted us to investigate whether polyploidy is modi-
fied during metabolic disorders of the liver, such as nonalcoholic
fatty liver disease (NAFLD). This metabolic disease is commonly
associated with metabolic syndrome (MS), obesity, and type 2 dia-
betes (21, 22). Due to the increasing incidence of obesity, NAFLD
has become a worldwide health concern. NAFLD includes a large
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Table 1. Cellular ploidy of the NAFLD mouse models (by image
quantification)

NAFLD models Mononuclear Binuclear Pvalue SEM
proportion (%)  proportion (%)
ob/ob 83.6 16.4 <0.001 +13
WT 571 429 +21
HFD 827 173 <0.005 +0.8
Control 66.2 33.8 +0.6
MCD diet 73.3 26.7 <0.001 +11
Control 65.6 344 +13
Pten KO 80.6 194 <0.05 +15
Control 72.0 28.0 +17

Mononuclear proportion and binuclear proportion refer to the hepatocyte
population. Statistical significance was determined with a 2-tailed
Student’s t test.

spectrum of hepatic lesions, ranging from simple reversible steato-
sis (intrahepatic accumulation of triglycerides) and nonalcoholic
steatohepatitis (NASH) to more severe lesions, such as cirrhosis
and hepatocellular carcinoma (HCC) (23-25). There is growing
evidence that HCC can occur during NALFD in noncirrhotic livers
(26-29). A “2-hit” model has been proposed to explain the pro-
gression of simple fatty liver disease to NASH (30). Alterations of
lipid homeostasis associated with obesity, insulin resistance, and
adipokine abnormalities constitute the first hit and result in fat
accretion in the liver (31). This state subsequently primes the liver
for the second hit, characterized by oxidative stress, lipid peroxi-
dation, and an increase in cytokine production and inflammation,
ultimately resulting in NASH (32, 33). Oxidative stress originating
from mitochondria and cytochrome P450 2E1 is considered as a
key signal in the pathophysiology of NASH (34, 35). Interestingly,
studies in animal models and patients show that antioxidants, such
asvitamin C, vitamin E, and N-acetylcysteine (NAC), are useful for
both protecting against NAFLD and treating this disease (36-38).
ROS affect several cell signaling pathways involved in cell prolif-
eration and tumorigenicity (39, 40). Increasing evidence indicates
that NAFLD strongly affects the intrinsic proliferative properties of
hepatocytes. Many signs of impaired proliferation have been found
in fatty hepatocytes (41-43).

In the present study, we used both mouse models and
patients suffering from NAFLD to demonstrate that the molec-
ular and cellular mechanisms controlling liver polyploidization
are altered profoundly during the course of this metabolic dis-
ease. Indeed, our work reveals that oxidative stress induces an
alteration of hepatic polyploidy, which could represent a novel
cellular signature for NAFLD.

Results

NAFLD drives the genesis of highly polyploid hepatocytes in rodent and
human liver parenchyma. We first examined changes to the ploidy
profile of hepatocytes during NAFLD in obese, diabetic leptin-
deficient 0b/0b mice. These mice are hyperphagic and display insulin
resistance, hyperglycemia, and hypercholesterolemia and develop
massive hepatic steatosis with moderate necroinflammation and
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mild fibrosis (44-47). We analyzed the hepatocyte ploidy profile
by flow cytometry (Supplemental Figure 1; supplemental material
available online with this article; doi:10.1172/]JCI73957DS1). We
observed that livers of 0b/0b mice were enriched in hepatocytes
with high DNA content compared with the control one (Figure 1A).
In order to determine whether cellular (number of nuclei per hepa-
tocyte) and /or nuclear ploidy (ploidy of each nucleus) were altered,
we used imaging approaches. Labeling of nuclear (Hoechst) and
plasma membrane (B-catenin) compartments was performed to
investigate cellular ploidy in liver sections (Figure 1B and refs. 3,
5, 48). The binuclear fraction was lower in the liver parenchyma
of 0b/ob mice than in that of WT mice (ob/ob: 16.4% * 1.3%;
WT: 42.9% *+ 2.1%) (Figure 1B and Table 1). This result is consis-
tent with observations made in the context of insulin resistance
(20). We next investigated nuclear ploidy by measuring the nucleus
area. The mononuclear diploid (2n) hepatocyte population was sub-
stantially lower in 0b/0b liver than in WT liver (ob/0b: 9.5% * 1.7%;
WT:29.9% *2.7%) (Figure 1Cand Table 2). By contrast, mononuclear
tetraploid hepatocytes were enriched in 0b/0b liver (ob/ob: 34.2%
*2.6%; WT: 22.4% *+ 1.5%) (Figure 1C and Table 2). Importantly,
ob/ob liver contained highly polyploid mononuclear hepatocytes
(=8n), which were infrequently observed in WT liver (0b/0ob: 39.9%
+1.2%; WT: 4.8% * 3.2%) (Figure 1C and Table 2).

Next, we investigated ploidy profiles in diet-induced mouse
models of NAFLD, including mice fed a high-fat diet (HFD) or a
methionine-choline-deficient (MCD) diet, to further examine
the link between steatosis and alterations to ploidy. A HFD is
well known to increase body weight, body fat, and induce insu-
lin resistance and hyperinsulinemia (49). The MCD diet promotes
steatohepatitis by impairing the secretion of very low-density
lipoprotein and creating conditions of high oxidative stress (50).
Consistent with our findings in the ob/ob model, alterations of
cellular and nuclear ploidy profiles were observed in both models
(Figure 2 and Tables 1 and 2). Importantly, the highly polyploid
mononuclear fraction was enriched in mice fed a HFD or a MCD
diet (Figure 2 and Table 2). Finally, we determined the ploidy pro-
file in the liver-specific phosphatase and tensin homolog (Pten)
knockout mouse, which is a genetic mouse model that reflects
the progression of NAFLD to NASH and HCC, which is related
to human pathology. In the liver, the activation of the pro-ana-
bolic PI3K/AKT pathway drives de novo lipogenesis as well as
pathological liver growth (25). In this mouse model, loss of PTEN
tumor suppressor results in chronic activation of PI3K/AKT sig-
naling, leading to pronounced steatosis and, as mice age, to liver
tumorigenesis (25). We first evaluated the nuclear ploidy profile
in 3-month-old Pten KO mice at pretumoral stages. At this age,
the Pten KO mouse liver shows extensive steatohepatitis (51, 52).
Similar to other NAFLD models, the ploidy profile of Pten KO liv-
ers was different from that of WT livers and was characterized by
the amplification of the highly polyploid mononuclear population
(Supplemental Figure 2A and Table 2). In order to establish a rela-
tionship between hepatocyte polyploidy and HCC incidence, we
have also analyzed ploidy profile in 10-month-old Pten KO mice.
At this age, hepatic PTEN mutants are presented with multiple
malignant lesions (51, 52). Importantly, we observed that highly
polyploid mononuclear hepatocytes (=8n) were also enriched in
livers of tumoral KO mice compared with those in control animals
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Figure 1. Hepatocyte ploidy profiles are altered in a genetic mouse model of NAFLD. (A) Hepatocytes from WT and ob/ob livers were separated into
ploidy populations by FACS analyses (n = 3 per group) with 2c, 4c, and 8c and >8c DNA content corresponding to diploid, tetraploid, and highly polyploid
hepatocytes, respectively. Of note, smear between hepatocytes populations (ob/ob cells) is due to high granularity (correlation with high lipid content).
7AAD, 7-aminoactinomycin D. (B) Images of liver sections from WT and ob/ob mice after double staining with B-catenin (plasma membrane labeling, red)
and Hoechst (nucleus, green) (scale bar: 20 um). Percentage of binuclear hepatocytes in WT and ob/ob mice (n = 6 per group). Results represent mean +
SEM. ***P < 0.001, Student’s t test. (C) B-Catenin/Hoechst immunostaining in WT and ob/ob mice (scale bar: 20 um) and box plots of the percentage of
2n, 4n, and 28n mononuclear hepatocytes relative to total hepatocytes in WT and ob/ob mice. The bottom, central, and top lines of each box represent
the first quartile, median, and third quartile of the distribution, respectively (n = 6 per group). **P < 0.005, ***P < 0.001, Student’s t test.

