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Rbéle de la Reptine in vivo dans la physiopathologie hépatique

Les travaux antérieurs du laboratoire ont montré que la Reptine, une AAA+ ATPase,
est surexprimée dans le carcinome hépatocellulaire ou elle est nécessaire a la prolifération et
la survie cellulaire. Il est connu que la Reptine joue un réle crucial dans la stabilité de la
kinase mTOR, mais son r6le physiopathologique in vivo reste inconnu. Les objectifs de ma
thése étaient d’étudier le role de la Reptine dans le métabolisme et la régénération hépatique
grice a un nouveau modéle murin d’invalidation hépato-spécifique de la Reptine (Reptin<9).
Nous avons montré que la Reptine régule la stabilité de la protéine mTOR in vivo, via son
activité ATPase. De maniére inattendue, la délétion ou 1’inhibition pharmacologique de la
Reptine induisent une inhibition de I’activitt mTORCI1 et une augmentation de I’activité
mTORC2, associées a une inhibition de la lipogenése et de la production de glucose
hépatique. La délétion de la Reptine supprime complétement les phenotypes pathologiques
associés au syndrome métabolique induit par un régime riche en graisses. Ainsi, 1’inhibition
de I’ATPase Reptine pourrait représenter une nouvelle stratégie thérapeutique pour le
syndrome métabolique. Dans le modéle Reptint“°, nous avons observé une perte progressive
de I’invalidation de la Reptine associée a un phénomene de régénération hépatique. Nos
résultats préliminaires suggerent que la Reptine est nécessaire a la survie des hépatocytes et
est requise pour la prolifération des hépatocytes durant la régénération hépatique apres
hépatectomie partielle. Pour conclure, I’ensemble de nos résultats suggerent que la Reptine
joue un rdle crucial dans I’homéostasie glucido-lipidique du foie, ainsi que dans la
prolifération et la survie des hépatocytes.

Mots clés : Reptine, métabolisme hépatique, régénération hépatique, mTOR

Role of Reptin in hepatic pathophysiology in vivo

Previous studies of the laboratory have shown that Reptin, an AAA+ ATPase, is
overexpressed in hepatocellular carcinoma where it is necessary for proliferation and cell
survival. It is known that Reptin plays a critical role in the stabilization of the mTOR Kkinase,
but its pathophysiological role in vivo remains unknown. The objectives of my thesis were to
study the role of Reptin in liver metabolism and regeneration using a new hepato-specific
Reptin knock-out murine model (Reptint“©). We have shown that hepatic Reptin maintains
mTOR protein level in vivo through its ATPase activity. Unexpectedly, loss or
pharmacological inhibition of Reptin induces an inhibition of mTORC1 activity and an
increase of MTORC2 activity, associated with inhibition of lipogenesis and hepatic glucose
production. The deletion of Reptin completely rescued pathological phenotypes associated
with the metabolic syndrome induced by a high fat diet. Thus, inhibition of Reptin ATPase
could represent a new therapeutic perspective for the metabolic syndrome. In Reptin-<©
model, we have observed a progressive loss of Reptin invalidation associated with a liver
regeneration phenomenon. Our preliminary data suggest that Reptin is necessary for
hepatocyte survival and is required for hepatocyte proliferation during liver regeneration after
partial hepatectomy. To conclude, altogether our results suggest that Reptin plays a crucial
role in glucose and lipid metabolism in the liver, and in hepatocyte proliferation and survival.

Keywords: Reptin, liver metabolism, liver regeneration, mTOR
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INTRODUCTION

Ce travail de thése a été initié suite aux travaux du laboratoire sur le role de la Reptine
dans des lignées cellulaires de Carcinome Hépatocellulaire (CHC). Les projets que j’ai
développés au cours de ma these visaient a étudier le role de la Reptine dans le foie en
physiopathologie, dans un organisme entier. Ces projets ont été rendus possibles grace a un

nouveau modéle murin d’invalidation conditionnelle hépato-spécifique de la Reptine.

Le premier projet visait a déterminer le réle de la Reptine in vivo dans la régulation du
métabolisme hépatique en physiologie et dans la physiopathologie du syndrome métabolique.
Le second projet visait & déterminer le role de la Reptine in vivo dans la prolifération et la

survie des hépatocytes durant la régénération hépatique apres hépatectomie partielle.

Cette introduction vise a présenter, dans le premier chapitre, la Reptine a travers ses
différentes fonctions et son implication dans le cancer. Le second chapitre explique le
métabolisme hépatique en physiologie mais également dans la pathologie du syndrome
métabolique, pouvant évoluer en CHC. Le troisieme chapitre décrit le phénomene de
régénération hépatique illustrant les capacités extraordinaires du foie en cette matiére. Enfin,
I’hypothése de travail et les objectifs de ma these sont détaillés dans le quatriéme chapitre de

cette introduction.
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Chapitre |

a Reptine

1. Description de la Reptine

La Reptine est une ATPase appartenant a la famille des AAA+ : ATPase Associated
with various cellular Activities (ou ATPase associée a diverses activités cellulaires en
frangais). Chez I’homme, la Reptine est codée par le géne RUVBL2, de 22 643 pb,
comprenant 15 exons. Il est localisé sur le bras long du chromosome 19, en position 19g13.3.
La Reptine a été découverte simultanément par plusieurs équipes a la fin des années 1990 par
différentes approches et dans différentes espéces (Kanemaki et al., 1997; Makino et al., 1998;
Bauer et al., 1998; Qiu et al., 1998). Cela explique la trés grande variété de noms qui lui a été
donnée. En effet, la Reptine est aussi appelé Rvb2, RUVB2, RuvB-like 2 (chez E. coli),
RuvB-like protein 2, Reptin52, TIP49B, TIP48, TAP54p, TIH2, ECP-51, INO80J, mp47, p47,
CGl-46, CG9750 / FBgn0040075 (chez la drosophile), T22D1.10 (chez C. elegans),
YPL235W et SPBC83.08 (chez la levure). Cependant un consensus (Rosenbaum et al., 2013)
a permis de limiter cette longue liste a 1’utilisation de quelques noms principaux pour faciliter
la compréhension : Reptine ou RUVBL2 en général et RVB2 chez la levure. Pour faciliter la
compréhension, nous utiliserons le terme « Reptine » dans 1’ensemble de la thése.

Son nom RUVBL2 lui vient de son homologie avec I’hélicase bactérienne RuvB avec
qui elle posséde une faible homologie de séquence. En effet, elles présentent seulement 30%
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de similarité de seéquence et la Reptine humaine posséde un domaine supplémentaire, le
domaine II. La Reptine est une protéine trés conservée dans le régne animal puisqu’elle est
présente de la levure jusqu’a I’homme (Nano and Houry, 2013).

Son nom Reptine lui vient de sa capacité de co-régulation avec son partenaire Pontine
ou RUVBLI d’ou son nom « Repressing Pontin 52 ». Chez ’Homme, la Reptine et son
paralogue Pontine présentent une forte homologie et partagent ainsi 43% d’identité de
séquence et 65% de similarité de séquence. Ces deux protéines sont souvent présentes dans
les mémes complexes et ont été découvertes en méme temps (Kanemaki et al., 1997; Makino
et al., 1998; Bauer et al., 1998; Qiu et al., 1998).

1.1. Domaines et structure de la Reptine

Chez I’homme, la Reptine est une protéine de 463 résidus d’acides aminés pour une
masse de 51,157 kDa. Comme son paralogue la Pontine, elle comporte 3 domaines (Matias et
al., 2006; Gorynia et al., 2008, 2011; Lopez-Perrote et al., 2012a). Le domaine | (résidus 1 a
126 et 295 a 361) est un sous domaine N-terminal du domaine AAA+. Le domaine Il (résidus
126 a 295) est un domaine d’insertion de 170 résidus d’acides aminés qui est unique a Reptine
et Pontine parmi les AAA+ (Putnam et al., 2001). Enfin, le domaine Il (résidus 361 a 463)
est I’autre sous-domaine du domaine AAA+. Ensemble, les domaines | et Il forment le cceur
du domaine AAA+ (Figure 1). Les motifs Walker A et Walker B, présents dans le domaine |
sont les sites de liaison et d’hydrolyse de I’ATP, respectivement. Les motifs Senseur I et
Senseur II sont des senseurs de liaison a I’ADP ou I’ATP. Le motif Arg-finger (ou doigt
d’arginine) permettrait la coordination de 1’hydrolyse de I’ATP entre les différentes sous-
unités de Reptine lorsqu’elle est complexée en multimeéres (Matias et al., 2006). Les structures
secondaires de la Reptine et la Pontine présentent une homologie trés élevée, avec une forte

similitude des domaines et une conservation des différents motifs.
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Figure 1 : Domaines et structure de Reptine et Pontine chez I’homme. Adapté de (Lopez-Perrote et al.,
2012a).

La Reptine et la Pontine sont souvent retrouvées ensemble dans des complexes et sont
capables de former des multimeres : hexameéres et dodécameéres. En effet, chez la levure,
Reptine et Pontine ont été retrouvées dans le complexe INO80 avec une steechiométrie 6:6:1
(Reptine:Pontine:INO80) (Jonsson et al., 2001, 2004). Deux études de microscopie
électronique ont confirmé la formation d’un dodécamére composé de deux anneaux
hexamériques avec une alternance des sous-unités Reptine et Pontine (Puri et al., 2007;
Torreira et al., 2008). Cet empilement d’hexaméres interagit via les domaines II (domaine
d’insertion) de Reptine et Pontine. Cependant, des structures en un seul anneau hétéro-
hexameérique ont aussi été mises en évidence chez la levure (Gribun et al., 2008). Chez
I’homme, la premiére structure de Reptine et Pontine par cristallographie-Rayon X (Figure 2)
a montré un assemblage de deux hétéro-hexameres en anneau (Gorynia et al., 2008, 2011),
comme observé chez la levure par Puri et al. en 2007. Dans cette étude, une partie du domaine
Il a été tronquée afin de faciliter la formation des cristaux mais les deux hexameres
interagissent tout de méme via la partie non-tronquée de ce domaine.
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Figure 2 : Représentation de c6té (a gauche) et de dessus (a droite) de la structure du dodécamére Reptine-Pontine
par cristallographie-Rayon X. La Reptine est représentée en bleu et la Pontine en jaune, avec les molécules d’ATP
placées au niveau du site actif. Adapté de (Gorynia et al., 2011)

Une autre étude a confirmé la structure dodécamérique de Reptine et Pontine chez
I’homme par cryo-microscopie électronique (Lopez-Perrote et al., 2012a). Cette étude améne
plusieurs informations pertinentes puisque deux conformeres différents ont été observés : I'un
compact (130 A) et I’autre plus étendu (145 A) (Figure 3). De plus, la proportion entre les
deux conformations semble régulée en présence ou absence de nucléotides, d’ADP ou d’ATP
et cette régulation se fait via un mouvement du domaine II (domaine d’insertion) qui relie les
deux hexameéres, permettant I’exposition des régions de liaison a I’ADN. Le changement

conformationnel du domaine II pourrait réguler 1’activité ATPase et/ou inversement.
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Figure 3 : Structure compacte (en haut) et étendue (en bas) du dodécamere Reptine-Pontine. La Reptine est
représentée en violet et la pontine en bleu. Adapté de (Lopez-Perrote et al., 2012a)
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Une autre étude (Jeganathan et al., 2015), a confirmé la présence d’hétéro-hexameres
et de dodécameéres en plus faible proportion (10%) chez la levure par microscopie
électronique. De plus, cette étude confirme et renforce cette flexibilité de structure du
dodécameére. En effet, les deux conforméres compact et étendu ont été observés mais deux
autres sous-populations également (Figure 4). Les auteurs proposent qu’il existe un
continuum de conformation rendant compte de la flexibilité du dodécamére et de son réle sur
son activité ATPase. Récemment, de nouvelles études structurales ont confirmé le modéle de
dodécameére (Silva-Martin et al., 2016).

—_—
(2)
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i
- A
AY

A —
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155 A
137 A
132A

| 117 A |

Top view

Figure 4 : Différents états intermédiaires de structure du dodécamere Reptin-Pontin chez la levure. Adapté de
(Jeganathan et al., 2015)

Dans I’ensemble, la Reptine a été décrite sous forme d’hexameéres (principalement
chez la levure) et sous forme de dodécameres (principalement chez I’homme). Il a été proposé
que la forme d’hexamére soit une étape vers la formation de dodécamére avec une activité
ATPase renforcée chez I’homme (Gorynia et al., 2011) mais aussi que le dodécameére soit une
étape de stockage pour passer au moment voulu vers un état hexamere, plus fonctionnel chez
la levure (Jeganathan et al., 2015). De plus, la plasticité conformationnelle décrite pour le
dodécameére via le domaine d’insertion pourrait réguler son activité ATPase ou inversement
(Gorynia et al., 2011; Ldpez-Perrote et al., 2012a). Toutefois, la Reptine existe également
sous forme de monomere, en faible proportion, ce qui est probablement nécessaire pour

assurer des fonctions indépendantes de celles de la Pontine.



INTRODUCTION Chapitre | : La Reptine

1.2. Activités enzymatiques

Depuis sa découverte, il y a beaucoup de questionnements sur les activites
enzymatiques hélicase et ATPase de la Reptine et un débat persiste.

Il a été proposé que la Reptine ait une activité hélicase comme son homologue
1I’hélicase bactérienne RuvB (Mézard et al., 1997). Bien que des données in silico soient en
faveur d’une activité hélicase (dans la conformation étendue du dodécamére Reptine-Pontine,
le canal sur le coté serait assez large [26 A] pour le passage d’un simple brin d’ADN alors que
I’autre brin passerait par le canal central (Bailly, 2016), peu d’études ont pu montrer une
activité hélicase de la Reptine chez I’homme (Kanemaki et al., 1999) ou une faible activité
chez la levure (Gribun et al., 2008). D’autres n’ont montré aucune activité hélicase (Ikura et
al., 2000; Jonsson et al., 2001; Qiu et al., 1998; Gorynia et al., 2011).

De facon concordante avec son appartenance a la famille des AAA+, la Reptine
posséde un domaine ATPase avec ses différents motifs Walker A et B, ainsi que les senseurs |
et I et le doigt d’arginine (Lupas and Martin, 2002). L’hydrolyse de I’ATP en ADP est une
réaction exothermique qui permet de libérer de 1’énergie nécessaire a de nombreux processus
biologiques et notamment a I’activité de complexes macromoléculaires dont la Reptine fait
souvent partie. Cependant, I’existence d’une activité ATPase pour la Reptine seule est
incertaine : faible voire inexistante (Qiu et al., 1998; Puri et al., 2007; Choi et al., 2009) pour
la protéine humaine, alors qu’elle est présente chez la levure (Torreira et al., 2008; Gribun et
al., 2008). La Reptine a besoin d’étre en oligomére avec la Pontine pour avoir une activité
ATPase significative chez ’homme (Gorynia et al., 2011; Zhou et al., 2017) alors que chez la
levure, il a été montré que son activitt ATPase diminue lorsqu’elle est sous forme de
dodécamere (Jeganathan et al., 2015). L’activit¢ ATPase est augmentée par la présence
d’ADN (Kanemaki et al., 1999; Afanasyeva et al., 2014) et pourrait donc étre régulée par un
contexte cellulaire particulier. Un argument supportant cette hypothése est que 1’acétylation et
la méthylation des queues N-terminales des histones régulent I’activit¢é ATPase de Reptine-
Pontine et leur oligomérisation (Queval et al., 2014). Les discordances entre les différentes
études peuvent étre dues a différents protocoles utilisés, divers « tags » qui peuvent altérer ou
renforcer 1’activité, différents partenaires retenus lors de la purification ou a des changements
conformationnels du complexe. Globalement, il y a un consensus en faveur d’une activité
ATPase de la Reptine, qui est renforcée lorsqu’elle est en complexe : hexamerique chez la
levure et dodécamérique chez I’homme. Enfin, I’activité ATPase est requise pour la plupart

des fonctions de la Reptine, son réle sera décrit plus loin.
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1.3. Réqulations de la Reptine

Bien que la régulation de I’expression de la Reptine soit peu connue, certains élements
montrent une régulation du niveau de Reptine, ainsi que des modifications post-

traductionnelles.

1.3.1. Régulation de I’expression de la Reptine

Le régulateur le mieux décrit de D’expression de la Reptine est c-myc. La
surexpression de c-myc induit une augmentation de I’ARNm de la Reptine (Menssen and
Hermeking, 2002) et inversement, la délétion de c-myc dans des fibroblastes de rat méne a
une diminution de Reptine au niveau protéique et ARNm (Wood et al., 2000). De plus un site
de liaison pour c-myc a été trouvé dans le promoteur de Reptine et Pontine (Fan et al., 2010;
Zeller et al., 2006), suggérant une régulation transcriptionnelle directe, également suggéree
par des expériences d’immuno-précipitation de la chromatine en cellules (Walz et al., 2014).
Il a aussi été montré que PPARY réprime 1’expression de la Reptine dans une lignée de cancer
colorectal (Milone et al., 2016). D’autre part, il a été décrit une augmentation de son
expression par Rho A/B/C (Berenjeno et al., 2007) et par le microARN mIR-372 (Lai et al.,
2012).

1.3.2. Modifications post-traductionnelles de la Reptine

Plusieurs modifications post-traductionnelles de la Reptine ont été décrites. La Reptine
peut subir une sumoylation sur la lysine 456 par Ubc9, ce qui augmente sa translocation
nucléaire et son activité de corépresseur avec p-caténine (Kim et al., 2006; Tammsalu et al.,
2014). Cette sumoylation peut étre réversee par la SUMO protéase SENP1. La Reptine peut
aussi étre méthylée sur la lysine 67 par la méthyl-transférase G9a en hypoxie, favorisant son
interaction avec HIFla et la régulation transcriptionnelle de genes hypoxiques (Lee et al.,
2010a, 2011b). La Reptine peut étre phosphorylée par ATM et ATR en condition de
dommage de I’ADN (Matsuoka et al., 2007). La Reptine a aussi été décrite ubiquitinylée sur
la lysine 456 (Matsumoto et al., 2005; Maslon et al., 2010), O-glycosylée (Zachara et al.,
2011), ou encore acétylée chez la drosophile (Weinert et al., 2011) et dans des cellules
humaines (Choudhary et al., 2009). Le rdle de ces derniéres modifications post-

traductionnelles n’est pas encore connu.
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1.3.3. Co-régulation de Reptine et Pontine

Les niveaux d’expression de Reptine et Pontine sont étroitement liés. En effet, il existe
une co-régulation de I’expression de la Reptine par la Pontine par un mécanisme post-
traductionnel dépendant du protéasome (Haurie et al., 2009; Venteicher et al., 2008; l1zumi et
al., 2010). Il est donc impossible de surexprimer globalement le niveau protéique de Reptine a
long terme, méme si on peut augmenter celui de son ARNm (Rousseau et al., 2007).
Expérimentalement, la Reptine controle elle-méme son expression puisque la surexpression
de Reptine étiquetée chez la levure ou dans des lignées cellulaires humaines méne a une
diminution de I’expression de la Reptine endogéne (Radovic et al., 2007; Rousseau et al.,
2007).

1.3.4. Localisation tissulaire et cellulaire de la Reptine

La Reptine est exprimée de fagon ubiquitaire dans tous les tissus humains mais son
niveau d’expression est trés élevé dans les testicules, le thymus, le cceur et les muscles
squelettiques (Salzer et al., 1999; Parfait et al., 2000). Chez la souris, nous avons retrouvé une

expression importante de la Reptine dans les testicules, le cerveau et les muscles (Figure 5).
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Figure 5 : Distribution tissulaire du niveau relatif d’ARNm de la Reptine entre les différents tissus chez la
souris (données non-publiées)
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La localisation cellulaire de la Reptine est principalement nucléaire. Dans les
hépatocytes normaux, elle est principalement nucléaire mais elle est aussi présente en plus
faible proportion dans le cytoplasme. Dans le carcinome hépatocellulaire, elle est présente a la
fois dans le noyau, mais aussi dans le cytoplasme des hépatocytes tumoraux (Rousseau et al.,
2007), résultat confirmé par fractionnement subcellulaire de lignées cellulaires de CHC
(Grigoletto et al., 2013). Une localisation partielle dans le cytoplasme de cellules Hela (Sigala
et al., 2005; Boulon et al., 2010) et HEK (Ni et al., 2009) a aussi été montrée. Durant la
différenciation des cellules 3T3-L1 en adipocytes la localisation de la Reptine passe du noyau
vers le cytoplasme (Xie et al., 2009), suggérant que sa localisation subcellulaire est régulée.
Une localisation mitochondriale a été décrite (Liyanage et al., 2017), de méme qu’une
localisation dans les aggresomes : organites de stockage et dégradation des agrégats

protéiques (Zaarur et al., 2015).

2. La Reptine : une protéine multifonctionnelle

La Reptine est une protéine multifonctionnelle. En faisant partie de nombreux
complexes de haut poids moléculaire, elle prend part a de nombreuses fonctions cellulaires
(revues dans (Grigoletto et al., 2011; Nano and Houry, 2013)), incluant entre-autres le
remodelage de la chromatine, la régulation de la transcription, la réparation des dommages a
I’ADN, la biogenése des complexes ribonucléoprotéiques et le chaperonnage de macro-
complexes (Figure 6). Ces nombreuses fonctions cellulaires font de la Reptine une protéine
essentielle a la viabilité de tous les organismes étudiés : Saccharomyces cerevisiae (Qiu et al.,
1998), Drosophila melanogaster (Bauer et al., 2000), Caenorhabditis elegans (Eki et al.,
2007) et Xenopus laevis (Etard et al., 2005).
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Figure 6 : Fonctions majeures de la Reptine : assemblage et stabilité des PIKK et des snoRNP, réparation de I’ADN,
remodelage de la chromatine, maintenance des téloméres, régulation de la transcription (Rosenbaum et al., 2013).

2.1. Remodelage de la chromatine

La Reptine est impliquée dans plusieurs complexes de remodelage de la chromatine
tels que INO80, SWR1 et Tip60 (Figure 7).
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Figure 7 : Reptine et Pontine font parties des complexes de remodelage de la chromatine INO80, SWR et Tip60 et
permet leur assemblage. Adapté de (Nano and Houry, 2013)

2.1.1. Complexe INO8O

Le complexe INO8O est un complexe de remodelage de la chromatine ATP-dépendant.
I1 est composé d’une sous-unité catalytique, I’hélicase INOS8O (de la famille SNF2), ainsi que
d’autres composants : Actl, les2, les6, Arp4, Arp5 et Arp8 (Morrison and Shen, 2009).
Reptine et Pontine ont été identifiées dans le complexe INO8O chez la levure (Tosi et al.,
2013). La Reptine interagit avec Arp5, via son domaine d’insertion (domaine IT) (Chen et al.,
2011), permettant d’assembler et stabiliser le complexe (Jonsson et al., 2004). En effet, la
délétion de la Reptine chez la levure empéche 1’assemblage du complexe INOS8O et le
remodelage de la chromatine. Ainsi, la Reptine est importante pour 1’activité de remodelage
de la chromatine via INO8O0 et permet de réguler la transcription, la réplication et la réparation
d’ADN double brin par mobilisation des nucléosomes chez la levure, la drosophile et

I’homme (Jénsson et al., 2004; Shen et al., 2000; Jin et al., 2005). 1l a recemment été montré
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que le domaine INO8OINS de la sous-unité INO8O ATPase stimule 1’activité ATPase de
Reptine et Pontine et leur dodécamérisation. Cela favorise 1’assemblage fonctionnel du
complexe INO8O pour permettre le remodelage de la chromatine via I’activité de 1’hélicase
INO8O. Cela indique un role de chaperonne de Reptine et Pontine dépendant de leur activité
ATPase (Zhou et al., 2017).

2.1.2. Complexe SWR-C/SRCAP

Reptine et Pontine sont associées au complexe de remodelage de la chromatine SWR-
C (Swi/Snf2 Related Complex) chez la levure Saccharomyces cerevisiae (Morrison and Shen,
2009) ou a son homologue SRCAP (Snf2-Related CREBBP Activator protein Complex) chez
les mammiferes (Doyon et al., 2004; Kobor et al., 2004; Mizuguchi et al., 2004; Jin et al.,
2005). Ces complexes sont composes de la sous-unité catalytigue SWR1 ou SRCAP (levure
ou mammifére) qui sont des hélicases de la famille Snf2, de Reptine et Pontine, ainsi que
d’autres composants : Actl, Arp4, Arp6 et Yaf9/GAS41l. Ce complexe est trés similaire au
complexe INO80O puisqu’il partage plusieurs sous-unités avec lui. Comme le complexe
INO8O, les complexes SWR-C et SRCAP sont impliqués dans le remodelage de la chromatine
en catalysant le remplacement des diméres d’histones H2A-H2B par des diméres contenant
les variant Htz1, chez la levure, ou H2AZ, chez le mammifere (Kobor et al., 2004; Mizuguchi
et al., 2004; Krogan et al., 2003), permettant I’ouverture de la chromatine et la transcription.
Cela permet la régulation de la transcription, la ségrégation chromosomique, la progression du
cycle cellulaire et la réparation de ’ADN. Le role exact de Reptine et Pontine dans ce
complexe n’est pas connu mais vu la similarité entre les complexes INO8O et SWR-C,
Reptine et Pontine semblent y jouer un role d’assemblage en recrutant les différentes sous-

unités permettant ainsi 1’activité du complexe (Nguyen et al., 2013).

2.1.3. Complexe Tip60

Reptine et Pontine ont également été identifiées dans le complexe de remodelage de la
chromatine Tip60 chez la drosophile (Qi et al., 2006) et chez I’lhomme (Doyon et al., 2004;
Jin et al., 2005). Le complexe Tip60 a une activité HAT (histone acetyltransferase) impliquée
dans le remodelage de la chromatine par acetylation des histones, convertissant ainsi la
chromatine en euchromatine relachée et transcriptionnellement active (Qi et al., 2006; Jha et
al., 2008). L’activité HAT de Tip60 est également requise apres la réparation de I’ADN, pour
acétyler I’histone H4, permettant la déphosphorylation de phospho-H2AX (marqueur de
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dommage de I’ADN) et arréter la réponse aux dommages de I’ADN. Reptine et Pontine sont
requises pour ’activité de Tip60, en interagissant et en neutralisant la sous-unité inhibitrice
p400, suggérant qu’elles sont nécessaires a 1’assemblage et la stabilit¢ du complexe. En
effet, la déplétion de Reptine ou Pontine par siRNA dans les cellules HEK293 inhibe
I’activation du complexe Tip60 (Jha et al., 2008, 2013). De plus, le complexe Tip60 acétyle
aussi des protéines comme ATM (impliquée dans la réparation de I’ADN) pour I’activer apres
un dommage de I’ADN et permettre la réparation (Sun et al., 2005). Un rdle dans la
transcription a aussi ét¢ montré pour le complexe Tip60 puisqu’il a été retrouvé sur différents

promoteurs et nécessaire a la transcription des génes cibles de p53 (Legube et al., 2004).

2.2. Réparation de ’ADN

La Reptine est particuliérement impliquée dans la réparation des dommages de I’ADN.
Comme cité précédemment, elle fait partie des complexes de remodelage de la chromatine
Tip60 et INO80 (Jha et al., 2013; Jonsson et al., 2004). Ces complexes sont également
impliqués dans la réparation des dommages de I’ADN. La déplétion de la Reptine ou INO80
par sShRNA dans les cellules U20S diminue la survie cellulaire en réponse aux dommages de
I’ADN induits par irradiation UV (Wu et al., 2007). La Reptine a également été impliquée
dans la réparation de ’ADN par son association au complexe de « Fanconi anemia » et la
régulation de sa stabilité. En effet, la déplétion de la Reptine dans les cellules U20S par
siRNA augmente la sensibilité aux agents alkylants, les aberrations chromosomique et inhibe
la voie de signalisation « Fanconi Anemia» (Rajendra et al., 2014). Le complexe de
« Fanconi Anemia » permet la réparation des dommages de I’ADN et particuliérement des
liaisons entre les brins (ICL : « interstrand crosslink »).

De plus, la Reptine régule les protéines membres de la famille des PIKK (Phospho-
Inositol-3-Kinase related protein Kinase) comme ATM, ATR et DNA-PKcs, toutes
impliquées dans la réparation de ’ADN (lzumi et al., 2010). Cette régulation se fait par
chaperonnage via le complexe R2TP et sera détaillée dans la partie « 2.4. Chaperonnage ». Le
laboratoire a montré que la Reptine régule la phosphorylation de H2AX et I’expression
protéique des trois kinases de H2AX : ATM, ATR et DNA-PKGcs dans des lignées cellulaires
de CHC irradiees ou en présence d’étoposide (Raymond et al., 2015). La Reptine interagit
avec DNA-PKcs et régule la stabilité des formes nouvellement synthétisées de cette protéine.

C’est donc un co-facteur pour la réparation des cassures de I’ADN double brin.
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2.3. Transcription

La Reptine régule la transcription des genes par divers mécanismes comme le

remodelage de la chromatine et I’interaction avec des facteurs de transcription.

2.3.1. Remodelage de la chromatine

La Reptine permet 1’assemblage des divers complexes de remodelage de la chromatine
INO80, Tip60 et SWR-C decrit précedemment (Jonsson et al., 2001; Kim et al., 2006;
Nguyen et al., 2013), qui sont impliqués également dans la transcription en régulant

I’accessibilité des facteurs de transcription.

2.3.2. Cofacteur de transcription

Le travail princeps de Jonsson et al. a montré le réle trés important de Reptine et
Pontine dans la régulation de I’expression des genes (JOnsson et al., 2001). Dans ce travail,
une perte aigué de Reptine ou Pontine était produite chez la levure a 1’aide d’un systéme
d’alléles thermo-dégradables. Il a été observé la régulation d’environ 5% de tous les geénes.
Remarquablement, les effets étaient similaires que la Reptine ou la Pontine soit délétée.

Par la suite, de nombreux travaux de déplétion de la Reptine ou de la Pontine par
ARN]I, essentiellement dans des cellules humaines, ont confirmé qu’elles régulaient le niveau
d’expression de nombreux génes. Ces travaux ont généralement montré des effets plutot
antagonistes de la déplétion de I'une ou ’autre protéine sur ’expression des genes. La
Reptine n’est pas elle-méme un facteur transcriptionnel, mais agit en régulant 1’activité de
nombreux facteurs transcriptionnels. Elle interagit directement avec de nombreux facteurs
transcriptionnels : B-caténine et TBP (Bauer et al., 1998, 2000), c-myc (Wood et al., 2000),
E2F (Tarangelo et al., 2015), HIF1a (Lee et al., 2010a), STAT2 (Gnatovskiy et al., 2013),
YY1 (Lépez-Perrote et al., 2014), GATA3 (Hosokawa et al., 2013) ou encore ATF2 (Cho et
al., 2001c).

2.3.2.1. Effets transcriptionnels répresseurs

L’équipe de Pradel a montré que la Pontine favorise 1’activité transcriptionnelle du
complexe B-caténine-TCF par la formation d’un pont entre les deux partenaires (d’ou son
nom Pontine), alors qu’a l’inverse, la Reptine réprime I’activité transcriptionnelle de f-

caténine (Bauer et al., 1998, 2000) et de ses génes cibles c-myc, ITF2 et COX2 (Feng et al.,
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2003). En effet, les auteurs ont montré via des systémes rapporteurs de [D’activité
transcriptionnelle de la B-caténine en cellules humaines, que la Reptine inhibe 1’activité
transcriptionnelle, alors que la Pontine la stimule. Ce mécanisme est tres conservé puisque la
délétion de Reptine ou Pontine chez des mutants de drosophile induit un phénotype
antagoniste sur le développement des ailes regulé par la signalisation Wg/Wnt-fcaténine.
Dans une autre étude, la Reptine coopére avec [-caténine pour réprimer la transcription de
KAI-1 (géne anti-métastatique) par recrutement de HDACL et 2 dans des cellules de cancer
de la prostate et la glande pituitaire chez 1’embryon de souris (Kim et al., 2005; Olson et al.,
2006). La sumoylation de la Reptine augmente son potentiel répressif en promouvant sa
localisation nucléaire et augmentant son interaction avec HDACL1 dans les cellules HEK293
(Kim et al., 2006). Cependant, les protéines APPL1 et APPL2 (protéines adaptatrices
impliquées dans la prolifération) interagissent avec la Reptine et, par compétition, leur
surexpression dans les cellules HEK293 réduit 1’association avec les HDAC (Histone
déacétylase) et leve la répression sur B-caténine (Rashid et al., 2009).

La Reptine interagit également avec le domaine N-terminal du facteur de transcription
c-myc pour co-réprimer la transcription du géne inhibiteur de croissance p21 et ainsi
promouvoir la prolifération. Chez la drosophile, la Reptine interagit avec c-myc et I’extinction
de la Reptine est létale et inhibe la prolifération et la croissance des larves (Bellosta et al.,
2005). Chez le Xénope, l’extinction de la Reptine inhibe la prolifération dans le
développement précoce et induit une Iétalité embryonnaire. L’effet mitogénique de la Reptine
est médié par c-myc puisque l’injection d’ARN c-myc restaure le developpement
embryonnaire. Via des systemes rapporteurs, les auteurs ont montré que la délétion de la
Reptine augmente la répression de p21 par c-myc (Etard et al., 2005). La Reptine est aussi
requise pour la liaison de c-myc au promoteur TERT et ainsi réguler la transcription de la
télomeérase TERT dans des cellules de cancer gastrique et du col de ’utérus (Li et al., 2010).

La Reptine permet de réguler la transcription des génes hypoxiques, comme le VEGF,

par interaction avec le facteur de transcription HIF1a. En effet, dans des cellules humaines en
hypoxie, la Reptine est méthylée, permettant ’interaction avec HIFla, la liaison sur les
régions promotrices des génes sensibles a I’hypoxie et la répression de leur transcription par
recrutement de HDAC (Lee et al., 2010a).
Chez ’homme, il a ét¢ montré que la Reptine se lie a8 ATF2 (facteur de transcription impliqué
dans le développement et le cancer) lorsqu’il est phosphorylé. Cette liaison inhibe ’activité
transcriptionnelle de ATF2 mais les conséquences fonctionnelles ne sont pas connues (Cho et
al., 2001c).

18



INTRODUCTION Chapitre | : La Reptine

Elle interagit également avec GATA3 (facteur de transcription impliqué dans la
différenciation et la prolifération), qui permet sa liaison au locus Cdkn2c, la méthylation
d’histones H3-K27Me3 et [’ubiquitination d’histones H2A-K119Ub via le complexe
Polycomb. Cela méne a la répression transcriptionnelle de Cdkn2c, permettant la
différenciation des lymphocytes Th2 et leur prolifération (Hosokawa et al., 2013).

Enfin, la Reptine a ét¢ impliquée dans I’inhibition de la signalisation NF«xB en
inhibant la sous-unité p65 (Qiu et al., 2015). Les auteurs ont montré que, de facon antagoniste
a la Pontine, la surexpression de la Reptine dans les cellules HEK293 réprime la

transactivation de NFkB, en empéchant la translocation nucléaire de p65.

2.3.2.2. Effets transcriptionnels positifs

La Reptine est requise pour la transcription des génes stimulés par I’interféron-a, par
interaction avec le facteur de transcription STAT2. La déplétion de la Reptine par siRNA
dans les cellules HEK293 inhibe fortement 1’activation de la transcription des génes stimulée
par I’interféron-a (Gnatovskiy et al., 2013).

La Reptine interagit avec le facteur de transcription YY1 (régulant la prolifération et la
différenciation). La Reptine améliore la liaison de YY1 a I’ADN et son activité
transcriptionnelle.

Dans les tumeurs Rb triple KO, la Reptine se comporte comme un co-facteur du
facteur de transcription E2f1 (Tarangelo et al., 2015). L’interaction avec E2fl permet le
remodelage de la chromatine par échange d’histones H2AZ, augmentant 1’accessibilité de
E2f1 aux régions promotrices et amplifiant la réponse transcriptionnelle de E2f1 sur les génes
du cycle cellulaire et du métabolisme hépatique (Figure 8). En effet, chez la souris, la délétion
de E2f1 dans les tumeurs induit d’abord une inhibition de la transcription des génes du cycle
cellulaire puis plus tardivement I’inhibition de genes métaboliques via I’absence de

recrutement du complexe Reptine/Pontine.
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Figure 8 : Reptine régule positivement la transcription des genes du cycle cellulaire et du métabolisme hépatique par
interaction avec E2f1 et remodelage de la chromatine dans le cancer (Tarangelo et al., 2015).

2.4. Chaperonnage

La Reptine permet 1’assemblage et stabilise des complexes macromoléculaires
impliqués dans le remodelage de la chromatine et la réparation de I’ADN (cités
précédemment), la maintenance des télomeres, la biogenése des snoRNP et 1’assemblage de
I’ARN polymérase II. Elle stabilise également les protéines de la famille PIKK. Ainsi, la
Reptine posséde un réle de chaperonnage, impliqué dans nombre de ses fonctions cellulaires.
Cependant, la faible abondance de Reptine et Pontine par rapport aux autres partenaires des
complexes suggere que ce ne sont pas des membres permanents de ces complexes
(Ghaemmaghami et al., 2003). Elles auraient donc une activité « chaperonne-like », plutdt
qu’une réelle activité catalytique de chaperonne (Gallant, 2007).

2.4.1. Complexe de télomeérase

Le complexe de télomérase est un complexe composé de plusieurs sous-unités
ribonucléoprotéiques : une sous-unité catalytique TERT, une sous-unité TERC (Telomerase
RNA component) et une sous-unité de liaison a TERC, la dyskerine (Figure 9). Ce complexe
ajoute des répétitions d’ADN aux extrémités des chromosomes permettant ainsi la
maintenance les télomeres. La Reptine, avec Pontine, ont été identifiées comme sous-unité du

complexe de télomérase chez I’homme, et requises pour son assemblage et sa stabilité via son
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role de chaperonne (Venteicher et al., 2008). Reptine et Pontine interagissent avec TERT et

dyskerine afin de faire un pont d’interaction entre les différents membres du complexe.

telomerase complex assembly

pre-telomerase mature telomerase
complex complex

Figure 9 : Reptine et Pontine font parties du complexe de télomérase et permet son assemblage (Nano and Houry,
2013).