(Supplemental Figure 2A). Interestingly, we observed that highly
polyploid hepatocytes were also present in hepatocellular tumors
in the livers of Pten KO mice (Supplemental Figure 2B).
Importantly, we also investigated the ploidy profile of the liver
in patients diagnosed with NASH who had undergone liver resec-
tion for HCC. Patients included in the study were of similar age
(54 * 7 years), which is important because hepatocyte ploidy varies
in accordance with age (53). MS was the only risk factor for chronic
liver disease (CLD) in patients with NASH (n = 16). Eight patients
had moderate fibrosis (NASH Grpl), and the others had bridging
fibrosis or cirrhosis (NASH Grp2). The control group (n = 8, HCC
resected) was composed of patients with bridging fibrosis or cir-
rhosis but did not present any risk factors for MS. Immunofluores-
cence staining and quantification revealed that the binuclear frac-
tion was small and equivalent in liver parenchyma for the 3 groups
of patients (Figure 3A and Table 3). Interestingly, the percentage
of diploid hepatocytes was significantly lower in patients with
NASH with moderate (NASH Grpl: 46.3% * 1.8%) or advanced
fibrosis (NASH Grp2: 42.8% * 2.8%) than in the control patients

(control: 59.3% *5.5%) (Figure 3B and Table 4). Conversely, the per-
centage of highly polyploid mononuclear hepatocytes (=8n) was sig-
nificantly higher in patients with NASH with moderate or advanced
fibrosis (NASH Grp1: 15.3% *+ 1.3% and NASH Grp2:16.0% *1.6%,
respectively) than in control patients (control: 5.2% * 0.9%) (Figure
3B and Table 4). Finally, in order to determine whether polyploidy
could be causally related to hepatocarcinogenesis, we analyzed
ploidy profiles in patients with NASH without HCC (NASH Grp3).
Highly polyploid mononuclear hepatocytes were also present in
fatty liver parenchyma tissue (18.0% *+ 2.8%) (Figure 3 and Table 4).
Altogether, our data reveal a shift in the distribution of hepatocyte
ploidy toward an increase in highly polyploid mononuclear hepato-
cytes in patients with NASH, which seems to be independent of the
severity of fibrosis and precedes HCC development.

Progression of NAFLD hepatocytes through S and G, phases is
altered. We sought to determine the precise mechanism leading
to the genesis of the highly polyploid mononuclear population
in NAFLD livers. We isolated primary hepatocytes from WT and
ob/ob mice and analyzed cell cycle progression. In our culture con-
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The increase of D-cyclin (Ccndl) and

Table 2. Nuclear ploidy of the NAFLD mouse models (by image quantification) E-cyclin (Conel) mRNA abundance dur-

NAFLD models Mononuclear 2n Pvalue 4n Pvalue  28n  Pvalue ing cell cycle progression was equivalent

proportion (%) in both cultures (Supplemental Figure 3B).
ob/ob 836 95+17 <0.001  342%26 <0001 399+12 <0.001 Interestingly, ob/ob hepatocytes accumu-
WT 571 299+27 2415 48+32 lated in S phase at late time points during
HFD 82.7 121+14 <0.05 298 +0.7 <0.005 40.8+17 <0.001 culture (48 and 60 hours)’ whereas control
Control 66.2 16223 3714 163133 hepatocytes exited S phase as expected
MCD diet 733 276+12 <0.001 34108 <0.001 11.6+15 <0.001

during this period (Figure 4B). We con-

Control 656 379£10 25407 23+04 firmed this result by analyzing expression
Pten KO 80.6 235+03 <0.05 300+£0.7 <0.05 271+1.0 <0.005 .

of A-cyclin (CCNA2), a master regulator of
Control 72.0 26.2+0.8 275+0.5 18.3+0.6

progression through the S phase (55). The
abundance of Ccna2 mRNA decreased at
between 48 and 60 hours in the control
culture, whereas its expression signifi-
cantly increased in 0b/ob hepatocytes (Fig-
ditions, primary hepatocytes only divided once and progressed  ure 4D), likely reflecting alterations of S phase progression.

through S phase 48 hours after plating, with a maximal mitotic We then used phospho-histone H3 (PHH3) punctiform
index 60 hours after plating (Figure 4A and refs. 3, 54). Cell via-  nuclei labeling (a marker for cells in late G,) to determine G,
bility after liver perfusion was equivalent for both genotypes. BrdU  progression (Figure 4C). In contrast with control cultures,
incorporation was similar between ob/ob and WT hepatocytes  ob/ob hepatocytes accumulated in G, phase in cultures at 60
early during culture, suggesting that ob/ob hepatocytes entered S hours after plating (Figure 4C). We next examined the abun-
phase normally (Figure 4B and Supplemental Figure 3A). We also  dance of mitosis-promoting factor (MPF), which comprises a
investigated the expression pattern of components of the cell cycle  complex between B-cyclin (CCNB1) and CDK1. The accumula-
machinery that control progression through G, and entryto Sphase.  tion of CCNB1 and dephosphorylation of CDK1 at Tyr15 are nec-

Mononuclear proportion refers to the hepatocyte population. Statistical significance was determined
with a 2-tailed Student’s t test.
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Figure 2. Hepatocyte ploidy profiles are altered in dietary mouse models of NAFLD. (A) MCD diet model. Hepatocytes were separated into ploidy popu-
lations by FACS analysis (n = 3 per group) with 2c, 4c, and 8c and >8c DNA content corresponding to diploid, tetraploid, and highly polyploid hepatocytes,
respectively. Images of liver sections after double staining with anti-B-catenin (plasma membrane labeling, red) and Hoechst (nucleus, green) in WT

mice fed control (CTRL) or MCD diets (scale bar: 20 um). Box plots of the percentage of >8n mononuclear hepatocytes relative to total hepatocytes in
control-fed and MCD diet-fed mice. Results represent mean + SEM (n = 8 per group). ***P < 0.001, Student's t test. (B) HFD model. Hepatocytes were sep-
arated into ploidy populations by FACS analysis (n = 3 per group) with 2c, 4¢, and 8c and >8c DNA content corresponding to diploid, tetraploid, and highly
polyploid hepatocytes, respectively. Images of liver sections after double staining with anti-B-catenin (red) and Hoechst (green) in WT mice fed a control
or a HFD (scale bar: 20 um). Box plots of the percentage of >8n mononuclear hepatocytes relative to total hepatocytes in control-fed and HFD-fed mice.
Results represent mean = SEM (n = 5 per group). ***P < 0.001, Student’s t test.
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Table 3. Cellular ploidy of patients with NASH (by image
quantification)

Mononuclear Binuclear Pvalue SEM

proportion (%)  proportion (%)
Control 90.5 9.5 NS +09
NASH Grp1 90.2 9.8 +0.7
NASH Grp2 915 8.5 NS* +11
NASH Grp3 90.8 9.2 +2.2

Mononuclear proportion and binuclear proportion refer to the hepatocyte
population. Comparisons were between control and NASH groups and among
the 3 NASH groups. Statistical significance was determined with a 2-tailed
Student’s t test. ANS reflects a comparison among all 3 NASH groups.

essary for the activation of the MPF complex and the initiation
of mitosis (56, 57). In our model, the abundance of Ccnbl mRNA
and protein increased normally from G, to G, phase (24-60
hours after plating) and CDK1 was highly phosphorylated dur-
ing S phase (36 hours after plating) in both 0b/0b and control
hepatocytes (Figure 4, D and E). The phosphorylation of CDK1
decreased in WT hepatocytes as the cells proceeded through
G,/M; however, in 0b/ob cultures, inhibitory CDK1 phosphory-
lation was maintained and enhanced in 0b/0b cultures (Figure
4E), reflecting an inactive MPF. We also analyzed the expres-
sion of MCM?7, which is one of the minichromosome mainte-
nance (MCM) proteins that are critical for licensing DNA rep-
lication in proliferating cells (58). MCM2-MCM7 are normally
removed from replicated DNA, so that it cannot undergo further
initiation events until it passes through mitosis (59). The abun-
dance of MCM7 protein was higher in 0b/0b proliferating hepa-
tocytes than in control hepatocytes (Supplemental Figure 4). In
control cells, only a small amount of MCM7 was present in the
chromatin fraction at 60 hours, the time at which hepatocytes
progress through G,/M phase (Figure 4F). By contrast, MCM7
was highly abundant in the chromatin fraction in 0b/0b hepa-
tocytes (Figure 4F), consistent with G,/M arrest. Importantly,

A cmR NASH Grp1 NASH Grp2
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similar alterations in cell cycle progression were observed in
MCD diet and HFD hepatocyte cultures (Supplemental Figure
5). Taken together, we showed that NAFLD hepatocytes present
an altered cell cycle progression, which correlates to the genesis
of highly polyploid mononuclear cells in fatty liver tissue.

We determined next whether mononuclear polyploid fatty
hepatocytes are able to bypass the G,/M arrest and reenter a new
cell cycle. We used continuous labeling with 2 thymidine ana-
logs (chlorodeoxyuridine [CldU] and iododeoxyuridine [IdU])
to follow division in vivo during disease progression (Figure 5A).
Briefly, mice were fed an MCD diet, and CldU and IdU were incor-
porated successively into their drinking water. This approach
enables the proliferative status of liver cells to be followed over a
large time period. Importantly, it can show whether an individual
hepatocyte that has already progressed through S phase (CldU",
green nucleus, Figure 5B) is able to reenter another replicative cell
cycle (CldU*I1dUY, yellow nucleus, Figure 5B). We observed that
polyploid mononuclear fatty hepatocytes (4n: 45.6% and >8n:
10.9%) have achieved a first replicative cell cycle (CldU*, green
labeling, Figure 5, B and C) and have progressed through another
replicative cycle (IdU*, red labeling, Figure 5, B and C). These data
strongly suggest that polyploid mononuclear hepatocytes are able
to reenter the cell cycle despite G,/M arrest.

A persistent DNA damage response, resulting from oxidative
stress-induced polyploidization in NAFLD hepatocytes. Recent
work suggests that pathological polyploidization is an adaptation
to genomic stress (60). Cells respond to a diverse array of DNA
lesions with an evolutionarily conserved DNA damage response
(61). The DNA damage response is a signal transduction pathway
that is primarily mediated by proteins of the PI3K-like protein
kinase family: ataxia telangiectasia mutated/ataxia telangiecta-
sia and RAD3-related (ATM/ATR) (62, 63). We assessed whether
this DNA damage checkpoint was activated in proliferative
NAFLD hepatocytes. ATR phosphorylation was barely detect-
able in proliferative control hepatocytes (Figure 6). By contrast,
ATR was highly phosphorylated as the cells proceeded through
S and G, phase in 0b/ob hepatocytes (48-60 hours after plating)

Figure 3. Alteration of liver nuclear ploidy in
patients diagnosed with NASH. Nuclear ploidy
profiles were analyzed in patients with CLD
(resection for HCC) with bridging fibrosis or
cirrhosis but with no features of MS (control), in
patients with MS with moderate fibrosis (NASH
Grp1), and in patients with MS with bridging
fibrosis or cirrhosis (NASH Grp2) (1 = 8 per group).