Par ailleurs, il a été décrit chez la levure que Reptine et Pontine sont des sous-unités
du complexe ASTRA (ASsembly of Tel, Rvb and ATM-like kinase) (Stirling et al., 2011,
Lopez-Perrote et al., 2012b). Ce complexe, composé de Tral (homologue de TRRAP), Tel2,
Ttilp, Tti2p, Asalp, Reptine et Pontine, est peu étudié mais il a été proposé pour jouer un role

dans la maintenance des télomeres. Le role de Reptine dans ce complexe est encore inconnu.

2.4.2. Complexe R2TP

La Reptine et la Pontine font également partie du complexe R2TP dans lequel elles ont
un role de chaperonne pour plusieurs fonctions cellulaires (pour revue (Mao and Houry, 2017,
Nano and Houry, 2013). Le complexe R2TP est composé de Rvb1 (Pontine), Rvb2 (Reptine),
Tah1 et Pih1 chez la levure, d’ou son nom R2TP (Rvb1-Rvb2-Tah1-Pihl) (Zhao et al., 2005).
Ce complexe est trés conservé chez les eucaryotes, il est composé de Reptine, Pontine,
PIH1D1 (orthologue Pihl) et RPAP3 (équivalent de Tahl mais pas similaire) chez 1’lhomme
(Te et al., 2007; Boulon et al., 2010).

L’assemblage du complexe R2TP se fait par interaction des différents composants et
permet le recrutement de la chaperonne Hsp90 (Figure 10), ce qui fait de Reptine une co-
chaperonne. Ainsi, Reptine et Pontine, probablement sous forme d’hexameres, interagissent
avec Pihl via son domaine N-terminal. Pihl interagit avec Reptine et Pontine, avec Tahl via
leur domaine C-terminal, mais aussi avec Hsp90. Enfin, Tahl interagit avec Pihl et Hsp90 via
leur motifs TPR (TetratricoPeptide Repeat) et MEEVD, respectivement (Zhao et al., 2008).
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Le complexe R2TP interagit avec des sous-unités du complexe « prefoldin-like »
(PFDN2, UXT, URI, RPB5 et WDR92) pour former un macro-complexe communement
appelé complexe R2TP/Prefoldin like. Le complexe R2TP/Prefoldin-like interagit également
avec le complexe TTT (ou complexe Tel2), composé de Tel2, Ttil et Tti2 (Kakihara and
Houry, 2012; Horejsi et al., 2010).
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Figure 10 : Composition et assemblage du complexe R2TP chez la levure et chez I'homme (Kakihara and
Houry, 2012).

Au sein du complexe R2TP, Reptine et Pontine participent a différentes fonctions
cellulaires (figure 11). Elles permettent 1’assemblage des snoRNP (small nucleolar
ribonucleoprotein), impliquées dans la maturation des ARNr (ARN ribosomaux) (Boulon et
al., 2008; Zhao et al., 2008; Bizarro et al., 2014). Elles participent également a 1’assemblage
de I’ARN polymérase II (Boulon et al., 2010) et a I’assemblage et la stabilité des protéines de
la famille des PIKK (Phospho-Inositol-3-Kinase related protein Kinase) (Izumi et al., 2010).
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Figure 11 : Roles de Reptine et Pontine au sein du complexe R2TP dans I’assemblage des snoRNP, I’assemblage et la
stabilité des PIKK ainsi que dans I’assemblage de I’ARN polymérase II (Kakihara and Houry, 2012).

2.4.2.1. Assemblage et biogenese des sSnoRNP

La Reptine, au sein du complexe R2TP, est impliquée dans 1’assemblage des
complexes « box C/D snoRNP » et des ARN pré-ribosomaux chez la levure et chez I’homme
(Boulon et al., 2008; Zhao et al., 2008). Les complexes box C/D snoRNP sont composés de
«box C/D snoRNA » (small nucleolar RNA), complexés avec des protéines. Ils sont
impliqués dans le clivage et la modification des SnRNA (small nuclear RNA), des ARNTr et
des ARNt (ARN de transfert) (Matera et al., 2007). Reptine et Pontine interagissent et font le
pont entre les différents composants du complexe snoRNP (McKeegan et al., 2009; King et
al., 2001). Elles sont donc requises a 1’assemblage du complexe (Figure 11A), nécessaire a sa
localisation nucléolaire (Watkins et al., 2002), et au remodelage du complexe durant la
biogenese des snoRNP via le complexe R2TP (Machado-Pinilla et al., 2012; Bizarro et al.,
2014; Rothé et al., 2014). Il est intéressant de noter que le complexe R2TP, cytoplasmique

dans des cellules en quiescence, se localise majoritairement au noyau et interagit avec les
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snoRNP lorsque la cellule rentre en phase de croissance (Kakihara et al., 2014). Récemment,
une étude dans des cellules humaines a montré que la Reptine, au sein du complexe
R2TP/Prefoldin-like, interagit avec ZNHIT2 (protéine a domaine « doigt de zinc » de la
famille HIT), qui médie I’interaction avec le complexe U5 snRNP (Cloutier et al., 2017).
L’extinction de ZNHIT2 ou de la Reptine par siRNA dans les cellules HEK293 affecte
I’assemblage du complexe U5 snRNP et I’épissage des pré-ARNm.

2.4.2.2. Assemblage de I’ARNpol 11

Une analyse quantitative par spectrométrie de masse SILAC (« stable isotope labelling
by amino acids in cell culture ») dans les cellules U20S a montré que Reptine et Pontine, via
le complexe R2TP/Prefoldin-like, sont impliquées dans 1’assemblage des sous-unités de
I’ARN polymérase Il dans le cytoplasme, puis dans son importation dans le noyau (Figure
11C) (Boulon et al., 2010; Forget et al., 2010). Peu est connu sur le r6le exact de Reptine dans
ce complexe. Cependant, la Reptine est requise pour 1’élongation de la transcription (Mdoller
et al., 2012). En effet, la déplétion de la Reptine par siRNA dans les cellules Hela réduit

I’¢longation de la transcription.

2.4.2.3. Assemblage et stabilisation des protéines PIKK

La Reptine, au sein du complexe R2TP/Prefoldin-like et en coopération avec Tel2 et
Hsp90, permet 1’assemblage et la stabilité des protéines de la famille des PIKK (Figure 11B).
La famille des PIKK comprend six kinases: ATM, ATR et DNA-PKcs, toutes trois
impliquées dans la réparation de I’ADN ; SMGL, impliquée dans la dégradation des ARNm;
TRRAP, protéine adaptatrice dans de nombreux complexes de remodelage de la chromatine ;
et mTOR, impliquée dans le métabolisme, la croissance et la survie cellulaire. Tout d’abord,
Tel2, qui a un role de maintenance des télomeres chez la levure mais pas chez les
mammiferes, a été montré important pour maintenir le niveau protéique des PIKK, sans
altération du niveau d’ARNm, ni de la traduction, ni du protéasome. En effet, Tel2 interagit
avec les PIKK et la délétion de Tel2 dans les MEF Tel2” inhibe la stabilité des protéines
nouvellement synthétisées (Takai et al., 2007). Ensuite, il a été montré que Reptine et Pontine
interagissent avec les PIKK et régulent également leur niveau protéique, ainsi que leur
signalisation (Figure 12). L’activit¢é ATPase de la Reptine est requise pour cette fonction
(Izumi et al., 2010).
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Figure 12 : Reptine et Pontine régulent le niveau protéique des PIKK ainsi que leur signalisation (Izumi et al., 2010).

Peu de temps apreés, un autre groupe a publié successivement deux études montrant
que les PIKK étaient régulées par le complexe TTT (Tel2-Ttil-Tti2) et par le complexe
R2TP. En effet, la premiére étude, par une approche protéomique, montre que le complexe
TTT, interagit avec Reptine et Pontine, avec les PIKK nouvellement synthétisées et Hsp90
pour permettre leur maturation et médie la formation des complexes mMTORC1 et mTORC2
(Takai et al., 2010). Ainsi le complexe TTT est un co-chaperon de Hsp90, spécifique aux
PIKK. La deuxiéme étude, par une approche phospho-protéomique, a montré que le complexe
R2TP régulait la stabilité des PIKK (Horejsi et al., 2010). En effet, CK2 (Casein Kinase 2)
phosphoryle Tel2, ce qui lui permet d’interagir avec le complexe « prefoldin like » et le
complexe R2TP, dont fait partie Reptine, via interaction avec PIH1D1. Tel2 sert alors de
protéine «scaffold » (ou adaptatrice) permettant I’interaction du complexe R2TP et du
complexe «Prefoldin like » avec les PIKK et I’association de Hsp90 pour permettre
I’assemblage et la stabilité des PIKK (Figure 13).
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Figure 13 : Assemblage et stabilisation des PIKK par les complexes
R2TP/"Prefoldin like™ via Tel2 en association avec la chaperonne Hsp90
(Horejsi et al., 2010).

3. Rble essentiel pour la viabilité et le développement

La Reptine est essentielle a la viabilité de tous les organismes modeles étudiés : la
levure Saccharomyces cerevisiae (Qiu et al., 1998), la drosophile Drosophila melanogaster
(Bauer et al., 2000; Bellosta et al., 2005), le ver Caenorhabditis elegans (Matias et al., 2006;
Eki et al., 2007) et dans des lignées cellulaires humaines (Osaki et al., 2013; Rousseau et al.,
2007; Ménard et al., 2010; Grigoletto et al., 2013).

3.1. Viabilité et croissance cellulaire

La Reptine est requise pour la croissance cellulaire et la viabilité. En effet, la délétion
de la Reptine arréte la croissance et est finalement létale chez la levure (Jonsson et al., 2001,
Lim et al., 2000; King et al., 2001; Kanemaki et al., 1999). De méme, la mutation de la
Reptine induit un arrét de croissance chez la drosophile (Bauer et al., 2000; Bellosta et al.,
2005). Chez le Xénope, I’injection de morpholino dirigés contre la Reptine réduit la
prolifération et méne a la 1étalité de 1’animal (Etard et al., 2005). De plus, la Reptine est
requise a la croissance de lignées cellulaires humaines (Watkins et al., 2004; Rousseau et al.,

2007; Ménard et al., 2010) mais aussi a la croissance de xénogreffes de lignées cellulaires
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humaines chez la souris (Meénard et al., 2010). Cet effet significatif sur la viabilité et la
croissance cellulaire est expliqué par le fait que la Reptine est impliquée dans différents

processus cellulaires tels que le cycle cellulaire, la mitose, la sénescence et 1’apoptose.

La Reptine joue un réle crucial dans la progression du cycle cellulaire puisque la
délétion de la Reptine entraine un défaut de progression dans différentes phases du cycle
cellulaire, notamment avec un blocage dans la phase G1, chez la drosophile (Bjorklund et al.,
2006) et la levure (Lim et al., 2000; Jonsson et al., 2001), mais aussi dans des lignées
cellulaires humaines (Osaki et al., 2013; Grigoletto et al., 2013). De plus, les mutants Rvb2
montrent une diminution de la transcription des cyclines (Jonsson et al., 2001), importantes
pour la progression dans le cycle cellulaire. Par crible haut-débit, il a été montré que la
déplétion de la Reptine par siRNA inhibe la mitose dans une lignée cellulaire
humaine (Neumann et al., 2010). Les mécanismes ne sont pas bien connus mais la Reptine a
été identifiée, avec la Pontine, dans I’interactome des microtubules chez la drosophile
(Hughes et al., 2008). De plus, elle a été localisée au centrosome et au fuseau mitotique dans
des cellules de mammifére : a la zone médiane durant la télophase et au corps médian durant
la cytokinese (Sigala et al., 2005; Gartner et al., 2003).

Par ailleurs, la Reptine contrdle la sénescence. En effet, I’extinction de la Reptine
induit la sénescence dans une lignée cellulaire de CHC et dans des xénogreffes chez la souris
(Ménard et al., 2010). Les mécanismes pourraient impliquer la participation de la Reptine au
complexe p400, inhibiteur de de sénescence (Fuchs et al., 2001) mais aussi son role dans la
régulation de I’expression et de 1’activité de la télomérase (Venteicher et al., 2008; Li et al.,
2010).

Enfin, la Reptine est impliquée dans I’apoptose. En effet, plusieurs études ont montré
que la sous-expression de Reptine induisait la mort cellulaire, 1’expression de génes pro-
apoptotiques et I’activation de la caspase 3 chez la drosophile et dans des lignées cellulaires

humaines (Ravi et al., 2009; Rousseau et al., 2007; Grigoletto et al., 2013).

3.2. Développement

La Reptine joue un rdle important dans le développement. Il a été montré que la
Reptine est essentielle au développement des larves de drosophile, via son interaction avec c-
myc (Bellosta et al., 2005). La délétion de la Reptine chez la drosophile entraine un arrét du

développement (Figure 14).
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Figure 14 : Arrét du développement par la délétion de la Reptine chez la
drosophile (Adapté de (Bellosta et al., 2005).

Chez le Xénope, comme chez la drosophile, la Reptine régule la prolifération durant le
développement précoce, en coopération avec c-myc (Etard et al., 2005).

Chez le zebrafish, la Reptine régule la croissance cardiaque durant le développement,
de facon antagoniste a la Pontine (Rottbauer et al., 2002). De plus, la Reptine est importante
pour la formation normale des cils dans le rein. En effet, le mutant hi2394 (perte de fonction
d’un alléle de la Reptine), entraine la formation de kystes rénaux et une courbure ventrale du
corps, phénotype associé a un défaut ciliaire chez le zebrafish (Zhao et al., 2013; Sun et al.,
2004). Il a été montré que la Reptine interagit avec les génes ciliaires, suggérant que la
Reptine contréle la transcription de ces genes et permet la formation normale des cils. De
fagon similaire, la Reptine est nécessaire a la formation du flagelle chez Chlamydomonas
reinhardtii (Stolc et al., 2005).

Enfin, chez la souris, I’expression de la Reptine a été montrée au cours du
développement. En effet, au cours de I’embryogenése, 1’expression de la Reptine a été
observée dans les bourgeons des membres, les arcs branchiaux, 1’épithélium des organes en
développement et les motoneurones des régions craniennes et rachidiennes (Chauvet et al.,
2005).

3.3. Maintien et différenciation des cellules souches

Tout d’abord, des études par criblage haut débit via ARN interférence ont montré que
la Reptine est importante pour le maintien et la prolifération des cellules souches

embryonnaires murines et humaines. La déplétion de la Reptine par siRNA dans les cellules
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souches embryonnaires murines induit une diminution de la viabilité et de la progression dans
le cycle cellulaire, ainsi qu’une diminution de I’expression de phosphatase alcaline (fortement
exprimée par les cellules souches embryonnaires indifférenciées et diminuant pendant la
différenciation). Ce phénotype pourrait étre lié¢ au complexe de remodelage de la chromatine
Tip60 puisqu’un phénotype similaire est retrouvé apres déplétion de Tip60 par siRNA (Fazzio
et al., 2008). Un phénotype similaire a été retrouvé dans les cellules souches embryonnaires
humaines apres déplétion de la Reptine par siRNA. L’analyse de I’interactome aprés crible
haut-débit a identifié le complexe INO80 et Reptine comme une des voies impliquées dans le
maintien des cellules souches embryonnaires (Chia et al., 2010).

Au plan mécanistique, il a été montré que la Reptine est requise pour la maintenance
des cellules souches embryonnaires murines en régulant I’activité transcriptionnelle du facteur
de transcription Oct4, impliqué dans 1’auto-renouvellement des cellules souches. En effet, la
Reptine a été identifiée comme un interactant d’Oct4. Sa déplétion par shRNA diminue le
nombre et la taille des colonies des cellules souches embryonnaires positive pour la
phosphatase alcaline et diminue I’expression des marqueurs de pluripotence Oct4, Sox2,
Nanog et SSEA-1. De plus, la déplétion de la Reptine inhibe la génération de cellules iPS

(« induced Pluripotent Stem Cells ») a partir de cellules somatiques (Do et al., 2014).

4. Rble de la Reptine dans le cancer

Par son role dans les fonctions telles que I’apoptose, la réparation de I’ADN, la
régulation de la transcription avec les facteurs de transcription oncogéniques c-myc, [-
caténine et ATF2, la Reptine est impliquée dans de nombreux cancers (pour revue (Mao and
Houry, 2017)).

4.1. Déréqulation dans la majorité des cancers

Plusieurs études ont montré que la Reptine est surexprimée dans de nombreux cancers
solides : cancer colorectal (Carlson et al., 2003; Lauscher et al., 2007; Ki et al., 2007;
Kurashina et al., 2008; Milone et al., 2016), les cancers gastriques (Li et al., 2010), le cancer
du sein (Maslon et al., 2010; Kim et al., 2013), le cancer de la vessie (Dyrskjet et al., 2004;
Sanchez-Carbayo et al., 2006), le cancer du rein (Ren et al., 2013), le cancer de la prostate
(Welsh et al., 2001), le mélanome (Huber et al., 2008), le mésothéliome (Gordon et al., 2005),
le neuroblastome (Krause et al., 2005) ou encore le cancer des poumons (Dehan et al., 2007;
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Ocak et al., 2014; Uribarri et al., 2014). Dans le foie, elle est sur-exprimée dans le carcinome
hépatocellulaire (Blanc et al., 2005).

Elle est également surexprimée dans plusieurs cancers liquides tels que les leucémies
aigués ou chroniques (Andersson et al., 2007; Haslinger et al., 2004; Osaki et al., 2013), le
myélome multiple (Zhan et al., 2007) et dans les lymphomes (Nishiu et al., 2002).

Le mécanisme de surexpression est encore inconnu. A ce jour, aucune étude n’a
montré d’amplification génique de la Reptine. L’hypothese la plus vraisemblable est la
régulation de la transcription de la Reptine par c-myc (Menssen and Hermeking, 2002; Wood
et al., 2000; Walz et al., 2014), qui est surexprimé dans la majorité des cancers. Quelques
autres mécanismes ont été proposés : role de la protéine de fusion contenant le géne MLL
(Mixed Lineage Leukemia) dans la leucémie aigué myéloide (Osaki et al., 2013), régulation

par PPARy dans le cancer colorectal (Milone et al., 2016).

4.1.1. Surexpression de la Reptine dans le CHC

Le laboratoire a été le premier a montrer, par une approche protéomique, que la
Reptine est surexprimée dans le CHC chez I’homme (Blanc et al., 2005). Plusieurs études ont
confirmé par la suite, la surexpression de la Reptine mais aussi de la Pontine (Rousseau et al.,
2007; Haurie et al., 2009; Ménard et al., 2010). Les niveaux de Reptine et Pontine dans le
CHC sont tres bien corrélés. Cependant, les mécanismes ne sont pas bien compris car le
niveau de Reptine n’est pas corrélé au niveau de c-myc dans le CHC. De plus, aucune
mutation n’a été identifiée dans les dix cas de CHC analysés (Rousseau et al., 2007). La

Reptine est également surexprimée dans le CHC chez le zebrafish (Nguyen et al., 2011).

4.1.2 Marqueur de mauvais pronostic

La Reptine est un marqueur de mauvais pronostic dans le CHC. En effet, le niveau de
Reptine est corrélé au statut non différencié (selon le grade Edmonson) et a la survie apres
chirurgie (Rousseau et al., 2007). Donc un haut niveau de Reptine prédit un mauvais
pronostic. De plus, la Reptine est surexprimée dans un sous-groupe chimio-résistant de cancer
du sein et ovarien (Yang et al., 2012). La Reptine pourrait étre un facteur de résistance au
traitement, notamment par son role dans la réparation des cassures double brin de ’ADN via
son implication dans les complexes de remodelage et la régulation de la stabilité des PIKK
ATM, ATR et DNAPK-cs (Raymond et al., 2015).
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4.2. Role dans la migration et 1’invasion

La Reptine a été impliquée dans la migration et ’invasion des cellules cancéreuses. En
effet, I’extinction de la Reptine réduit I’invasion in vitro de cellules cancéreuses de rein (Ren
et al.,, 2013) et de prostate (Kim et al., 2006). La Reptine est requise pour réprimer
I’expression du geéne anti-métastatique KAIl impliqué dans 1’invasion (Kim et al., 2005). Une
étude récente du laboratoire a montré que la Reptine régule indirectement la migration et
I’invasion de cellules de carcinome hépatocellulaire par I’intermédiaire de la protéase
Méprine-1la (Breig et al., 2017). De plus, la Méprine-1la est surexprimée dans le CHC,

corrélée au niveau de Reptine, & une faible différenciation et a un mauvais pronostic.

4.3. Reptine : potentielle cible thérapeutigue dans le cancer

La Reptine est surexprimée dans de nombreux cancers et est impliquée dans de
nombreuses fonctions oncogéniques. Il y a d’abondantes preuves qui montrent que son
extinction réduit la croissance cellulaire et induit 1’apoptose et donc que la Reptine est une
potentielle cible thérapeutique dans le cancer. En effet, I’extinction de la Reptine réduit la
croissance cellulaire, le potentiel clonogénique et provoque un arrét du cycle cellulaire en
phase G1 dans des cellules de cancer gastrique (Li et al., 2010). De méme dans des cellules
leucémiques MLL-AF9, I’extinction de la Reptine diminue la croissance, la clonogénicité et
la viabilité cellulaire (Osaki et al., 2013).

Le laboratoire a publié plusieurs études montrant le potentiel réle thérapeutique de
I’extinction de la Reptine dans le CHC. En effet, ’extinction de la Reptine dans des cellules
de CHC réduit leur croissance (Figure 15) et induit la sénescence et I’apoptose (Rousseau et
al., 2007; Meénard et al., 2010). A I’inverse, la surexpression de la Reptine in vitro augmente
la survie cellulaire en diminuant 1’apoptose. In vivo, la surexpression de la Reptine dans des
xénogreffes de cellules de CHC augmente la taille des tumeurs (Rousseau et al., 2007).
L’extinction de la Reptine in vivo, quant a elle, induit un arrét de la croissance tumorale, et
parfois méme, une régression tumorale des xénogreffes de cellules de CHC (Figure 15)
(Ménard et al., 2010).
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Figure 15 : Arrét de la croissance cellulaire des cellules de CHC in vitro et arréte de la croissance tumorale de
xénogreffe de cellules de CHC in vivo. Adapté de (Ménard et al., 2010)

Enfin, I’élément intéressant chez la Reptine est son activité ATPase, nécessaire a de
nombreux processus dont la croissance cellulaire, qui pourrait donc étre ciblée par des
inhibiteurs pharmacologiques. Le laboratoire a montré que I’activité ATPase de la Reptine est
requise pour ses effets sur la croissance tumorale de cellules de CHC (Grigoletto et al., 2013).
Dans un travail collaboratif, le laboratoire a montré la possibilité d’identifier des inhibiteurs
de la Reptine par un criblage in silico et in vitro (Elkaim et al., 2012). La compagnie
pharmaceutique japonaise Daiichi-Sankyo Co. LTD a identifié par criblage a haut débit un
composé qui inhibe sélectivement 1’activité ATPase du complexe Reptine/Pontine. Cette
molécule inhibe la prolifération de nombreuses lignées cancéreuses humaines, corrélée avec
I’inhibition de I’activité enzymatique de Reptine et Pontine. De plus, I’administration orale de
I’inhibiteur a des effets anti-tumoraux in vivo, sur des xénogreffes sous-cutanées de cellules
cancéreuses humaines dans des souris immunodéprimées, sans toxicité sévere (Ebisawa M,
Tsukada T, 2015).
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Chapitre 11

e métabolisme hépatique

Le foie est le plus gros organe du corps humain. Il pése environ 1,5 kg et représente
approximativement 2 a 3% du poids de 1’organisme. Le foie est un organe vital. En effet, il
assure de nombreuses fonctions vitales, incluant entre-autres, la synthése protéique, la
production et la sécrétion de bile, le contrble du métabolisme glucido-lipidique, la

détoxification ...

1. Organisation du foie

1.1. Anatomie du foie

Chez ’homme, le foie est divisé en 2 lobes, séparés par le ligament falciforme. Claude
Couinaud a proposé une segmentation du foie en 8 segments fonctionnels indépendants, basée
sur le réseau vasculaire et biliaire plutdt que sur son anatomie de surface (Couinaud, 1957).
Sous le foie, a I’interface postérieure, se trouve la vésicule biliaire : une petite poche stockant
la bile produite par le foie. Elle est connectée au canal biliaire principal via le canal cystique.
Chez la souris, I’anatomie du foie est différente. En effet, le foie murin est composé de quatre
lobes : le lobe médian, le lobe droit, le lobe gauche et le lobe caudé. Chacun de ces lobes est
divisé en deux ou plusieurs portions, a I’exception du lobe gauche (Figure 16). La souris

posséde également une vésicule biliaire mais pas le rat.
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Figure 16 : Anatomie du foie murin composé de quatre lobes : le lobe médian, le lobe
droit, le lobe gauche et le lobe caudé.

1.1.1. Vascularisation

Le foie est un organe trés vascularisé. 1l contient plus de 10% de la quantité de sang
présente dans notre corps, avec une forte augmentation du volume la nuit, jusqu’a 40%. Ainsi,
le foie est irrigué par la veine porte (70-75% du flux) et ’artére hépatique (25-30% du flux)
(Abdel-Misih and Bloomston, 2010). Le flux sanguin entrant par la veine porte est riche en
nutriments et toxines provenant de ’intestin, alors que le flux sanguin arrivant par 1’artére
hépatique est riche en oxygéne. Ensuite, le sang traverse les travées hépatocytaires via des
petits capillaires, les sinusoides, et sort par la veine centrolobulaire, convergeant vers les
veines sus-hépatiques et finalement la veine cave inférieure. L’endothélium sinusoidal
fenestré représente une barriere d’échange entre le sang et les hépatocytes. La région étroite
entre les sinusoides et le pble basolatéral de la travée hépatocytaire est appelée espace de

Disse.

1.1.2. Transport de la bile

Les hépatocytes produisent et sécréetent de la bile dans les canalicules biliaires, petits
canaux entre le p6le apical des hépatocytes adjacents, permettant le transport de la bile vers le
canal biliaire, dans la direction opposée au flux sanguin (veine centrolobulaire vers 1’espace
porte). Le canal étroit délimité par les hépatocytes et les cellules épithéliales biliaires
(cholangiocytes) faisant la transition entre les canalicules et le canal biliaire est appelé canal
de Hering. Les canaux biliaires confluent vers les canaux extra-hépatiques droits et gauches,
de plus gros calibre, qui convergent vers le canal hépatique commun pour ensuite rejoindre,
via le canal systique, la vésicule biliaire ou la bile est stockée en dehors des repas (Figure 17).

Lors d’un repas, une contraction de la paroi de la vésicule biliaire permet de déverser la bile
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dans le duodénum par le canal cholédoque pour la digestion des lipides (Zwicker and
Agellon, 2013).
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Figure 17 : Transport de la bile du foie vers le duodénum via le canal cholédoque
(D’apres http://www.hopkinsmedicine.org)

1.2. Types cellulaires

Le foie est constitué de plusieurs types cellulaires : les hépatocytes, les cellules
biliaires (ou cholangiocytes), les cellules endothéliales, les cellules de Kupffer, les
lymphocytes, les cellules étoilées (ou cellules de Ito) et les cellules ovales.

Le type cellulaire le plus représenté est 1’hépatocyte qui assure la majorité des
fonctions du foie. Les hépatocytes représentent 60 a 65% des cellules du foie et environ 80%
de la masse hépatique. Ils sont de forme cubique ou hexaédrique avec des microvillosités sur
les faces opposées aux sinusoides afin d’améliorer les échanges avec le sang. L hépatocyte est
une cellule tres active avec un grand volume occupé par le réticulum endoplasmique.

Les cellules biliaires (ou cholangiocytes) sont des petites cellules épithéliales, rondes,
formant les canaux biliaires intrahépatiques qui conduisent la bile. Le cholangiocyte provient
de I’hépatoblaste, progéniteur commun a I’hépatocyte.

Les cellules endothéliales bordent les sinusoides pour former les capillaires. Elles
représentent environ 20% des cellules hépatiques. Elles présentent des fenestrations de 100 a

150 nm permettant les échanges entre le sang et les hépatocytes. Des altérations des
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fenestrations jouent un rdle important dans le développement de la fibrose et la cirrhose
(Braet and Wisse, 2002).

Les cellules de Kupffer sont les macrophages du foie et sont localisées dans les
sinusoides. Elles représentent environ 15% des cellules du foie. Elles assurent I’élimination
des microbes et des érythrocytes vieillissant, la présentation d’antigéne et la production de
cytokines afin d’agir comme médiateur important dans les processus inflammatoires.

Des cellules lymphocytaires sont également présentes dans le foie avec une majorité
de NK (« Natural Killer ») et de lymphocytes non conventionnels, les NKT (« Natural Killer
T cells »). 1l existe également des lymphocytes B et T en plus faible proportion (Nemeth et
al., 2009).

Les cellules étoilées, autrefois appelées cellules de Ito, sont localisées dans I’espace de
Disse. Elles stockent la vitamine A et produisent les composants de la matrice cellulaire.
Ainsi, elles jouent un réle important dans la réponse suite aux lésons hépatiques mais une
activation chronique de ces cellules conduit a la fibrose.

Enfin, I’existence de cellules ovales ou cellules progénitrices du foie adulte a été un
sujet de controverse. En effet, il était dit qu’il n’y avait pas de cellules progénitrices dans le
foie car les hépatocytes différenciés et les cholangiocytes matures sont capables de proliférer
et remplacer la masse hépatique perdue suite a une lésion. Cependant, en 1956, Farber
observa des petites cellules épithéliales de forme ovoide proliférant durant la carcinogenése
hépatique (Farber 1956). Par la suite, plusieurs études ont montré 1’existence de ces cellules
ovales, comme cellules progénitrices hépatocytaires, dans différents contextes et différentes
espéces (Factor et al., 1994; Lemire et al., 1991; Sell and Salman, 1984; Benhamouche et al.,
2010). Ces cellules sont rares dans le foie sain et localisées au niveau de 1’espace porte. Elles
expriment des marqueurs communs aux cellules biliaires et aux hépatocytes et permettent leur

régénération.

1.3. Unité fonctionnelle : lobule ou acinus hépatique

Le foie est composé d’une multitude d’unités fonctionnelles. Trois types de structures
ont été décrits (Figure 18, a droite). En 1833, Kiernan a été un pionnier dans la description du
lobule hépatique comme unité fonctionnelle (Kiernan, 1833). Il décrit alors le lobule
hépatique, chez le porc (Figure 18, a gauche), comme une unité microcirculatoire centree sur
une veine centrolobulaire, entourée d’environ six espaces portes (ou triade portale). La triade
portale étant constituée par une veine porte, une artére hépatique et un canal biliaire. Dans le
lobule, les hépatocytes sont organises en travées uni- (ou rarement bi-) cellulaire, le long de

I’axe espace porte — veine centrolobulaire (Figure 18, en bas).
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Figure 18 : Histologie du lobule hépatique chez le porc, selon Kiernan (en haut a gauche
(http://www.meddean.luc.edu/lumen/MedEd/orfpath/images/fig02x.jpg)). Les trois types d'unité fonctionnelle du foie
décrits (en haut a droite (http://studydroid.com/imageCards/Oa/kl/card-11142727-back.jpg)). Vue schématique du
lobule hépatique classique (en bas (©2011 Pearson Education. Inc)).

En 1906, Mall propose le lobule portal comme unité fonctionnelle (Figure 18, a
droite). 1l décrit une unité fonctionnelle centrée sur un espace porte, entouré de trois veines
centrolobulaires (Mall, 1906). Enfin, Rappaport, en 1954, décrit 1’acinus hépatique comme
plus petite unité fonctionnelle, a mi-chemin entre le lobule de Kiernan et de Mall. L’acinus
hépatique est une structure en losange entre deux veines centrolobulaires et deux espaces
portes (Rappaport et al., 1954).

Plus tard, Lamers et Matsumoto, qui décrivent le lobule non pas comme la plus petite
unité fonctionnelle mais plutét comme un ensemble de plusieurs petites unités, sont plutdt en
faveur du lobule hépatique de Kiernan. La description exacte de 1’unité fonctionnelle

hépatique reste controversée. Cependant, la description la plus acceptée actuellement, est le
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lobule classique (Figure 18, en bas), sur la base des travaux de Kiernan (Saxena et al., 1999).
Au sein de ce lobule, il se distingue deux circuits anti-directionnels : le sang dans le sens
centripete (veine porte et artere hépatique de 1’espace porte vers la veine centrolobulaire) et la

bile dans le sens centrifuge (hépatocytes centraux vers les canaux biliaires de 1’espace porte).

1.4. Zonation métabolique

Le foie est un organe d’apparence relativement homogene histologiquement avec une
répétition d’une multitude de lobules hépatiques. Cependant, il est maintenant bien connu
qu’il est hétérogene phénotypiquement. Des 1856, Lionel Beale avait noté une hétérogénéité
des hépatocytes dans la sécrétion de bile et le stockage des lipides (Beale, 1856). A partir de
1975, Jungermann et Katz introduisent le concept de zonation métabolique avec une
distribution hétérogéne des enzymes dans le foie et des zones métaboliques bien distinctes a
travers le lobule hépatique (Sasse et al., 1975). On distingue trois zones dans le lobule
hépatique, de 1’espace porte vers la veine centrolobulaire : la zone péri-portale, la zone
intermédiaire (ou zone médio-lobulaire) et la zone péri-veineuse (ou zone péri-

centrolobulaire) (Figure 19).
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Figure 19 : Schéma de la zonation métabolique le long de I'axe portal-périveineux du lobule hépatique
(Birchmeier, 2016)

Le flux sanguin a travers le lobule hépatique génére des gradients d’oxygeéne, de
nutriments et d’hormones qui exposent les hépatocytes de chaque zone a différentes
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conditions métaboliques, dépendant de leur position le long de 1’axe portal-péri-veineux
(Jungermann, 1995). Ainsi, les hépatocytes des différentes zones présentent une hétérogénéité
phénotypique dans les processus métaboliques. Cela a d’abord été montré dans le
métabolisme du glucose (Jungermann and Thurman, 1992) et des lipides (Guzméan and
Castro, 1989). Les hépatocytes péri-portaux sont plus impliqués dans la néoglucogenese et la
B-oxydation alors que les hépatocytes péri-veineux sont plutdt impliqués dans la glycolyse et
la lipogenése. La zonation des processus impliqués dans le métabolisme du glucose et des
lipides est flexible et donc susceptible de changer dans des conditions physiopathologiques
(Hijmans et al., 2014). Par ailleurs, la zonation est contr6lée transcriptionnellement,
notamment par la f-caténine selon un gradient (active dans la zone péricentrale)
(Benhamouche et al., 2006).

2. Principales fonctions du foie

Le foie est impliqué dans un nombre important de fonctions vitales pour I’organisme.
Seulement les fonctions principales seront décrites dans cette partie. Ainsi, le foie a des
fonctions endocrines et exocrines, des fonctions de synthese protéique, de détoxification mais

joue également un rdle central dans le métabolisme glucido-lipidique.

2.1. Organe au centre du métabolisme

Le foie permet d’assurer I’homéostasie énergétique en régulant le métabolisme
glucido-lipidique. Cette fonction est décrite brievement ici mais sera développée en détail
dans la partie « 3. Le métabolisme hépatique en physiologie ». Le foie, irrigué par la veine
porte et I’artére hépatique, a une position stratégique pour le traitement des nutriments,
absorbés par les intestins, afin de les stocker ou les distribuer aux autres organes en fonction
de I’¢état nutritionnel et de 1’activité physique. Ainsi, le foie stocke le glucose et les acides gras
en exces sous forme de glycogéne, de triglycérides ou de cholestérol, respectivement ;
I’apport d’acides aminés permettant la synthese des protéines nécessaire a 1’organisme. En cas
de besoin energétique, le foie permet la liberation de glucose par hydrolyse du glycogene ou

produit du glucose a partir d’acides aminés, de lactate ou de pyruvate via la néoglucogenése.
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2.2. Fonction exocrine

La fonction exocrine du foie est la production de bile (600 mL par jour) et son
excrétion dans le tube digestif permettant la digestion des lipides par émulsion. Le foie est une
glande qui synthétise des acides biliaires (ou sels biliaires), composants principaux de la bile
qui est déversée dans le duodénum ou stockée dans la vésicule biliaire. Il y a deux types
principaux de sels biliaires, 1’acide cholique et I’acide chénodésoxycholique, tous deux
synthétisés a partir du cholestérol et les acides biliaires secondaires, issus de la
biotransformation des acides biliaires primaires par les bactéries intestinales. La bile est
également composée d’électrolytes et de bilirubine, parmi d’autres substances. Elle est
recyclée via le cycle entéro-hépatique qui permet de récupérer 95% des acides biliaires (Gines
etal., 2011).

2.3. Fonction endocrine : synthése protéique

Le foie est également le siége d’une grosse « usine de production » (Ginés et al.,
2011). En effet, le foie synthétise des acides aminés, nécessaires a la synthese de nombreuses
protéines. Le foie produit la majorité des facteurs de coagulation: les facteurs 1 (ou
fibrinogéne), Il (ou prothrombine), V, VII a XIlI mais aussi la protéine C et I’antithrombine
I11. Le foie produit la protéine la plus abondante du sang : I’albumine. Elle est essentielle pour
maintenir la pression oncotique et assurer le transport des acides gras et des hormones
stéroides. Le foie produit d’autres protéines de transport telles que la transferrine, la
céruloplasmine et les lipoprotéines, assurant le transport de fer, de cuivre et de lipides,
respectivement. Le foie produit aussi des hormones comme I’angiotensinogéne permettant de
réguler la pression sanguine et les facteurs de croissance IGF (Insulin-like Growth Factor)
(Canadian Cancer Society, 2015).