NASH Grp3

Nuclear ploid L ) ) Nuclear ploidy profiles were also analyzed in

B wp % Diploid (2n) i Highly polyploid (= 8n) patients with MS with moderate fibrosis and
g * E‘ XL without HCC (liver biopsy) (NASH Grp3). (A)
§ 100- * NS 5 40- ok NS Images of human liver sections (control and
L] - = NASH Grp1-Grp3) after double staining with KL1
L 804 2 3 “iE (plasma membrane labeling, red) and Hoechst
g 604 ‘g (nucleus, green) (scale'bar.: 20 um). (B).Box plots
g — i % é T;:I 20+ of t.he percentage of diploid (2n) and hlghlyl poly-
g 401 g T ploid (=8n) mononuclear hepatocytes relative to
5 20- 5 109 total hepatocytes in each patient group. The
£ £ E bottom, central, and top lines of each box
5 0 y T J J B 0 v y T represent the first quartile, median, and third
® CTRL NASH NASH NASH ® CTRL NASH NASH NASH quartile of the distribution, respectively.

Grpt  Grp2  Grp3 Grpl G2  Grp3 *P < 0.05, ***P < 0,001, Student’s t test.
jei.org  Volume125 Number3  March 2015



RESEARCH ARTICLE

The Journal of Clinical Investigation

Table 4. Nuclear ploidy of patients with NASH (by image quantification)

Mononuclear 2n Pvalue 4n Pvalue
proportion (%)
Control 90.5 593+55 <0.05 26.0+4.8 NS
NASH Grp1 90.2 463+18 286%15
NASH Grp2 91.5 428+28 NS 327+22 NSA
NASH Grp3 90.8 427 +3.7 30.1+£13

Mononuclear proportion refers to the hepatocyte population. Comparisons were between control and
NASH groups and among the 3 NASH groups. Statistical significance was determined with a 2-tailed

Student’s t test. *NS reflects a comparison among all 3 NASH groups.

stress in 0b/ob liver parenchyma. Remark-
ably, the proportion of highly polyploid

>8n Pvalue hepatocytes was significantly lower in

treated ob/ob mice than in untreated

52+09 <0.001 ob/ob mice, with a concomitant enrich-

15313 ment of the diploid hepatocytes (Figure

16.0£16 NS* 7E). Hence, these data indicate that affect-
18.0+2.8

ing oxidative stress during NAFLD is suf-
ficient to prevent the development of the
pathological polyploidization.

Discussion

(Figure 6). As expected, this was associated with an activation of
p53 protein and the accumulation of p21 protein in 0b/0b hepato-
cytes (Figure 6). Importantly, the DNA damage checkpoint was
also activated in proliferative MCD diet and HFD hepatocytes
(Supplemental Figure 5, C and D). These results are consistent
with the idea that the transient arrest in G,/M of NAFLD hepato-
cytes is regulated by the DNA damage pathway under the control
of ATR/p53/p21 signaling.

ROS overproduction and subsequent oxidative stress influ-
ence genomic integrity greatly (40). Oxidative stress in the liver
plays a central role in the progression of steatosis (34, 64). As
expected, markers of oxidative stress are detectable in 0b/0b hepa-
tocytes both in vivo and in vitro: accumulation of ROS, a high abun-
dance of glutathione peroxidase-3 (GPX3) (reflecting the adaptive
activation of antioxidant defenses), and a high abundance of
hemoglobin a (HBA1) recently correlated with oxidative stress
in patients with NASH (ref. 65 and Supplemental Figure 6, A-C).
We treated primary ob/ob hepatocytes with the antioxidant NAC
and examined cell cycle progression. NAC treatment impaired
the accumulation of ROS (assessed with dihydroethidium [DHE]
labeling) as well as that of Gpx3 and Hbal mRNA (Figure 7A and
Supplemental Figure 6C), with no impact on cell viability. More-
over, the accumulation of BrdU at 60 hours after plating was lower
in 0b/ob hepatocytes treated with NAC than in untreated cells (Fig-
ure 7B), showing that treated cells progressed normally through
the cell cycle. Importantly, ATR activation at this time point was
substantially lower in treated cells than in untreated cells (Figure
7C). Finally, by analyzing ploidy at a late time point of culture,
we observed that highly polyploid hepatocytes were enriched in
ob/ob cultures compared with control (at 60 hours after plating)
cultures (Supplemental Figure 6D). Notably, antioxidant treat-
ment restored a normal ploidy profile in 0b/0b cultures (Supple-
mental Figure 6D). We then subjected 0b/0b and WT mice to long-
term NAC treatment to examine the role of oxidative stress in vivo.
This antioxidant was chosen because it is well tolerated in animals
and can be administered orally over long periods of time (66). NAC
treatment was initiated from early gestation through administra-
tion to pregnant female mice and maintained after birth until the
mice were killed at 10 weeks old. DHE labeling and Gpx3 and Hbal
mRNA levels were significantly lower in 0b/0b mice treated with
NAC than in untreated 0b/0b mice (Figure 7D), confirming that
long-term administration of NAC significantly alleviates oxidative

jei.org  Volume125  Number3  March 2015

The development and progression of
NAFLD is a growing health issue world-
wide, and this condition can lead to
end-stage liver diseases such as cirrhosis and HCC. Our lim-
ited understanding of the pathogenesis of NAFLD stems from
its complex nature, governed by close interactions between
genetic factors and environmental cues (67). Alarmingly, there
are increasing reports of NASH linked to HCC, without accom-
panying cirrhosis (26, 29). Our results reveal for what we believe
to be the first time a connection between hepatocyte polyploidy
and fatty liver disorders (Figure 8). Using various murine mod-
els of NAFLD, we show that polyploidization is altered in fatty
liver, with a specific enrichment of the highly polyploid mono-
nuclear population, which is rarely observed in normal hepatic
parenchyma. We also observed similar alterations of hepatocyte
ploidy in patients with NASH. In addition, we show that poly-
ploidization occurs in NAFLD hepatocytes experiencinga “G,/M
DNA damage checkpoint” (ATR/p53/p21 signaling). We also
show that oxidative stress, a key player in NAFLD progression, is
crucial for pathological polyploidization in fatty liver.
Polyploidization is one of the most dramatic changes known
to occur in the genome. In mammals, the development of poly-
ploid cells can contribute to tissue differentiation and, therefore,
may represent a gain of function (68). However, given that cellular
stress promotes polyploidization and that many diseased organs
contain polyploid cells, polyploidization could also be consid-
ered as a pathological lesion (69). The liver is the only organ that
modulates its ploidy content both during its life span and follow-
ing different types of stress (13, 19, 70). The primary mechanism
for physiological polyploidization involves a failure of cytokinesis,
characterized by a modulation of insulin/AKT and E2F signaling
(9, 11, 20). Interestingly, other factors can promote polyploidy
in adults, such as regeneration following partial hepatectomy
(48, 71, 72), fibrogenesis (5, 73), and metabolic overload (18, 74).
Although some correlation exists between polyploidization and
these stresses, little is known about the mechanisms leading to
the genesis of polyploid hepatocytes and the consequences on
liver parenchyma function. Our findings suggest that alteration of
the ploidy profile of hepatocytes can be considered as a new sig-
nature of metabolic liver disorders. Indeed, our data from both
mouse models and patients with NAFLD support the hypothesis
that steatosis is sufficient per se to induce alterations in ploidy sta-
tus. Many signals and genes are reported to be involved in patho-
logical polyploidization (7, 60, 69). In our model, oxidative stress
triggered the activation of a G,/M DNA damage checkpoint under
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Figure 4. NAFLD hepatocytes preferentially undergo an altered cell cycle. Experiments were carried out in hepatocytes isolated from WT or ob/ob livers
(4 independent cultures). (A) Experimental scheme of culture. T12H, time 12 hours after plating. (B) Immunostaining of primary hepatocytes with anti-
BrdU (green) and Hoechst (blue) at 60 hours after plating (scale bar: 20 um) and quantitative analysis of BrdU labeling (percentage of BrdU* hepatocytes).
Data represent the mean + SEM. ***P < 0.001, Student’s t test. (C) Double immunostaining of primary hepatocytes at 60 hours after plating, with anti-
PHH3 (green) and Hoechst (blue) (scale bar: 20 um) and quantitative analysis of G,-labeling index (percentage of PHH3" nuclei). Data represent mean
SEM. ***P < 0.001, Student’s t test. (D) RNA extracted from WT (black circle) and ob/ob (gray square) primary hepatocytes (n = 5) and Ccna2 and Ccnb1
mRNAs were analyzed by quantitative real-time PCR. *P < 0.05, **P < 0.01, Student’s t test. (E) CCNB1 and phosphorylated CDK1 (Tyr15) protein levels
were analyzed in WT and ob/ob cultures during the time-course experiment. y-Tubulin was used as a loading control. The CCNB1 blot was derived from
parallel samples run on a separate gel. The Western blot is from the same experiment as the Figure 6 and Supplemental Figure 4 and is representative of 4
different cultures. Lanes were run on the same gel but were noncontiguous, as indicated by the black line. (F) Soluble chromatin was prepared from culture
at 60 hours, and MCM7 was analyzed by Western blotting. Lamin A-C was used as an indicator of fraction purity. Tot, total fraction; Chro, chromatin frac-
tion. The Western blot is representative of 4 different cultures. Lanes were run on the same gel but were noncontiguous.

the control of ATR/p53/p21 signaling, preventing the activation
of the cyclin B1/CDK1 complex. Eukaryotic cells have evolved
strategies to counteract a G, DNA damage signal and may enter
senescence or continue to grow through endoreplication (60, 69,
75, 76). Endoreplication (also called endocycling and endomitosis)
refers to a process when cells successively alternate between S and
G phases without chromosome segregation (60, 77). Interestingly,
we have observed that NAFLD polyploid hepatocytes can undergo
two successive S phases, suggesting that endoreplication might
be preferentially performed in this context. Previous studies have
shown an evolutionary conserved link between ATM/ATR-depen-
dent pathways and polyploidy-inducing endoreplication cycles
(60, 69). In Arabidopsis, root tip and sepal cells activate ATM and
ATR orthologs and undergo endoreplication following the induc-
tion of double-stranded DNA breaks (78). In mammals, telomere
shortening appears to be a potent signal for endoreplication, and
Davoli et al. showed that p53-deficient cells undergo endoreplica-

tion, which requires ATM/ATR (79). Interestingly, these polyploid
cells resume cell division cycles upon the restoration of telomere
protection (79). Endoreplication is now well known and considered
as an alternative division method in the context of genomic stress
(60). Hepatocytes have extraordinary regenerative capabilities and
respond strongly to both physiological and pathological prolifera-
tive signals. These cells must therefore have efficient mechanisms
to cope with genomic alterations. In fatty liver, we suggest that
genomic alterations, induced by oxidative stress, could be respon-
sible for pathological polyploidization. We have already shown that
oxidative stress in NAFLD liver directly activates a DNA damage
checkpoint (ATR activation) (see above). Remarkably, prevention
of oxidative stress was sufficient to restore a physiological hepatic
ploidy status. Future studies will elucidate the precise mechanism
linking genomic stress to pathological polyploidy.

The relevance of these highly polyploid hepatocytes to the
pathogenesis of NAFLD is unclear. It is tempting to speculate that
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fatty hepatocytes with specific alterations of cell division partici-
pate in the progression of NAFLD to NASH and HCC. Interestingly,
we observed that alteration of polyploid profile takes place before
HCC development in the livers of patients. Additionally, a highly
polyploid contingent was present in the HCC nodules in the liv-
ers of Pten-null mice, suggesting its implication in the tumorigen-
esis process. Future studies should aim to trace the mononuclear
polyploid population and determine both its fate and role in liver
carcinogenesis. Current data suggest that polyploid hepatocytes
can be considered to act as a kind of “Dr. Jekyll and Mr. Hyde.”
Diril and collaborators demonstrated that Cdkl”" livers regenerate
through endoreplication cycles. In this context, M phase kinase
deficiency confers a total resistance against tumorigenesis induced
by activated RAS and the silencing of p53, suggesting that endorep-
lication drives hepatocytes to senescence (80). By contrast, poly-
ploid hepatocytes generate progenies with reduced ploidy by a pro-
cess called “ploidy reversal” (2, 12). Uniquely, this cellular process
generates daughter cells that are mostly aneuploid. Recent data
suggest that aneuploid hepatocytes generated in physiological con-
ditions are beneficial and these cells even promote adaptation to
chronic injury in a tyrosinemia mouse model (12). In the context of
NAFLD, it is possible that highly polyploid hepatocytes with DNA
damage give rise to pathological aneuploid progenies that could
contribute to progression to NASH and HCC in this circumstance.

In conclusion, the present study demonstrates for what we
believe to be the first time a clear link between oxidative stress
and pathological polyploidization during NAFLD. Future stud-
ies should be aimed at understanding the role of the population
of highly polyploid hepatocytes in the emergence of HCC during
NAFLD, which is a major concern for public health.
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Figure 5. NAFLD mononuclear polyploid cells are able to reenter the
cell cycle. (A) Schematic representation of the nuclei double-labeling
experiment with thymidine analogs. C57BL/6) mice were fed MCD
diet for 4 weeks (d1-d27). At d15, animals had access to labeled CldU
drinking water for 5 days. Over following 2 days, animals had access
to unlabeled water to clear unincorporated CldU, followed by 5 days
of access to IdU drinking water. (B) Images of hepatocyte nuclei from
MCD diet liver sections after costaining with anti-CldU (green) and
anti-1dU (red) and a merge with Hoechst (blue) (scale bar: 50 um).
The arrowheads point to double-labeled nuclei (yellow) (scale bar:
200 um). (€) Quantification of polyploid mononuclear fatty hepatoc-
ytes with nuclei double labeling (CIdU*IdU*) in MCD diet liver (n = 4).
Results represent mean + SEM.