2.4. Détoxification

Le foie est bien connu pour sa fonction de détoxification des substances endogenes
(dérivés métaboliques) et exogenes (médicaments, drogues...). Ce processus de détoxification
se déroule en trois étapes. Une premiére étape de dégradation par oxydation, réduction ou
hydrolyse, impliquant principalement les cytochromes P450. Puis une étape de conjugaison
de groupes fonctionnels aux métabolites, via les enzymes UDP-glycosyl-transférases (UGT),
glutathione-S-transférases (GST) et sulfotransférases (SULT). Enfin une étape de transport
par les transporteurs « organic anion transporters » (OAT), « multidrug-resistant » (MDR) et
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« multidrug-resistance associated proteins » (MRP) pour 1’élimination par la bile ou I’urine
(Chen et al., 2016). Cela permet de convertir les substances lipophiles potentiellement
toxiques en des métabolites hydrophiles moins toxiques et plus faciles & éliminer. Cependant,
certaines substances chimiques peuvent étre converties en métabolites plus toxiques. Il existe
une forte variation interindividuelle de I’expression et de 1’activité des enzymes impliquées
dans la détoxification. De plus, plusieurs récepteurs nucléaires et des facteurs de transcription
sont impliqués dans le controle de I’expression de ces genes, de méme que certains miRNA
(Godoy et al., 2013). Le foie permet la détoxification de la bilirubine, produit de dégradation
de I’héme présente dans les érythrocytes. Il transforme également 1’ammoniaque, toxique
pour I’organisme, en urée qui est éliminée par 1’urine (Ginés et al., 2011). Le foie permet

¢galement la détoxification de I’alcool et de nombreuses drogues et médicaments.

2.5. Autres fonctions

Le foie est impliqué dans d’autres fonctions, citées ci-dessous de facon non
exhaustive. Le foie est un «filtre » permettant de bloquer et dégrader les agents infectieux
traversant la barriére intestinale. Il joue donc un réle dans la réponse immunitaire et
I’élimination des agents infectieux, notamment par phagocytose (Gings et al., 2011). Le foie
est un organe de stockage pour de nombreuses substances, incluant le glucose (sous forme de
glycogene), les vitamines A, D, B12 et K, le fer et le cuivre. 1l joue également un réle dans la
régulation du débit sanguin via vasoconstriction ou vasodilatation, du fait de sa forte
vascularisation et donc de son important volume sanguin. Par ailleurs, chez le feetus, le foie

est le siége de I’hématopoieése (Khan et al., 2016).

3. Le métabolisme hépatique en physiologie

Le foie est un organe métabolique essentiel, il joue un réle central dans I’homéostasie
glucido-lipidique de tout I’organisme. Dans la phase post-prandiale (aprés un repas), le sang
est riche en glucides, acides aminés et lipides (sous forme de chylomicrons). Les
chylomicrons sont stockés dans le tissu adipeux blanc, les acides aminés sont captes par les
muscles et le foie pour la synthése protéique et le glucose est stocké en glycogéne par les
muscles ou pris en charge par le foie pour le stocker sous forme de glycogéne ou de

triglycérides. Dans la phase de jeune, le foie libere du glucose dans la circulation a partir des
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stocks de glycogene et produit du glucose a partir d’acides aminés via la néoglucogenése.
Durant un jeune prolongé, le foie importe des acides gras et les convertit en corps cétoniques,
carburant métabolique pour les tissus non-glucodépendants (Rui, 2014). La transition
métabolique entre les états « a jeun » et « post-prandial » est finement régulée par une balance
hormonale entre insuline/glucagon contrélant les processus métaboliques via de nombreux
facteurs transcriptionnels. Ce chapitre décrira essentiellement le métabolisme des glucides et
des lipides.

3.1. Métabolisme post-prandial

Apres un repas, le glucose circulant est pris en charge par le foie pour le stocker sous
forme de glycogene ou de triglycérides. Le glucose entre dans les hépatocytes via le
transporteur GLUT2. Il est immédiatement phosphorylé en glucose-6-phosphate (G6P) par la
glucokinase (GCK) et va ensuite emprunter des destins différents: glycogénogeneése,
glycolyse ou voie des pentoses phosphate puis lipogenese de novo (Figure 20, en vert).

Le G6P entre dans la voie de la glycogénogenese pour étre stocké sous forme de
glycogéne (100g/jour). L’enzyme limitante de la glycogénogenese est 1a glycogéne-synthase,
qui est régulée par I’insuline (Agius, 2008).

L’exceés de GOP qui ne peut pas étre stocké sous forme de glycogéne, peut également
entrer dans la voie de la glycolyse pour former du pyruvate, dérivée métabolique essentiel a la
lipogenése de novo. Le G6P est convertit en fructose-6-phosphate, puis apres plusieurs étapes,
en pyruvate par la pyruvate-kinase (L-PK : « Liver Pyruvate Kinase »), enzyme limitante de la
glycolyse. 1l existe un «shunt» (ou dérivation) de la glycolyse par la voie des pentoses
phosphates. Le G6P peut entrer dans la voie des pentoses phosphates pour étre transformé en
6-phospho-glucunolactone, ribulose-5-phophate, puis aprés plusieurs réactions, en fructose-6-
phosphate et rejoint la glycolyse. Cette voie permet la production de NADPH, coenzyme
essentiel pour la synthese d’acides gras. Ainsi, la glycolyse et la voie des pentoses phosphate
collaborent pour produire acétyl-CoA et NADPH, nécessaires a la synthese des acides gras.

Le pyruvate produit par la glycolyse et la voie des pentoses est transformé en acétyl-
CoA dans la mitochondrie pour entrer dans la lipogenése de novo. L’acétyl-CoA est une
source de carbone et le métabolite précurseur de la synthése des acides gras. D’une part,
I’acétyl-CoA est transformé en malonyl-CoA par 1’acétyl-CoA-carboxylase (ACC) puis en
palmitate par la « Fatty Acid Synthase » (FASN) (Mao et al., 2006). Le palmitate subit
ensuite eélongation et desaturation via les enzymes ELOVL et SCD1, respectivement. Les

différentes especes d’acides gras sont ensuite assemblés avec du glycérol par estérification
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pour former les triglycérides. Les triglycérides sont stockés dans le foie sous forme de
vésicules lipidiques puis exportés vers la circulation sous forme de lipoprotéines VLDL
(« Very Low Density Lipoprotein » ou lipoprotéine de tres basse densité) qui seront stockés
dans le tissu adipeux blanc. D’autre part, 1’acétyl-CoA est transformé en acétoacétyl-CoA et
en mévalonate par HMGCS (« hydroxy-méthyl-glutaryl-coenzyme A synthase ») et HMGCR
(« hydroxy-méthyl-glutaryl-coenzyme A réductase »), puis aprés plusieurs étapes, va former
le cholestérol. HMGCS et HMGCR sont les enzymes limitantes de la synthése de cholestérol.
Enfin, ’acétyl-CoA va s’engager dans le cycle de Krebs, permettant la réduction de NADH et

FADH2 qui sont oxyd¢s par la chaine respiratoire, pour produire de I’ATP (source d’énergie).
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3.2. Métabolisme au cours du jeline

A distance des repas, la glycémie diminue, la balance insuline/glucagon est en faveur
du glucagon et va permettre de maintenir 1’homéostasie ¢énergétique par différents
mécanismes. Le foie va tout d’abord libérer du glucose par glycogénolyse puis par
néoglucogenése et enfin produire des corps cétoniques par B-oxydation des acides gras et
cétogenese (Figure 20, en rouge).

Dans un premier temps, le foie dégrade ses stocks de glycogéne en glucose par
glycogénolyse via la glycogéne-phosphorylase. En effet, la voie de la glycogénogenése est
réversible et permet de libérer le glucose stocke.

Dans un second temps, quand les stocks de glycogene sont épuises, le foie va produire
du glucose a partir de lactate, de glycérol et d’acides aminés (notamment I’alanine) par la voie
de la néoglucogenese. Ces précurseurs sont convertis en pyruvate pour entrer dans la
mitochondrie et étre convertis en oxalo-acétate, qui sera réduit en malate via le cycle de Krebs
pour enfin régénérer de 1’oxalo-acétate dans le cytoplasme. L’oxalo-acétate cytoplasmique est
converti en phospho-énol-pyruvate par la PEPCK (phospho-énol-pyruvate-carboxy-kinase),
enzyme limitante de la néoglucogenése (She et al., 2000). Ensuite, le phospho-énol-pyruvate
va remonter la voie de la glycolyse, qui elle aussi est réversible, afin de produire du G6P. La
deuxieme étape limitante de la néoglucogenese, commune avec la glycogénolyse, est la
déphosphorylation du G6P en glucose par la G6Pase (ou glucose-6-phosphatase) (Mutel et al.,
2011).

Durant le jelne, les triglycérides du tissu adipeux blanc sont hydrolysés en acides gras
lors de la lipolyse, principalement par la lipase ATGL (Young and Zechner, 2013). Ces acides
gras sont captés par le foie et oxydés par la f-oxydation dans la mitochondrie via CPT1a
(étape limitante de la B-oxydation, stimulée par le facteur de transcription PPARa) pour
générer de ’acétyl-CoA (Kersten et al., 1999). L’acétyl-CoA est ensuite le substrat de la voie
de la cétogenese pour former les corps cetoniques suivants: I’acétoacétate, le P-
hydroxybutyrate et ’acétone. Au cours d’un jeune prolongé, afin de préserver les sources de
glucose aux organes glucodépendants, le foie exporte ces corps cétoniques comme substrat

énergétique, notamment pour le cerveau et les muscles.

3.3. Réqulation insuline/glucagon

Les hormones pancréatiques insuline et glucagon jouent un réle crucial dans la
régulation du métabolisme glucidolipidique dans le foie avec des effets antagonistes pour
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assurer un équilibre de ’homéostasie glucidique. Cet équilibre repose sur la balance de ces
hormones : I’insuline a 1’état nourri et le glucagon durant le jeline. L’insuline est I’hormone
majeure contrdlant la transition de I’état a jeun vers 1’état post-prandial (Saltiel and Kahn,
2001), c’est une hormone hypoglycémiante. Au contraire, le glucagon a une action opposée a

I’insuline, ¢’est une hormone hyperglycémiante.

3.3.1. Insuline

L’insuline est sécrétée par les cellules B du pancréas durant la phase post-prandiale.
Dans les hépatocytes, I’insuline signale via la voie PI3K/AKT pour inhiber la néoglucogenése
et activer la glycogénogenese, la glycolyse et la lipogenese (Rui, 2014). En effet, AKT activée
par I’insuline, inhibe I’expression des génes de la néoglucogenése en phosphorylant et inhibant le
facteur de transcription FOXO (Puigserver et al., 2003). De plus, I’insuline réprime la
conversion du G6P en glucose (derniére étape de la néoglucogenése) et sa libération dans le
sang apres un repas (Hagiwara et al., 2012). Par ailleurs, I’insuline, via la signalisation
PI3K/AKT, induit ’expression génique des enzymes de la glycolyse et de la lipogenese en
activant le facteur de transcription SREBP1c. L’insuline régule également la glycogénogenése
en inactivant les kinases (GSK3pB, PKA et phosphorylase kinase) régulant négativement la
glycogene-synthase et en activant la phosphatase-1 la régulant positivement. Enfin, le G6P,
accumulé par la répression de sa conversion en glucose par I’insuline, active allostériquement

la glycogéne-synthase.

3.3.2. Glucagon

Le glucagon est produit par les cellules a du pancréas et sécrété lors du jeline ou
durant I’activité physique (Wasserman et al., 1989). Dans les hépatocytes, le glucagon agit de
fagon antagoniste a I’insuline, il inhibe la glycolyse et active la néoglucogenese et la
glycogénolyse. En effet, le glucagon inhibe la glycolyse pour activer la néoglucogenése via la
voie AMPc/PKA/CREB (Jiang and Zhang, 2003) et via 1’enzyme CAMKII régulant la
phosphorylation et la translocation de FOXO1 (Ozcan et al., 2012). Par ailleurs, le glucagon
induit une augmentation du niveau d’AMPc qui active la PKA qui phosphoryle et inactive la
glycogene-synthase pour inhiber la glycogénogenése. Parallelement, la PKA active la

phosphorylase kinase qui active la glycogene-phosphorylase pour stimuler la glycogénolyse.
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3.3.3. Autres hormones

Outre I’insuline et le glucagon, d’autres hormones sont également capables de réguler
I’homéostasie énergétique. L’IGF1 est un facteur de croissance similaire a 1’insuline. Il est
capable de se lier au récepteur a I’insuline, d’induire la signalisation PI3K/AKT/mTOR et a
donc des effets anaboliques, comme I’insuline (Stefan and Héring, 2013). L’adrénaline, le
cortisol et la GH (« Growth Hormone ») sont des hormones hyperglycémiantes contre-
régulatrices de I’insuline. Le stress induit par I’hypoglycémie libére de I’ACTH, activant la
sécrétion de cortisol qui active la B-oxydation, la cétogenese et la néoglucogenése. Le stress
induit également la libération de GH et d’adrénaline. La GH stimule la lipolyse et la B-
oxydation. L’adrénaline agit sur le pancréas pour réduire la libération d’insuline et augmenter
la sécrétion de glucagon, mais aussi sur le foie en activant la néoglucogenése et la
glycogénolyse (Verberne et al., 2014).

Des adipokines telles que la leptine et 1’adiponectine sont produitent dans le tissu
adipeux et régule le métabolisme hépatique. La leptine agit au niveau de I’hypothalamus afin
de réguler la satiété (prise alimentaire) et le poids corporel mais aussi le métabolisme
énergétique hépatique. En effet, la leptine inhibe la glycogénolyse, la néoglucogenese et la
lipogenese (Morris and Rui, 2009). L’adiponectine contribue a diminuer la production de
glucose et la lipogenése et a augmenter 1’oxydation des acides gras au niveau hépatique, via
I’activation de ’AMPK. L’AMPK inhibe ACC et la lipogenése et active PPARa et la (-
oxydation (Kadowaki et al., 2006). Par ailleurs, le foie produit aussi des hépatokines, telles
que FGF21, Fetuin A et IGF1, parmi d’autres, assurant une communication entre les
différents organes métaboliques afin de réguler I’homéostasie énergétique globale (Stefan and
Haring, 2013). FGF21 est impliqué dans I’induction de la lipolyse du tissu adipeux libérant
des acides gras dans la circulation (Shimizu et al., 2015; Jung et al., 2016), ainsi que dans
I’induction de la B-oxydation et de la cétogenese des acides gras captés par le foie (Potthoff et
al., 2009). La Fetuin-A est un inhibiteur du récepteur a I’insuline dans le tissu adipeux, le
muscle mais aussi le foie. La Fetuin-A stimule I’expression de cytokines inflammatoires et
inhibe la production d’adiponectine. Elle induit donc une résistance a I’insuline et une

inflammation, qui sont impliqués dans le développement de diabéte de type 2.
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4. Réqulateurs clés du métabolisme et signalisation cellulaire

4.1. Signalisation Insuline/PISK/AKT/mTOR

Dans le foie, la signalisation insuline régule de nombreux processus métaboliques a
1’état post-prandial. Comme cité précédemment, 1’insuline signale via la voie de signalisation
PI3K/AKT. L’insuline se fixe sur son récepteur hétéro-tétramérique a activité tyrosine kinase
(INSR) et entraine son autophosphorylation. Cette autophosphorylation stimule I’activité
tyrosine kinase du récepteur et phosphoryle les tyrosines de ses substrats IRS1 et IRS2.
IRS1/IRS2 phosphorylé recrute PI3K & la membrane. PI3K génere un second messager en
convertissant le PIP2 (phosphatidylinositol-4,5-biphosphate) en PIP3 (phosphatidylinositol-
3,4,5-triphosphate). Le PIP3 recrute AKT (aussi appelé PKB) et PDK1 a la membrane par
liaison a leur domaine PH (« Pleckstrin Homology ») (Huang and Manning, 2009). AKT est
alors phosphorylé par la kinase PDK1 sur la thréonine 308 afin d’étre activée (Williams et al.,
2000). AKT, actif, phosphoryle alors GSK3p, empéchant la phosphorylation inactivatrice sur
la glycogéne-synthase afin de stimuler la glycogénogenese. AKT phosphoryle également
FOXOI1 afin de I’inactiver et d’inhiber la néoglucogenése. En réponse a I’insuline, AKT
permet d’activer mTOR dans les complexes mTORC1 et mTORC2 et leur signalisation en

aval (décrit dans les parties suivantes).

4.2. mTOR : réqulateur clé du métabolisme

Un des effecteurs clés de la signalisation insuline est la kinase mTOR (« mechanistic
Target Of Rapamycin »). mMTOR a été découvert dans les années 1990, comme cible de la
rapamycine d’abord chez la levure (Cafferkey et al., 1993; Kunz et al., 1993) puis chez le
mammifere (Sabatini et al., 1994). mTOR est une kinase sérine/thréonine atypique de la
famille des PIKK (phosphoinositide3-kinase-related kinase). C’est une grosse protéine de 290
kDa codée par le géne MTOR sur le chromosome 1 chez I’homme. Elle est composée de
différents domaines (Figure 21) : des répétitions HEAT (permettant la liaison de Raptor ou
Rictor), un domaine FAT (permettant la liaison a Deptor), un domaine FRB (permettant le
recrutement de S6K ou la liaison de FKBP12/rapamycine (Yang et al., 2013), un domaine
Kinase (permettant son activité kinase sur ses nombreux substrats, ainsi que la liaison de
mLST8) et un domaine FATC (faisant partie intégrante de la structure du domaine kinase).
mTOR est trés conservé puisqu’on la retrouve chez la levure (TOR), la drosophile (dTOR), le

zebrafish (zTOR) ou encore chez Arabidopsis thaliana (AtTOR). Elle interagit avec de
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nombreuses proteines pour former deux complexes distincts : mMTORC1 et mTORC2 (Figure
21). Ces deux complexes régulent des processus métaboliques entre-autres et sont tous les
deux activés en réponse a I’insuline. MTOR étant capable de percevoir et d’intégrer différents
signaux extracellulaires et intracellulaires, les complexes mMTORC1 et mTORC2 jouent un
role clé dans la croissance, le développement, le métabolisme et le vieillissement, et sont
impliqués dans des états pathologiques variés incluant 1’obésité, le diabéte et le cancer (Dazert
and Hall, 2011; Weber and Gutmann, 2012; Zoncu et al., 2011).
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Figure 21 : Roles et structures des complexes mMTORC1 et mTORC2 (Laplante and Sabatini, 2012)
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4.2.1. Le complexe mTORC1

Le complexe mTORCL1 est composé de la kinase mTOR, de mLST8, de Deptor, du
complexe Ttil-Tel2, de PRAS40 et de Raptor. PRAS40 et Raptor sont des composants
specifiques du complexe mTORC1 (Figure 21).

MTORCL1 est un senseur clé du statut nutritionnel au niveau cellulaire et de
I’organisme. En effet, il répond a la signalisation insuline et aux facteurs de croissance tels
que ’IGF1, mais aussi aux acides aminés, au stress, au statut énergétique, a I’oxygene, aux
cytokines (TNFa) et & la voie Wnt/p-caténine (Laplante and Sabatini, 2012). En réponse a
I’insuline (et I’'IGF1), la voie PISBK/AKT active le complexe mTORC1 par deux mécanismes.
D’une part, AKT phosphoryle le complexe TSC1/TSC2 et inhibe son activité GAP (« GTPase
Activating Protein »), hydrolysant le GTP li¢ a Rheb en GDP afin de I’inhiber. Rheb-GTP
reste donc actif et interagit avec mTORCI1 pour I’activer par un mécanisme encore inconnu
(Tee et al., 2002). D’autre part, AKT phosphoryle et inhibe PRAS40, protéine inhibitrice et
composant du complexe mTORCI1, permettant ainsi 1’activation de mTORC1 de facon
TSC1/TSC2 indépendante (Sancak et al., 2007).

Le complexe mTORCL1 peut aussi étre activé par les acides aminés. En effet, la
présence d’acides aminés induit un changement de conformation de I’hétérodimére Rag
permettant de D’activer et d’interagir avec Raptor, recrutant mTORCI a la surface des
lysosomes ou Rheb est présent. Cela permet I’interaction de mTORC1 avec Rheb et son
activation (Kim et al., 2008; Sancak et al., 2008). Le lysosome est donc une organelle
importante pour I’activation de mTORC] par la voie des acides aminés. Il a été montré que le
complexe R2TP est nécessaire a la dimérisation fonctionnelle de mTORCL1 au niveau du
lysosome et de fagon dépendante de 1’activité ATPase de la Reptine dans différentes lignées
cancereuses (Kim et al., 2013). De plus, R2TP interagit avec le complexe mTORC1 via
PIH1D1 et Raptor, respectivement (Kamano et al., 2013). De plus, une étude récente chez la
drosophile montre que wacky (homologue de WAC, protéine adaptatrice impliquée dans de
nombreux processus cellulaires) promeut I’interaction du complexe TTT avec Reptine et
Pontine et stimule 1’activit¢ du complexe mTORCI en facilitant sa dimérisation et
I’interaction avec Rag (David-Morrison et al., 2016).

Par ailleurs, le complexe mTORC1 peut aussi étre régulé par le stress (statut
énergétique faible, hypoxie ou dommage ADN) via TSC1/2. En effet, en réponse au stress,
I’AMPK phosphoryle TSC2 et augmente son activit¢ GAP pour inhiber Rheb et bloquer
I’activation de mTORC1 (Inoki et al., 2003). AMPK peut également réguler directement
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mTORC1 en phosphorylant Raptor et induire une inhibition allostérique de mTORC1 (Gwinn
et al., 2008).

Le complexe mTORCI, via I’activité kinase de mTOR, phosphoryle 4EBP1 et S6K.
S6K phosphoryle a son tour la protéine S6 (Figure 22). Ensemble, 4EBP1 et S6 phosphorylés
stimulent la synthése protéique (Ma and Blenis, 2009). Comme cité precédemment, mMTORC1
active le facteur de transcription SREBP1c via plusieurs mécanismes et SREBP2 afin de
stimuler la lipogenése et la synthése de cholestérol, respectivement. mTORC1 contrble
I’activit¢é de PPARa, en régulant la localisation subcellulaire de NCoR1 (co-activateur de
PPAR), afin d’inhiber la B-oxydation et la cétogenese (Sengupta et al., 2010). Il phosphoryle
¢galement ULK afin d’inhiber I’autophagie.

Par ses différentes cibles, le complexe mTORC1 régule de nombreux processus
cellulaires. Il promeut la croissance en induisant les processus anaboliques et en inhibant les
processus cataboliques. En effet, il stimule la synthese protéique, la lipogenese et la synthese
de cholestérol et inhibe la B-oxydation, la cétogenése et I’autophagie (Laplante and Sabatini,
2012).
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La délétion totale d’un seul composant du complexe mTORCI1 est 1étale a 1’état
embryonnaire : mTOR (Murakami et al., 2004; Gangloff et al., 2004), mLST8, Raptor
(Guertin et al., 2006). La délétion de Raptor dans le muscle mene a une dystrophie
musculaire, accompagnée d’une intolérance au glucose et diminue I’espérance de vie
(Bentzinger et al., 2008). Dans le foie, la délétion de Raptor inhibe la synthese de lipides et
augmente la p-oxydation et la cétogenese (Peterson et al., 2011; Sengupta et al., 2010). De
plus, I’expression d’un dominant négatif de Raptor dans le foie par injection adénovirale
améliore la tolérance au glucose et la sensibilité a I’insuline dans un modé¢le d’obésité
génétique associé a une résistance a I’insuline K/Kay (Koketsu et al., 2008). Cependant, a
long terme, la délétion de Raptor dans le foie n’améliore pas les paramétres métaboliques
apreés alimentation riche en graisse et augmente la carcinogenése hépatique induite par le DEN
(Tableau 1) (Peterson et al., 2011; Umemura et al., 2014).

En conclusion, le complexe mTORC1 peut étre activé par différents stimuli et est
impliqué dans le métabolisme des lipides et du glucose, dans la synthése protéique, dans la

progression du cycle cellulaire et la croissance, ainsi que dans I’inhibition de I’autophagie.

Tableau 1 : Tableau comparatif des différents modeles d’invalidation de la signalisation PI3K/AKT/mTOR (non
exhaustif)

Phénotype observé .
Modele | Phénotype observé en Mécanismes
: : dans des modeéles de Références
d’étude physiologie suggérés
résistance a ’insuline
| perte de poids (Accili et al.,
| glycémie 1996; Joshi et
Stéatose hépatique al., 1996)
IR Total KO | Acidocétose diabétique
Hypotrophie musculaire
Retard de croissance
Létalité néonatale
Résistance a I’insuline | stéatose hépatique 1 G6PC, PEPCK (Kubota et al.,
IRS1 Liver | | tolérance au glucose | lipogenése | PPARy, CD36 2016)
KO 1 glycémie 1 IRS2
| pAKT
1 glycémie modérée 1 G6PC, PEPCK a (Kubota et al.,
IRS2 Liver jeun 2016)
KO 1 pIRS1
| pAKT (périportal)
| poids total 1 G6PC, PEPCK (Kubota et al.,
IRSL/2 Résis’tance a I’insuline | PPARYy, CD36 2016)
Liver KO ! toler?m(?e gu gIL{cc’)se' | pAKT
1 glycémie, insulinémie
| stéatose hépatique
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Obésité légére | pIRS1Tyr (Sopasakis et
1 masse grasse | génération PIP3 al., 2010)
| poids du foie | pAKT T308, S473,
PI3K Liver Résis’tance a I’insuline pGSK3p, pFOXO01
KO | tolérance au glucose 1 pS6
1 glycémie, insulinémie 1 PEPCK, G6PC
1 néoglucogenéese
| lipidémie
| activité locomotrice
Défaut de croissance (Chenetal.,
AKT1 Total l poifls total 2001; Cho et
KO 1 toler.ar?c.e ’al‘l g%ucos.e al., 2001b)
1 sensibilité a I’insuline
| survie apres stress
Retard de croissance 1 PEPCK (Garofalo et
1 glycémie, insulinémie, al., 2003; Cho
lipidémie et al., 2001a;
| tolérance au glucose Yang et al.,
AKT?2 Total Résistance a l’insuAline 2015)
KO l mass,e cellules béta
(pancreéas)
| masse grasse Dans les MEF
1 production de glucose AKT1/2KO:
hépatique | pSinl T86
1 ilots pancréatiques 1 pS6
CHC spontanés (7 mois) 1 SREBP1-2, FASN, | (Calvisietal.,
1 lipogeneése ACC, SCD1 2011)
AKTLTg 1T mTOR, pmTOR,
Rictor
CHC spontanés (9 mois) | | stéatose hépatique 1 pERK (Menon et al.,
Dommages hépatiques (6 | aprés 16 semaines de 1 pS6K, pS6, 2012; Yecies
mois) : inflammation, HFD p4EBP1 etal., 2011;
apoptose, prolifération, 1 | | induction lipogenése | pAKT T308, S473, | Sengupta et
ALAT et ASAT pFOXO01 al., 2010;
TSCL1 Liver | 1 ratio LW/BW 1 INSIG2A Cornu etal.,
KO | TG hépatiques | SREBPIc, FASN, 2014)
| cétogenese SCD1
| activité locomotrice | PPARa
| température corporelle 1 Fgf21
1 Pgcla, G6PC,
PEPCK
mTOR | prolifération cellulaires (Murakami et
chez I’embryon al., 2004)
Total KO iz .
Létalité embryonnaire
| poids total | pAKT S473, PKCo, | (Hagiwara et
| ratio LW/BW pNDRG1 al., 2012;
| TG hépatiques 1 pS6K, pS6, Lamming et
| glycogéne hépatique p4EBP1 al., 2012)
Rictor Liver | 1 glycémie, insulinémie | pFOXO, pGSK3p
KO | tolérance au glucose 1 G6PC, PEPCK

| tolérance au pyruvate
| lipogenése
| lipidémie

| SREBPIc, FASN,
ACC
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Létal a 1’état

(Jacinto et al.,

embryonnaire Dans les MEF : 2006;
Sinl Total | pAKT S473, Humphrey et
KO Dans les MEF : pGSK3p, pPFOXO01-3 | al., 2013)
| viabilité cellulaire | interaction mTOR-
1 apoptose Rictor
Dommages hépatiques | poids total 1 pAKT S473 (Peterson et
(fibrose, inflammation) | stéatose hépatique | SREBP, FASN, al., 2011;
| ratio LW/BW aprés 8 semaines de HFD | HMGCR Umemura et
Raptor | lipidémie ’ 1 pS6 al., 2014;
Liver KO Pas d? ldela steatos? Sengupta et
hépatique aprés 6 mois al., 2010)
de HFD
Tcarcinogenése induite
par DEN et HFD
Adénovirus 1 tolérance au glucose 1 pAKT T308 et (Koketsu et
Raptor 1 sensibilité a I’insuline | S473 al., 2008)
dominant 1 pIRS S306-636-639
négatif dans
le foie
| tolérance au glucose | stéatose hépatique 1 pS6K, pS6 (Sarbassov et
1 production de glucose 1 dommages hépatiques | SREBP1/2, FASN, | al., 2006;
hépatique SCD1 Umemura et
1 glycémie, insulinémie 1 IL6, pSTAT3 al., 2014;
1 pAKT T308, S473, | Yeciesetal.,
Rapamycine pFOXO01-3 2011;
1 pSinl T86 Lamming et
al., 2012)
Rapamycine a long
terme : | pAKT
S473, T308
S6K1 Total | | poids total | poids total 1 pAKT S473 (Umetal.,,
KO | masse grasse | masse grasse 1 pIRSI 2004,
1 acides gras libres 1 B-oxydation $636/639/307 Espeillac et
| insulinémie | insulinémie al., 2011)
1 sensibilité insuline
S6K1 Liver
KO Retard de régénération | eycline D1
1 masse grasse 1 obésité 1 pS6K, pS6 (Le Bacquer et
Résistance a I’insuline | pAKT S473 al., 2007)
1 stéatose hépatique 1 C/EBPa, PPARYy
4EBP1/2 1 ratio LW/BW
Total KO | dépense énergétique

| lipolyse
1 différenciation
adipocytaire
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4.2.2. nTORC2

En 2004, Sarbassov identifie un nouveau partenaire interagissant avec mTOR, nommé
Rictor, et montre que le complexe Rictor-mTOR ne phosphoryle pas les mémes cibles que le
complexe précédemment décrit mMTORC1 (Sarbassov et al., 2004). Le complexe mTORC2 est
alors découvert. Il partage des éléments en commun avec le complexe mMTORC1. En effet, il
est composé de mTOR, de mLST8, de Deptor, du complexe Ttil-Tel2, de Protorl/2, de
mSinl et de Rictor. Protorl/2, mSinl et Rictor sont des composants spécifiques du complexe
mTORC2 (Figure 21).

Le complexe mTORCL1 est sensible & un traitement aigu de rapamycine a faible dose.
La rapamycine se lie a FKBI12 et se lie a mTOR, inhibant I’interaction mTOR-Raptor par
compétition, 1’assemblage et I’activation de mTORC1 (Murakami et al., 2004; Yip et al.,
2010). Quand mTORC2 a été découvert, il a d’abord été proposé qu’il soit insensible a la
rapamycine, Rictor signifiant « Rapamycin-insensitive companion of TOR », & contrario de
Raptor signifiant « Rapamycin-Associated TOR protein » (Sarbassov et al., 2004).
Cependant, il a été montré qu’une exposition chronique a la rapamycine est capable d’inhiber
le complexe mTORC2 et la phosphorylation d’AKT sur la sérine 473. En effet, la rapamycine
ne perturbe pas [D’interaction Rictor-mTOR (comme pour mTORC1) mais empéche
I’assemblage du complexe mTORC2 en bloquant la protéine mTOR nouvellement synthétisée
(Sarbassov et al., 2006).

Comparé a mTORC1, le complexe mTORC2 a été beaucoup moins étudié, du fait de
sa découverte plus récente, et les stimuli en amont sont encore peu connus. Il est activé par
I’insuline et les facteurs de croissance via la voie PI3K mais le mécanisme d’activation exact
est encore méconnu (Liu et al., 2014). 1l a été proposé que le complexe mMTORC2, comme le
complexe mTORCL, soit activé par Racl en réponse aux facteurs de croissance (Saci et al.,
2011). 11 a également été proposé que le complexe mMTORC?2 soit activé par interaction avec
les ribosomes par un mécanisme dépendant de PI3K et induit par 1’insuline (Figure 22). En
effet, ’intégrité des ribosomes (mais pas la traduction protéique) est requise pour 1’interaction
avec Rictor (composant spécifique de mTORC2) et pas avec Raptor (composant spécifique de
mTORCI) ainsi que 1’activation de mTORC?2. L’interaction mTORC2-ribosomes est stimulée
par la signalisation insuline/PI3K. Les ribosomes servent ainsi de plateformes de signalisation
pour mTORC?2 puisque ’activité de traduction des ribosomes n’est pas requise (Zinzalla et
al., 2011).

Le complexe mTORC2 phosphoryle des cibles différentes du complexe mTORC1.
Tout d’abord, il est nécessaire a la phosphorylation d’AKT sur la sérine 473 puisque la
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délétion de Rictor, déstabilisant le complexe mTORC2, abolit sa phosphorylation. La
phosphorylation d’AKT sur la sérine 473 permet de 1’activer complétement puisqu’il a une
activité 4 a 5 fois plus grande que lorsqu’il est phosphorylé seulement sur la thréonine 308
(Sarbassov et al., 2005). Cela permet de renforcer 1’activation du complexe mTORCI1 et
I’inhibition de la néoglucogenése via FOXO1. Cependant, il existe une spécificité de substrat
selon 1’état de phosphorylation d’AKT (T308 et/ou S473). La phosphorylation de FOXO est
dépendante de la phosphorylation d’AKT sur la sérine 473 alors que la phosphorylation de
GSK3pB et TSC2 ne I’est pas (Jacinto et al., 2006). De plus, le complexe mTORC2
phosphoryle la kinase SGK1, impliquée dans la prolifération cellulaire en régulant la
phosphorylation de FOXO3 (Mori et al., 2014). Enfin, le complexe mTORC2 phosphoryle
PKCa, impliquée dans la régulation du cytosquelette d’actine (Jacinto et al., 2004) (Figure
22).

Le complexe mTORC2 associe donc les fonctions métaboliques de I’activation de
MTORC1 mais aussi, la prolifération et la survie cellulaire, I’inhibition de la néoglucogenése
via AKT S473 et la régulation du cytosquelette d’actine via PKCo (Laplante and Sabatini,
2012).

Comme pour mTORCI, la délétion totale d’un seul composant du complexe mTORC2
est létal a I’état embryonnaire : mTOR (Murakami et al., 2004; Gangloff et al., 2004), mLST8
(Guertin et al., 2006), Rictor (Guertin et al., 2006; Shiota et al., 2006), sinl (Jacinto et al.,
2006; Yang et al., 2006). Contrairement a Raptor, la délétion de Rictor dans le muscle
entraine peu de phénotypes (Bentzinger et al., 2008). Elle diminue le transport de glucose et
induit une intolérance au glucose mais améliore 1’activité basale de la glycogéne-synthase
(Kumar et al., 2008), probablement par un mécanisme compensatoire. La délétion de Rictor
dans le tissu adipeux induit un phénotype important. En effet, le transport du glucose est
inhibé et la lipolyse reste active en réponse a I’insuline induisant intolérance au glucose, une
accumulation d’acides gras dans la circulation menant une résistance a 1’insuline dans le
muscle et le foie, une stéatose hépatique ainsi qu’une hyper-insulinémie (Kumar et al., 2010).
Ces effets sont médiés par un défaut de signalisation de mTORC2 sur AKT S473 et ses
substrats. Dans le foie, la délétion de Rictor induit un phénotype similaire a la délétion dans le
tissu adipeux : hyperglycémie, hyper-insulinémie, hypolipidémie résistance a 1’insuline et
intolérance au glucose, avec une altération de la signalisation AKT sur FOXO et SREBP1c
(Tableau 1) (Hagiwara et al., 2012; Lamming et al., 2012). La délétion de Sinl dans les MEF
a un effet similaire a celle de Rictor sur la régulation de la signalisation AKT. En effet, Sinl
est essentiel a I’intégrité du complexe mTORC?2 et est critique pour I’activation d’AKT S473

(Jacinto et al., 2006). Le traitement prolongé a la rapamycine inhibe I’assemblage du
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complexe mTORC?2 et I’activation d’AKT (Sarbassov et al., 2006) et induit une résistance a
I’insuline (Lamming et al., 2012). Dans I’insulino-résistance induite par un régime riche en
graisse, la rapamycine a long terme diminue transitoirement la stéatose hépatique mais
augmente les dommages hépatiques avec une augmentation de I’IL6 et de la phosphorylation

de STAT3 (Umemura et al., 2014).

En conclusion, le complexe mTORC2 est impliqué dans le métabolisme, la survie
cellulaire et I’organisation du cytosquelette d’actine. Cependant, les mécanismes exacts de

I’activation du complexe mTORC2 restent encore a élucider.

4.2.3. Signalisation croisée entre mMTORC1 et mTORC2

La signalisation de I’insuline est composée de nombreuses boucles de rétrocontrdle
afin de controler le signal. Certaines boucles de rétrocontrdle sont bien décrites et admises par
la communauté scientifique (Figure 23, en trait continu). Il s’agit des boucles de rétrocontrole
négatif S6K sur IRS et de mTORC1 sur IRS via Grb10 (Um et al., 2004; Yu et al., 2011).
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Figure 23 : Rétrocontroles de la signalisation insuline. Rétrocontrole négatifs bien établis : S6K-IRS et
mMTORC1-Grb10-PI3K (en trait continu). Rétrocontrdle controverses : S6K-mTORC2 (négatif) et
AKT-mTORC2 (positif) (en pointillés) (Yang et al., 2015)
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Le rétrocontrdle negatif de S6K sur IRS1 a été décrit dans un premier temps. Il a eté
montré que S6K phosphoryle IRS1 sur les sérines 307, 636 et 639. Cette phosphorylation
inhibitrice empéche I’interaction avec p85, la sous-unité régulatrice de PI3K, bloquant ainsi la
voie de signalisation insuline (Zick, 2001; Um et al., 2004). Par la suite, le rétrocontrole
négatif mMTORCL sur IRS via Grb10 a été mis en évidence en méme temps par deux équipes
en 2011 (Hsu et al., 2011; Yu et al., 2011). Ces équipes ont montré que le complexe mMTORC1
interagissait directement avec Grbl0 pour le phosphoryler en réponse a I’insuline ou aux
acides aminés. La phosphorylation de Grbl0 permet sa stabilisation et va permettre
I’inhibition de la phosphorylation activatrice d’IRS sur tyrosine par le récepteur a I’insuline.