Cld + IU + Hoescht

Methods

Animals care and diets. C57BL/6] lean (WT) and ob/ob
(B6.V-Lep©?/]) male mice purchased from Janvier Laboratories
were housed in a temperature-controlled environment with
12-hour-light/dark cycles. Animals had free access to water
and a control diet (D12492, Research Diet), providing 60%
carbohydrate, 20% fat, and 20% protein in terms of energy.
For HFD-induced NAFLD experiments, 21-day-old C57BL/6]
mice were assigned randomly to 2 groups fed for 12 to 16 weeks
with the control diet or a HFD (D07051001, Research Diet),
providing 10% carbohydrate, 70% fat, and 20% protein in
terms of energy. For MCD diet-induced fatty liver, 10-week-
old mice were fed for 3 to 5 weeks with a MCD diet (Ssniff EF
R/M, MCD mod) purchased from Ssniff Spezialdidten GmbH.
Alb-Cre Pten? (Pten KO) mice were obtained from the labora-
tory of M. Pende (Inserm U1151/CNRS UMR 8253, Necker Enfants
Malades Institute) (52). For investigations with the antioxidant NAC,
heterozygous male and female 0b/+ mice were mated and had a free
access to water with or without 10 mM NAC. Progenies were kept
with their parents for 21 days and then weaned and had free access
to water with or without 10 mM NAC. For all experiments, animals
were sacrificed and livers were immediately flash frozen and stored at
-80°C or fixed in phosphate-buffered 4% formalin.

Patients. The study group included 32 male patients who under-
went liver biopsy or resection for HCC. These patients were part
of a previously published cohort, which was characterized for all
parameters linked to CLD and MS (27, 81). The first group included
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Figure 6. Polyploidization in NAFLD is associated with the activation of ATR/
p53/p21 signaling. The abundance of phosphorylated ATR (Ser428), phos-
phorylated p53 (Ser15), and p21 protein was analyzed in primary hepatocytes
isolated from WT or ob/ob mice. y-Tubulin was used as a loading control. The
Western blot is from the same experiment as the Figure 4E and Supplemental
Figure 4 and is representative of 4 different cultures. Lanes were run on the
same gel but were noncontiguous, as indicated by the black line.



The Journal of Clinical Investigation

RESEARCH ARTICLE

A B C
ob/ob + NAC g~
- £ T60H
w L2 WT ob/ob
= § 30 WT +NAC ob/ob +NAC
< L S48 [ o —
3 20 NS P-ATR ﬁ —_——
k o 3 10 y-Tubulin L
© 4 8’4 5
% 3 &3 g - “ )
£ ax .- * L WT WT ob/ob ob/ob
Ro 2 T D2 +NAC +NAC
&2 1 22 1
@ S @
= 2
Niml il
® WToblboblob @ WT ob/ob oblob
= +NAC +NAC
D E
Nuclear ploidy
% 8 Diploid (2n) Highly polyploid (= 8n)
o 5. 40 kA 80 *
Q
g 4%
b 60
.. = : —
=] 2 g S 20 40 —I—
8, m ok ©°
=
2o D & 10 20
X O o
§s- Q54 € =
2 22 E b ' . 0 : ;
5 g W L ey rar ob/ob oblob oblob ob/ob
@ WToblboblb 2  WT ob/lob ob/ob & NAC NAC
+NAC +NAC * *

Figure 7. Antioxidant treatment prevents activation of the G,/M DNA damage checkpoint and rescues normal hepatocyte polyploidy. (A) DHE stain-
ing of hepatocytes (60 hours of culture). The ROS-sensitive vital dye DHE (red) was used to detect the production of superoxide (scale bar: 20 pm).

The abundance of Gpx3 and Hbal mRNA was assessed by gPCR in WT hepatocytes and in ob/ob hepatocytes treated with NAC or not treated (n = 4).
*P < 0.05, **P < 0.01, Student’s t test. (B) Quantitative analysis of BrdU labeling. Data represent mean + SEM of 4 independent cultures. **P < 0.01,
Student’s t test. (C) Western blot analysis of phosphorylated ATR (Ser428) (60 hours of culture). y-Tubulin was used as a loading control. The Western
blot is representative of 4 different cultures. (D) DHE immunostaining of liver sections isolated from ob/ob mice treated with NAC for 10 weeks or from
ob/ob mice that were not treated (n = 3 per group) (scale bar: 20 um). The abundance of Gpx3 and Hba? mRNA was assessed by gPCR (n = 3 per group).
*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, Student’s t test. (E) Analysis of nuclear ploidy in ob/ob mice treated or not with NAC. Box plots of the percentage
of diploid (2n) and highly polyploid (>8n) hepatocytes relative to all mononuclear hepatocytes. The bottom, central, and top lines of each box represent
the first quartile, median, and third quartile of the distribution, respectively (n = 3 per group). *P < 0.05, ***P < 0.001, Student’s t test.

24 patients with MS without HCC (8 patients) or with HCC (16
patients); MS was the only risk factor for CLD. MS was defined as
increased waist circumference (waist-to-hip ratio >0.9 in men) or
body mass index >30 kg/m? and at least two of the following risk
factors: fasting plasma glucose >6.1 mM, dyslipidemia (triglycer-
ides 21.7 mM or high-density lipoprotein cholesterol <0.9 mM), and
hypertension (blood pressure >140/90 mm Hg). All other potential
causes of CLD were ruled out. For all patients, pathological analy-
sis was performed to assess the different lesions of the nontumoral
liver, including steatosis and fibrosis (82). Using a semiquantitative
score (Kleiner score, ref. 82; METAVIR score, ref. 83), fibrosis was
determined for patients with CLD and MS as follows: FO, no fibro-
sis; F1, enlarged portal tracts without extensive septa; F2, presence
of a few fibrous septa; F3, presence of numerous fibrous septa; and
F4, cirrhosis. Diagnosis of steatohepatitis was based on the NAFLD
activity score. Cases with an NAFLD activity score ranging from
0 to 2, 3 to 4, or >5 were considered as “not NASH,” probable, or
“definite NASH,” respectively. For comparison, we also selected a
second group of 8 patients with HCC as a consequence of HCV cir-

rhosis, with no evident causes of MS and absent or mild steatosis.
Histologic examination of lesions was performed in a blinded fash-
ion by surgical pathologists.