Cela va empécher 1’activation de la PI3K et ainsi bloquer la signalisation.

D’autres rétrocontrdles font 1’objet de controverses encore a I’heure actuelle. 11 s’agit
des rétrocontroles négatif ou positif, de S6K sur mTORC2 et d’AKT sur mTORC2,
respectivement (Figure 23, en pointillé).

Dans un premier temps, il a été montré par une approche de phospho-protéomique
dynamique, qu’AKT phosphoryle Sinl sur la thréonine 86, régulant positivement 1’activité¢ du
complexe mTORC?2, dans des adipocytes en réponse a I’insuline par le groupe de David E
James (Humphrey et al., 2013). En effet, cette phosphorylation est attribuée a AKT
puisqu’elle est inhibée par un inhibiteur d’AKT mais pas par la rapamycine. Par cette
approche dynamique, les auteurs montrent que ’activation par I’insuline de Sinl et d’AKT est
bien plus précoce (inférieure a 1 minute) que 1’activation de I’axe mTORC1/S6K (environ 5
minutes). Ainsi, les auteurs décrivent une boucle de rétrocontréle positif par laquelle AKT
phosphoryle directement Sinl, et stimulant ainsi I’activité du complexe mTORC?2.

Dans la méme année, le groupe de Wenyi Wei a décrit un rétrocontréle négatif de S6K
sur le complexe mTORC2 via Sinl, dans les cellules HeLa (cellules cancéreuses du col de
I’utérus) en réponse a I’insuline, indépendamment d’IRS1 et Grb10 (Liu et al., 2013). En
effet, dans leur systeme, S6K phosphoryle Sinl sur les deux thréonines 86 et 398 déstabilisant
et inhibant le complexe mTORC2, apres une stimulation prolongée. Cette double
phosphorylation sur Sinl inhibe son interaction avec Rictor via le domaine N-terminal (par
T86) et MTOR via le domaine PH (par T398). De plus, la mutation de Sinl R81T, retrouvée
dans le cancer ovarien, abolit la phosphorylation de Sinl sur le Thréonine 86 et mene a
I’activation du complexe mTORC?2, I’hyper-phosphorylation d’AKT sur la sérine 473 et la
croissance cellulaire observée dans le cancer ovarien. Il existe une corrélation inverse entre la
phosphorylation de Sinl T86 et d’AKT S473 dans le cancer ovarien, et aussi le foie de souris

traitées a la rapamycine. Préecédemment, une étude avait montré que la déplétion partielle de
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mTOR conduit a ’augmentation de la phosphorylation d’AKT S473, ce qui est consistant
avec la levée d’un rétrocontrole négatif de S6K sur mTORC?2 (Sarbassov et al., 2006).

S’en suivront d’autres études publiées par ces deux groupes (Liu et al., 2014; Yang et
al., 2015), comparant leurs conditions expérimentales afin de déterminer si la phosphorylation
de Sinl est activatrice ou inhibitrice du complexe mTORC2. Le point souleve le plus critique
est probablement la différence de 1’état de phosphorylation de Sinl. En effet, un des deux
groupes montre que la phosphorylation seule T86 ou T398 permet de conserver 1’activité du
complexe mTORC2 et la phosphorylation d’AKT 473, alors que la double phosphorylation
T86 et T398 est requise pour la dissociation du complexe mTORC2 et I’inhibition de la
phosphorylation d’AKT S473 (Figure 24) (Liu et al., 2013, 2014).
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Figure 24 : La phosphorylation de Sinl sur les deux sites Thréonine 86 et Thréonine 398
est requise pour la dissociation du complexe mTORC?2 et I'inhibition de son activité
kinase (notamment sur AKT). (Liu et al., 2014)

Malgre cela, le groupe de David E James montre qu’AKT est la kinase majeure
responsable de la phosphorylation de Sinl T86 puisque la délétion de d’AKT mene a une
forte diminution de la phosphorylation de Sinl T86 en réponse a I’insuline alors que la
délétion de S6K a un impact mineur dans des MEF (Yang et al., 2015).
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Un groupe indépendant identifiera les différences expérimentales entre les études des
deux groupes pouvant expliquer la controverse a ce sujet (Xie and Proud, 2013). En effet, le
groupe David E James décrit un rétrocontréle positif sur mTORC2 dans des adipocytes
normaux différenciés a partir d’une lignée 3T3-L1, aprés une stimulation courte a 1’insuline.
Alors que ’autre groupe Wenyi Wei décrit un rétrocontrdle negatif sur mTORC2 dans une
lignée de cellules cancéreuses du col de 1’utérus (HeLa), aprés une stimulation a 1’insuline
prolongée. 1l apparait donc de nombreuses différences entre les modeles d’études amenant a
deux boucles de rétrocontrle opposées mais qui ne sont finalement pas incompatibles et
pourraient coexister a différents temps de la signalisation (rétrocontréle positif a court terme
pour renforcer la signalisation / rétrocontr6le négatif a long terme pour bloquer la
signalisation) et/ou dans différents types cellulaires (adipocytes / cellules épithéliales utérines)
et/ou dans différentes conditions (physiologie / cancer) et contrdlees par une régulation
différentielle de 1’état de phosphorylation de Sinl (T86 ou T398 a court terme / T86 et T398 a
long terme).

Par ailleurs, d’autres éléments pourraient réguler I’activité du complexe mTORC?2.
D’une part, par une approche phospho-protéomique, il a été montré que S6K phosphoryle
directement Rictor sur la thréonine 1135. Bien que cette phosphorylation ne modifie pas
I’intégrit¢ du complexe mTORC2, elle inhibe sélectivement son activit¢é sur la
phosphorylation d’AKT S473 mais pas sur PKCa et SGK1 (Dibble et al., 2009). D’autre part,
il a été montré que le complexe TSC1/TSC2 régule mTORC2 indépendamment de mTORC1,
par un mécanisme inconnu bien qu’il existe une interaction entre les deux complexes. En
effet, ’extinction de TSC2 entraine une inhibition de I’activit¢ mTORC2 qui n’est pas
restaurée par la rapamycine (donc indépendant de mTORC1). Enfin, mTORC1 régule la
biogenese ribosomale et donc régule indirectement I’activation de mTORC2 par son
interaction avec les ribosomes en réponse a I’insuline (Zinzalla et al., 2011). Cela pourrait
expliquer I’inhibition a long terme de mTORC?2 par la rapamycine indirectement (Sarbassov
et al., 2006).

L’ensemble de ces ¢tudes montre que la signalisation mTOR est tres finement régulée,
avec de nombreux rétrocontroles, négatif ou positif, et que cela peut dépendre du contexte

cellulaire et physiopathologique.

4.3. Facteurs transcriptionnels

Le métabolisme énergétique hépatique est largement contrdlé au niveau transcriptionnel

par de nombreux facteurs de transcription et co-régulateurs. Leur activité est régulée
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principalement par I’insuline, le glucagon et d’autres hormones métaboliques qui régulent la
néoglucogenése, la B-oxydation, la glycolyse et la lipogenése, en fonction de 1’état nutritionnel et

des demandes métaboliques (Rui, 2014).

4.3.1. A I’état post-prandial

SREBP1c (« Sterol Regulatory Element-Binding Protein 1c ») est le médiateur
transcriptionnel de 1’insuline (inhibé par le glucagon) pour activer le métabolisme lipidique en
régulant la transcription de ses genes cibles impliqués dans la glycolyse (GCK) et la
lipogenése de novo (ACC, FASN, ELOVL, SCD1). SREBPl1c est régulé
transcriptionnellement par I’insuline via mTORC1, mTORC2 et lui-méme (boucle de rétro-
contdle positive) (Hagiwara et al., 2012). I est ensuite synthétisé sous forme d’un précurseur
lié¢ au RE (réticulum endoplasmique) ou il est séquestré en complexe avec SCAP (« SREBP
Cleavage-Activating Protein ») et INSIG2A (INSulin-Induced Genes 2A). Sous 1’activation
de I’insuline, il est régulé par plusieurs mécanismes. D’une part, via la levée de répression
d’INSIG2A via AKT, SREBPIc va étre libéré et transporté au Golgi ou il est clivé par
protéolyse en forme mature via SIP1 et SIP2. Cette forme mature de SREBP1c est
transloguée dans le noyau pour activer sa propre transcription ainsi que ses génes cibles
(Figure 25) (Yecies et al., 2011).
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Figure 25 : Régulation du facteur de transcription SREBP1c (Yecies et al., 2011)
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D’autre part, AKT phosphoryle directement SREBPIc, facilitant son transport au
Golgi pour son clivage et donc son activation transcriptionnelle (Yellaturu et al., 2009).
mTORC1 phosphoryle lipinl, un inhibiteur de la translocation de SREBP1c dans le noyau. La
phosphorylation de lipinl est inhibitrice et permet donc la translocation de SREBP1c afin de
stimuler D’expression des génes de la lipogenése (Peterson et al., 2011). Enfin, la
phosphorylation inhibitrice de SREBP1c par ’AMPK au cours du jeline inhibe ainsi son
clivage et sa translocation nucléaire (Li et al., 2011). Le facteur de transcription SREBP2,
quant a lui, contrdle I’expression génique de la synthése de cholestérol et est régulé par
séquestration au RE et protéolyse au Golgi de la méme facon que SREBP1c (Horton et al.,
2002).

Le facteur de transcription CHREBP (CarboHydrate Responsive Element-Binding
Protein) joue également un role important a 1’état nourri (Postic et al., 2007). En effet, il
régule les génes de la glycolyse (GCK et L-PK) (Uyeda and Repa, 2006) et de la lipogenese
(ACL, ACC, FASN, SCD1 et ELOVL) (lizuka et al., 2004). Il est activé par le glucose (via
acétylation) et transloqué au noyau par le G6P (Dentin et al., 2012). A I’inverse, il est inhibé a
jeun, par phosphorylation via la PKA et I’AMPK (Kawaguchi et al., 2002).

Le facteur de transcription LXR, en hétérodimere avec RXR, stimule aussi
I’expression des génes de la lipogenése (FASN et SCD1) (Calkin and Tontonoz, 2012), mais
également en régulant les facteurs de transcription SREBP1c et CHREBP (Chen et al., 2004).
LXR est régulé par le glucose qui interagit avec lui pour stimuler la transcription de ses génes
cibles (Mitro et al., 2007).

Le facteur de transcription PPARYy stimule 1’expression des geénes contrélant 1’entrée
des acides gras et la synthése de triglycérides (Lee et al., 2012).

Enfin, le facteur de transcription USF1 (« UpStream transcription Factor 1 ») est
impliqué dans 1’expression des génes de la lipogeneése (FASN) (Casado et al., 1999) et est
régulé par phosphorylation (activatrice) via DNA-PKcs (Wong et al., 2009).

4.3.2. Durant le jetine

Durant le jeune, la néoglucogenése et la p-oxydation sont régulées
transcriptionnellement, principalement par les facteurs de transcription CREB, FOXO,
C/EBPa, GR, HNF4a et PPARa (pour revue (Goldstein and Hager, 2015).

Le facteur de transcription CREB (CAMP responsive element binding protein) est le
premier répondeur durant le jedne, il active les génes de la néoglucogenése (Rui, 2014). Le
glucagon se lie a son récepteur et active I’adénylate cyclase qui produit de I’AMPc, menant a

I’activation de la PKA (protein kinase A). La PKA phosphoryle CREB qui induit les enzymes
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de la néoglucogenése PEPCK et G6Pase et d’autres genes liés a la réponse au jetine (Altarejos
and Montminy, 2011).

FOXO1 (forkhead box transcription factor class O 1) est un facteur de transcription
crucial pour la régulation de la néoglucogenése (Tikhanovich et al., 2013). Il régule la
transcription des génes PEPCK et G6PC, enzymes limitantes de la néoglucogenese. Sous
I’action de I’insuline, FOXO1 et CREB sont phosphorylés et inhibés par AKT et sont donc
inactivés a 1’état post-prandial (Li et al., 2007; Matsumoto et al., 2007; Puigserver et al.,
2003).

Le facteur de transcription C/EBPa (CCAAT enhancer binding protein o) est induit
par le glucagon et active I’expression des génes néoglucogéniques, tel que la pyruvate
carboxylase (Shen et al., 2015).

Le récepteur nucléaire aux glucocorticoides GR (glucocorticoid receptor) est aussi un
facteur de transcription impliqué dans la néoglucogenese. Il induit 1’expression de la
phosphoénol-pyruvate carboxylase 1 et d’autres génes néoglucogéniques et est régulé par les
corticoides mais aussi par le niveau du corps cétonique p-hydroxybutyrate (Patel et al., 2015;
Opherk et al., 2004).

Le récepteur nucléaire HNF4a. (hepatocyte nuclear factor 4a) induit 1’expression des
génes de la néoglucogeneése. Il est régulé par la voie glucagon/AMPCc/PKA mais son ligand
n’a pas encore été défini et son mode d’action n’est pas clair (Jitrapakdee, 2012).

PPARa (peroxisome proliferator-activated receptor o) est le facteur de transcription
clé (« master regulator ») dans la régulation de la B-oxydation des acides gras (Kersten et al.,
1999; Montagner et al., 2016), avec son co-activateur PGCa (Vega et al., 2000). PPARa
régule 1’expression génique du transport d’acides gras (CD36, L-FABP), de leur 3-oxydation
(ACOX1, CPT1) mais également de la cétogenése (HMGCS). PPARa induit également
I’expression de FGF21 qui régule aussi la B-oxydation (ACOX1, CPT1) et la cétogenéese
(HMGCS, BDH) (Potthoff et al., 2009). L’activit¢ de PPARa est controlé par mTORCI, en
régulant la localisation subcellulaire de NCoR1 (co-activateur de PPAR«), afin d’inhiber la -

oxydation et la cétogenese (Sengupta et al., 2010).

4.4. Autres régulateurs clés

L’AMPK (AMP-activated protein Kinase) est un autre régulateur clé du métabolisme
hépatique activé au cours du jeune. L’AMPK n’est pas au centre des projets de cette theése et
ne sera donc pas décrites en détails. L’AMPK est un senseur énergétique cle de la cellule, a

I’instar de mTOR. Elle répond au stress énergétique en inhibant les voies consommatrices en
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énergie et en activant celles qui en produisent (Steinberg and Kemp, 2009). L’AMPK est
activé par la fixation de I’AMP et la phosphorylation sur la thréonine 172 par LKB1. Elle
active ensuite le complexe TSC1/TSC2 afin d’inhiber le complexe mMTORC1 (Figure 26)
(Hardie, 2004). L’AMPK a des roles multiples dans de nombreux processus métaboliques
comme le métabolisme glucidique, lipidique, protéique et 1’autophagie, notamment en
inhibant mTORCI1. En effet, ’AMPK inhibe la glycogénogenése et active la glycogénolyse,
favorise I’import d’acide gras via CD36 et active la B-oxydation et inhibe la lipogenése et la
synthese cholestérol (Steinberg and Kemp, 2009; Habets et al., 2009; Davies et al., 1992;
Muoio et al., 1999). L’AMPK est aussi impliquée dans la biogenése mitochondriale, la
polarité cellulaire, le cycle cellulaire ... (pour revue : (Steinberg and Kemp, 2009; Hardie et
al., 2012; Hardie, 2015).
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Figure 26 : Régulation de la signalisation insuline par
I'AMPK (Hardie, 2004)

Le rythme circadien est un important régulateur du métabolisme hépatique. Certains
genes du rythme circadien sont hypoglycémiants, tels Cryl et cry2 qui inhibent les récepteurs
aux glucocorticoides et au glucagon, alors que d’autres sont hyperglycémiants, tel UPS2 qui
stimule la néoglucogenese (Rui, 2014). Les génes du cycle circadien, tel que Rev-erba/p, sont

aussi impliqués dans le métabolisme des lipides. De plus, le recrutement de HDAC3 est
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régulé par le rythme circadien et induit une régulation négative de la lipogenése dépendant du
rythme circadien (Feng et al., 2011; Knutson et al., 2008).

Le réticulum endoplasmique (RE) régule également la néoglucogenese et la
lipogenése, de facon positive et négative. La protéine de membrane du réticulum
endoplasmique, CREBH, augmenté a jeun, promeut I’expression des génes néoglucogéniques
PEPCK et G6Pase (Lee et al., 2010b). Le stress du RE active la réponse aux protéines
malformées (ou UPR : « Unfolded protein response ») pour 1) stimuler la production de
glucose hépatique et la lipogenese via la voie pERK/el2fa qui augmente 1’expression de
C/EBPa et PPAR y (Oyadomari et al., 2008) et 2) inhiber la néoglucogenese via XPB1 qui
induit la dégradation de FOXOL1 et via la voie ATF6 qui séquestre CRTC2, co-activateur de
CREB (Wang et al., 2009). XBP1 active également I’expression de genes lipogéniques clés
tels que SREBP1 et ACC2 (Lee et al., 2011a; Ning et al., 2011).

Les cytokines inflammatoires produites par les hépatocytes et les cellules immunes
hépatiques régulent aussi le métabolisme hépatique. L’IL6 produite dans le foie en réponse a
la signalisation insuline dans I’hypothalamus, inhibe la néoglucogenese en activant STAT3
qui se lie aux promoteurs de PEPCK et G6Pase et inhibe leur transcription (Inoue et al., 2006;
Ramadoss et al., 2009). L’IL13 stimule aussi la phosphorylation de STAT3 et inhibe la
néoglucogeneése (Stanya et al., 2013). Cependant, I’inflammation chronique dans le foie induit
une résistance a I’insuline qui mene indirectement a une augmentation de la production de

glucose hépatique (Hotamisligil, 2006).

5. Pathologie du syndrome métaboligue

5.1. Description du syndrome métabolique

Le syndrome métabolique est un terme général incluant plusieurs symptomes d’ordre
métabolique. L’organisation mondiale de la santé a proposé un set de critéres cliniques pour
faire le diagnostic du syndrome métabolique (SM). En effet, le diagnostic repose
essentiellement sur la résistance a I’insuline, le diabéte de type 2, I’intolérance au glucose ou
I’hyperglycémie a jeun. En plus de I’insulino-résistance, au moins deux des symptomes
suivants doivent étre présents : obésité, hyperlipidémie, hypertension ou micro-albuminurie
(Reaven, 2011).
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L’¢étiologie de ce syndrome est un type de vie sédentaire accompagné d’un régime
excessif en calories. A cela peut s’ajouter des prédispositions génétiques mais qui ne suffisent
pas a elles seules a induire ce syndrome. L’ensemble va induire un stockage de graisses dans
le tissu adipeux et une obésité. Cet excés de graisse va entrainer un stockage ectopique de
graisse dans les muscles et le foie, induisant une cytotoxicité et une résistance a 1’insuline et
menant donc a un cercle vicieux (Guilherme et al., 2008). La résistance a I’insuline n’est pas
seulement la caractéristique principale du syndrome métabolique mais stimule aussi la
progression du diabéte de type 2 dans 1’obésité (Rui, 2014). Le glucose produit par le foie,
résistant a 1’insuline, contribue également a 1’hyperglycémie observée chez les patients avec un
diabete de type 2 (Magnusson et al., 1992). Pour compenser, le pancréas augmente la masse
des cellules B et la sécrétion d’insuline pour limiter I’hyperglycémie et causant ainsi une

hyper-insulinémie (Ashcroft and Rorsman, 2012).

5.2. Conséquences hépatigues du syndrome métabolique

La prévalence de 1’obésité a fortement augmenté dans les pays occidentaux de nos
jours et est associée au diabéte de type 2 dans le syndrome métabolique. En effet, le diabéte
de type 2 atteint une proportion épidémique avec 415 millions d’individus dans le monde en
2015 et une estimation annonce que 592 millions d’individus seraient touchés en 2035
(Adeloye et al., 2017; DeFronzo et al., 2015). La composante hépatique du syndrome
métabolique est la stéatose hépatique non-alcoolique (ou non-alcoholic fatty liver disease,
NAFLD). La stéatose non alcoolique a une prévalence de 6 a 35% dans le monde avec une
médiane de 20%. Elle connait une forte incidence dans le monde occidental avec une
prévalence de 20 a 30% aux Etats-Unis et 25% en Europe (Smits et al., 2013). C’est le
désordre hépatique le plus commun dans les pays occidentaux industrialisés (Bellentani,
2017; Perry et al., 2014). Plus de 90% des obéses avec un diabéte de type 2 présentent une
stéatose non alcoolique (Tolman et al., 2007). Selon des estimations, 50% des Ameéricains
auront une stéatose non alcoolique en 2030 (Younossi, 2011).

La résistance a I’insuline induit un excés de graisses dans la circulation et une
accumulation de triglycérides dans le foie sous forme de vésicules lipidiques et le
développement de la stéatose hépatique (Figure 27). La stéatose-non alcoolique est une
définition négative d’une maladie trés commune faisant donc référence a la présence d’une
stéatose hépatique sans autres causes (alcoolisme, infections, drogues...) exceptée

I’accumulation de graisses hépatiques (Bellentani, 2017).
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Figure 27 : Coupes de foie, colorée au trichrome de Masson, présentant
une stéatose hépatique (NAFLD). D’apreés Nephron - Own work, CC BY-

SA 3.0, https://commons.wikimedia.org/Nafld1.jpg
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Les voies métaboliques controlées par le foie sont fortement altérées dans le syndrome
métabolique. Dans la résistance a I’insuline, la lipogenése n’est pas inhibée et est méme
stimulée. Ainsi, la lipogenése contribue a 1’accumulation de triglycérides, jusqu’a 25%, dans
le foie des patients obese et insulino-résistants menant donc a la stéatose hépatique (Donnelly
et al., 2005). La néoglucogeneése est altérée dans la résistance a I’insuline puisqu’elle n’est pas
inhibée. L’augmentation de la néoglucogenése augmente donc la production hépatique de
glucose et participe a I’hyperglycémie (Sunny et al., 2011). Il a également été montré que la
B-oxydation est altérée dans la résistance a I’insuline. En effet, la -oxydation ainsi que
PPARa, le facteur de transcription majeur régulant la B-oxydation, est diminuee dans la
stéatose hépatique non-alcoolique. Augmenter I’activité de PPARa par des agonistes, tels que
le finofibrate, est donc une stratégie thérapeutique pour le traitement de la stéatose hépatique

non-alcoolique (Montagner et al., 2016; Staels et al., 2013).

5.3 Mécanismes moléculaires de la résistance a I’insuline

5.3.1. Lipotoxicité et stress du RE

La résistance a I’insuline, symptome central du syndrome métabolique, est causée par
I’accumulation de lipides. Les acides gras s’accumulant dans le foie sont dérivés de la
lipolyse dans le tissu adipeux aprés une prise alimentaire excessive mais également de la
lipogeneése de novo (Reccia et al., 2017). L’accumulation de lipides hépatiques, et notamment
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le diacylglycérol, agit comme un second messager pour induire la translocation membranaire

de la PKCe et inhiber la signalisation insuline (Figure 28).
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Figure 28 : Résistance a I'insuline causée par le diacylglycérol via
PKCe (Perry et al., 2014)

En effet, la PKCe interagit avec le domaine kinase du récepteur a I’insuline, empéche
sa phosphorylation et inhibe la signalisation en aval (Samuel et al., 2007). De plus, la PKCe
induit la phosphorylation inhibitrice d’IRS1 sur les sérines, diminuant ainsi I’activation de la
PI3K et la signalisation en aval (Samuel et al., 2010). Ainsi, les meilleurs prédicteurs de la
résistance a I’insuline chez les patients sont le niveau de diacylglycérol hépatique et
I’activation de la PKCe (Kumashiro et al., 2011).

D’autres facteurs causant la résistance a I’insuline ont été mis en évidence. Le plus
important de ceux-1a est I’inflammation chronique du tissu adipeux, libérant des cytokines
comme le TNFo, qui induit une résistance a ’insuline dans le foie et les muscles via la voie
NFkB et JNK (Donath and Shoelson, 2011). Cependant, I’inflammation est plutét une
consequence qui entretient la résistance a I’insuline qu’une cause primaire (Kumashiro et al.,
2011). Par ailleurs, des mutations génétiques ont été identifiées dans les genes des
lipoprotéines transportant les lipides et régulant la lipolyse, ainsi que dans les genes de la B-
oxydation des acides gras (Perry et al., 2014; Samuel and Shulman, 2012), induisant une
accumulation d’acides gras dans le foie. Le stress du réticulum endoplasmique et la réponse
UPR (« Unfolded protein response ») ont également été impliqués dans la résistance a

‘insuline en régulant la lipogenese via les facteurs de transcription SREBP et Chrebp, altérant
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ainsi la balance lipidique dans la cellule (Samuel and Shulman, 2012). De maniére
intéressante, le facteur de transcription Chrebp dissocie résistance a ’insuline et stéatose
hépatique. En effet, il contribue au développement de la stéatose via la lipogenése chez les
patients avec une stéatose hépatique non-alcoolique mais il protege contre la résistance a
I’insuline en produisant des especes lipidiques bénéfiques. Ainsi, Chrebp est augmenté dans la
stéatose non-alcoolique mais diminué dans I’insulino-résistance (Benhamed et al., 2012).
Enfin, des altérations génétiques dans la voie de signalisation insuline ont egalement été
identifiées (Kumashiro et al., 2011).

5.3.2. La voie PIBK/AKT/mTOR : Paradoxe hépatique de la résistance sélective
a I’insuline

La voie de signalisation PISK/AKT/mTOR est évidemment impliquée dans la
résistance a I’insuline et le syndrome métabolique. Toutefois, cette résistance est sélective.
C’est ce que I’on appelle le paradoxe hépatique de la résistance a I’insuline. En effet, la
néoglucogenese n’est pas supprimée et est donc bien résistante a I’insuline mais la lipogenése
reste active et donc sensible a I’insuline (Brown and Goldstein, 2008).

D’une part, la lipogenése, normalement dépendante de ’activation de I’insuline, est
paradoxalement trés active dans le foie résistant a I’insuline a cause de [’activation de
MTORCL1 par I’excés de nutriments et cytokines. Cette activation indépendante de I’insuline
active SREBP et la lipogenése conduisant a la stéatose et I’hyperlipidémie et nourrissant ainsi
le cercle vicieux (Peterson et al., 2011). Parallélement, I’activation de mTORC1 méne a la
phosphorylation inhibitrice (S307, S6336 et S639) et la dégradation d’IRS1 par la boucle de
rétrocontréle négative via S6K (Figure 29) (Um et al., 2004).

Insulin Insulin

2 € ) > Lipogenesis
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mTORC1 LI TORC1 B € ) >-Lipogenesis
f \“~‘ ;D > Ketogenesis Cylokines o \ Hyperlipidemia
Ener_gy Energy
Nutrients Nutrients A Hyperglycemia

Liver L = —i @I - Gluconeogenesis L _| - Gluconeogenesis

Figure 29: Signalisation insuline dans le foie en condition normale (a gauche) et résistance a I’insuline dans I'obésité (a
droite). Adapté de (Laplante and Sabatini, 2012)

Ce rétrocontrole renforce ainsi la résistance a I’insuline pour lever ’inhibition de la
néoglucogenese par I’axe AKT/FOXO et induit une hyperglycémie (Laplante and Sabatini,
2012). Cette résistance sélective induit donc une hyperlipidémie via la stimulation de la

lipogenese et une hyperglycémie via la levée de I’inhibition de la néoglucogenese.
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De plus, une étude a récemment apporté de nouveaux éléments dans la cause de la
sélectivité de la résistance a I’insuline qui est liée en partie a la zonation métabolique (Kubota
et al., 2016). Les auteurs ont montré que la sélectivité de la résistance a I’insuline est liée a
une régulation différentielle de la transcription d’IRS1 et IRS2 dans différentes zones du
lobule hépatique. IRS1 est augmenté chez les patients avec une résistance a I’insuline. Il est
exprimé particulierement en zone peri-veineuse ou il contréle la lipogenése. Sa surexpression
permet donc de stimuler la lipogenése et est donc responsable en partie de la stéatose
hépatique. Au contraire, IRS2 est diminué chez les patients avec une résistance a I’insuline. 11
est exprimé principalement en zone peri-portale et régule la néoglucogenése. Sa sous-
expression empéche donc la suppression de la néoglucogenese et est responsable en partie de

I’hyperglycémie

5.4. Du syndrome métabolique au carcinome hépatocellulaire

La stéatose hépatique non-alcoolique induit de I’inflammation et peut évoluer en
hépatite stéatosique non-alcoolique (ou NASH « Non-Alcoholic Steato-Hepatitis »). Elle est
caractérisée par une forte infiltration immune dans le foie stéatosique et est, histologiquement,
indistinguable d’une hepatlte stéatosique alcoohque (Bellentanl 2017) (Flgure 30).

Flgure 30 Coupe de foie, colorée au trlchrome de Masson presentant
une hépatite stéatosique (NASH). D’aprés Nephron - Own work, CC BY-
SA 3.0 https://commons.wikimedia.org/Nafldl.jpg

L’inflammation de 1’hépatite stéatosique entraine fibrose et cirrhose et peut conduire
finalement au carcinome hépatocellulaire. En effet, la forte augmentation de I’incidence de
’obésité associée a la stéatose non alcoolique a également augmenté celle de 1’apparition de I’

hépatite stéatosique non-alcoolique, puisque 20 a 30% des patients avec une stéatose non-
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alcoolique développent une hépatite stéatosique non-alcoolique qui peut progressivement

mener a la fibrose et cirrhose hépatique puis au CHC (Figure 31) (Reccia et al., 2017).

"
Healthy """NAFLD - Cirrhosis ™ lapatae-

liver 15.30% 12-40% 15-25% ~7% cellular
50% { carcinoma
(4]

Liver transplant
/ Death

Figure 31 : Evolution de la stéatose hépatique (NAFLD), en hépatite stéatosique (NASH), cirrhose et finalement en
Carcinome hépatocellulaire (CHC).

En effet, 20% des hépatites stéatosiques non-alcooliques progressent en cirrhose et
conduisent a une défaillance hépatique (Hui et al., 2003). L’augmentation de I’incidence de la
stéatose non-alcoolique parallélement a 1’obésité et la disparition progressive des hépatites
virales chroniques grace aux vaccins et aux thérapies efficaces a changé la répartition des
étiologies du CHC. Ainsi, le risque a 5 ans de développer un CHC a partir d’une hépatite
stéatosique non-alcoolique est de 11,7% (Ghouri et al., 2017). De plus, le taux de mortalité de
CHC associé a I’obésité (IMC supérieur a 40) est cinq fois plus élevé que celui de patients
non-obéses (Forner et al., 2012). L’obésité est d’ailleurs le premier facteur de risque de CHC
aux Etats-Unis (Sanyal et al., 2010).

Le Carcinome hépatocellulaire est la tumeur hépatique primaire la plus fréquente, 90%
des cancers hépatiques. 1l s’agit du sixiéme type de cancer le plus fréquent dans le monde, et
représente la deuxieme cause de mortalité liée au cancer (Chhaniwal et al., 2015). Le modeéle
global de I’incidence est reli¢ a I’histoire des facteurs de risque majeur. En effet, I’infection a
HBV a plus de 30 000 ans, I’infection a HCV est un peu plus récente, alors que le syndrome
métabolique est apparu seulement il y a quelques années dans les pays occidentaux. Alors que
le risque relatif de syndrome métabolique n’approche pas ceux des virus HCV et HBV
aujourd’hui, son incidence dans les pays développés est en train d’exploser (McGlynn et al.,
2015). Etant donné cette forte augmentation et les projections pour 1’avenir, la proportion de CHC

liés au syndrome métabolique va fortement augmenter dans un futur assez proche.
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Chapitre Il

a régeneration hepatique

1. Le foie, un organe aux propriétés uniques

Le foie est connu pour sa remarquable capacité de régénération. Des I’antiquité,
I’extraordinaire capacité régénérative du foie était connue. En effet, le phénomene de
régénération a été décrit dans la mythologie grecque avec le chatiment de Prométhée, par le
poete Hésiode dans sa théogonie. Créateur des hommes a partir d’eau et de terre, Prométhée,
coupable du vol du secret du feu sacré des dieux de I’Olympe, fut condamné par Zeus. 11 le fit
enchainer a un rocher sur le mont Caucase ou un aigle lui dévorait le foie chaque jour. Chaque
nuit, le foie se régénérait et ce chatiment était donc un supplice éternel, jusqu’au jour ou il fut
délivré par Héracles, qui tua I’aigle.

Ce phénomene de régénération est trés conservé puisqu’il a été observé chez tous les
vertébrés, du poisson a I’lhomme. Ce processus, consécutif a la perte de la masse hépatique
fonctionnelle (résection, nécrose...), permet au foie de retrouver sa taille optimale afin

d’assurer ses fonctions vitales pour 1I’organisme.

1.1. Le foie, un organe quiescent

Dans le foie normal, les hépatocytes sont des cellules quiescentes qui ont une durée de
vie tres longue. En effet, les divisions cellulaires des hépatocytes sont trés rares, moins de
0,1% des hépatocytes adultes entrent en mitose a un temps donné (Michalopoulos and

DeFrances, 1997; Taub et al., 1999). La majorité des hépatocytes sont en phase GO du cycle
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cellulaire. Le cycle cellulaire est donc bien contr6lé pour assurer le maintien de la quiescence
hépatocytaire. 1l a été montré que les inhibiteurs de Cdks (« Cyclin-Dependent Kinases ») p21
et p27 sont requis pour le maintien de la quiescence. Leur invalidation chez la souris mene a
une prolifération aberrante apres une Iésion hépatique, en absence de signaux prolifératifs
(Kwon et al., 2002). Par ailleurs, le facteur de transcription C/EBPa est capable de maintenir
la quiescence du foie et de réguler la transcription des génes hépato-spécifiques (Flodby et al.,
1996; Timchenko et al., 1997).

1.2. Capacité régénérative du foie

Bien que les hépatocytes adultes soient quiescents dans le foie normal avec un taux de
renouvellement trés faible, ils sont capables de proliférer massivement en réponse a des
substances toxiques et des infections. Cette capacité de régénération a été clairement montrée
par le modele classique d’hépatectomie partielle chez le rat par Higgins et Anderson en 1931,
grace a la bonne reproductibilité de la masse excisée et a la précision de la cinétique du
processus (Higgins, 1931). En pratique, 1’hépatectomie particlle consiste a retirer
chirurgicalement, apres ligature, deux des quatre lobes hépatiques qui composent le foie des
rongeurs. En effet, le lobe gauche et le lobe médian sont réséqués, soit environ 70% de la
masse hépatique (Figure 32), sans causer de dommages aux lobes restants : lobes droits et
caudés. Les lobes droits et caudé vont alors restaurer la masse hépatique perdue par
hypertrophie et réplication des cellules hépatiques matures apres 7 & 10 jours chez le rat et la

souris, avant 1’arrét du processus régénératif.
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Figure 32 : Modele de régénération hépatique aprés hépatectomie des 2/3. Les lobes
gauches et médian (en gris) sont retirés chirurgicalement. Les hépatocytes des lobes
restants vont alors se diviser afin de régénérer la masse hépatique initiale. Adapté de
(Miyaoka and Miyajima, 2013)

Le mot régénération est quelque peu abusif. Il s’agit plutot d’une compensation que
d’une vraie régénération. En effet, les lobes du foie qui ont été retirés ne sont pas reconstitues,
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contrairement a la régénération des membres chez 1’amphibien. C’est un processus
compensatoire, il y a donc une augmentation du volume des lobes restants, impliquant la
réplication des hépatocytes et des autres cellules matures fonctionnelles du foie. En effet, les
hépatocytes ont une forte capacité proliférative, voire illimitée. Cependant, 1’activité
réplicative des hépatocytes diminue dans les cas de régenération continue suite a des lésions
chroniques, telles que la cirrhose, a cause du raccourcissement des téloméres induisant une
sénescence replicative (Paradis et al., 2001; Rudolph et al., 2000; Wiemann et al., 2002).
Puisque la taille du foie est déterminée par les besoins de I’organisme, la prolifération des
cellules hépatocytaires est arrétée apres la restauration de la masse hépatique originale. Cela
aboutit & une régulation tres précise du ratio du poids du foie sur poids total du corps.

Par ailleurs, I’hypertrophie des hépatocytes contribue fortement a la régénération
hépatique et en est le premier événement avant la prolifération des hépatocytes. Une étude
récente a montré qu’apres hépatectomie de seulement 30%, la perte de la masse hépatique est
uniquement compensée par hypertrophie des hépatocytes, sans prolifération (Miyaoka et al.,
2012). De plus, les auteurs ont montré qu’aprés hépatectomie de 70%, 1’hypertrophie préceéde

la prolifération des hépatocytes.

1.3. Mécanismes de régénération par prolifération des hépatocytes

Il a été proposé un modéle dans lequel la prolifération des hépatocytes suit un
processus multi-etapes (Figure 33) (Fausto, 2000). Tout d’abord, une phase d’initiation (ou
« priming ») permettant la sortie de quiescence des hépatocytes afin d’entrer dans le cycle
cellulaire. Ensuite, une phase de prolifération par progression dans le cycle cellulaire
permettant de rétablir la masse hépatique. Enfin, une phase de terminaison, beaucoup moins
étudiée, permettant de stopper la prolifération et de réorganiser 1’architecture du foie (Pour
revues : (Fausto et al., 2006; Michalopoulos, 2007; Taub, 2004)).
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Figure 33 : Cinétique des étapes de la régénération hépatique apres
hépatectomie des deux-tiers chez le rat. a) H-DNA : synthése d’ADN
par les hépatocytes (en vert), NP-DNA : synthése d’ADN par les cellules
non parenchymateuses (en jaune), Liver mass: masse hépatique (en
rouge). b) Génes régulant la croissance. ¢) genes régulant le cycle
cellulaire. Adapté de (Taub, 2004)

1.3.1. Phase d’initiation

La premiére étape de la régénération est donc I’initiation ou « priming » induite par
une réaction inflammatoire rapide, permettant la sortie de quiescence des hépatocytes et
I’entrée dans le cycle cellulaire afin d’assurer la transition GO-G1 (Figure 33). Cela est
orchestré par la signalisation cytokinique et principalement par I’IL6 et le TNFa, seulement
quelques heures aprés hépatectomie. Les cellules de Kupffer vont sécréter de I’'TL6 qui va
signaler aux hépatocytes afin d’induire ’expression de la majorité des geénes précoces
(« immediate-early genes ») de la régénération impliqués dans le cycle cellulaire (Taub,
2004). Plus de cent génes ont été identifiés comme impliqués dans I’activation de la transition
GO0-G1 (Arai et al., 2003). Du TNFa est également sécrété par les cellules de Kupffer et les
autres cellules non-parenchymateuses, renforgant, via la voie NFkB, la production d’IL6 et la

réponse qui lui est associée.
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1.3.2. Phase de prolifération et croissance

La phase d’initiation est suivie par une phase proliférative et de croissance,
caractérisee par la progression des cellules hépatocytaires dans le cycle cellulaire. Cette
progression dans le cycle cellulaire est médiée par des facteurs de croissance, notamment
HGF (« Hépatocyte Growth Factor ») et la famille de ’EGF (« Epidermal Growth Factor »)
permettant d’induire 1’expression de génes nécessaires a la prolifération et la croissance des
cellules hépatocytaires. Cette signalisation médiée par les facteurs de croissance sera
développée dans la partie « Signalisation ». Il y a deux vagues de synthése d’ADN (Figure
33). Tout d’abord, ce sont les hépatocytes qui proliférent avec un pic vers 24 et 36 heures
apreés hépatectomie (chez le rat et la souris, respectivement). Ensuite, ce sont les cellules non
parenchymateuses qui proliferent : les cellules de Kupffer et les cellules biliaires vers 48 et 72
heures aprés hépatectomie (chez le rat et la souris, respectivement) et enfin les cellules
endothéliales vers 96 heures apres hépatectomie (chez le rat et la souris) (Taub, 2004). La
restauration compléte de la masse hépatique requiert en moyenne 1,6 cycle de réplication de
toutes les cellules hépatiques. Par exemple, les hépatocytes vont subir un premier cycle de
réplication de fagcon synchrone, puis une faible proportion va subir un second cycle afin de
rétablir la masse hépatique originale (Michalopoulos and DeFrances, 1997). La majorité de
I’augmentation de la masse hépatique est réalisée trois jours aprés hépatectomie et la
restauration compléte est atteinte apres 7 a 10 jours, chez le rat et la souris, respectivement
(Grisham, 1962).

1.3.3. Phase de terminaison

Aprés la prolifération des cellules hépatocytaires et la restauration de la masse
hépatique, il y a une phase de terminaison, permettant 1’arrét de la régénération (Figure 33).
La masse hépatique restaurée est fortement comparable a la masse d’origine avant hépatectomie.
Cela est finement régulé par les besoins de I’organisme, comme 1’a montré la transplantation du
foie d’un grand animal dans un plus petit animal. En effet, la taille du foie transplanté a diminué
pour s’adapter aux besoins du nouvel organisme (Michalopoulos, 2007). Durant cette phase il y a
donc un arrét de la prolifération et un retour a la quiescence. De plus, une faible proportion
d’hépatocytes va entrer en apoptose apres la phase de prolifération, permettant ainsi d’adapter
la masse hépatique apres régénération (Sakamoto et al., 1999). Ce mécanisme de terminaison
a été beaucoup moins étudié mais il est principalement régulé par le TGFp (« Transforming
Growth Factor ») et I’activine, exercant un effet antiprolifératif (Bissell et al., 2001). Par

ailleurs, durant la terminaison, se produit une lente réorganisation de 1’architecture du foie
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avec production de matrice extracellulaire, formation de nouvelles structures vasculaires et
réorganisation des lobules hépatiques ne permettant plus de distinguer 1’histologie du foie avant

et apres régénération (Wagenaar et al., 1993).

1.4. Maintenance des fonctions hépatiques durant la régénération

Dans la plupart des cellules, la prolifération n’est pas compatible avec un état
fonctionnel de la cellule différenciée. Cependant, le foie est un organe vital et doit continuer
d’assurer ses fonctions, méme lors de la régénération. Donc le foie est fonctionnellement
opérationnel alors que la majorité des hépatocytes proliféerent, durant la régénération
hépatique. Le mécanisme de cette compatibilité prolifération-fonctionnalité est une grande
question. Cela repose sur des phénomenes compensatoires et une expression génique tissu-
spécifique pour assurer une réponse adaptative et maintenir les fonctions métaboliques du
foie, en dépit de la perte des deux-tiers de la masse hépatique. En effet, une régulation
transcriptionnelle permet d’exprimer spécifiquement certains geénes dans des zones hépatiques
qui ne proliférent pas, alors que d’autres permettent une amplification des génes importants
pour I’homéostasie hépatique (Taub, 2004). Par ailleurs, le tiers restant du foie compense en
induisant une surexpression de génes néoglucogéniques, via le facteur de transcription

C/EBPa, pour produire suffisamment de glucose pour tout I’organisme (Rosa et al., 1992).

1.5. Signalisation cellulaire

Le modéle chirurgical d’hépatectomie des deux-tiers a beaucoup contribué a
I’élucidation des voies de signalisation cellulaires régulant les différentes étapes de la
régénération hépatique (Pour revue : (Taub, 2004; Michalopoulos, 2007; Béhm et al., 2010;
Mao et al., 2014; Michalopoulos, 2017)). Il y a deux grands types de signaux principalement
impliqués dans la régénération, les cytokines et les facteurs de croissance. Tout d’abord, les
cytokines, telles que 1’interleukine 6 et le TNFa, induisent les voies de signalisation qui sont
plutdt impliquées dans la phase d’initiation de la régénération. Ensuite, les facteurs de
croissance, tels que HGF (« Hepatocyte Growth Factor »), EGF et TGFa, stimulent des voies
de signalisation qui sont impliquées dans la phase proliférative de la régénération, aussi
induites par la signalisation cytokinique (Figure 34). En effet, il existe de nombreuses
interactions entre ces deux voies. La phase de terminaison est quant a elle principalement

controlée par le TGF et I’activine afin de bloquer la prolifération hépatocytaire.
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Figure 34 : Voies de signalisation régulant la prolifération des hépatocytes durant la régénération
hépatique. Aprés hépatectomie partielle ou des Iésions hépatiques, des signaux tels que le LPS vont induire
la production d’IL6 et de TNFa par les cellules de Kupffer permettant 1’initiation de la régénération. Les
cellules étoilées et différents organes sécrétent des facteurs de croissance tels que I’HGF et ’EGF, impliqués
en coopération avec les cytokines, dans la sortie de quiescence et la progression des hépatocytes dans le cycle
cellulaire. Cela permet la prolifération des hépatocytes afin de régénérer le foie. Ensuite, quand la
régénération est terminée, la prolifération des hépatocytes est bloquée par le TGFf et permet le retour en
quiescence des hépatocytes (Taub, 2004)

Les cytokines et les facteurs de croissance vont induire de nombreuses cascades de
signalisation intracellulaire permettant aux hépatocytes de proliférer aprés hépatectomie
partielle. Parmi elles, les voies de signalisation PI3BK/AKT/mTOR et Wnt/B-caténine seront
détaillées dans les paragraphes suivants car elles sont reliées aux fonctions de la Reptine.
D’autres voies sont également impliquées dans la prolifération des hépatocytes et seront
décrites briévement ici. La voie Hippo/YAP est un important régulateur de la taille normale
du foie. En effet, YAP est un facteur de transcription activant de multiples voies reliées a la
prolifération et la taille cellulaire (Yimlamai et al., 2014; Zhao et al., 2011). YAP est
augmenté dans le noyau des hépatocytes apres hépatectomie partielle et dans le CHC chez
I’homme (Dong et al., 2011; Zhou et al., 2009). L’activation de cette voie n’est pas encore
totalement déefinie mais elle serait induite par les facteurs croissance et des mécanosenseurs
(Michalopoulos, 2007; Song et al., 2017). La voie NF«kB est activée trés rapidement par le
TNFa dans les cellules de Kupffer, aprés hépatectomie partielle (Akerman et al., 1992;
Trautwein et al., 1996). Cette voie permet d’amplifier la production d’IL6 par les cellules de
Kupffer et sa signalisation sur les hépatocytes afin de stimuler leur prolifération (Cressman et
al., 1994; Yang et al., 2005). Cependant, I’activation de NFkB par le TNFa est également
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importante dans les hépatocytes pour stimuler la survie cellulaire suite a des lésions
hépatiques (Plimpe et al., 2000; Geisler et al., 2007). Par ailleurs, les acides biliaires,
augmentés apres hépatectomie partielle, stimulent la prolifération des hépatocytes en activant
leur récepteur nucléaire FXR (« farnesoid X receptor »), qui induit 1’expression de FoxM1b
(Huang et al., 2006). Ils régulent aussi la taille normale du foie en régulant 1I’expression de
FGF15/19, qui active la voie Hippo/Y AP et inhibent la synthése d’acides biliaires (Naugler,
2014; Naugler et al., 2015; Gilgenkrantz and Tordjmann, 2015). Enfin, les microARNS, tel
gue miR21, sont également impliqués dans la régulation de la synthése d’ADN des
hépatocytes en augmentant 1’expression de la cycline D1 et la progression dans le cycle

cellulaire (Michalopoulos, 2017).

1.5.1. Voie de signalisation PI3BK/AKT/mTOR et métabolisme

La voie PISK/AKT/mTOR et le métabolisme sont largement impliqués dans la
régénération hépatique.

L’insuline est requise aux effets mitogéniques de HGF et EGF sur les hépatocytes
(Block et al., 1996). Par ailleurs, I’'IL6 et ’'HGF peuvent stimuler la survie cellulaire en
activant la voie de signalisation PI3BK/AKT/mTOR (Heinrich et al., 2003; Okano et al., 2003).
L’implication du métabolisme et de la synthese protéique dans la régénération hépatique a été
mise en évidence aprés hépatectomie partielle via les effecteurs en aval de mTOR : S6K et
AEBP1, régulés durant la régénération. En effet, I’invalidation de S6K induit un retard de
génération et un défaut d’entrée en phase S des hépatocytes aprés hépatectomie (Espeillac et
al., 2011). Les auteurs ont montré que S6K contrdle le niveau d’ARNm de cycline D1, et que
la surexpression de la cycline D1 est suffisante pour restaurer la prolifération des hépatocytes
dans le foie aprés invalidation de S6K. L’invalidation de S6, cible de S6K, entraine également
un défaut d’entrée en phase S, dii a la diminution d’expression des cyclines A et E (Volarevic
et al., 2000). De plus, il a été montré que la rapamycine, inhibiteur pharmacologique de
mTOR, bloque la régénération hépatique en inhibant I’expression de HGF et I’activation de
cycline D1, en altérant la réplication des hépatocytes et en augmentant I’autophagie (Nelsen et
al., 2003; Goggin et al., 2004; Fouraschen et al., 2013). Récemment, il a été montré, dans le
modele d’hépatectomie a 90% avec échec de la régénération, que la signalisation mTOR est
inhibée et associée a une inhibition de la prolifération et a une augmentation de la
phosphorylation de I’AMPK, contrairement au modéle d’hépatectomie a 85% dans lequel
mTOR, S6K et 4EBP1 sont actives et permettent une régénération hépatique normale.

Cependant, [”administration de glucose permet d’améliorer le taux de survie apres
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hépatectomie a 90% (Zhang et al., 2015), suggérant un role important du métabolisme et de la
signalisation mTOR dans la croissance et la progression du cycle cours de la régénération
hépatique. Enfin, il y a une accumulation de triglycérides dans les hépatocytes deux a trois
jours apres hépatectomie partielle, au moment du pic de prolifération (Michalopoulos, 2013).
Il a été proposé que cette stéatose hépatique stimule la prolifération des hépatocytes,

cependant le mécanisme reste a déterminer (Rudnick and Davidson, 2012).

1.5.2. Voie de signalisation Wnt/p-caténine

La voie de signalisation Wnt/B-caténine a également été¢ impliquée dans 1’induction de
la prolifération des hépatocytes durant la régénération. La stabilisation et la translocation
nucléaire de la B-caténine apparait dans les 15 & 30 minutes aprés hépatectomie partielle
(Monga et al., 2001). Son activation apparait durant la progression de la phase G1/S du cycle
cellulaire, permet I’extension zonale de son activité et la prolifération pan-lobulaire (Torre et
al.,, 2011). La déplétion de la B-caténine par différentes approches d’ARN interférence
diminue la réponse générative apres hépatectomie partielle, en particulier la prolifération des
hépatocytes et le ratio poids du foie sur poids total (Sodhi et al., 2005). De plus, une étude a
confirmé le réle important de la B-caténine dans la régénération hépatique dans des souris
invalidées pour la B-caténine dans le foie. Ces souris présentent un défaut de prolifération des
hépatocytes associé¢ a une diminution de 1’expression des cyclines A, D et E et d’un retard de
régénération aprés hépatectomie partielle (Tan et al., 2006). Cependant, il n’y a pas de
corrélation entre 1’activation de la signalisation B-caténine et la prolifération hépatocytaire
(Sekine et al., 2007), suggérant un mécanisme indirect de la régulation de la prolifération par
la B-caténine. En effet, il a été montré que la B-caténine contréle la prolifération hépatocytaire
de maniére cellule autonome en régulant la transcription de cycline D1, mais aussi de maniere

paracrine en régulant I’expression de TGFa (Torre et al., 2011).

2. Cellules non-hépatocytaires impliquées dans la régénération

Le mode¢le d’hépatectomie des 2/3 implique la prolifération des hépatocytes matures et
ne requiert pas de cellules souches ou progeénitrices (Taub, 2004)(Koniaris et al., 2003; Craig
et al., 2004; Tanaka et al., 2011; Zhang et al., 2008). Toutefois, dans le cas ou la prolifération
des hépatocytes est inhibée, d’autres mécanismes impliquant différents types cellulaires

permettent de régénérer le foie.
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2.1. Les cellules progénitrices ou cellules ovales

Alors que la prolifération des hépatocytes est la principale source de régénération,
dans certaines conditions ou la prolifération des hépatocytes matures est inhibée (suite a des
lésions hépatiques sévéres, comme dans la défaillance hépatique fulminante), des cellules
progénitrices hépatiques, les cellules ovales, peuvent étre activeées et sont capables de se
différencier en hépatocytes et en cholangiocytes afin de repeupler le foie (Figure 35)
(Koniaris et al., 2003; Craig et al., 2004; Tanaka et al., 2011; Zhang et al., 2008).
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Figure 35 : Niche des cellules progénitrices hépatiques au niveau du canal
de Herring. Ces cellules sont capables de se différencier en hépatocytes et
en cholangiocytes (Haque et al., 2016)

Ces cellules ovales, sont trés rares dans le foie normal mais apres des lésions
hépatiques, elles peuvent étre amplifiées au sein d’une réaction ductulaire & partir des canaux
biliaires. La réaction ductulaire est un phénomeéne d’expansion et prolifération des cellules a
partir de la zone périportale, au niveau du canal de Herring, dépendant de la production de
facteurs de croissance (HGF, FG1, FGF2 et VEGF) par les cellules étoilees (Farber, 1956;
Fausto and Campbell, 2003; Evarts et al., 1989). Le phénotype de réaction ductulaire est
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défini par des structures tubulaires ou des chaines de cellules ovales le long de I’arbre biliaire
(Gouw et al., 2011). Dans un modele de tracage cellulaire chez le zebrafish, il a été montré
que les cellules ovales se différencient en hépatocytes et contribuent fortement a la
régénération hépatique lorsque la prolifération des hépatocytes est altérée (Choi et al.,
2014).Les cellules ovales présentent un rapport nucléo-cytoplasmique élevé, un cytoplasme
basophile et sont capables de produire de 1’albumine et de 1’a-foetoprotéine (Evarts et al.,
1989). Plusieurs marqueurs, entre autres EpCAM, CK19, AFP et Sox9 (Okabe et al., 2009; Li
et al., 2014; Furuyama et al., 2011) sont utilisés afin de caractériser ces cellules par immuno-
histochimie.

Les cellules ovales ont éte essentiellement observées dans le cancer et des modéles
artificiels ou la prolifération des hépatocytes est inhibée par des agents chimiques tels que
I’administration d’acétyl-aminofluoréne (AAF) et les régimes « choline-deficient, ethionine-
supplemented diet » (CDE) et «diethoxycarbonyl-dihydrocollidine » (DDC), qui induisent une
inflammation chronique et des lésions hépatiques menant a la nécrose et 1’apoptose des
hépatocytes et la prolifération de cellules ovales (Akhurst et al., 2001; Yamazaki et al., 2011).
Seuls quelques modeéles génétiques ont permis 1’observation de cellules ovales, tel que les
modeles NF27 (Benhamouche et al., 2010) et la surexpression de TWEAK (Jakubowski et al.,
2005).

Il a été montré que ces cellules sont d’origine hépatique et qu’elles dérivent directement
de la plaque ductale feetale (Zhang et al., 2008). En effet, par tracage cellulaire chez la souris, il
a ¢té observé que les cellules de la plaque ductale feetale générent des cholangiocytes et des
hépatocytes péri-portaux, mais aussi des cellules ovales durant la régénération hépatique
induite apres traitement au «diethoxycarbonyl-dihydrocollidine » (DDC) (Carpentier et al.,
2011).

2.2. Les cellules souches de la moelle osseuse

Il a été montré que des cellules d’origine extra-hépatique pouvaient participer a la
régénération hépatique (Kholodenko and Yarygin, 2017). Des cellules souches
(hématopoiétiques ou mésenchymateuses) de la moelle osseuse peuvent migrer facilement via
la circulation sanguine et se différencier en hépatocytes afin de repeupler le foie (Petersen et
al., 1999). En effet, des expériences de greffe de moelle osseuse de donneur male chez un
receveur femelle ont montré la présence d’hépatocytes XY dans le foie (Theise et al., 2000).
De plus, dans un modéle murin de tyrosinémie héréditaire, des cellules souches de la moelle

osseuse adultes injectées par voie intraveineuse sont capables de régenérer complétement le
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foie et ses fonctions (Lagasse et al., 2000). Par ailleurs, il a été montré qu’une fusion entre des
cellules souches de la moelle osseuse et des hépatocytes était possible, indiquant que des
cellules hépatocytaires pourraient dériver des cellules souches de la moelle osseuse plutdt par
fusion avec des hépatocytes que par trans-différenciation directe, formant des hybrides qui
proliferent ensuite pour donner des hépatocytes et régenérer le foie (Vassilopoulos et al.,
2003; Fausto and Campbell, 2003; Li et al., 2015; Pedone et al., 2017). Enfin, une sous-
population distincte de cellules souches de la moelle osseuse, les cellules « Muse »
(« multilineage-differentiating stress-enduring ») a été identifiée dans la régénération
hépatique apres hépatectomie partielle, par intégration dans le tissu hépatique (Katagiri et al.,
2016). 11 faut globalement signaler que I’importance quantitative des cellules d’origine extra-

hépatique dans la régénération hépatique reste a déterminer.

Pour conclure, le foie est un organe unique doté d’une extraordinaire capacité de
régénération impliquant principalement la prolifération des hépatocytes matures mais aussi
des progeéniteurs hépatiques et des cellules extra-hépatiques. 1l est important de comprendre
les mécanismes contrdlant la survie et la prolifération des hépatocytes durant la régénération

et leur dérégulation suite a des lésions pouvant mener au CHC (Michalopoulos, 2017).
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Bien que la Reptine soit connue pour étre impliquée dans de nombreuses fonctions
cellulaires in vitro, son réle in vivo chez le mammifere est inconnu. Afin d’aborder 1’étude de
de ce réle, le laboratoire a généré le premier mod¢le d’invalidation de la Reptine chez la
souris, en collaboration avec la plateforme génomique de I’institut Cochin (U1016 Paris). Par
croisement de ces souris Reptin'™/* avec des souris AlbCre-ER™, exprimant la recombinase
Cre inductible par le tamoxifene sous le contr6le du promoteur albumine, nous avons généré
un modéle d’invalidation de la Reptine inductible et hépato-spécifique : Reptin'®/1ox-
AlbCreER™ (Reptint“© aprés injection de tamoxiféne). Ce modéle permet maintenant
d’étudier le role de la Reptine in vivo dans le foie. Dans le cadre de ma thése, je me suis
focalisé sur deux projets: un sujet principal portant sur le r6le de la Reptine dans le
métabolisme hépatique et un second sujet portant sur le role de la Reptine au cours de la

régénération hépatique.

Le premier projet visait a déterminer le réle de la Reptine in vivo dans la régulation du
métabolisme hépatique en physiologie et dans la pathologie du syndrome métabolique. Il a été
montré, in vitro, que la Reptine joue un réle de co-chaperonne, au sein du complexe R2TP,
essentiel a ’assemblage et la stabilité¢ de la kinase mTOR. Les voies de signalisation liées a
mTOR, régulateur clé du métabolisme hépatique, sont impliquées dans la reprogrammation
métabolique des cellules hépatiques conduisant au syndrome métabolique. Cependant, le réle
de la Reptine dans le métabolisme hépatique in vivo n’est pas connu. L hypothése de travail
était donc que la Reptine régule la stabilité de la protéine mTOR in vivo, contr6lant ainsi le
métabolisme lié a la voie de signalisation PI3K/AKT, impliquée dans la pathologie du

syndrome métabolique.

Le second projet vise a déterminer le role de la Reptine in vivo dans la prolifération et
la survie des hépatocytes durant la régénération hépatique apres hépatectomie partielle. Il a
été montré, in vitro, que la Reptine joue un role crucial dans la prolifération, la croissance et
la viabilité cellulaire de lignées cancéereuses. Cependant le role de la Reptine dans la
prolifération de cellules non transformées n’est pas connu. Le foie est un organe quiescent en
physiologie mais 1’hépatectomie partielle stimule la prolifération et la croissance des
hépatocytes afin de régénérer la masse hépatique. L hypothese de travail est que la Reptine est
essentielle a la prolifération et la croissance des cellules hépatiques et contr6le ainsi la
régénération hépatique.
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Chapitre |

La Reptine contrdle le métabolisme
hépatique en regulant la signalisation
PIBK/AKT/mTOR

1. La Reptine controle le métabolisme glucido-lipidique hépatique
in vivo avec une réqulation opposée de la signalisation mTORC1 et
MTORC?2

Le projet principal de ma these porte sur le réle de la Reptine in vivo dans le
métabolisme hépatique en physiologie et dans la pathologie du syndrome métabolique, en

étudiant les voies de signalisation impliquées.

La Reptine est associée a différents processus biologiques, incluant la stabilité des
PIKK, incluant mTOR via le complexe R2TP, comme cité précédemment. Cependant, ce réle
a eté montré in vitro mais n’a pas été exploré dans un organisme mammifére en
physiopathologie in vivo. La kinase mTOR étant un régulateur clé du métabolisme glucido-
lipidique dans le foie via la signalisation insuline, nous avons émis 1’hypothése que la Reptine
pourrait réguler la sensibilité a 1’insuline dans le foie via mTOR et étre impliquée dans la
pathologie du syndrome métabolique. Afin de déterminer le réle de la Reptine dans le foie,
nous avons utilisé deux approches complémentaires. Nous avons généré un nouveau modele
murin d’invalidation de la Reptine hépato-spécifique et inductible par le tamoxifene afin de
déterminer le phénotype métabolique induit par la perte de la Reptine dans un organisme
entier. Pour faciliter la lecture, les termes Reptin®™ et Reptint<® seront utilisés afin de
désigner les souris contréles et les souris invalidées pour la Reptine dans les hépatocytes, 15
jours aprés administration de tamoxiféne, respectivement. Nous avons également utilisé le

modele d’hépatocytes primaires isolés a partir de ces souris, combiné a I’utilisation d’un
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inhibiteur pharmacologique de I’activit¢ ATPase du complexe Reptine/Pontine afin de

déterminer si I’effet de la Reptine est ATPase dépendant et cellule autonome.

Nous avons montré qu’aprés 1’invalidation de la Reptine, les souris perdent du poids,
particulierement de la masse grasse, et présentent une glycémie et une lipidémie diminuée. Ce
phénotype est associé a une diminution de 1’abondance de la protéine mTOR. Nous avons
montré dans des cultures d’hépatocytes primaires que 1’activité ATPase de la Reptine est
requise pour réguler le niveau protéique de mTOR. La perte ou I’inhibition de la Reptine
entraine une forte inhibition de I’activité du complexe mTORCI1 dans le foie, associée a la
réduction de la taille des hépatocytes et de la diminution de la transcription des génes de la
lipogenese et de la synthése de cholestérol. Cependant, de fagcon surprenante, la perte ou
I’inhibition de la Reptine entraine une augmentation de 1’activité du complexe mTORC?2,
associée avec un renforcement de I’inhibition de la transcription des geénes de la
néoglucogeneése et de la production de glucose hépatique. Cette situation étant exactement
opposee a ce qui est observé au cours de la résistance a 1’insuline, nous avons investigué le
role de la Reptine dans un modéle de syndrome métabolique associé a une résistance a
I’insuline, induit par une alimentation riche en graisses. Nous avons découvert que la délétion
de la Reptine restaurait complétement les phénotypes pathologiques du syndrome
métabolique, a savoir I’intolérance au glucose, I’hyperglycémie, la résistance a 1’insuline,
I’hyperlipidémie et la stéatose hépatique. Enfin, la Reptine est surexprimée dans le foie de
modeles génétiques d’obésité chez la souris et dans le foie de patients avec un diabete de type
2.

Pour conclure, ’ATPase Reptine est un régulateur de I’homéostasie glucido-
lipidique globale avec des effets opposés sur la signalisation insuline et I’activité des
complexes mMTORC1 et mMTORC2 dans le foie. De facon intéressante, la délétion de la
Reptine est suffisante pour supprimer les phénotypes pathologiques liés au syndrome
métabolique. Puisque ’activité ATPase de la Reptine est requise pour réguler le niveau
protéigue de MTOR, la signalisation insuline et I’homéostasie glucido-lipidique,
P’inhibition de ’expression ou de I’activité ATPase de la Reptine représente une nouvelle
stratégie thérapeutique pour le syndrome métabolique, la stéatose hépatique et son
évolution possible en CHC.

Ce projet a mené a la publication d’un article récemment accepté dans le journal

« Gut », présente dans les pages suivantes, dans lequel je suis premier auteur.
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Liver Reptin/RUVBL2 controls glucose and lipid
metabolism with opposite actions on mTORC1 and

mTORC2 signalling

Joaquim Javary, " Nathalie Allain-Courtois,"* Nicolas Saucisse,** Pierre Costet,’
Capucine Heraud,' Fadila Benhamed," Rémi Pierre,>® Corinne Bure,”’

Nestor Pallares-Lupon, * Marcio Do Cruzeiro,”® Catherine Postic,> Daniela Cota,*?
Pierre Dubus,"? Jean Rosenbaum, " Samira Benhamouche-Trouillet'?

ABSTRACT

Objective The AAA+ ATPase Reptin is overexpressed in
hepatocellular carcinoma and preclinical studies indicate
that it could be a relevant therapeutic target. However,
its physiological and pathophysiological roles in vivo
remain unknown. This study aimed to determine the role
of Reptin in mammalian adult liver.

Design and results We generated an inducible
liver-specific Reptin knockout (Repin*®) mouse
model. Following Reptin invalidation, mice displayed
decreased body and fat mass, hypoglycaemia

and hypolipidaemia. This was associated with
decreased hepatic mTOR protein abundance. Further
experiments in primary hepatocytes demonstrated
that Reptin maintains mTOR protein level through
its ATPase activity. Unexpectedly, loss or inhibition
of Reptin induced an opposite effect on mTORC1
and mTORC2 signalling, with: (1) strong inhibition
of hepatic mTORC1 activity, likely responsible

for the reduction of hepatocytes cell size, for
decreased de novo lipogenesis and cholesterol
transcriptional programmes and (2) enhancement

of mTORC2 activity associated with inhibition of

the gluconeogenesis transcriptional programme

and hepatic glucose production. Consequently, the
role of hepatic Reptin in the pathogenesis of insulin
resistance (IR) and non-alcoholic fatty liver disease
consecutive to a high-fat diet was investigated.

We found that Reptin deletion completely rescued
pathological phenotypes associated with IR,
including glucose intolerance, hyperglycaemia,
hyperlipidaemia and hepatic steatosis.

Conclusion We show here that the AAA

+ATPase Reptin is a regulator of mTOR signalling

in the liver and global glucido-lipidic homeostasis.
Inhibition of hepatic Reptin expression or activity
represents a new therapeutic perspective for metabolic
syndrome,

INTRODUCTION

Sedentary life style and excessive consumption
of energy-rich food have led to a worldwide
obesity epidemic associated with an increased
prevalence of metabolic syndrome (MS), type
2 diabetes mellitus (T2DM) and non-alcoholic

Significance of this study

What is already known on this subject?

» Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD),
linked to metabolic syndrome (MS), obesity and
insulin resistance, is becoming one of the major
causes of hepatocellular carcinoma.

» n addition to chromatin remodelling-related
functions, Reptin plays a critical role in the
stabilisation of phosphatidylinositol 3-kinase-
related protein kinase family members, like the
mTOR kinase.

What are the new findings?

» Reptin ATPase activity is required for controlling
mTOR protein level in the liver.

» Hepatic Reptin inhibition (expression or
activity) impairs mTORC1 signalling and
lipogenic transcriptional programme, but
constitutively activates mTORC2 signalling and
improves insulin sensitivity by inhibiting hepatic
gluconeogenesis.

» Loss of Reptin in the liver is sufficient to rescue
high-fat diet-associated metabolic phenotypes.

How might it impact on clinical practice in the

foreseeable future?

» Inhibiting Reptin ATPase activity might
represent a therapeutic strategy in MS and
NAFLD.

fatty liver disease (NAFLD).! Insulin resis-
tance (IR) is a common feature in patients with
T2DM and/or NAFLD. In the liver, IR dimin-
ishes insulin-mediated inhibition of gluco-
neogenesis, resulting in hyperglycaemia. In
addition, increased lipolysis in adipocytes and
fatty acid uptake in the hepatocytes combined
with increased de novo liver lipogenesis lead
to accumulation of lipid droplets or steatosis.
Lipid-induced toxicity eventually causes hepatic
lesions that can progress to steatohepatitis, liver
cirrhosis and hepatocellular carcinoma (HCC).
IR is suspected to be one of the causes of the
MS-related cancer risk” and obese subjects are at
increased risk of dying from HCC.? Therefore,
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aberrant energy homeostasis is associated with metabolic
diseases and cancer and identifying therapeutic targets to
mitigate the MS remains an important challenge.

Reptin (also called RUVBL2) belongs to the AAA+ (ATPases
associated with diverse cellular activities) superfamily of
ATPases, characterised by the presence of two highly conserved
domains, the Walker A and B motifs responsible for nucleotide
binding and hydrolysis, respectively. Reptin is overexpressed
in 75% of HCC and it is associated with poor prognosis.*
Interfering with Reptin expression results in reduced tumour
cell growth in vitro and tumour regression in mice xeno-
grafts.”* Reptin and its paralogue Pontin or RUVBLI usually
form homo-hexameric or hetero-hexameric ring structures or
dodecamers in yeast and human.” ATPase activity is stronger
when Reptin and Pontin are in complex than when they are
alone.® ' Importantly, inhibition of ATPase activity using Reptin
mutants is sufficient to induce the anticancer effects observed
on Reptin silencing in HCC."! Reptin has been associated with
many biological processes (for review'?), such as chromatin
remodelling, transcription regulation and stabilisation of all
members of the phosphatidylinositol 3-kinase-related protein
kinase (PIKK) family, including mTOR (mechanistic target of
rapamycin). Silencing any one of the members of the R2TP
complex abolishes downstream mTOR signalling."* However,
the role of Reptin has so far never been explored in an intact
mammalian organism in vivo.

To elucidate the role of Reptin in the liver, we used two
complementary approaches: (1) we generated a liver-specific
inducible knockout mouse model to determine the conse-
quences of loss of Reptin in the adult liver within the whole
organism; (2) we used a pharmacological inhibitor of Reptin/
Pontin ATPase complex in primary hepatocytes to address
whether the effects of loss of Reptin are ATPase-dependent
and if they are cell autonomous. We show that the ATPase
activity of Reptin is required for regulating mTOR protein
abundance in hepatocytes. Deletion of hepatic Reptin affects
glucose and lipid homeostasis with opposite effects on
mTORC1 and mTORC2 activity in the adult liver. Further-
more, hepatic Reptin deletion protected mice from high-fat
diet (HFD)-induced glucose intolerance, hepatic steatosis
and hyperlipidaemia. Thus, our findings identify Reptin as
a critical regulator of whole body lipid and glucose homeo-
stasis with a bimodal action on hepatic mTOR signalling.

RESULTS

Targeted deletion of Reptin in adult mouse liver affects
whole body energy metabolism

To characterise the role of Reptin in liver physiology, we gener-
ated a mouse model with a floxed Reptin allele (Reptin™).
Following Cre-induced recombination, exons 3-6 of the Repi-
i gene were deleted, generating a null allele (figure 1A).
Hepatocyte-specific invalidation of Reptin was achieved by
crossing these mice to Alb-CreERT2 mice, which express
the tamoxifen-dependent Cre-ERT2 recombinase from the
albumin promoter,'® as revealed by genomic appearance of the
null allele (see online Supplementary figure 1A). Treatment of
8weeks old Alb-Cre™ ™2, Reptin (referred to as Reptin'*©)
mice with tamoxifen resulted in 85% downregulation in
Reptin mRNA in liver extracts compared with Reptin/ litter-
mates (figure 1B). No leaking from the Cre recombinase was
observed in other organs (see online supplementary figure 1B).
Homologous recombination yielded a stop codon precluding
any protein translation, which was confirmed by western blot
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analysis showing 70% decrease of Reptin protein in liver
extracts, accompanied by Pontin codepletion as expected'
figure 1C). The incomplete loss of Reptin in total liver extracts
is consistent with Reptin expression in non-hepatocyte cells
such as bile duct cells.”

Deletion of Reptin resulted in decreased liver/body weight
(LW/BW) ratio (figure 1D). No liver toxicity was observed as
revealed by H&E staining of liver sections (figure 1E) and by
aspartate aminotransferase (AST) and
ferase (ALT) serum concentrations (see online supplementary

alanine amino-trans-

figure 1C). Moreover, there was no detectable apoptosis or
proliferation (see online supplementary figure 1D). Notably,
Knock-out hepatocytes were significantly smaller than control
hepatocytes (figure 1E-F). In contrast with control mice, Reptin™*°
mice did not gain weight at day 14 post-tamoxifen injection
(D14) and they began losing weight at D21 with a maximum at
D30 (see online supplementary figure 1E). However, they then
started to regain weight and this was associated with an increase
of Reptin mRNA level, suggesting that the rescue of the weight
phenotype was due to the recovery of non-recombined hepato-
cytes (see online supplementary figure 1F). We thus decided to
study the effect of an acute deletion of Reptin in Reptin™*® mice
between D15 and D21 post-tamoxifen injections. The decreased
body weight in Reptin™° mice was associated with a significant
lower fat mass, with no difference in lean mass, as shown by body
composition analysis (figure 1G). No significant difference in
total ad libitum food intake was observed between D15 and D18
(see online supplementary figure 1G). However, mutant mice
showed a decreased meal size, compensated by a higher meal
frequency than control mice (see online supplementary figure
1H). The respiratory exchange ratio was significantly decreased
in Reptin™*©, particularly during the refeeding period following a
short fast (figure 1H). Accordingly, food intake during refeeding
was reduced (see online supplementary figure 1I) and accompa-
nied by increased use of lipids as fuel (see online supplementary
figure 1],K). We thus examined whether loss of Reptin in the
hepatocytes affected global energy metabolism. Glycaemia and
plasma triglycerides (TG), non-esterified fatty acids (NEFA) and
cholesterol were all significantly reduced in Reptin™® mice at
D15 after tamoxifen injection compared with controls, whether
in the fasted or ad libitum fed state (figure 1I).

Thus, hepatocyte-specific deletion of Reptin in adult liver
leads to a reduction of IW/BW ratio associated with a decrease
in hepatocyte cell size, body and fat mass and in systemic glucose
and lipid levels.