Liver tissue labeling with CldU and IdU. CldU and IdU were pur-
chased from Sigma-Aldrich and dissolved in drinking water at a con-
centration of 1 mg/ml. Four-week-old C57BL/6] mice were fed MCD
diet for 4 weeks. For the experiments, CldU treatment was initiated at
day 15, after the beginning of the diet, for 5 days. Animals had a free
access to unlabeled water to clear unincorporated CldU during the
following 2 days. Thereafter, IdU treatment was performed using the
same method as that for CIdU. Labeled drinking water was stored in
the dark and changed every 24 hours. Immunofluorescence labeling
was performed as described previously (84).

Cell isolation, culture of primary hepatocytes, and FACS analysis.
Hepatocytes were isolated from mouse livers by in situ perfusion
and were seeded in complete medium, as described previously (20);
briefly, hepatocytes were isolated in 6- to 7-week-old 0b/0b mice and
in 6- to 7-week-old MCD diet-fed mice (following 3 weeks of diet)
and in 16-week-old HFD-fed mice (following 13 weeks of diet). Cell
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Figure 8. Proposed model for the role of oxidative stress in liver poly-
ploidization during NAFLD.

viability after liver perfusion was equivalent (290%) in all mouse
models (WT, ob/ob, MCD diet, HFD). After cell spreading, the cul-
ture medium was deprived of fetal bovine serum and proliferation
was induced with treatment with 50 ng/ml mitogenic EGF (Sigma-
Aldrich). For rescue experiments, primary hepatocytes were treated
with 7.5 mM NAC after seeding and during all of the culture time.
Incorporation of the thymidine analog BrdU was used as an index of
cell proliferation (Roche Mannheim). Freshly isolated hepatocytes
were fixed in 70% ethanol overnight at 4°C. Fixed hepatocytes were
loaded with 7-aminoactinomycin D (Invitrogen), and DNA content
was determined with a LSR2 cytometer (BD Biosciences). Date files
were analyzed using FlowJo software.

Gene expression analysis. Total RNA was isolated from frozen
livers or frozen primary hepatocytes using a Nucleo-Spin RNA II
Kit (Macherey-Nagel), and 2 ug were used as a template for cDNA
synthesis (MMLV, Life Technologies). PCR reactions contain-
ing the cDNA were set up in triplicate using FastStart SYBR Green
Master (Roche) or the QuantiTect SYBR Green PCR Kit (Qiagen).
Quantitative PCR was performed in real time using the Light-
Cycler instrument (Roche Applied Science). Primer sequences
were 5-ACCCGGTCAACTTCAAGC-3' (forward) and 5-AACGG-
TATTTGGAGGTCAGC-3' (reverse) for Hbal and 5-GTCCGC-
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CAGTATGCTGCCAGGAA-3' (forward) and 5-GCTTTGGTCCT-
GGGCTTCTTACC-3' (reverse) for 6S sense. Others primers were
predesigned QuantiTect Primers purchased from Qiagen. Expres-
sion of mouse ribosomal protein 6S (6S) or hypoxanthine guanine
phosphoribosyl transferase (Hprt) (Qiagen) was used as reference.

Preparation of protein and chromatin extracts. Total proteins
were extracted from snap-frozen livers or from primary hepatoc-
ytes as described previously (20). Hepatocytes nuclear extracts were
prepared using the NE-PER Nuclear and Cytoplasmic Extraction
Reagent Kit (Thermo Fisher Scientific). The nuclear fraction was
centrifuged for 5 minutes at 1,700 g, and the pellet (corresponding
to the chromatin fraction) was washed with 3 mM EDTA/0.2 mM
EGTA/1 mM fresh DTT/Protease Inhibitor Cocktail (Roche) and
finally sonicated for 30 minutes. Protein concentration was deter-
mined using the Bio-Rad Protein Assay.

Western blot analysis. Proteins (about 50 pg) were resolved by
SDS-PAGE and then transferred onto nitrocellulose membranes
(0.45-um pore size), which were incubated overnight at 4°C with
antibodies. Rabbit anti-p21 and mouse anti-MCM?7 antibodies were
purchased from Santa Cruz Biotechnology Inc. Rabbit anti-CCNBI,
anti-phosphorylated ATR (Ser428), anti-phosphorylated CDK1
(Tyr15), and anti-phosphorylated p53 (Ser15) antibodies and mouse
anti-lamin A/C (4C11) antibody were purchased from Cell Signaling
Technology. Mouse y-tubulin-GTU88 antibody was purchased from
Sigma-Aldrich. The protein-bound primary antibodies were detected
with an appropriate horseradish peroxidase-conjugated secondary
antibody (ThermoFisher Scientific). Immunoreactive bands were
revealed with a chemiluminescence kit (Supersignal West Pico Chem-
iluminescent Substrate) purchased from ThermoFisher Scientific,
and blots were exposed to Amersham Hyperfilm(GE Healthcare). In
all Western blots, y-tubulin was used to normalize the results.

Immunohistochemistry. Animal and human livers were fixed over-
night in formalin, embedded in paraffin, and cut into 3- to 7-um-thick
slices. Primary hepatocytes were fixed in -20°C methanol for 5 minutes
for PHH3 staining or in -20°C ethanol 75% /acetic acid 25% for 20 min-
utes for the BrdU labeling. Immunohistochemistry was performed with
the BrdU Detection Kit I (Roche), mouse anti-B-catenin antibody (1:200)
(BD Biosciences), rabbit anti-PHH3 antibody (1:200) (Millipore), or
mouse anti-pan cytokeratin KL-1 antibody (1:50) (Clinisciences). Anti-
mouse or -rabbit IgG antibodies (1:500) conjugated with Alexa Fluor 488
or Alexa Fluor 594 (Invitrogen) were used as the secondary antibodies.
Hoechst 33342 (0.2 pg/ml) purchased from Sigma-Aldrich was included
in the final wash to counterstain nuclei.

In situ detection of ROS. In the presence of ROS, DHE (Invitro-
gen) was oxidized to ethidium bromide, which stains nuclei bright red
by intercalating with the DNA (85). Fresh cross sections (10 um) of
unfixed, frozen mouse livers were immediately incubated with 5 uM
DHE at 37°C for 30 minutes in a humidified chamber, subsequently
washed twice with ice-cold phosphate-buffered saline, and cover-
slipped. Primary hepatocytes were washed twice with ice-cold phos-
phate-buffered saline, incubated with 5 uM DHE at 37°C for 30 min-
utes, subsequently washed twice with ice-cold phosphate-buffered
saline, and coverslipped. The fluorescence intensity of DHE staining
was measured with Image] software.

Image acquisition and analysis. For BrdU/PHH3/DHE staining
and ploidy experiments (Hoechst 33342 /B-catenin/KL1), images were
taken using a LEICA DMI 6000 microscope at x20 or x40 magnifi-
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cation, PL APO objectives, a MicroMAX-1300Y/HS Princeton Instru-
ments camera, and Metamorph 7 software (Molecular Devices). Z-axis
stacks were collected using a piezoelectric device mounted at the base
of the objective. For BrdU/PHH3 staining, at least 500 hepatocytes
were counted in at least 10 different areas at each culture time (12, 24,
36, 48, 60 hours after plating). For ploidy experiments, at least 250
randomly selected fields of liver sections were imaged, corresponding
to the analysis of more than 8,000 cells for nuclear ploidy analysis and
more than 1,000 cells for cellular analysis.

To perform ploidy experiments, Hoechst 33342 staining was used
to recognize nuclei with a roundness >0.8, and then B-catenin (mouse
models) or KL1 (patients) staining was used to discriminate mononu-
clear and binuclear hepatocytes. Nuclear ploidy was detected auto-
matically by a specific macro developed with Image] software (pixels
ranging from 200 to 2,500 px?). Adobe Photoshop CS (Adobe Systems
Software) was used for figure construction.

Statistics. Statistical significance was determined with a 2-tailed
Student’s ¢ test performed using GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Soft-
ware Inc.). All data are representative of 3 to 8 animals of each geno-
type or 3 to 5 cultures and are expressed as mean + SEM. A P value of
less than 0.05 was considered statistically significant.

Study approval. All procedures were carried out according to the
French guidelines for the care and use of experimental animals. All
animal studies were approved by the regional veterinary services
of the Paris police headquarters (agreement no. 75-956) and by the
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Mouse Facility Core laboratory (Institut Cochin, Inserm U1016,
Université Paris Descartes, Paris, France). All patients gave written
informed consent, and the study protocol was approved by the ethics
committee of the Beaujon Hospital.
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Figure S1. Gating strategy used to identify 2c, 4c, 8c and z8c hepatocytes

Hepatocyte suspensions were fixed and labelled with 7-AAD and analysed by flow cytometry. FACS analysis shows the ploidy dis-
tribution from a representative wild-type mouse. Unspecific signals resulting from doublets events (cells) were excluded based on
FSC-height vs. FSC-width and SSC-heigth vs. SSC-width dot plots and excluded from the data acquired according to flow cytome-
tric standard procedure.
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Figure S2. Hepatocyte ploidy profiles are altered in the liver of PTEN-null mice.

(A) Nuclear ploidy: upper panel: images of liver sections after double staining with anti-B-catenin (plasma membrane labeling,
green) and Hoechst (nucleus, blue), in 3 month-old CTRL and PTEN ko mice (scale bar: 20pum). Lower panel: Box plots of the
percentage of 28n mononuclear hepatocytes relative to total hepatocytes in 3 and 10 month-old control CTRL (white box) and
PTEN ko (gray box) mice. Results are means + SEM (n= 3 per group), ** P < 0.01, *** P < 0.001. Student's t test.

(B) Liver section from a 10 month-old PTEN ko mouse showing HCCs (scale bar: 500 ym). Note that highly polyploid mononuclear
hepatocytes (indicated by arrowheads) are present in HCC nodules (as shown in the high power field, scale bar: 100 pm).
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Figure S3. Progression through G1 and entry to S phase are similar between primary cultures of ob/ob hepatocytes and control he-
patocytes.

(A) Left panel: Double immunostaining of primary hepatocytes with anti-BrdU (green) and Hoechst (blue). Right panel: Analysis of
BrdU short pulse incorporation (32-36 h post-plating) in WT (white bar) and ob/ob cultures (gray bar) (n= 5 per group). ns: not si-
gnificant. Student's t test.

(B) Total RNA was extracted from WT (white boxes) and ob/ob (gray boxes) primary hepatocytes (n= 5). The abundance of CenD1
and CcnE1 mRNA was analyzed by quantitative real-time PCR. ns: not significant. Student's t test.
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Figure S4. MCM7 is highly expressed in ob/ob hepatocytes.

The abundance of MCM7 protein was analyzed during time-course experiments. y-tubulin was used as a loading control.
The western blot is from the same experiment as the Figure 4E and Figure 6 and is representative of four different cultures.
Lanes were run on the same gel but were noncontiguous.
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Figure S5. Cell cycle analysis of primary hepatocytes from dietary mouse models of NAFLD.

(A) MCD model (B) HFD model. Upper panel: Quantitative analysis of BrdU labeling assessed by the percentage of BrdU-positive
cells in primary hepatocytes isolated from WT (white bars) or MCD and HFD (gray bars) livers. Lower panel: Quantitative analysis
of G2 labeling index assessed by the percentage of PHH3-positive nuclei. Data are the means + SEM for three independent
cultures. * P < 0.05, ** P < 0.005, *** P < 0.001, ns: not significant, Student's t test.

(C) MCD model (D) HFD model. Western blot analysis of the abundance of phosphorylated-ATR (Ser428), phosphorylated-p53
(Ser15), p21 protein and phosphorylated-Cdk1 (Tyr15) in primary hepatocytes from CTRL, MCD and HFD mice cultured for 48 h
or 60 h. y-tubulin was used as a loading control. The western blot is representative of three different cultures.
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Figure S6. Impact of oxidative stress on NAFLD hepatocyte polyploidization.

Assessment of oxidative stress in the liver (A) or in primary hepatocytes (B) of WT and ob/ob mice (treated or not with NAC). The
ROS-sensitive vital dye DHE (red) was used to detect the production of superoxide (upper panels). The abundance of Gpx3 and
Hba1 mRNA was measured by quantitative real-time PCR (n= 6 for both in vivo and in vitro analyses). ** P <0.01, *** P < 0.001,
Student’s t test.

(C) Quantitative analysis of DHE fluorescence intensity in vivo (n=3 per group) and in vitro (n=4 per group). *** = P < 0.001, ns: not
significant, Student's t test.

(D) Analyses of nuclear ploidy (2c, 28¢) in primary cultures (T60h post-plating) isolated from WT (white bar) or ob/ob (gray bar)
liver treated (stripped gray bars) or not with NAC (4 independent cultures). * P < 0.05, *** = P < 0.001, ns: not significant, Student's
t test.