Reptin is necessary to maintain hepatic mTOR protein level in
an ATPase activity-dependent manner

mTOR signalling regulates glucido-lipidic metabolism in
the liver with effects on the whole-body energy homeo-
stasis.’**® Since Reptin functions as a chaperone for PIKK
family members in vitro,"* we tested whether defects in
Reptin™” mice were related to abnormal mTOR signal-
ling. mTOR protein expression was decreased up to five-
fold in Knock-out liver while mTOR mRNA level was
slightly increased (figure 2A,B). We confirmed that the
effect of Reptin loss on mTOR abundance was cell-auton-
omous by inducing Reptin knockour via adenoviral-medi-
ated expression of Cre recombinase in Reptin hepatocytes
(see online supplementary figure 2A-C). We next tested
if mTOR regulation by Reptin was dependent on Reptin/
Pontin ATPase activity using a pyrazolone derivative inhib-
itor of the ATPase activity of the Reptin/Pontin complex

2
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Figure 1  Acute loss of Reptin in the liver affects energy body homeostasis. (A) Schematic representation of the strategy used to target Reptin/
RUVBL2 gene. (B) Relative mRNA and (C) immunoblotting and relative Reptin and Pontin protein levels from whole liver extracts of Reptin™" and
ReptinLKO mice at D15 post-TAM (n=5). (D) LW/BW ratio in Repl‘in"’fI and ReptinLKO mice (n=8 per group). (E) Representative pictures of H&E staining
with magnified inserts of liver sections from Reptin and Reptin"® mice at D15 post-TAM. Scale bars, 100 pm and 25 um, respectively. (F) Hepatocyte
mean diameter measurement of 200 hepatocytes counted +SEM in control and Knock-out liver sections (n=3). (G) Total body weight, fat mass and
lean mass measured by echoMRI in Reptin™™ and Reptin® mice (n=6). (H) Hourly respiratory exchange ratio analysis from Reptin"" and Reptin'®
mice in free-fed state then during fasting and refeeding as indicated (n=6). (I) Glycaemia and plasma TG, cholesterol and free fatty acids levels in
Reptin™ and Reptin*® mice in free-fed state (n=12) or after 6 hours of fasting (n=9). All graphs represent mean+SEM and significance is indicated as

follows: *p=<0.05, **p=<0.01, ***p=<0.001, ns (not significant). D15 post-TAM, 15 days post-tamoxifen; LW/BW, liver weight/body weight; NEFA, non-
esterified fatty acids; TG, triglycerides.
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Inhibitor

Figure 2 Reptin AAA+ ATPase controls hepatic mTOR protein level. (A

MRNA expression of mTOR in liver extracts from Reptin™™ and Rept/n“(o

(a generous gift from Daiichi-Sankyo, Japan," compound
#40, R1 is a methyl group, see online supplementary figure
2D-F). Primary hepatocytes cultured with the Reptin/Pontin
ATPase inhibitor showed a decrease in mTOR protein level
with no change in mTOR mRNA level (figure 2C-E).

Thus, Reptin regulates mTOR hepatocytes protein level in a
Reptin/Pontin ATPase activity-dependent manner.

Reptin knockout impairs mTORC1 and activates mTORC2
signalling in the liver

To further define the role of Reptin on mTOR-dependent
control of liver metabolism, we investigated the consequences
of Reptin deletion in hepatocytes in the fasted and refed state.
Insulin and glucose levels increased similarly in control and
Reptin**©-refed mice (see online supplementary figure 3A). In
Reptin Knock-out livers, AKT phosphorylation on Thr308 and
Ser473 was strongly increased both in fasted and refed condi-
tions. Accordingly, the phosphorylation of the AKT target
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) Immunoblot of Reptin and mTOR with relative protein levels and (B) relative
mice at D15 post-TAM (n=3). (C) Immunoblot of Reptin and mTOR with
relative protein levels in mouse primary hepatocytes extracts after treatment with Reptin/Pontin ATPase inhibitor (1 uM) 96 hours (n=3). Asterisk
indicates an aspecific band and Sypro staining was used for normalisation on total proteins. (D) mTOR immunofluorescence in mouse primary
hepatocytes treated with Reptin/Pontin ATPase inhibitor for 96 hours. Scale bar, 20 um. (E) Relative mTOR mRNA level in vehicle or inhibitor-treated
hepatocytes (n=3). All graphs represent mean+SEM and significance is indicated as follows: *p<0.05.

FOXO1/3 was also increased in the refed state (figure 3A and
see online supplementary figure 3B). Similarly, AKT phosphor-
ylation (I308 and S473) was enhanced in response to insulin
in hepatocytes cultured with the Reptin/Pontin ATPase inhibitor
(figure 3B and see online supplementary figure 3C). As expected,
insulin increased the inhibitory phosphorylation of IRS1 S639,
but this effect was abolished in hepatocytes treated with the
ATPase inhibitor (figure 3B and see online supplementary
figure 3C). These data suggest that increased insulin-induced
AKT signalling on Reptin inhibition is linked to the relief of the
mTORCT inhibitory feedback on IRS1.

Because AKT phosphorylation on Ser473 requires mTORC2
activity, we analysed in more detail mTORC1 and mTORC2
signalling. We observed a strong decrease in mTORCI1 signalling.
Specifically, the induction of the phosphorylation of mTORC1
targets 4EBP1, S6K and of its substrate S6 was highly inhibited in
refed Reptin Knock-out livers (figure 3A and see online supple-
mentary figure 3B). Paradoxically, the phosphorylation of the

4
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Figure 3  Acute loss of Reptin impairs mTORC1 signalling and lipid metabolism but enhances mTORC2/AKT signalling. (A) Representative
immunoblotting of AKT, mTORC1 and mTORC2 signalling in liver extracts from Reptin™ and Reptin™® mice in fasted and refed state. (B)
Representative immunoblotting of phospho-AKT, IRSp639 and IRS1 total in mouse primary hepatocytes extracts treated with Reptin/Pontin ATPase
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Reptin““® mice demonstrating specific enrichment of genes involved in fatty acid metabolism, cholesterol homeostasis and mTORC1 signalling. (D)
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Table 1 Biological processes affected on loss of Reptin using gene
ontology analysis
Fold

PANTHER gene ontology—biological process  enrichment  p Value
Cholesterol metabolic process (GO:0008203) 417 5.91E-04
Steroid metabolic process (GO:0008202) 3.6 9,11E-07
Cellular amine acid metabolic process (G0:0006520) 2.26 4.39E-02
Lipid metabolic process (G0:0006629) 2.02 6.94E-07
Metabolic process (G0:0008152) 1.37 5.30E-16
Protein metabolic process (G0:0019538) 1.37 5.36E-03
Primary metabolic process (G0:0044238) 1.33 5.24E-09

mTORC2 substrates AKT (Ser473), PKCo and NDRG1 was
increased in Reptin®™® livers indicating an activation of mTORC2
signalling both in fed and fasted conditions (figure 3A and
supplementary figure 3B). Importantly, S6K-mediated inhibitory
feedbacks on mTORC2**2* were also affected, as shown by the
absence of phosphorylation of mSIN1 and Rictor (revealed by
absence of mobility shift of Rictor on Western blot) in Reptin
Knock-out livers on refeeding compared with controls (figure 3A
and see online supplementary figure 3B). Thus, inhibition of
Reptin impairs mTORC1 but enhances mTORC2 signalling in
fasted and refed conditions.

Global gene expression profile analysis identified 563 upreg-
ulated and 503 downregulated genes in Reptin Knock-out liver
extracts from refed mice (FC >1.2and p value<0.03,
see online supplementary tables 1-3). Gene ontology (GO) anal-
ysis revealed a significant decrease in the biological processes of
the GO categories ‘lipid metabolism’, ‘cholesterol metabolism®
and ‘carbohydrate metabolism’ and significant increase of gene
sets involved in catabolic processes (table 1).

Gene set enrichment analysis highlighted specific signatures
associated with downregulation of fatty acid and cholesterol
metabolism and mTORC1 signalling (figure 3C and see online
supplementary tables 1-3). In refed Knock-out liver, real-time
qPCR confirmed the lack of induction of the lipogenic transcrip-
tional factor gene SREBFI and its targets glucokinase (GCK),
fatty-acyl synthase (FASN), together with SREBF2 and its target
involved in cholesterol synthesis HMGCR (figure 3D). Simi-
larly, Reptin ATPase inhibitor-treated hepatocytes displayed a
complete lack of induction of glycolytic (GCK), de novo lipo-
genesis (SREBF1, ACACA, FASN) and cholesterol synthesis
(HMGCR) gene sets expression in response to glucose/insulin
stimulation (G251, Glucose 25 mM, Insulin 100nM) compared
with basal glucose § mM (figure 3E). Conversely, adenovirus-me-
diated expression of active SREBP1c*! was able to reactivate
FASN expression (see online supplementary figure 3D).

Altogether these data show that loss of Reptin leads to consti-
tutive activation of insulin/AKT signalling associated with an
opposite regulation of mTORC1 and mTORC2 signalling.
Blockade of mTORC1-mediated signalling is linked to inhi-
bition of de novo lipogenesis and cholesterol transcriptional
programme consistent with hypolipidaemia and hypocholestero-
laemia described in figure 11.

Loss of Reptin in the liver attenuates hepatic
gluconeogenesis

Constitutive activation of mTORC2/AKT/FOXO should
impact gluconeogenesis and lead to decreased hepatic glucose
production (HGP) in Reptin**® mice. Indeed, induction of
PEPCK and G6PC expression was significantly decreased
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in ATPase inhibitor-treated hepatocytes (figure 4A-B) in
response to glucagon, while the insulin-mediated inhibition of
these genes was further enhanced (see online supplementary
figure 4A,B). HGP was strongly impaired in Reptin™° mice
as shown by the pyruvate tolerance test (figure 4C). Reptin™°
mice remained hypoglycaemic over the 2hours time course
of the test, despite the supply of pyruvate as a gluconeogenic
substrate. Consistent with AKT/FOXO hyperphosphoryla-
tion, nuclear accumulation of the gluconeogenic transcription
factor Foxol was greatly reduced in Reptin Knock-out livers
(figure 4D). Moreover, Reptin™° mice displayed a significant
fasting hypoglycaemia (figure 4E). Finally, we demonstrated
that inhibition of HGP in Reptin™© mice was associated with
increased glucose tolerance following a bolus of glucose,
given either intraperitoneally or by oral gavage (figure 4F and
see online supplementary figure 4C). Concurrently, insulin
plasma levels were comparable in Reptin™* and control mice
(figure 4G).

These data indicate that liver-specific Knock-out of Reptin
yields increased glucose tolerance with robust inhibition of HGP.

Loss of hepatic Reptin improves glucose tolerance, liver
steatosis and global metabolism in HFD-induced IR mouse
model

Finally, the dual effect of Reptin inhibition on insulin signalling
and mTORC1 and mTORC?2 signalling prompted us to test the
metabolic consequences of liver Reptin knockout in a model of
obesity and IR induced by HFD. Reptin™ and Alb-CreER™-Rept-
in™ mice were either fed a standard diet (SD) or a HFD for 12
weeks to allow IR development (figure SA and see online supple-
mentary figure SA). At week 12, all mice fed a HFD had gained
significantly more weight than control ones (figure 5B). IR was
documented in HFD mice using a GTT (see online supple-
mentary figure 5A). Reptin invalidation was then induced with
tamoxifen. Mice were kept for 18 more days (up to week 14)
on a HFD (figure 5A). Despite being continuously fed a HFD,
Reptin™ ™ mice started to lose weight 14 days post tamoxifen
injection (W14 post-HFD) (figure 5B and see online supple-
mentary figure 5B). Glucose tolerance of Reptin™™° mice was
completely restored and did not differ from that of SD Rept-
in™ fed mice (figure SC). Moreover, their HGP was strongly
inhibited (see online supplementary figure 5C) and was paral-
leled with increased AKT/FOXO1 phosphorylation (see online
supplementary figure 5D). Insulin sensitivity was restored in
HFD-Reptin™® mice, only 2 weeks after Reptin invalidation, as
reflected by the significant reduction of the Homeostasis model
assessment of insulin resistance index (HOMA-IR) (figure 5D).
We also examined the effect of Reptin deficiency on liver
steatosis. As expected, H&E staining of liver sections revealed a
macrovesicular steatosis in Reptin™ mice fed a HED (figure SE).
Remarkably, lipid droplets were very rare in Reptin-deficient
livers and this was confirmed by hepatic TG measurements
(figure 5F). Likewise, there was a large reduction of plasma
TG, cholesterol and free fatty acids levels in HFD-fed Reptin™*°
mice (figure SG). All these results have been also observed in an
independent experiment, as soon as 10 days following Reptin
deletion induced using an AAV-mediated expression of Cre
recombinase in Reptin™" mice fed a HFD for 8 weeks (see online
supplementary figure SE-H). Finally, we used an in vitro surro-
gate model of IR to assess the role of Reptin ATPase activity
and to confirm that it acted also in a cell-autonomous way in
this setting. Reptin™ hepatocytes were cultured with palmitate
to induce a lipotoxic-induced IR, evidenced by the decreased
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Figure 4 Loss of Reptin in the liver attenuates HGP and increases glucose tolerance. (A) Representative immunoblotting of mTOR and pAKT Ser473
and pFOX01-3 (B) relative mRNA levels of PEPCK and G6PC in primary hepatocytes treated with Reptin/Pontin ATPase inhibitor (1 uM) or vehicle
(Dimethyl Sulfoxide) stimulated with Glucagon (100nM) for 6 hours (n=4). (C) HGP analysis by PTT 2 g/kg with quantification of the area under the
curve calculated from baseline y=50 from Reptin™" and Reptin*® mice after 10 hours of fasting (n=11). (D) Immunoblotting and relative protein
expression of FOXO1 in liver nuclear extracts from Reptin™" and Reptin“® mice after 6 hours fasting (n=3). H1 was used for normalisation of nuclear
proteins. (E) Glycaemia of Reptin™" and Reptin*® mice during fasting. (F) Intraperitoneal GTT (1 g/kg) with quantification of the area under the curve
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Figure 6 Interfering with hepatic Reptin leads to mTORC1 and
mTORC2 uncoupling associated with improved lipid and glucose
metabolism. TG, triglycerides.

phosphorylation of AKT in response to insulin (figure SH). Inhi-
bition of Reptin ATPase activity rescued AKT phosphorylation
back to palmitate-free control, suggesting that interfering with
Reptin ATPase activity is sufficient to mitigate hepatic insulin
sensitivity under IR conditions.

Altogether Reptin inhibition increases insulin/AKT signal-
ling and improves glucose metabolism with inhibition of liver
steatosis. Hence, Reptin inhibition in the liver is sufficient to
restore glucose tolerance and lipid homeostasis on HFD-induced
IR in vivo (figure 6).

DISCUSSION

We show that Reptin is required for maintaining mTOR protein
level in the adult liver. Inhibition of Reptin leads to opposite effects
on mTOR signalling: (1) blockade of mTORCT signalling and de
novo lipogenesis and cholesterol transcriptional programme and
(2) constitutive activation of mTORC2 signalling accompanied
by enhanced inhibition of gluconeogenesis and HGPE In addition,
Reptin deletion in the liver rescues HFD-induced IR, glucose
intolerance, hepatic steatosis and hyperlipidaemia, suggesting that
inhibiting Reptin expression or activity represents a new thera-
peutic perspective for the MS.

Our results point out a crucial role for Reptin in regulating
mTOR protein level and mTOR-associated functions in the liver
in vivo. We find that the abundance of mTOR protein in the liver
is regulated by Reptin at a post-translational level in a Reptin/
Pontin ATPase activity-dependent manner. Although similar
results have been published previously in cell lines and shown to
depend on the role of Reptin within the R2TP complex,'* & 2¢
it is the first time that Reptin is shown to regulate mTOR abun-
dance in vivo in an intact organism. Remarkably, we demon-
strate that it impacts the control of metabolic processes.
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Inhibiting Reptin expression or ATPase activity in hepatocytes
yielded a strong inhibition of mMTORC1 signalling. First, Reptin
Knock-out hepatocytes displayed reduced cell size, a hallmark
of reduced mTORC1 activity.” ™ Second, de novo lipogen-
esis and cholesterol synthesis transcriptional programme were
strongly affected in Knock-out livers, particularly on refeeding.
Reptin inhibition led to a downregulation of SREBP transcrip-
tional factors and target genes as also seen on treatment with the
mTOR inhibitor rapamycin or in Raptor/mTORC1 Knock-out
livers.’** Re-expression of active SREBP1c*" was sufficient to
reactivate FASN expression in inhibitor-treated hepatocytes. Of
note, genetic studies revealed that mTORC1 activation is not
sufficient to stimulate hepatic SREBP1c in the absence of AKT
signalling.**” In Reptin Knock-out livers, SREBP1¢ was inhib-
ited despite the AKT-dependent INSIG2A downregulation (see
online supplementary figure S6A). This suggests that, recipro-
cally, AKT is not sufficient to induce lipid synthesis in the absence
of active mTORCI. Since de novo lipogenesis is responsible for
accumulation of up to 30% of the TG content in the livers of
patients with NAFLD,*® mTORC1/SREBP blockade on Reptin
deficiency may explain the improvement of hepatic lipid content
in mice under HFD. An additional mechanism for improved lipid
metabolism is that loss of Reptin affects the normal suppression
of B-oxidation,™ as suggested by our experiments in indirect
calorimetry cages and increased levels of B-hydroxybutyrate in
the fed state (see online supplementary figure S1K).

Despite the decrease in total mTOR abundance, Reptin inhibi-
tion is associated with an apparent constitutive hyperactivation
of mTORC?2 signalling as seen notably by the hyperphosphory-
lation of AKT on Ser473. Loss of Reptin increased the sensitivity
to insulin-mediated inhibition of gluconeogenesis and fasting
hypoglycaemia. This may be explained by a decreased activity
of FOXO transcriptional factor in Knock-out livers resulting
in a strong decrease in the expression of PEPCK and G6PC, as
observed in hepatocytes treated with the Reptin/Pontin ATPase
inhibitor even in the presence of glucagon. Importantly, loss of
Reptin significantly improved glucose tolerance under IR. In
contrast, chronic administration of rapamycin®® or knocking out
hepatic Rictor,”* **#” which disrupts mTORC2, result in IR and
glucose intolerance due to constitutively active gluconeogenesis.
These results suggest that mTORC1 inhibition with concurrent
mTORC2 activation may be beneficial to improve glucose and
lipid metabolism in IR.

The opposite regulation of mMTORC1 and mTORC2 activities
on Reptin loss may be explained by a combination of events.
First, there is a well-known negative feedback of mTORC1 on
mTORC2/AKT pathway.*’ Classically, mTORC1 phosphorylates
S6K1, which in turn phosphorylates IRS1 on serine 636/639
thereby decreasing insulin receptor signalling and AKT phos-
phorylation. We confirm that loss of Reptin in hepatocytes
results in a decreased phosphorylation of IRS1 on insulin stim-
ulation. mTORC2 can also be regulated through phosphory-
lation of mSin1 by S6K and AKT depending on the cell type
or context.”” ** #* In the liver, mSin1 and Rictor phosphoryla-
tion is increased on refeeding in control mice but unchanged in
Knock-out livers, suggesting that Rictor and mSinl are phos-
phorylated by S6K on refeeding to tune mTORC2 activation
and that loss of mTORCI/S6K mediated feedback contrib-
utes to constitutive/hyper activation of mTORC2 signalling in
Knock-out livers. Moreover, Rictor, a specific component of
the mTORC2 complex, was upregulated in Reptin mutant mice
either fasted or refed (see online supplementary figure S6B-C
and supplementary tables 2 and 4). Concurrently, expression
of Raptor (figure 3A) and of LamTOR2, a component of the
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Ragulator complex required for mTORCT activity, was strongly
reduced in mutant mice, both in the fasted and refed state
(see online supplementary figure 6C and supplementary tables
3 and 4). Finally, although we have not seen any significant change
in mTOR interaction with Raptor and Rictor on inhibitor treat-
ment (data not shown), it has been demonstrated that mTORC2
appears to compete more effectively for a limiting amount of
mTOR protein, as shown in the livers of mtor' “mist8 ' mice.>®

Since Reptin interacts with several transcriptional factors,” =
further analyses are needed to determine whether some aspects
of Reptin Knock-out livers relies on this function and especially
whether metabolic function of Reptin/and Pontin influence its
role in gene transcription.

The dual effect of the loss of Reptin on mTOR signalling
was associated with improved global glucose and lipid metab-
olism under the pathological condition of diet-induced IR in
mice. Loss of Reptin was able to rescue the selective IR char-
acterised by increased mTORC1-dependent lipid synthesis
but decreased insulin-mediated inhibition of mTORC2/AKT/
FOXO-controlled gluconeogenesis and HGP* This suggests
that Reptin is able to regulate insulin sensitivity by miti-
gating mTOR signalling. Accordingly, a recent study identi-
fied Reptin-Pontin complexes as positive regulators of insulin
signalling network.”® Finally, we found that Reptin is overex-
pressed in the liver of obese and insulin-resistant mice, Db/Db
and Ob/Ob mice with hyperglycaemia (see online supplemen-
tary figure 61-K) and in a small series of obese human subjects
with T2D" that we reanalysed (see online supplementary
figure 6L). This is a further suggestion of the relevance of our
findings for metabolic liver disease.

In summary, our results show that Reptin is a fine-tuner
of mTOR signalling in the liver. Since Reptin/Pontin ATPase
activity is required for modulating mTOR protein level, insulin
response and maintaining glucido-lipidic homeostasis, inhib-
iting Reptin might represent a potential therapeutic strategy
in MS and NAFLD. Finally, this model may provide a unique
context for differentially modulating mTORC1 and mTORC2
activities and to better understand the consequences of ther-
apeutically targeting the mTOR pathway in cancer and other
diseases.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Mouse model

C57BI/6]/Sv129 Reptin™” mice were generated in collaboration
with Cochin institute (see online supplementary information)
and crossed with Alb-CreER™ (C57Bl/6])" to obtain a hepato-
cyte-specific model for Reptin invalidation inducible by tamox-
ifen (figure 1A and online supplementary table 5). Mice were
housed in pathogen-free conditions, in colony and temperature
controlled environment with a 18:00-06:00 hours dark cycle.

Mouse diets and treatments

Experiments were carried out using littermate male mice of
8-12 weeks of age and between D15 and D18 post-tamoxifen
injection (1.5mg at DO and D2). For ‘fed’ conditions, mice
were sacrificed between 09:00 and 11:00 hours; For fasting/
refed experiment, mice were fasted overnight (13 hours); for
refed conditions, mice were fasted for 13 hours then fed a
chow diet with 20% glucose water for 6 hours (from 15:00
to 09:00 hours). Mice were then sacrificed. Liver tissues were
frozen in nitrogen liquid and stored at —80°C. Indirect calo-
rimetry, feeding behaviour analyses were performed using the
Phenomaster system (TSE systems, Bad Homburg, Germany).**
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Experiments were performed during a free feeding period
(48 hours) and after an automatic fasting/re-feeding challenge
(13 hours/10 hours, fasting starting § hours before the onset
of the dark). Body mass composition was analysed using the
Echo Medical Systems EchoMRI 900 (EchoMedical Systems,
Houston, Texas, USA).

For HFD experiments, 8-week-old Reptin'®"™ (Reptin™)
and Alb-CreER™ - Reptin™""™" (Reptin™*®) mice were fed for 12
weeks with HFD (Western diet, TD.88137, Harlan/Envigo). At
week 12, mice received two injections of tamoxifen (D0 and D2).
Mice were kept under HFD and sacrificed at D18 post-injection.

Glucose, pyruvate and insulin tolerance tests

Glucose tolerance tests (GT'Ts) were performed either by gavage or
by intraperitoneal injection of glucose (1 g/kg) after 8 hours fasting
(or 12hours on HFD mice).* Pyruvate and insulin tolerance tests
were performed by intraperitoneal injection of pyruvate (2 g/kg)
or insulin (0.75U/kg) after 10 or 6hours fasting, respectively.
Blood glucose from the tail vein was determined using Accu-Check
Performa glucometer (Roche).

Mouse primary hepatocytes treatment

To inhibit Reptin/Pontin ATPase activity, hepatocytes were
incubated with a Reptin-Pontin ATPase inhibitor ((1R,35)—3-
[5-(5-chloro-2-ethoxyphenyl)-1,3,4-oxadiazol-2-yl]-N-(1,5-
dimethyl-3-ox0-2-phenyl-2,3-dihydro-1H-pyrazol-4-yl)
cyclohexane carboxamide; 1pM in Dimethyl Sulfoxide 0.1%
provided by Daiichi-Sankyo (Japan)." Vehicle Dimethyl Sulf-
oxide was used as control. To stimulate insulin signalling,
hepatocytes were stimulated with insulin 10nM, 96 hours after
Reptin inhibition. For glucose and insulin stimulation, 72 hours
after deletion or inhibition of Reptin, hepatocytes were cultured
either with glucose S mM or glucose 25 mM and insulin 100nM
for 24 hours. For glucagon stimulation, hepatocytes were treated
with glucagon (100nM) for 6 hours prior to harvesting. For
palmitate treatment, hepatocytes were treated with 0.48 mM
palmitate and 5% facty acids-free BSA and Reptin was deleted or
inhibited at the same time.

Blood parameters

Insulin plasma levels were determined using mouse insulin ELISA
kit (Mercodia). Plasma glucose, TG, free fatty acids, choles-
terol, Alanine amino-transferase and Aspartate amino-trans-
ferase levels were measured by the Bichat Biochemistry platform
(Paris).

Liver triglycerides analysis

Liver samples were crushed in ammonium acetate 180 mM pHS8.
Then TG were extracted in chloroform/methanol (17:1). TG
concentration was measured using a colorimetric assay (Diasys).

Immunoblotting

Protein extracts were prepared in RIPA lysis buffer SDS 0.1%
supplemented with protease and phosphatase inhibitor cock-
tails (ROCHE). Nuclear and cytoplasmic extracts were prepared
using the NE-PER kit (Pierce). Protein lysates were immuno-
blotted (see online supplementary table 6 for primary antibodies)
and analysed with the Odyssey system (Li-Cor Biosciences).
Before blotting, membranes were stained with SYPRO Ruby
(Invitrogen) and scanned with the Molecular Imager PharosFX
(Bio-Rad) for quantification of protein loading.
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RNA extraction and quantitative real-time PCR

Total RNA was extracted with Trizol (Life technologies). Reverse
transcription was performed with 2 ug of total RNA and Maxima
reverse transcriptase (Thermoscientific) with random hexamers.
Quantitative real-time PCR was performed using the CFX96
Real-Time PCR Detection System (Biorad) with SYBR Green
SuperMix (Quanta Biosciences). Primers sequences are shown in
online supplementary table 7. The threshold cycle (Ct) value for
each gene was normalised to the Ct value for rRNA18S, RPLO
and HPRT1 and relative levels of expression were calculated
using Biogazelle Qbase+software.

Transcriptomic analyses

Gene expression profiles for fasted and refed control and Reptin
Knock-out livers were analysed using Affymetrix Mouse Gene
1.0ST arrays (see online supplementary information).

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism 5.0.
The Mann-Whitney test was used for the comparison of means
in experiments with two unmatched groups. One-way and
two-ways analysis of variance followed by Bonferroni post-
test were used for the comparison of means in experiments
containing three groups or more and for the comparison of
means in experiments containing three groups or more with
different time points, respectively.
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SUPPLEMENTARY FIGURES

Sup Figure 1: Characterization of liver-specific Reptin knock-out mice (Reptin“?)

(A) PCR analysis of Reptin gene on genomic DNA extracted from whole livers of Reptin//fland
Reptin'k® mice at D7 post-tamoxifen injection PCR analysis of Reptin (primers F1, R) (B)
Relative Reptin mRNA expression level from liver (n=5), heart, testis, kidney, lung, muscles,
brain, spleen (n=3) and pancreas (n=2) extracts from Reptin/ and Reptin‘*® mice D15 post-
TAM. (C) Plasma ALT and AST measurements (n=3). (D) Representative pictures of BrdU and
active-caspase 3 immunostaining of liver sections from Reptin™ and Reptin**°® mice at D15
post-TAM. Scale bar, 100 pm. (E) Body mass gain calculation and (F) Relative mRNA
expression of Reptin in liver extracts from Reptin™ and Reptin'*® mice from DO to 6 weeks
post-tamoxifen injection (n=3 per group). (G) Total meal per day in mice fed ad libitum; (H)
Size and number of meals per day and; (1) Food intake ad libitum and during fasting and
refeeding as indicated in Reptin™f and Reptin'*® mice (n=6). (J) Fuel oxidation ratio from
Reptinf and Reptin'“® mice during refeeding (n=6). (K) B-hydroxybutyrate plasma levels
from Reptin and Reptin*® mice at D15 post-TAM fed AL (n=5). All graphs represent mean *

SEM and significance is indicated as follows: * p<0.05, ** p<0.01.
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Sup Figure 2: Loss of hepatic Reptin leads to decreased mTOR protein level in a cell-
autonomous-manner

(A) Representative immunoblotting and relative protein expression of Reptin and mTOR and
(B) relative mRNA expression of mTOR in Reptin’®/** mouse primary hepatocytes extracts
after infection with Cre- or GFP-expressing adenovirus at MOl 10 (n=2). (C) mTOR
immunofluorescence in Reptin/°* mouse primary hepatocytes infected with Cre- or GFP-
expressing adenovirus at MOI 10. Scale bar, 20 um. All graphs represent mean + SEM. (D)
Representative immunoblotting of mTOR, DNA-PKcs and ATR in primary hepatocytes treated
with Reptin/Pontin ATPase inhibitor (1uM) or vehicle (DMSQ) (n=3). DNA-PKcs and ATR are
other members of the PIKK family also known to be chaperoned by the R2TP complex (6) (E)
Sulforhodamine-B cytotoxicity assay in primary hepatocytes treated with Reptin/Pontin
ATPase inhibitor at indicated concentrations or vehicle (DMSQ). Etoposide has been used as
a positive control. (F) Representative immunoblotting of mTOR in primary hepatocytes
treated with Reptin/Pontin ATPase inhibitor (1uM). Cells were then treated with proteasome
inhibitors MG132 (10 uM) or Bortezomib (10 uM) 9 hours before harvest. The accumulation
of phosphorylated B-catenin demonstrates the efficiency of proteasome inhibition. Tubulin

was used as loading controls.
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Sup Figure 3: Opposite effects on mTORC1 and mTORC2 signaling upon loss of hepatic
Reptin.

(A) Glycemia and plasma insulin levels measured upon 13 hours fasting and 6 hours
refeeding in Reptin®f and Reptint¥® mice. (B) Relative protein expression of Reptin, mTOR,
AKT, mTORC1 and mTORC2 signaling in liver extracts from Reptin™f and Reptin‘*® mice in
fasted and refed state (n=6, from 2 independent experiments). (C) Relative protein
expression of insulin signaling in mouse primary hepatocytes extracts after treatment with 1
UM Reptin/Pontin ATPase inhibitor and stimulation by 10 nM insulin as shown on the graph
(n=3). In these experiments, significance is shown between the conditions vehicle and Reptin
ATPase inhibitor at every time point. (D) Relative mRNA levels of DNL genes SREBP1c and
FASN in primary hepatocytes treated with Reptin/Pontin ATPase inhibitor (1uM) and
transduced with Ad-SREBP1c active or Ad-GFP as control (MOI 1). Cells were stimulated with
glucose 25mM and insulin 100 nM for 24h (n=4). All graphs represent mean + SEM and

significance is indicated as follows: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, ns (not significant).
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Sup Figure 4: Loss of Reptin in the liver improves glucose tolerance.

(A) Representative immunoblotting of mTOR and pAKT Ser473 and Thr308 and (B) relative
mRNA expression of gluconeogenic genes (PEPCK and G6PC) genes expression in mouse
primary hepatocytes extracts stimulated for 24h with 5 mM (G5) or with 25 mM glucose and
100 nM insulin (G25i) after treatment with 1 uM Reptin ATPase inhibitor or control-Vehicle
(n=3). All graphs represent mean + SEM; significance versus 5 mM low glucose control (G5-
Vehicle) is indicated as follows: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 and significance versus 25
mM high glucose + 100 nM insulin control (G25i-Vehicle) is indicated as follows: $ p<0.05, S$
p<0.01, $S$ p<0.001. (C) Oral Glucose Tolerance Test (1g/kg) with quantification of the area
under the curve from Reptin™f and Reptin'“° mice after 8 hours of fasting (n=7). All graphs

represent mean + SEM and significance is indicated as follows: * p<0.05, ** p<0.01, ***
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Sup Figure 5: Loss of Reptin rescues HFD-induced insulin resistance and hepatic steatosis
(A) Oral Glucose Tolerance Test (1g/kg) after 12 hours of fasting with quantification of
the area under the curve from SD (n=3) and HFD (n=8) mice 12 weeks after HFD introduction
and prior induction of Reptin deletion. Significance is shown between SD and HFD at every
time point. (B) Body weight gain calculation from HFD-Reptin™ (n=3) and HFD-Reptin‘<®
(n=5) mice 18 days after tamoxifen injection. (C) Hepatic glucose production analysis by
Pyruvate Tolerance Test (PTT) 2g/kg after 10 hours of fasting with quantification of the area
under the curve calculated from baseline y=100 from SD (n=3), HFD-Reptinf (n=3) and HFD-
Reptin‘k® (n=5) mice 16 days after TAM injection. Significance is shown between SD and HFD-
Reptinf/f mice at every time point. (D) Representative immunoblotting of insulin signaling in
liver extracts from SD, HFD-Reptin™” and HFD-Reptin‘‘® 18 days after Reptin deletion. (E)
Experimental strategy for Reptin deletion by retro-orbital injection of Cre-expressing AAV in
Reptin'®/lx mode| with 8 weeks HFD-induced metabolic syndrome. Three groups: standard
diet (SD n=3), HFD-AAV GFP (n=3) and HFD-AAV Cre (n=3). (F) Glucose tolerance was
restored back to normal in mice with AAV-Cre Reptin-deficient livers. (G) Hepatic steatosis
was abolished as revealed by H&E staining of liver sections (scale bar, 100 um) and (H)
hepatic TG content was decreased in AAV-Cre Reptin-deficient livers. Significance is shown
between SD and HFD-AAV GFP mice at every time point. (I-J) Relative mRNA of Reptin in liver
extracts of (1) diabetic Db/Db mice (n=5), and (1) of 4- and 12- weeks- old obese Ob/Ob mice
(n=3) with (K) respective glycemia levels (n=3). All graphs represent mean + SEM and
significance is indicated as follows: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001. (L) Reptin mRNA level
in liver of obese or obese and T2D subjects compared to lean subjects (7).

Data from ME Patti’s lab, Boston (GEO analysis): https://www-ncbi-nlm-nih-
gov.gate2.inist.fr/geo/query/acc.cgi?acc=GSM391710; https://www-ncbi-nlm-nih-
gov.gate2.inist.fr/geo/tools/profileGraph.cgi?ID=GDS3876:201459_at.
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Sup Figure 6: Loss of Reptin increases mTORC2 signalling.

(A) Relative mRNA expression of INSIG2A in liver extracts from Reptin™f and Reptint® mice
as indicated (n=6, from 2 independent experiments). (B) Venn diagrams of UP and DOWN-
regulated genes that are affected both in fasted and refed conditions in liver extracts from
Reptintk® mice. (C) Relative mRNA expression of Rictor in liver extracts from Reptin™/f and
Reptin‘® mice as indicated (n=6, from 2 independent experiments). All graphs represent
mean * SEM and significance is indicated as follows: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, ns
(not significant).
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Suppl Table 1: Deregulated genes in Reptin KO liver extracts from refed mice (P
value<0.05) (Voir ANNEXE)

Suppl Table 2: Up-regulated genes in Reptin KO liver extracts from refed mice (FC>1.2 and
P value<0.05) (Voir ANNEXE)

Suppl Table 3: Down-regulated genes in Reptin KO liver extracts from refed mice (FC<-1.2
and P value<0.05) (Voir ANNEXE)

Suppl Table 4: Genes affected both in fasted and refed Reptint“© mice (P value<0.05) (Voir
ANNEXE)

Suppl Table 5: Genotyping PCR primers (Voir ANNEXE)

Suppl Table 6: Antibodies used in immunoblotting (Voir ANNEXE)

Suppl Table 7: RT qPCR primers (Voir ANNEXE)
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1.1. Résultats complémentaires

Nous avons également investigué d’autres paramétres que nous n’avons pas inclus
dans D’article. Nous avons d’abord exploré le tissu adipeux des souris Reptint<®, Etant donné
que la masse grasse corporelle totale est réduite apres invalidation de la Reptine, nous avons
émis 1’hypothése que la lipolyse est augmentée dans le tissu adipeux. Nous avons observe une
Iégere diminution du volume et de la masse du tissu adipeux blanc peéri-épididymal dans les
souris Reptin-“® (Figure 36A-B), alors que le tissu adipeux brun est similaire
macroscopiquement (Figure 36C). En analysant la morphologie du tissu adipeux blanc péri-
épididymal par coloration hématoxyline-éosine, nous avons observe une Iégere diminution de
la taille des adipocytes chez les souris Reptint“© mais elle n’est pas significative (Figure 36D
et F). Nous n’avons pas observé de différence dans la morphologie du tissu adipeux brun.

(Figure 36E).
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Figure 36 : Analyse macroscopique et microscopique du tissu adipeux blanc et brun. (A) Photographies représentative
du tissu adipeux blanc péri-épididymal, (B) Quantification du ratio du poids du tissu adipeux blanc péri-épididymal sur le
poids du corps (n=3), (C) Photographies représentative du tissu adipeux brun, (D-E) Images représentatives de coupes de (D)
tissu adipeux blanc (WAT) épididymal et (E) de tissu adipeux brun (BAT), colorées a I'hématoxyline-éosine et (F)
Quantification du diamétre moyen des adipocytes tu tissu adipeux blanc, provenant de souris Reptin™™ et Reptin“<©, 15 jours
aprés administration de tamoxiféne (n=3). Tous les graphiques représentent la moyenne + 1’écart & la moyenne et la
significativité est indiquée comme suit : * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, ns (non significatif).
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Nous avons ensuite exploré I’expression de médiateurs impliqués dans la lipolyse dans
le tissu adipeux. Nous n’avons pas observé de différence significative dans le niveau de
phosphorylation de I’AMPK, régulant la lipolyse, ni dans le niveau d’expression protéique de
la lipase adipocytaire ATGL (Figure 37A). Le niveau d’expression d’ARNm des génes
impliqués dans la B-oxydation (IL6, ACOX, CPT1a et PGC1a) dans le tissu adipeux blanc est
légérement augmenté chez les souris Reptin“° mais de fagon non significative (Figure 37C).
Par ailleurs, nous avons déterminé le niveau de 1’hépatokine Fgf21 et de I’adipokine Leptine,
régulant la B-oxydation et la lipolyse. Le niveau plasmatique de 1’hépatokine Fgf21 est

augmenté dans les souris Reptint<®

nourries ad libitum (Figure 37E). De plus, le niveau
d’ARNm de Fgf21 est augmenté dans le foie des souris Reptin<© renourries (Figure 37F),
suggérant une augmentation de la B-oxydation et de la cétogenése chez ces souris. Le niveau
plasmatique de leptine est augmenté dans les souris Reptin“%© soumises a un régime riche en
graisses (HFD) comparé aux souris contréles soumises a un régime HFD (Figure 37D). Cela
suggere que la surexpression de la leptine pourrait participer a la réduction de la stéatose
hépatique dans les souris Reptint“©. Afin de déterminer si le tissu adipeux blanc des souris
ReptintKO se transformait en tissu adipeux beige, libérant de la chaleur grace a la lipolyse,
nous avons déterminé le niveau d’expression d’UCP1 responsable de la thermogenese et

principalement exprimé dans le tissu adipeux brun (Ricquier, 2017). Nous n’avons pas

observé de différence du niveau protéique et du niveau d’ARNm d’UCP1 (Figure 37A-B).
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Figure 37 : Analyse moléculaire du tissu adipeux blanc et brun. (A) Western-blot représentatif de pAMPK (Thrl72),
UCP1 et ATGL dans le tissu adipeux blanc de souris Reptin™f et Reptint<®. (B) Niveau relatif d’ARNm d’UCP1 dans le
tissu adipeux blanc et brun de souris Reptin™™ et Reptint*© (n=3). (C) Niveau relatif d’ARNm des génes de la B-oxydation
dans le tissu adipeux blanc de souris Reptin™ et Reptint® (n=3). (D) Niveau relatif de Leptine dans le plasma de souris
controle (SD) et de souris sous alimentation riches en graisses (HFD) Reptin™f et Reptintk° (n=3). (E) Niveau plasmatique
de Fgf21 dans les souris Reptin™™ et Reptin“X© (n=5). (F) Niveau relatif d’ARNm de Fgf21 dans le foie de souris Reptin™f et
Reptintk® & jeun et renourries (n=4). Tous les graphiques représentent la moyenne + 1’écart a la moyenne et la significativité
est indiquée comme suit : * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, ns (non significatif).

Parallelement, nous avons exploré le statut de la f-oxydation et de la cétogenese dans
le foie des souris ReptintK®. En conditions physiologiques « A jeun/Renourri », le niveau
d’ARNm des geénes de la P-oxydation n’est pas modifié (Figure 38A). Cependant, en
condition pathologique « HFD », modeéle de la pathologie du syndrome métabolique, il y a
une tendance a I’augmentation de la plupart des génes de la B-oxydation dans le foie des
souris Reptintk© (Figure 38B). Quant & la cétogenése, nous avons mesuré le niveau
plasmatique d’un des principaux corps cétoniques : le f-hydroxybutyrate. Nous avons observé

une augmentation du niveau de B-hydroxybutyrate dans le plasma des souris Reptin“<©
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nourries ad libitum en physiologie (Figure 38C), mais également en pathologie dans le
modele HFD (Figure 38D). Ces résultats suggerent que la f-oxydation et la cétogenese dans
le foie pourraient participer a la diminution de la stéatose hépatique.
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Figure 38 : Effet de la perte de la Reptine sur la g-oxydation et la cétogenese. (A-B) Niveau relatif d’ARNm des genes de
la B-oxydation dans le foie de souris Reptin™f et Reptin<© (A) en physiologie dans le modele & jeun/renourri (n=6) et (B) en
pathologie dans le modéle HFD (n=3). (C-D) Niveau plasmatique de B-hydroxybutyrate dans les souris Reptin™ et
Reptintk® (C) nourries ad libitum en physiologie (n=5) et (D) sous régime HFD (n=3). Tous les graphiques représentent la

significatif).
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L’analyse du tissu adipeux des souris Reptin“<° a donc révélé peu de changements de
morphologie ou de la lipolyse & J15. De plus, seule une faible augmentation de certains
paramétres impliqués dans la B-oxydation et la cétogenese a été observée en physiologie a
J15. Toutefois, la perte de poids s’accentue 21 jours apres I’invalidation de la Reptine et on
observe alors une augmentation significative de 1’hépatokine Fgf21, qui était 1égérement
augmentée 15 jours apres invalidation de la Reptine, suggérant que ces voies pourraient étre
impliquées plus tard en compensation. De plus, I’augmentation des parameétres de la f-
oxydation et de la cétogenése est plus importante dans la pathologie du syndrome
métabolique induite par un régime riche en graisse. Ensemble, ces résultats indiquent une
faible participation de ces voies métaboliques dans le phénotype métabolique observé dans les
souris ReptintX© en physiologie a J15 mais elles pourraient participer de fagon plus
importante a la réduction de la stéatose hépatique dans le modéle de syndrome métabolique.

Des investigations supplémentaires sont nécessaires afin de conclure.
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2. L.a Reptine régule la phosphorylation d’AKT, stimulée par
I’insuline, dans le carcinome hépatocellulaire via la régulation de
SHP1/PTNP6

Avant mon arrivée, le laboratoire s’intéressait au role de la Reptine dans le carcinome
hépatocellulaire. J’ai alors participé a un projet en cours sur le role de la Reptine dans la

régulation de la phosphorylation d’AKT dans le carcinome hépatocellulaire.

Le carcinome hépatocellulaire (CHC) est la tumeur primitive la plus fréquente dans le
foie et la deuxieme cause de mortalité par cancer dans le monde. Les principales causes du
CHC sont les hépatites virales chroniques B et C, la cirrhose alcoolique. Le syndrome
metabolique émerge comme nouvelle étiologie majeure de CHC avec 1’augmentation de
I’incidence de 1’obésité. Dans la recherche de nouveaux médiateurs de la carcinogenese
hépatique, le laboratoire a été le premier a montrer la surexpression et le réle oncogénique de
la Reptine dans le CHC. En effet, elle est requise pour la croissance tumorale de lignées
cellulaires de CHC in vitro et in vivo dans un modele de xénogreffe sous-cutané. La Reptine
est impliquée dans la transcription, le remodelage de la chromatine, la réparation de I’ADN...
En plus de ces nombreuses fonctions cellulaires, la Reptine a également un role de co-
chaperonnes, bien caractérisé, au sein du complexe R2TP. Le complexe R2TP est un co-
facteur de la chaperonne Hsp90 qui permet I’assemblage et la stabilit¢é de nombreux
complexes macromoléculaires, incluant les kinases de la famille des PIKK : ATM, ATR,
DNA-PKcs, TRRAP, SMG1 et mTOR, régulateur clé du métabolisme hépatique via la voie
de signalisation de I’insuline. Comme mentionné précédemment, le syndrome métabolique est
une cause majeure de CHC et est associé a la résistance a I’insuline, qui augmente le risque de
mortalité par CHC. Malgré que les mécanismes impliqués soient mal connus, ces données
suggerent que la résistance a I’insuline est impliquée dans le CHC et que sa modulation
pourrait avoir un impact important sur son développement. L hypothése est que la Reptine
pourrait étre impliquée dans la régulation de la signalisation insuline médiée par AKT en
régulant I’expression de la kinase mTOR. Nous avons donc étudié le role de la Reptine dans

I’activation d’AKT, stimulée par I’insuline, dans des lignées cellulaires de CHC.

Nous avons montré dans deux lignées de CHC (Hep3B et Huh7), que la deplétion de
la Reptine augmente la sensibilit¢ a I’insuline, comme le montre 1’augmentation de la

phosphorylation d’AKT sur la thréonine 308 et la sérine 473, suite a la stimulation par
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I’insuline. La déplétion de la Reptine n’affecte pas la phosphorylation sur tyrosine du
récepteur a I’insuline, ni d’IRS1 mais augmente la phosphorylation de la sous-unité p85 de
PI3K. L’activation de PI3K permet le recrutement de PDK1 & la membrane, qui phosphoryle
AKT. L’expression de la phosphatase SHP1/PTPN6, déphosphorylant p85 est réduite apres
déplétion de la Reptine. De plus, la surexpression de SHP1 restaure la phosphorylation
normale d’AKT apres stimulation par I’insuline dans les cellules ou la Reptine est déplétée.
Cela démontre que la régulation de la phosphorylation d’AKT est liée a la diminution de
I’expression de SHP1 apres déplétion de la Reptine.

Pour conclure, nous avons montré une nouvelle fonction pour la Reptine dans la
régulation de la signalisation insuline dans des cellules de CHC. Elle régule la
signalisation insuline et particulicrement la phosphorylation d’AKT, en régulant
P’expression de la phosphatase SHP1, qui contrdle la phosphorylation de PI3K. La
régulation de la signalisation insuline par la Reptine pourrait contribuer a son action

oncogénique dans le carcinome hépatocellulaire.

Ce projet a mené a la publication d’un article dans le journal « Cell Biochemistry and
Function » en 2017, présenté dans les pages suivantes, dans lequel je suis deuxiéme auteur.
Ma contribution a ce projet a été principalement I’étude de I’impact de la déplétion de la
Reptine par shRNA sur I’activation de la sous-unité p85 de PI3K par phosphorylation, afin de

déterminer par quel moyen la phosphorylation d’AKT est régulée par la Reptine.
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Hepatocellular carcinoma (HCC) is the main primary cancer of the liver. Many studies have shown
that insulin resistance is a risk factor for HCC. We previously discovered the overexpression and
oncogenic role of the Reptin/RUVBL2 ATPase in HCC. Here, we found that Reptin silencing
enhanced insulin sensitivity in 2 HCC cell lines, as shown by a large potentiation of insulin-
induced AKT phosphorylation on Ser473 and Thr308, and of downstream signalling. Reptin
silencing did not affect the tyrosine phosphorylation of the insulin receptor nor of IRS1, but it
enhanced the tyrosine phosphorylation of the p85 subunit of PI3K. The expression of the
SHP-1/PTPNé6 phosphatase, which dephosphorylates p85, was reduced after Reptin depletion.
Forced expression of SHP-1 restored a normal AKT phosphorylation after insulin treatment in
cells where Reptin was silenced, demonstrating that the downregulation of SHP1 is mechanisti-
cally linked to increased Akt phosphorylation. In conclusion, we have uncovered a new function
for Reptin in regulating insulin signalling in HCC cells via the regulation of SHP-1
expression. We suggest that the regulation of insulin sensitivity by Reptin contributes to its

KEYWORDS

1 | INTRODUCTION

Hepatocellular carcinoma (HCC) is the main primary cancer of the liver.
It is one of the major causes of cancer death worldwide. Its prognosis is
still poor as curative therapy remains a relatively rare option. Although
a few tumours develop on close to normal liver, 80% to 90% HCC
develop on a previously diseased liver, most often cirrhotic. The
predominant causes of cirrhosis and thus HCC are chronic hepatitis
viral B or C, alcoholic liver disease, and the metabolic syndrome
emerging as a new major aetiology.?> Hepatocarcinogenesis is a
multi-step process that is now better understood thanks in part to
large-scale genomic analyses that have evidenced a large number of
genomic alterations. The most common mutation, which happens early
in the disease process, concems the promoter of the TERT gene coding
the telomerase reverse transcriptase and results in overexpression of
TERT transcripts.>* Exome sequencing in a large series of cases has
identified the most common coding mutations, which affect major

Abbreviations: AAA, ATPases Associated with various cellular Activities; HCC,
hepatocellular carcinoma; mTOR, mechanistic target of rapamycin; PIKK,
phosphatidylinositol-3 kinase-related kinase

oncogenic action in the liver.

insulin, mTOR, phosphatase, RUVBL2, TIP49

signalling pathways such as those of p53, B-catenin, and phos-
phatidylinositol-3 kinase(PI3K)/Akt/mechanistic target of rapamycin
(mTOR).®> Although these findings may open the door to targeted
therapies, much remains to be known on the pathogenesis of HCC.
In the search of new mediators of hepatocarcinogenesis,® our
group has shown the overexpression of Reptin in HCC” and found that
Reptin was required for HCC tumour growth in vitro” and in vivo.?
Reptin, or RUVBL2, is a member of the large AAA+ (ATPases Associ-
ated with various cellular Activities) family. It has a large homology
with Pontin/RUVBL1 with which it is often associated in oligomeric
complexes that are most likely hetero-dodecamers in human®° and
can be either hetero-hexamers or hetero-dodecamers in yeast.!**3
The ATPase activity of Pontin or Reptin alone is at best weak, and they
show a significant activity only when present within oligomers.”
Reptin has been associated with many cellular functions (reviewed in
Grigoletto et al and Rosenbaum et al*>1%), It is part of several protein
complexes involved in the remodelling of chromatin like Ino80,Y
SwR1,Y and Tip60.® Because of this and of other mechanisms, it par-
ticipates in the sensing and repair of DNA damage, and we have for
instance recently shown that Reptin is required for H2AX

Cell Biochem Funct. 2017;1-7.
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phosphorylation upon DNA double strand breaks in HCC cells.*
Reptin regulates gene transcription, notably through its interactions
with several transcription factors among which B-catenin, 2?2 HIF1a%
and ATF2.2* Reptin has also a chaperone activity, well characterized as
part of the R2TP (Rvb1/Rvb2, Tah1, Pih1) complex, initially identified
in yeast®® but highly conserved including in human.?® The R2TP is a
co-factor of the HSP90 chaperone that help assemble and stabilize
several macromolecular complexes including all proteins from the
phosphatidylinositol-3 kinase-related kinase (PIKK) family like ATM,
ATR, DNA-PKcs, and mTOR.728

As mentioned, the metabolic syndrome is emerging as a major
cause of HCC, and of many other cancers as well.?’ Metabolic
syndrome is associated with insulin resistance® that has itself been
repeatedly linked to an increased risk of HCC313* Although the
mechanisms involved are far from being understood, these data raise
the hypothesis that factors modulating insulin resistance may have a
critical impact on HCC development.

In this study, we investigated whether Reptin was involved in the
regulation of insulin signalling in HCC cells.

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Cell culture and expression of a Reptin shRNA

The human HCC cell lines HuH7* and Hep3B®® were grown in
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) supplemented with
10% foetal calf serum in a 5% CO, atmosphere at 37°C. Cells were
authenticated using short tandem repeat analysis and tested for
mycoplasma contamination on a regular basis. For Reptin and Pontin
silencing, we used cells stably transduced with lentiviral vectors
allowing conditional, doxycycline-dependent expression of Reptin or

737

Pontin shRNAs, as described previously. Doxycycline was used at

a concentration of 0.02 pug/mL as described.>”

2.2 | Western blot and immunoprecipitation

Cells were lysed in cell lysis buffer (9803) (Cell Signalling) supple-
mented with protease inhibitor cocktail and PhosSTOP (Roche). West-
em blot was done as described previously.?” All blots were analysed
with the Odyssey system (Li-Cor Biosciences). The following primary
antibodies were used: mouse monoclonal anti-Reptin #612482, from
BD Biosciences rabbit polyclonal anti-Pontin from ProteinTech
(#10210-2-AP), rabbit polyclonal anti-Akt (#9272), rabbit monoclonal
anti-phospho-Akt Ser473 (#4058) and rabbit monoclonal anti-
phospho-Akt Thr308 (#2965), rabbit polyclonal anti-Bad (#9292), rab-
bit monoclonal anti-phospho-Bad (Ser136) (#4366), mouse monoclonal
anti-phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2) (Thr202/Tyr204) (#9106), rabbit
polyclonal anti-p44/42 MAPK (Erk1/2) (#9102), mouse monoclonal
anti-phospho-Tyr-100 (#9411) from Cell Signalling Technology, rabbit
monoclonal anti-SHP-1 (ab124942) from Abcam, and mouse monoclo-
nal anti-V5 from Invitrogen. Before blotting, membranes were stained
with SYPRO® Ruby Protein Blot Stain (Invitrogen) and scanned with
the Molecular Imager PharosFX (Bio-Rad) for the quantification of
protein loading. Specific antibody signals were normalized on total
protein amount on each entire lane.

For immunoprecipitation, cells were washed in PBS, and lysed in
Cell Lysis Buffer (Cell Signalling #9803) supplemented with Complete
x1 (Roche) and PhosSTOP x1 (Roche). Five milligrams of proteins (for
p85) or 1 mg (for insulin receptor and IRS1) was incubated overnight
at 4°C with 20 pL of antibodies (rabbit polyclonal anti-IRS-1 [#2382],
rabbit monoclonal anti-Insulin Receptor Beta [#3025], mouse anti-
p85 [MCA 1168 from Serotec]), then 1 hour at room temperature with
30 pL of Dynabeads® Protein G (P85) or A (insulin receptor and IRS1)
(Life Technologies). The beads were washed 3 times with lysis buffer
and eluted with Laemmli sample buffer. Eluates were separated on a
4% to 15% SDS-PAGE (BIORAD) for Western blotting.

2.3 | Chemicals

Human insulin and IGF-1 used were purchased from Sigma and EGF
from Peprotech. Insulin was dissolved in water acidified with 1% acetic
acid.

24 |

Cells were transduced with the lentiviral vector pLX304-Blast-V5
coding PTPN 6 (Addgene) or a control vector coding GFP (MOI 40).

Viral vectors and transduction

2.5 | RT-gPCR

Real-time quantitative PCR for PTPNé was performed using the
StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied Biosystems) with B-R
SYBR Green SuperMix for iQ (Quanta Biosciences). Primers sequences
were 5'-GGAGAAGTTTGCGACTCTGAC-3' (forward) and 5'-GCGG
GTACTTGAGGTGGATG-3' (reverse). The specificity of the amplifica-
tion reactions was monitored by melting curve analysis. The threshold
cycle (Cy) value for each gene was normalized to the C, value for
RNA18S and relative levels of expression (2°24!) were calculated.®®
All samples were analysed at least in triplicate.

2.6 | Statistical analysis

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism 6.0 soft-
ware. When experiment contained 2 unmatched groups of values,
the nonparametric Mann-Whitney test was used for the comparison
of means. When the experiment contains 3 groups of values or more,
regular 1-way analysis of variance (ANOVA) was used for the compar-
ison of multiple means. Means were considered significantly different
when P < 0.05. The ANOVA test was followed by a Bonferroni's
multiple-comparison post-test, and selected pairs of data were
compared.

3 | RESULTS

3.1 | Reptin silencing enhances Akt phosphorylation
in response to insulin

As expected, stimulation of HCC cells with insulin increased Akt phos-
phorylation on both Thr308 and Ser473 in a dose and time-dependent
manner (Supplementary Figure 1A-B). For subsequent experiments, we
chose a concentration of 100-nM insulin and a 15-minute time point.
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FIGURE 1 Silencing of Reptin specifically enhances Akt phosphorylation in response to insulin. (A) HuH7 cells harbouring a doxycycline-inducible
shRNA against Reptin were incubated for 15 min with or without 100-nM insulin (Ins), with or without doxycycline (Dox). Cellular extracts were
analysed by Western blot with anti-phospho Akt (T308 or S473), anti-total Akt, or anti-Reptin. The loading was quantified by staining the
membrane with Sypro Ruby. The graphs on the right show the quantification of phospho-Akt/total Akt from 10 (T308) or 5 (S473) experiments
(mean + SD; P < 0.05 by ANOVA for both, asterisks indicate significant differences). (B) Similar experiment in Hep3B cell harbouring a doxycycline-
inducible shRNA against Reptin. The graphs below show the quantification of phospho-Akt/total Akt from 5 (T308) or 4 (S473) experiments
(mean + SD; P < 0.05 by ANOVA for both). (C) Silencing of Reptin increases Bad phosphorylation in response to insulin. Hep3B cells harbouring a
doxycycline-inducible shRNA against Reptin were incubated for 15 min with or without 100-nM insulin, with or without doxycycline (Dox). Cellular
extracts were analysed by Westem blot with anti-phospho-Bad, anti-Bad, and anti-Reptin. The graph below shows the quantification of phospho-
Bad/total Bad from 3 experiments (mean + SD; P = 0.05 by ANOVA). (D) Same experiments with HuH7 cells (mean + SD; n = 4, P = 0.05 by
ANOVA). (E) Silencing of Pontin specifically enhances Akt phosphorylation in response to insulin. HuH7 cells harbouring a doxycycline-inducible
shRNA against Pontin were incubated for 15 min with or without 100-nM insulin, with or without doxycycline (Dox). Cellular extracts were
analysed by Western blot with anti-phospho Akt T308, anti-total Akt, or anti-Pontin. The loading was quantified by staining the membrane with
Sypro Ruby. The graph below shows the quantification of phospho-Akt/total Akt from 3 experiments (mean + SD; P = 0.0005 by ANOVA). (F)
Similar experiment but HuH7 cells were stimulated with 100-nM IGF1. The graph below shows the quantification of phospho-Akt/total Akt from 3
experiments (mean + SD; P < 0.0001 by ANOVA). (G) Similar experiment but HuH7 cells were stimulated with 6.5-nM EGF. The graph below shows
the quantification of phospho-Akt/total Akt from 3 experiments (mean + SD; P < 0.05 by ANOVA)
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In order to deplete Reptin expression, we used cell lines harbouring a
doxycycline-inducible Reptin shRNA. This system has been extensively
characterized in terms of specificity, notably using rescue experi-
ments.”#%7:3% Silencing Reptin by itself slightly but not significantly
increased Akt phosphorylation. However, when Reptin was silenced,
Akt phosphorylation in response to insulin was dramatically increased
in both HuH7 and Hep3B cells (Figure 1A-B). As a control, treatment
of cells with doxycycline alone had no effect, ruling out a non-specific
effect of the drug (not shown). Expression of Akt itself was not
changed in any condition.

The phosphorylation of the Akt substrate Bad was as expected
increased by insulin by 1.7 + 0.2-fold (P < 0.05), and upon Reptin
silencing was significantly increased by 2.9 + 0.5-fold (P < 0.001) in
Hep3B cells (Figure 1C), with similar results in HuH7 cells (Figure 1D).

Silencing of the related protein Pontin also resulted in increased
Akt phosphorylation in response to insulin (Figure 1E). Reptin
depletion also increased Akt phosphorylation in response to stimula-
tion with IGF-1 (Figure 1F). On the other hand, whereas stimulation
of cells with EGF also increased AKT phosphorylation, there was no
further stimulation when Reptin was depleted (Figure 1G). Because

(A)

EGF led to a much more intense Akt phosphorylation than insulin,
we made sure to use an EGF concentration that induced much less
than maximal effects (not shown).

Finally, in our conditions, insulin did not significantly enhance the
phosphorylation of ERK1/2, and the silencing of Reptin brought no
further changes in this respect (data not shown). As a control, we con-
firmed that EGF stimulated ERK phosphorylation, without difference
when Reptin was silenced (data not shown).

3.2 | Reptin silencing leads to increased
phosphorylation of p85

We then mechanisms leading to the
hyperphosphorylation of Akt. Akt phosphorylation on Thr308 is due

to the action of the kinase PDK1, recruited to the plasma membrane

investigated the

via its PH domain upon activation of PI3K, leading to the enrichment
of the membrane in PIP3.%® Akt phosphorylation on Ser473 can be
consecutive to the action of several kinases, essentially the mTORC2
complex.*! We first examined whether Reptin depletion would result

in a greater activation of the insulin receptor or its effectors upon
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FIGURE 2 Reptin silencing does not affect
phosphorylation of insulin receptor or IRS1
but enhances p85 phosphorylation. (A) HuH7
cells were treated as indicated. Cell extracts
were immunoprecipitated with antibodies
against the insulin receptor (InsR, left), or IRS1
(right). Immunoprecipitates were analysed
with anti-phosphotyrosine (pY) or anti-InsR/
IRS1 antibodies. Reptin depletion was verified
on whole cell extracts. The graphs below show
the quantification of the phosphotyrosine
signals from 3 independent experiments
(mean + SD; P = 0.05 by ANOVA for both data
sets). (B) p85 immunoprecipitates from Hep3B
cells were analysed with anti-phosphotyrosine
and anti-p85 antibodies. Reptin expression
was analysed on the initial whole cell extracts.
The graph shows the quantification of p85
phosphorylation relative to total p85

(mean + SD; n = 3, P = 0.0001 by ANOVA)
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insulin binding. We found however that neither the expression nor the
tyrosine phosphorylation of the insulin receptor or of its main effector
IRS1 was changed upon Reptin depletion (Figure 2A). However, the
tyrosine phosphorylation of the p85 subunit of PI3K was increased
upon insulin stimulation, and this was significantly enhanced when

Reptin was silenced (Figure 2B).

3.3 | Hyperphosphorylation of Akt is linked to
decreased PTPN6 expression after Reptin silencing

Because we did not find evidence of increased kinase activity
upstream of p85, we hypothesized that there might be a defect in
the dephosphorylation of p85, leading to increased activity®? and
increased downstream signalling to Akt. The main phosphatase
involved in p85 dephosphorylation is PTPNé6, also known as
SHP-1.%? Using real-time PCR and westem blot, we found that PTPNé
expression was significantly decreased upon Reptin silencing (Figure 3
A). In order to understand whether PTPNé was indeed responsible for
the hyperphosphorylation of Akt upon Reptin silencing, we performed
rescue experiments. To this end, cells harbouring the inducible Reptin
shRNA were further transduced with a lentiviral construct coding
human PTPNé with a C-terminal V5 tag, or a control vector expressing
GFP. We found that expression of PTPNé had no effect on the basal
Akt phosphorylation, or on the response of Reptin-replete cells to insu-
lin. On the other hand, it completely abrogated the enhanced phos-
phorylation seen in Reptin-depleted cells upon insulin treatment
(Figure 3B). These results strongly suggest that the decreased expres-
sion of PTPNé upon Reptin silencing is mechanistically responsible for
the increased Akt phosphorylation induced by insulin in this setting.

4 | DISCUSSION

Here, we show that Reptin regulates insulin signalling in HCC cells.
Indeed, Reptin silencing resulted in a striking enhancement of Akt
phosphorylation in response to insulin. This indicates that Reptin
silencing increases the sensitivity of HCC cells to insulin, and
conversely that the high level of Reptin found in HCC cells” likely
participates to insulin resistance, a known promoting factor for HCC
development.®** To our knowledge, the regulation of insulin signal-
ling by Reptin in mammalian cells has been so far addressed only in a
single study, performed in murine adipocytes, which showed that
Reptin silencing reduced the phosphorylation of the Akt substrate
AS160, although Akt phosphorylation itself was not examined.** This
result is opposite to the findings we report here in several HCC cell
lines and might be explained by cell-specific events.

We found no evidence that the hyperphosphorylation of Akt
resulted from an increased activation of the insulin receptor because
the amount and phosphorylation of the insulin receptor and of IRS-1
were unchanged when Reptin was depleted. Furthermore, the 2 main
Akt Serd473 kinases, mTOR and DNA-PKcs, are destabilized upon
Reptin depletion in various cell types,? including HCC cells (see data
for DNA-PKcs,'? not shown for mTOR), and are thus unlikely to be
responsible for the increased Akt phosphorylation. One could even
have expected Ser473 phosphorylation to be shut down because of
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FIGURE 3 Reptin regulates PTPN6-SHP-1 expression, which in tum
regulates Akt phosphorylation in response to insulin. (A) SHP-1
protein expression was assessed by Western blot in HuH7 cells with or
without Reptin silencing with doxycyclin. The upper graph shows the
mean of 3 Westem blot experiments (mean + SD; P < 0.0001 by paired
t-test). The lower graph shows changes in PTPN6-SHP-1 mRNA
expression as measured by gRT-PCR (mean + SD; n = 6, P = 0.004 by
paired t-test). (B) Control cells (expressing GFP), or PTPNé V5-
transfected cells were treated as described. Forced expression of
PTPNG6 abolishes the hyperphosphorylation of Akt in Reptin-depleted
cells treated with insulin. Note a weak expression of GFP in PTPN V5-
transfected cells treated with doxycycline, which is because the
lentiviral vector used for Reptin shRNA expression also expressed GFP
in an inducible fashion.*® The graph shows the quantification of Akt
phosphorylation (mean + SD; n = 3, P < 0.0001 by ANOVA; ** indicates
P < 0.05 by Bonferroni test)
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this, but there is evidence that low amounts of mTORC2 are enough to
achieve Akt Ser473 phosphorylation.**

Despite the lack of increased IR or IRS-1 phosphorylation, we
found that phosphorylation of the p85 subunit of PI3K, an IR substrate,
was enhanced when Reptin was depleted. This suggested that a defect
in p85 dephosphorylation could be involved. SHP-1, encoded by the
PTPN6 gene, is a protein tyrosine phosphatase which major substrate
is the p85 subunit of PI3K.*¢ Dephosphorylation of p85 by SHP-1
results in decreased PI3K activity. Thus, mice with a non-functional
SHP-1 or with hepatocyte-specific deletion of SHP-1 show an
increased phosphorylation of Akt in response to insulin.*”*8 We found
here that Reptin silencing decreased both mRNA and protein expres-
sion of SHP-1. This suggests that Reptin regulates SHP-1 gene tran-
scription, in agreement with the reported role of Reptin in regulating
the transcription of many cellular genes through various pathways
(for review, see'®*°). More importantly, re-expression of SHP-1
reduced phosphorylation of Akt back to control levels in cells with
Reptin silencing, thus demonstrating that SHP-1 downregulation sec-
ondary to Reptin silencing is mechanistically involved in Akt
hyperphosphorylation.

We observed a similar effect on Akt phosphorylation when IGF-1
was used instead of insulin. However, there was no additional
phosphorylation of Akt following Reptin silencing when cells were
stimulated with EGF. This apparent specificity is likely linked to differ-
ences in the way insulin-IGF-1, on one hand, and EGF, on the other,
activate the PI3K-Akt pathway. Both insulin and IGF-1 can signal
through the insulin receptor, recruiting IRS-1 then p85 to induce Akt
phosphorylation.>® On the other hand, it was found that EGF
stimulation did not promote association of IRS-1 with p85 in mammary

epithelial cells,?

suggesting that EGF-induced Akt phosphorylation
may be less dependent on p85, and thus SHP-1, than insulin-induced
phosphorylation.

In conclusion, we have shown a novel function for the oncogenic
AAA+ protein Reptin in regulating insulin sensitivity in HCC cells via

the regulation of the expression of the SHP-1 phosphatase.
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Chapitre 11

La Reptine est nécessaire a la regenération
hépatique

Durant ma these, je me suis également consacré a un sujet paralléle portant sur le réle
de la Reptine in vivo dans la prolifération et la survie des hépatocytes au cours de la
régénération hépatique apres hépatectomie partielle et dans le modele d’invalidation de la
Reptine a long terme. Ce projet n’est pas terminé et sera donc traité d’apres les résultats

préliminaires obtenus.

1. Introduction

La régénération est une particularité remarquable du foie. Suite a une Iésion ou a une
résection, il est capable de régénérer sa masse originale afin de maintenir un ratio poids du
foie sur poids total, finement régulé. Ce processus se fait par la prolifération des hépatocytes
matures et dans de rares cas par le biais des cellules ovales. Il a également été montré que la
compétition cellulaire peut étre impliquée dans la régénération hépatique. Les cellules avec un
pouvoir prolifératif important (« winner ») peuvent induire I'apoptose des cellules avec un
pouvoir prolifératif plus faible (« loser ») afin de les remplacer et de régénérer la masse
hépatique de facon efficace (Moreno and Basler, 2004; De la Cova et al., 2004; Oertel et al.,
2006). La prolifération des hépatocytes requiert la sortie de la quiescence pour rentrer et
progresser dans le cycle cellulaire grace aux cyclines D1, A2 et E1, entres autres. Différentes
voies de signalisation sont impliquées dans la stimulation de la prolifération des hépatocytes.
Parmi elles, les voies de signalisation MAPK-ERK et mTOR sont particulierement
importantes pour la prolifération et la croissance des hépatocytes. La Reptine est fortement
impliquée dans la prolifération cellulaire dans de nombreux organismes: la levure, la
drosophile, Caenorhabditis elegans, le xénope, la souris et dans des lignées cellulaires

humaines. Dans la plupart des modeles, ’extinction de la Reptine est associée a une
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diminution de la transcription des cyclines et un arrét du cycle cellulaire en phase G1. La
Reptine joue un réle dans la mitose, elle est localisée aux fuseaux mitotiques et son extinction
blogue la mitose. La Reptine est donc requise au développement et a la viabilité de tous les
organismes analysés. Elle est également requise pour la prolifération et la croissance de
lignées cellulaires de CHC in vitro et in vivo dans des xénogreffes sous-cutanées. Par ailleurs,
la Reptine contréle, via le complexe R2TP, la stabilitt de mTOR, impliquee dans la
croissance et la prolifération cellulaire. Cependant le role de la Reptine dans la prolifération
des hépatocytes n’a pas été exploré. Etant donné le rdle crucial de la Reptine dans la
prolifération cellulaire dans de nombreux organismes, nous avons émis I’hypothése qu’elle
pourrait donc étre nécessaire a la prolifération des hépatocytes et a la régénération hépatique.
Afin de déterminer le r6le de la Reptine dans la prolifération des hépatocytes, in vivo, nous
avons utilisé le modéle d’hépatectomie partielle (deux-tiers) dans le modele d’invalidation de
la Reptine décrit précédemment : Reptin'®/®*-AlbCreER™, 15 jours aprés administration de
tamoxiféne. Pour faciliter la lecture, les termes Reptin™™ et Reptin“© seront utilisés afin de
désigner les souris controles et les souris invalidées pour la Reptine dans les hépatocytes,

respectivement.

2. Matériel et méthodes

2.1. Modeéles murins

Pour cette étude, nous avons utilis€ le méme modéle murin d’invalidation de la
Reptine : le modéle Reptin'®/AlbCreER™, hépato-spécifique et inductible par le
tamoxiféne.

Le modéle Reptin'®™/o*-AlbCreER™ a été caractérisé a différents temps aprés
administration de tamoxiféne: 30 jours, 6 semaines et 9 mois. Comme une perte de
I’invalidation de la Reptine a été observée a partir de 30 jours, nous avons tenté de 1’éviter en
maintenant une pression de tamoxiféne pendant 30 jours. Pour cela, les souris ont subi deux
injections intrapéritonéales de 1,5 mg de tamoxiféne a deux jours d’intervalle, comme
précédemment, puis une injection de 1 mg de tamoxiféne a 7 jours, 14 jours, 21 jours et 28
jours aprés la premiére injection. Les souris ont ensuite été sacrifiées 30 jours apres la
premiere injection. Une injection intra-péritonéale de BrdU (100 mg/kg) a été réalisée deux

heures avant le sacrifice.
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Le modele d’hépatectomie partielle (2/3), décrit par Higgins chez le rat en 1931
(Higgins, 1931) puis étendu a la souris, a été utilisé afin d’explorer la prolifération des
hépatocytes et la régénération hépatique. La résection hépatique a été réalisée selon le
protocole décrit par Mitchell et al. (Mitchell and Willenbring, 2008), 15 jours apres
administration de tamoxiféne, induisant 1’invalidation de la Reptine, puis les souris ont été
sacrifiees 24 heures, 36 heures, 48 heures ou 7 jours aprés hépatectomie partielle. Une
injection intra-péritoneale de BrdU (100 mg/kg) a été realisée deux heures avant le sacrifice.

Un contrdle sans résection hépatique (Sham) a été réalisé a chaque expérience.

2.2. Analyse moléculaire

L’extraction d’ARNm du foie et la détermination du niveau d’ARNm par RT-qPCR
ont été réalisees comme indiqué précédemment.

L’extraction protéique du foie ainsi que la détermination du niveau protéique par
western-blot ont également été réalisées comme indiqué précédemment. De plus, les anticorps
suivants ont été utilisés pour les western blot : cycline A2 (Genetex GTX103042) et phospho-
ERK1/2 (Cell Signaling Technology 9101).

2.3. Analyse histologique

Les colorations hématoxyline-éosine, ainsi que les marquages immuno-histochimiques
anti-BrdU et anti-caspase 3 des coupes de foie ont été réalisés comme indiqué précédemment.
Pour le marquage phosphoS6, I’anticorps anti-pS6 (Cell Signaling Technology 2211) a été
utilisé au 1/100 et incubé pendant la nuit a 4°C.

2.4. Analyse d’images

La quantification du nombre d’hépatocytes positifs au BrdU a été réalisée par
comptage manuel du nombre d’hépatocytes marqués sur le nombre d’hépatocyte totaux, a
partir de 3 champs observés a I’objectif X20 pour chaque souris.

La guantification du diametre moyen des hépatocytes a été réalisée grace au logiciel
Image J, en mesurant I’aire de 200 hépatocytes par souris puis en calculant le diameétre

moyen.
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3. Résultats

Le r6le de la Reptine dans la prolifération des hépatocytes et la régénération hépatique
a été exploré par différentes approches. Tout d’abord, la caractérisation du modéele
d’invalidation de la Reptine nous a permis d’identifier un processus de régénération
hépatique, résultant des effets a long terme de la perte de la Reptine et suggérant un role de la
Reptine dans la survie des hépatocytes. Nous avons ensuite explore le role de la Reptine dans
la prolifération des hépatocytes in vivo durant la régénération hépatique dans le modele

d’hépatectomie des deux-tiers.

3.1. La perte de la Reptine a long terme induit un phénomeéne de régénération
hépatique

La caractérisation de ce nouveau modéle d’invalidation de la Reptine a long
terme nous a permis de découvrir un phénomeéne semblable a la régénération hépatique,
impliquant des cellules hypertrophiques. En effet, 30 jours apres administration de
tamoxiféne pour induire 1’invalidation de la Reptine, nous avons observé des cellules de type
hépatocytaire, de grande taille, regroupées en flots dans le foie des souris Reptin“©, aprés
coloration hématoxyline-éosine (Figure 39A). Ces cellules hypertrophiques, que nous avons
appelées « cellules géantes », mesurent plus de 35um de diamétre en moyenne alors que les
autres hépatocytes, de plus petite taille, présents dans le foie des souris Reptin-“® mesurent
environ 18um de diameétre en moyenne (Figure 39B). Cependant, cette appellation de cellules
« géantes » est relative puisque le diamétre moyen des hépatocytes normaux dans le foie des
souris controles est d’environ 26pum. Comme décrit précédemment la taille des hépatocytes
dans le foie des souris Reptin“©, 15 jours aprés administration de tamoxiféne est réduite, et
corrélée a la déplétion de mTOR. Il y a donc une population hétérogeéne d’hépatocytes dans le
foie des souris Reptin<®, 30 jours aprés administration de tamoxiféne, avec des cellules
hypotrophiques (plus petites que des hépatocytes normaux) et des cellules hypertrophiques
(plus grandes que des hépatocytes normaux). Nous avons commencé & caractériser ces
cellules hypertrophiques par immuno-histochimie. Parmi ces cellules hypertrophiques, une
proportion non négligeable est BrdU positive, donc en prolifération (Figure 39A), alors qu’en
physiologie les hépatocytes normaux sont quiescents. Au contraire, une forte proportion de
cellules hypotrophiques adjacentes aux cellules hypertrophiques est Caspase 3 positive, donc
en apoptose (Figure 39A). Etant donné que la Reptine est importante pour la prolifération et

que la taille des hépatocytes Reptint<© est diminuée, 15 jours aprés administration de
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tamoxiféne, notre hypothése est que les cellules hypertrophiques expriment la Reptine. Bien
qu’il n’y ait pas d’anticorps anti-Reptine disponible fonctionnant en immuno-histochimie
chez la souris, nous avons essay¢ d’appuyer cette théorie par un marquage indirect anti-
phospho-S6. En effet, comme décrit précédemment, la perte de la Reptine induit la déplétion
de mTOR et inhibe la phosphorylation des cibles en aval du complexe mTORCL1 : 4EBP1,
S6K et S6. Dans le foie des souris controles, il y a un marquage diffus de phospho-S6,
préférentiellement dans les hépatocytes péri-portaux (Figure 39A). Dans le foie des souris

Reptin-KO

, on observe une absence de marquage dans les hépatocytes hypotrophiques, alors
que le marquage phospho-S6 est tres fort dans les cellules hypertrophiques. De plus,
I’apparition de ces cellules coincide avec une augmentation du niveau protéique de la Reptine
dans le foie (Figure 39C), ainsi qu’une augmentation du ratio poids du foie sur poids total
(Figure 39D). Ces résultats suggerent que 1’apparition des cellules hypertrophiques est liée a
la perte de I’extinction de la Reptine. Autrement dit, les cellules hypertrophiques
exprimeraient fortement la Reptine afin de compenser I’effet délétére de la perte de la Reptine

dans les autres hépatocytes.

Cependant, ’origine et I’apparition de ces cellules restent inexpliquées. Afin de savoir
s’il pouvait s’agir d’hépatocytes ayant échappé au tamoxiféne, nous avons realisé une
pression de tamoxifene pendant 30 jours. Comme indiqué sur le schéma expérimental (Figure
39E), deux injections de 1,5 mg de tamoxiféne ont été réalisées au jour O et au jour 2 puis des
injections de 1 mg de tamoxiféne ont été réalisees chaque semaine, aux jours 7, 14 et 21 avant
de sacrifier les souris au jour 30. Macroscopiquement, le foie des souris Reptin““© aprés 30
jours de pression de tamoxifene est tres altéré (Figure 39E). De fagon trés surprenante, au lieu
d’empécher ’apparition de cellules hypertrophiques, la pression de tamoxiféne a accéléré le
phénomene avec un nombre tres important de cellules hypertrophiques qui semblent avoir
remplacé les cellules hypotrophiques (Figure 39F). De maniere assez nette, les hépatocytes
hypotrophiques juste en périphérie des Tlots de cellules hypertrophiques présentent un
marquage caspase 3, indiquant qu’ils sont en apoptose (Figure 39F). De plus, cette pression
de tamoxiféne augmente le ratio poids du foie sur poids total des souris Reptin<C® (Figure
39G) et augmente également le niveau protéique de Reptine (Figure 39H).

Par ailleurs, ces cellules hypertrophiques apparaissent également de fagon tres précoce
dans les souris Reptin<C & partir de 36 heures aprés hépatectomie partielle et jusqu’a sept
jours aprés hépatectomie partielle (Figure 391). La perte du « KO » de la Reptine associée a
’apparition des cellules hypertrophiques est indépendante du modéle AlbCreER™ utilisé

puisque ce phenomene a également été observé 30 jours apres délétion de la Reptine par
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injection d’adénovirus ou d’AAV codant pour la recombinase Cre dans les souris Reptin'®/1°%,

Cela suggere que la Reptine est nécessaire a la survie des hépatocytes.
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Figure 39 : La perte de la Reptine a long terme induit ’apparition de cellules hypertrophiques en prolifération, dans
des conditions physiologiques et aprés hépatectomie partielle. (A) Images représentatives de coupes de foie colorées a
I’hématoxyline-€osine ou marquées au BrdU, a la caspase 3 et phospho-S6, provenant des souris Reptin™™ et Reptin<©, 30
jours aprés administration de tamoxiféne (barre d’échelle = 50 pm). (B) Diamétre moyen des hépatocytes des souris Reptinf/f
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et ReptintX©, 30 jours aprés administration de tamoxiféne (n=3). (C) Niveau protéique relatif de Reptine dans le foie et (D)
Ratio poids du foie sur poids total (LW/BW %) des souris Reptin/™ et Reptin-<°, 14, 21 et 30 jours aprés administration de
tamoxiféne (n=3). (E) Schéma expérimental de I’expérience de pression de tamoxiféne et images représentatives de 1’aspect
macroscopique du foie des souris Reptin™™ et Reptin-<©, aprés 30 de tamoxiféne en continu. (F) Images représentatives de
coupes de foie colorées a I’hématoxyline-éosine ou marquées a la caspase 3 (barre d’échelle = 50 um), (G) poids du foie sur
poids total (LW/BW %) (n=3) et (H) Niveau protéique relatif de Reptine dans le foie (n=3), provenant des souris Reptinf/ et
ReptintKO, aprés 30 de tamoxiféne en continu. (1) Images représentatives de coupes de foie colorées a I’hématoxyline-€osine,
provenant de souris Reptin™f et Reptint%©, 36 heures aprés hépatectomie partielle (barre d’échelle = 50 pum). Les fléches
indiquent un Tlot de cellules hypertrophiques. Tous les graphiques représentent la moyenne + 1’écart a la moyenne et la
significativité est indiquée comme suit : * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, ns (non significatif).

3.2. La perte de la Reptine a long terme induit la restauration totale d’un foie
«sauvage »

Nous avons également caractérisé ce modele d’invalidation de la Reptine a plus long
terme : 6 semaines et 9 mois apres administration de tamoxifene.

De facon inattendue, 6 semaines apres administration de tamoxiféne, une deuxieme
phase de régénération se met en place dans les souris Reptin“%°, impliquant probablement des
cellules progénitrices hépatiques : les cellules ovales. En effet, on observe une réaction
ductulaire importante avec des petites cellules en chaines, de forme ovoide, avec trés peu de
cytoplasme, de type cholangiocytaire, caractérisant bien les cellules ovales (Figure 40A). Par
ailleurs, la population de cellules hypertrophiques a complétement remplacé la population
d’hépatocytes hypotrophiques et 1’architecture hépatique semble en totale réorganisation.
Parallelement a ce phénomene, le ratio poids du foie sur poids total est restauré et méme
Iégerement augmenté (Figure 40B), et le niveau protéique de Reptine est complétement
restauré au niveau des souris contrdles (Figure 40C). Par ailleurs, on observe une diminution
du poids corporel dans les souris Reptin-“© a partir de 15 jours aprés administration de
tamoxifene (Figure 40F). Ce phénotype est récupéré lentement a partir de 30 jours, coincidant
avec ’apparition des cellules hypertrophiques ; il est completement restauré a 8 semaines,
coincidant avec la deuxieme étape de régénération hépatique par réaction ductulaire. Ces
résultats montrent un phénomene de régénération hépatique, associant la prolifération de
cellules progénitrices potentielles et une restauration du niveau normal de Reptine.

L’analyse du modéle d’invalidation de la Reptine, 9 mois apreés administration de
tamoxiféne, a révélé un foie normal histologiquement dans les souris Reptin“%©, similaire au
foie des souris contrdles (Figure 40D). En effet, la population hépatocytaire est homogeéne
avec un diametre hépatocytaire similaire aux hépatocytes normaux et 1’organisation lobulaire
est retrouvée. Le ratio poids du foie sur poids total est restauré et similaire a celui des souris
contrbles (Figure 40E). Ainsi, 9 mois apres administration de tamoxiféne on observe une
perte totale de I’extinction de la Reptine dans le foie des souris Reptin<©, avec la restauration

d’un foie normal.
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La perte du KO de la Reptine est donc associée a un nouveau phénomene de
régénération hépatique en deux étapes. Tout d’abord une étape de régénération qui
pourrait impliquer un processus de compétition cellulaire qui reste a démontrer, avec la
prolifération d’hépatocytes hypertrophiques, remplacant les cellules hypotrophiques
quiescentes. Ensuite, apparait une deuxieme étape de regénération avec une réaction
ductulaire, associée a la restauration d’un foie normal et d’une normalisation du niveau

de Reptine.
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Figure 40 : La perte de la Reptine a long terme induit la restauration totale d’un foie « sauvage » par une deuxiéme
étape impliquant la réaction ductulaire. (A) Images représentatives de coupes de foie colorées a I’hématoxyline-éosine,
provenant de souris Reptin™™ et Reptin“<©, 6 semaines aprés administration de tamoxiféne (barre d’échelle = 100 pm) avec
zoom sur I’image du foie de souris Reptint<®, montrant la réaction ductulaire. (B) Ratio poids du foie sur poids total
(LW/BW %) (n=4) et (C) Niveau protéique relatif de Reptine dans le foie (n=3) des souris Reptin™f et Reptin“<©, 6 semaines
aprés administration de tamoxiféene. (D) Images représentatives de coupes de foie colorées a 1’hématoxyline-éosine (barre
d’échelle = 50 um), (E) Ratio poids du foie sur poids total (LW/BW %) (n=3) et (F) Courbe de gain de poids des souris
Reptin®™ et Reptint<®, jusqu’a 8 semaines aprés administration de tamoxiféne (n=4). Tous les graphiques représentent la
moyenne + 1’écart a la moyenne et la significativité est indiquée comme suit : * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, ns (non
significatif).
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3.3. La Reptine est requise pour la prolifération des hépatocytes et la
régénération hépatique

Afin d’étudier le role de la Reptine dans la prolifération des hépatocytes durant la
régénération hépatique, nous avons réalisé¢ des expériences d’hépatectomie partielle sur des

fiffl et ReptinK®, 15 jours aprés administration de tamoxiféne et sacrifiées a

souris Reptin
différents temps aprés hépatectomie. Dans les souris contréles, on peut voir une augmentation
significative du niveau d’ARNm de Reptine au cours de la régenération hépatique, avec un
pic d’expression, 36 heures aprés hépatectomie (Figure 41A). Nous avons vérifié I’extinction
correcte de la Reptine chez les souris Reptin“%© dans ce modeéle de régénération induit par
hépatectomie des deux-tiers (Figure 41B). Nous avons alors analysé le ratio poids du foie sur
poids total a chaque temps apres hépatectomie partielle afin de déterminer la capacité a
régénérer la masse hépatique. On observe une nette diminution de ce ratio dans les souris
ReptinK© comparé aux souris contrdles aprés hépatectomie (Figure 41C). De plus, alors que
7 jours apres hépatectomie le ratio des souris contr6les augmente, le ratio des souris
Reptint“© n’évolue pas, indiquant un blocage de la régénération. Enfin, la survie des souris
ReptintKO, 7 jours aprés hépatectomie partielle, semble réduite, puisque sur trois souris, une a
da étre sacrifiée deux jours avant la fin de I’expérience et une autre avait perdu pres de 20 %
de son poids corporel. Ces résultats indiquent donc un défaut de régénération hépatique
dans les souris Reptin-X© aprés hépatectomie partielle.

La prolifération des hépatocytes est fortement inhibée par la perte de la Reptine. En
effet, alors que le pourcentage d’hépatocytes en prolifération (BrdU positifs) est compris entre
30 et 40% dans le foie des souris controle, 36 heures apres hépatectomie (Figure 41D), le
pourcentage d’hépatocytes en prolifération dans le foie des souris Reptin<© est de moins de
1%. La Reptine est donc essentielle a la prolifération des hépatocytes et a la régénération
hépatique.

Nous avons commenceé a préciser les voies de signalisation cellulaire qui sont altérées
dans les souris Reptintk® mais des analyses complémentaires sont nécessaires afin de
conclure. Comme attendu, il semble que la voie de signalisation mTORC1 soit altérée. En
effet, la protéine mTOR est déplétée dans le foie des souris Reptintk®, 36 heures aprés
hépatectomie (Figure 41E). De méme, la phosphorylation de S6K, augmentée dans le foie des
souris contrdles aprés hépatectomie, est inhibée dans le foie des souris Reptint“°, comme on
peut le voir par le « shift » de migration, et est associée a I’hyper-phosphorylation d’AKT. Par
ailleurs, la phosphorylation des MAPK ERK1 et 2 est diminuée dans les souris Reptin-<©

aprés hépatectomie, suggérant une inhibition de la voie des MAPKinases. Enfin, le niveau
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LKO aprés hépatectomie, suggérant

protéique de cycline A2 est diminué dans les souris Reptin
un blocage du cycle cellulaire. L’absence de régénération est donc associée a une
inhibition des signalisations mMTORC1 et MAPK/ERK ainsi que de I’expression de

cycline A2.
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41 : La Reptine est essentielle a la prolifération des hépatocytes et a la régénération hépatique apres

hépatectomie partielle. (A) Niveau relatif d’ARNm de Reptine dans le foie, au cours de la régénération hépatique apres
hépatectomie des deux-tiers dans le foie des souris controles (n=3). (B) Niveau relatif d’ARNm de Reptine dans le foie et (C)
Ratio poids du foie sur poids total (LW/BW %) au cours de la régénération hépatique aprés hépatectomie des deux-tiers dans
les souris Reptin/™ et Reptin-<© (n=3). (D) Images représentatives de coupes de foie marquées au BrdU provenant de souris
Reptin®™ et Reptin<©, 36 heures aprés hépatectomie des deux-tiers (barre d’échelle = 100 um), avec quantification des
hépatocytes BrdU positifs (n=2). (E) Western-blot représentatif de Reptine, mTOR, S6K, pAKT T308 et S473, Cycline A2 et
pERK1/2 dans le foie des souris Reptin™f et Reptink®, 36 heures aprés hépatectomie des deux-tiers. Tous les graphiques

140




RESULTATS Chapitre 11

représentent la moyenne + 1’écart a la moyenne et la significativité est indiquée comme suit : * p<0.05, ** p<0.01, ***
p<0.001, ns (non significatif).

De facon anecdotique, nous avons ensuite tiré profit de I’induction de I’invalidation de
la Reptine par le tamoxiféne, induisant une toxicité (Carthew et al., 1996; Kasahara et al.,
2003) dans le foie, suivie de la prolifération des hépatocytes environ 7 jours apres
administration de tamoxiféne. Nous avons vérifié¢ I’invalidation de la Reptine dans le foie
aprés sept jours. Le niveau d’ARNm de la Reptine est diminué de 85% et son niveau
protéique de 65% chez les souris Reptin<© (Figure 42A-B). Aprés sept jours, le tamoxiféne
induit la prolifération d’environ 3% des hépatocytes dans les souris contrdles, comme on peut
le voir par le marquage BrdU. Cependant, I’extinction de la Reptine est associée a la
prolifération de moins de 1% des hépatocytes apres traitement au tamoxifene (Figure 42C-D),

confirmant le réle de la Reptine dans la prolifération des hépatocytes.
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Figure 42 : La Reptine est requise pour la prolifération des hépatocytes induite par le tamoxiféene. (A) Niveau relatif
d’ARNm de Reptine et (B) Western-blot représentatif de la Reptine avec la quantification du niveau protéique relatif de
Reptine dans le foie des souris Reptin™ et Reptin“<©, 7 jours aprés administration de tamoxiféne (n=3). (C) Photographies
représentatives de coupes de foie de souris Reptin™™ et Reptin<©, 7 jours aprés administration de tamoxiféne, colorées a
I’hématoxyline-éosine-safran et marquées par immuno-histochimie anti-BrdU (Barre d’échelle = 100 um). (D) Quantification
du nombre d’hépatocytes BrdU positif dans les coupes de foies de souris Reptin™™ et Reptint<®, 7 jours apreés administration
de tamoxifene, marquées au BrdU (n=3). Tous les graphiques représentent la moyenne + I’écart a la moyenne et la
significativité est indiquée comme suit : * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, ns (non significatif).
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4. Conclusion

Pour conclure, ces résultats suggerent que la Reptine est nécessaire a la survie et a la
prolifération des hépatocytes in vivo. La perte de la Reptine dans le foie semble délétére et
induit une régénération hépatique en deux étapes, via des cellules hypertrophiques, qui
proliferent puis via des cellules ovales par réaction ductulaire. La Reptine est également
requise pour la prolifération des hépatocytes puisque la régénération hépatique induite par
hépatectomie partielle est fortement altérée. Les voies de signalisation mTOR et MAPK sont
affectées dans le foie des souris Reptint© et des investigations complémentaires sont
nécessaires afin de déterminer les mécanismes exacts. Cela suggéere que la Reptine est

essentielle pour I’homéostasie hépatique.
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Chapitre |

La Reptine dans le controle
du metabolisme hépatigue et
de la signalisation insuline

Nous avons montré que la Reptine est requise pour le maintien du niveau protéique de
mTOR dans le foie in vivo. La délétion de la Reptine entraine une déplétion de mTOR et, de
maniére surprenante, mene a une régulation opposée de la signalisation des complexes
mTORC1 et mTORC2. D’un c6té, cela induit un blocage de la signalisation mTORCI et du
programme transcriptionnel de la lipogenese et de la synthése de cholestérol. D’un autre coté,
cela induit une activation constitutive de la signalisation mTORC2 et un renforcement de
I’inhibition de la néoglucogenése et de la production de glucose hépatique. L’activité ATPase
de la Reptine est requise dans ces processus. Dans des souris avec une insulino-résistance
induite par un régime riche en graisses (HFD), la délétion de la Reptine dans le foie restaure
la sensibilité a I’insuline, via I’hyper-phosphorylation d’AKT, ainsi que la tolérance au
glucose, la stéatose hépatique et la lipidémie normale. Ces résultats suggérent que 1’inhibition
de I’expression ou de I’activité¢ de la Reptine représente une nouvelle stratégie thérapeutique
dans le syndrome métabolique et la stéatose hépatique. En conclusion, la Reptine maintient le
niveau protéiqgue de mTOR et régule de maniére opposée la signalisation des complexes

mTORCI1 et mTORC2 dans le foie, permettant de contrdler I’homéostasie glucido-lipidique.
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1. La Reptine réqule la stabilité de mTOR via le complexe R2TP
in Vivo

1.1. Réle de la Reptine au sein du complexe R2TP

Il a été montré in vitro que la Reptine controle I’assemblage et la stabilité des
protéines de la famille PIKK, dont mTOR fait partie, via le complexe R2TP (lzumi et al.,
2010; Horejsi et al., 2010). Nos résultats montrent pour la premiere fois que la Reptine régule
I’abondance protéique de mTOR in vivo chez le mammifére. En effet, le niveau protéique de

mTOR est largement diminué dans le foie des souris Reptint<®

alors que son niveau d’ARNm
ne I’est pas. De plus, I’abondance protéique de mTOR et d’autres PIKK comme ATR et
DNA-PKGcs est diminuée dans des hépatocytes primaires traités avec un inhibiteur de ’activité
ATPase du complexe Reptine/Pontine, indiquant que cette régulation est dépendante de
I’activité ATPase de Reptine et Pontine. Nous avons vérifié que cette régulation de
I’abondance de mTOR par la Reptine était indépendante du protéasome. Ces résultats sont
cohérents avec le modéle de régulation de la stabilité des PIKK nouvellement synthétisées par
le complexe R2TP. Le complexe R2TP favorise aussi I’assemblage du complexe mTORCI et
son activité (Takai et al., 2007, 2010; Kamano et al., 2013). Ce mécanisme pourrait aussi
contribuer a I’inhibition de I’activitt mMTORC1 et de ses cibles en aval apres délétion ou

inhibition de la Reptine.

1.2. La Reptine est un senseur énergétique important pour 1’activation de mTOR

Une étude structurale par cryo-microscopie électronique a révéelé que mTORC1 était
toujours retrouvé sous forme de dimeére. Cette dimérisation est importante pour 1’activation
compléte de mTORC1 (Yip et al, 2010). La Reptine au sein du complexe TTT-
Reptine/Pontine, apparenté au complexe R2TP/Prefoldin-like par interaction via Tel2,
interagit avec mTOR, régule la localisation lysosomale et la dimérisation du complexe
mTORC1 permettant son activation. Cette régulation est contr6lée par 1’état métabolique. En
effet, le complexe TTT-Reptine/Pontine est déstabilisé et inhibé par un niveau énergetique
faible (privation de glucose et glutamine) et associé¢ a une diminution de 1’activit¢ mTORC1
dépendante de I’activité ATPase de Reptine et Pontine (Kim et al., 2013). Une étude récente
chez la drosophile et chez I’homme confirme que le complexe TTT-Reptine/Pontine stimule
la dimérisation et I’activit¢ du complexe mTORCI. L’interaction du complexe TTT et

Reptine/Pontine et donc 1’assemblage de ce complexe est assurée par une protéine adaptatrice,
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wacky (WAC chez I’homme), de fagon dépendante de 1’état énergétique (Figure 43) (David-
Morrison et al., 2016). Dans ce complexe, la Reptine serait un senseur énergétique important

pour I’activité de mTOR.

LYSOSOME

Amino acid sensing

Figure 43 : WAC est un adaptateur pour I’assemblage du complexe
TTT-Reptine/Pontine qui est requise pour la dimérisation et
I’activation de mTORC1 dépendante de I’état énergétique. Adapté de
(David-Morrison et al., 2016)

2. La Reptine réqule différentiellement la signalisation mTORC1
etmTORC?2

2.1. La délétion de la Reptine inhibe la signalisation mTORC1

Nous avons montré que la délétion de la Reptine dans le foie induit un blocage de la
signalisation mTORCT1 et des voies qu’elle controle. Ces résultats étaient attendus étant donné
la forte déplétion de mTOR, kinase du complexe mTORC1. La taille réduite des hépatocytes
dans le foie des souris Reptin“%© est une caractéristique de I’inhibition de I’activit¢ mTORC1
(Pende et al., 2000; Fingar et al., 2002; Rachdi et al., 2008; Laplante and Sabatini, 2012). De
plus, le programme transcriptionnel de la lipogenése de novo et de la synthése de cholestérol,
contrélé par mTORC1, est fortement altéré dans le foie des souris Reptin“%© a I’état nourri.

Des résultats similaires ont été observés apres traitement a la rapamycine ou dans les modéles
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d’invalidation hépato-spécifique de Raptor (Yecies et al., 2011; Hagiwara et al., 2012). Cela
est vraisemblablement dii & la diminution de I’expression du facteur de transcription
SREBPI1c et de ses cibles. En effet, dans des hépatocytes primaires traités avec 1’inhibiteur
ATPase Reptine/Pontine, la réexpression de la forme active de SREBP1c est suffisante pour
réactiver 1’expression de I’enzyme clé de la lipogenése : FASN. Cependant des études ont
révélé que I’activation de mTORC1 n’est pas suffisante pour stimuler SREBPlc et la
lipogenese en absence de signalisation AKT (Yecies et al., 2011; Hagiwara et al., 2012). Dans
le foie des souris ReptintK®, SREBP1c et le programme transcriptionnel de la lipogenése sont
inhibés alors que la signalisation AKT est hyper-activee. Cela suggere que réciproguement,
AKT n’est pas suffisant pour induire la lipogenése en absence de 1’activation de mTORCI et
que I’activation conjointe de SREBP1c et AKT est nécessaire afin d’induire la lipogenése.

La signalisation mTORC1 est aussi connue pour inhiber le processus catabolique
d’autophagie (Ueno and Komatsu, 2017; Glick et al., 2010). Nos résultats préliminaires sont
en faveur d’une augmentation de 1’autophagie puisque le niveau protéique du géne
autophagique ATG12 est augmenté et que celui de la protéine de transport de
I’autophagosome SQSTM1/p62 est diminué dans le foie de souris Reptin“*© (Figure 44) et
dans des hépatocytes primaires traités avec 1’inhibiteur de I’activité ATPase du complexe
Reptine/Pontine. Dans le modéle de souris Reptin“®©, 1’autophagie pourrait donc étre
constitutivement activée et participer a la réduction de la stéatose hépatique chez les souris
nourries avec un régime riche en graisses. Cependant, des expériences supplémentaires pour
déterminer le niveau protéique de LC3B et sa localisation dans les autophagosomes, ainsi que
des expériences en bloquant certaines €tapes de 1’autophagie sont nécessaires afin de conclure

si ’autophagie est activée apres délétion ou inhibition de la Reptine.
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Figure 44 : Western-blot représentatif et quantification du niveau protéique relatif des
génes autophagiques dans le foie des souris ReptintK© a jeun et renourries (n=3). Tous
les graphiques représentent la moyenne + I’écart a la moyenne et la significativité est
indiquée comme suit : * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, ns (non significatif).

2.2. La délétion de la Reptine active la signalisation mTORC?2

Bien que I’abondance de mTOR soit fortement réduite dans le foie des souris
Reptint®©, I’activité du complexe mTORC2 et les voies de signalisation qu’il contrdle sont
paradoxalement augmentées. En effet, la phosphorylation d’AKT sur la sérine 473, spécifique
de mTORC2, ainsi que la phosphorylation de FOXO sont augmentées dans le foie des souris
Reptint“©. Cela renforce I’inhibition de la néoglucogenése et de la production de glucose
hépatique. De plus, la phosphorylation d’autres cibles en aval de mTORC2, NDRG1 et PKCa,
est également augmentée. 11 est connu que mTORC2 et PKCa jouent un réle important dans
I’organisation du cytosquelette (Jacinto et al., 2004; Sarbassov et al., 2004). Il serait
intéressant d’explorer le cytosquelette des hépatocytes dans les souris Reptin“%© au cours de
la réegénération hepatique, qui implique une hypertrophie des hépatocytes, ou au cours de la
carcinogenése hépatique et de I’invasion tumorale, qui implique des changements structurels

pour la transition épithélio-mésenchymateuse.
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2.3. Mécanismes impligués dans le découplage mTORC1-mTORC?2

Ce découplage surprenant des signalisations mTORC1 et mTORC?2 peut s’expliquer
par une combinaison de plusieurs mécanismes. Tout d’abord, il existe une boucle de
rétrocontr6le de mTORCL1 sur la signalisation insuline decrite précédemment (Um et al.,
2004). S6K, activé par mTORCI, induit la phosphorylation inhibitrice d’IRS1 sur les sérines
636/639 et le blocage de la signalisation PI3K/AKT et de I’activation de mTORC?2.
L’inhibition de I’activité de mTORC1 entraine la perte de ce rétrocontrdle et I’hyperactivation
d’AKT. Nous avons confirmé que la perte de la Reptine dans les hépatocytes primaires
induisait une diminution de la phosphorylation inhibitrice d’IRS1 aprés stimulation a
I’insuline. De plus, un autre rétrocontrole négatif de S6K, régulant directement 1’activité du
complexe mTORC2 via la phosphorylation de mSinl sur les thréonines 86 et 398 a été décrit,
et détaillé dans I’introduction (Liu et al., 2013). Toutefois, ce rétrocontrdle est controverse,
une autre proposition étant un rétrocontrdle positif d’AKT sur le complexe mTORC?2 via la
phosphorylation de mSinl sur la T86 (Humphrey et al., 2013). Dans le foie des souris
Reptint“© renourries, nous avons observé une diminution de la phosphorylation de mSini,
associée a une augmentation de ’activit¢ mTORC2. Nos résultats vont donc plutdt dans le
sens d’un rétrocontrdle négatif de S6K sur mTORC?2 via une phosphorylation inhibitrice de
mSinl, dans le foie murin. Enfin, un autre rétrocontrle négatif de S6K sur le complexe
mTORC?2 a été decrit via la phosphorylation de Rictor sur la thréonine 1135 (Julien et al.,
2010). Dans le foie des souris Reptin-<©, nous avons observé un « shift » de migration de
Rictor pouvant correspondre a une diminution de la phosphorylation sur la thréonine 1135,
cohérent avec une perte du rétrocontrdle négatif. Outre tous ces rétrocontréles, il a été montré
qu'une faible quantit¢ de mTOR est suffisante pour maintenir D’activit¢ du complexe
MTORCZ2, contrairement a celle de mTORCL1 (Sarbassov et al., 2005, 2006). Ainsi, le faible
niveau de protéine mTOR restant, associé a la perte des différents rétrocontrdles négatifs de
mTORC1 sur mTORC2, observée dans le foie des souris Reptin“®, peut expliquer
I’activation constitutive de mTORC2. Enfin, la Reptine pourrait contrler sélectivement
I’assemblage des complexes mTORC1 et mTORC?2 via le complexe de chaperonnage R2TP,
pour réguler différentiellement I’activité des complexes mMTORC1 et mTORC2. En effet, le
complexe R2TP n’est pas seulement impliqué dans la stabilisation de mTOR, mais, comme
discuté précédemment, des études montrent qu’il contrdle aussi I’assemblage et la
dimérisation du complexe mMTORC1 permettant son activation (Kim et al., 2013; Jain et al.,
2014; David-Morrison et al., 2016; Takai et al., 2010). Afin de déterminer si ’activité
différentielle de mTORC1 et mTORC2 pouvait étre due a un défaut d’assemblage des
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complexes, nous avons réalisé une immuno-précipitation de mTOR dans des hépatocytes
traités par un inhibiteur de I’activité ATPase du complexe Reptine/Pontine. L’inhibition de la
Reptine réduit fortement le niveau protéique de mTOR dans 1’extrait total mais la quantité de
Raptor et Rictor co-immuno-précipitée relative au niveau de mTOR immuno-précipité est
comparable (Figure 45). Ces résultats préliminaires suggeérent que la Reptine n’affecte pas
différemment 1’interaction de mTOR avec Raptor ou Rictor et donc ’assemblage des
complexes mTORC1 et mTORC?2. Toutefois, il est difficile d’étudier précisément et de fagon
comparative I’assemblage de ces complexes puisque les conditions expérimentales optimales
a mettre en ceuvre sont différentes pour MTORC1 et mTORC2, notamment en termes de

détergent et de concentrations en sels a utiliser (Sarbassov et al., 2004).
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Figure 45 : L’inhibition de I’activité ATPase de la Reptine n’affecte pas ’assemblage des
complexes mMTORC1 et mTORC2. Western-blot représentatif de mTOR, Rictor et Raptor
apres immuno-précipitation de mTOR dans des hépatocytes primaires traités avec inhibiteur
de Dactivit¢ ATPase du complexe Reptine/Pontine (1 puM). Des images de mTOR a
différentes expositions (MTOR (low) et mTOR (high)) sont montrés a cause de la différence
d’intensité importante entre le niveau de mTOR dans I’extrait total (input) et le surnageant
d’immuno-précipitation (A IP) comparé a I’extrait issu de I’immuno-précipitation (IP). La
tubuline a été utilisé comme contrdle de charge pour I’extrait total et le surnageant d’immuno-
précipitation.

Le modeéle Reptintk® fournit un contexte unique de régulation différentielle de
I’activité des complexes mTORC1 et mTORC?2 et pourrait permettre de mieux comprendre
les conséquences du ciblage thérapeutique de la voie de signalisation mTOR dans le

syndrome métabolique comme dans le cancer.
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3. Le role transcriptionnel de la Reptine est-il impligué dans la
régulation du métabolisme ?

Outre le controle du métabolisme par la régulation de la stabilité de la protéine mTOR,
la Reptine pourrait également contréler le métabolisme par la régulation de la transcription de
genes métaboliques. La Reptine interagit avec de nombreux facteurs transcriptionnels et fait
partie de complexes de remodelage de la chromatine (Gallant, 2007). Certains des effets
observés dans les souris Reptint“© pourraient donc aussi étre liés a une régulation de la
transcription par la Reptine. Par exemple, il a été montré au cours de la tumorigenese
hépatique induite par inactivation des genes de la famille Rb (TKO Rb) que la Reptine
interagit avec le facteur de transcription E2fl et facilite la transcription des génes
métaboliques qu’il contrdle, par remodelage de la chromatine (Tarangelo et al., 2015). Des
analyses de ChIP sont nécessaires afin de déterminer si, dans le foie normal, la Reptine et E2F
contrélent la transcription de génes métaboliques.

Suite aux suggestions de nos «reviewers», nous avons egalement exploré si
I’expression de IRS1 et IRS2, impliqué dans la résistance hépatique sélective (Kubota et al.,
2016) était affectée par la perte de la Reptine. Nous avons montré que le niveau d’ARNm
d’IRS1 est diminu¢ dans des hépatocytes traités avec l'inhibiteur ATPase Reptine/Pontine

alors que celui d’IRS2 est augmenté en compensation (Figure 46).
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Figure 46 : L'inhibition de I'activité ATPase de la Reptine affecte différemment le niveau
d'expression d'IRS1 et IRS2. (A-B) Niveau relative d’ARNm (A) d’IRS1 et (B) d’IRS2 dans des
hépatocytes primaires traités avec inhibiteur de 1’activité ATPase du complexe Reptine/Pontine (1
UM) (n=3). Les graphiques représentent la moyenne + 1’écart a la moyenne et la significativité est
indiquée par la valeur de p.

Ces résultats suggerent que la Reptine est impliqué dans la régulation de la

transcription d’IRS1 et IRS2, ce qui pourrait renforcer un rdle important de la Reptine dans de
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développement de la pathologie lié au syndrome metabolique. En effet, I’inhibition de la
Reptine méne a un profil d’expression opposé a celui des patients avec une résistance a
I’insuline, ce qui est cohérent avec I’inhibition de la lipogenése et le renforcement de
I’inhibition de la néoglucogenése observée apres invalidation ou inhibition de la Reptine. La
diminution de I’expression d’IRS1 pourrait contribuer a I’inhibition de la lipogenése par
I’inhibition de la signalisation mTORCI1 alors que I’augmentation de I’expression d’IRS2
pourrait contribuer au renforcement de I’inhibition de la néoglucogenése par la stimulation de
la signalisation mTORC2. Cependant le mécanisme exact de la régulation de I’expression
d’IRS1 et IRS2 reste a déterminer.

Il est intéressant de noter que la Reptine est impliquée dans la régulation de la
transcription par interaction avec la B-caténine (Bauer et al., 1998, 2000; Feng et al., 2003).
Or il a été montré que la voie Wnt/B-caténine joue un réle important dans la zonation
métabolique et que la B-caténine est préférentiellement activée dans la zone péri-veineuse
(Benhamouche et al., 2006). La voie Wnt/Bcaténine régule la transcription d’IRS1 (Bommer
et al., 2010; Yoon et al., 2010). Kubota et al. ont confirmé que la B-caténine régulait la
transcription d’IRS1 mais pas d’IRS2 dans des cellules hépatiques de rat H4IIE. Le complexe
B-caténine/TCF4 interagit directement avec le promoteur d’IRS1 et régule sa transcription,
contribuant au gradient zonal d’IRS1 dans le foie (Kubota et al., 2016). La Reptine pourrait
donc contrdler la transcription d’IRS1 et IRS2 via la voie Wnt/f3-caténine.

Dans notre modéle Reptin“X©, des analyses complémentaires sont nécessaires pour
déterminer si les phénotypes métaboliques observés sont liés, au moins en partie, a des effets
transcriptionnels. De plus, une analyse globale du rdle transcriptionnel de la Reptine en
identifiant ses cibles transcriptionnelles par ChIPseq (séquencage apreés immuno-précipitation
de la chromatine) dans des hépatocytes primaires permettrait de déterminer si elle régule des

genes clés du métabolisme hépatique.

4. La Reptine est une potentielle cible thérapeutique dans le
syndrome métabolique

Nous avons montré que la délétion de la Reptine dans le foie permettait tres
rapidement la normalisation des phénotypes liés au syndrome meétabolique tels que la
résistance a I’insuline, I’hyperlipidémie et la stéatose hépatique.

Cela peut s’expliquer par une combinaison de mécanismes. Tout d’abord, la régulation
différentielle de I’activité¢ des complexes mMTORC1 et mTORC2, inhibant la lipogenése et la
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néoglucogenése, respectivement, participe fortement a la réduction de la production de lipides
et de glucose hépatique.

D’autre part, la p-oxydation et la cétogenése des acides gras dans le foie peuvent
contribuer a la réduction de la lipidémie. La B-oxydation est altérée dans la résistance a
I’insuline. En effet, la B-oxydation est diminuée dans la stéatose hépatique non alcoolique,
ainsi que I’expression du récepteur nucléaire PPARa, facteur de transcription majeur régulant
la B-oxydation. PPARa. est requis pour la protection contre la stéatose hépatique en régulant
FGF21 et la B-oxydation. En effet, la délétion de PPARa induit une stéatose hépatique dans
un modele de lipolyse chronique induite par un régime déficient en méthionine et choline,
mais aussi dans le vieillissement. C’est donc une cible thérapeutique pour le traitement de la
stéatose hépatique non-alcoolique (Montagner et al., 2016; Staels et al., 2013). Nos résultats
préliminaires suggérent que la p-oxydation pourrait contribuer a faible mesure a la réduction
de la stéatose hépatique dans les souris Reptin“%°, Une analyse compléte du métabolisme
oxydatif permettrait de déterminer le rdle de la Reptine dans ce processus.

Par ailleurs, il existe une communication entre le foie, le tissu adipeux, les muscles
squelettiques et d’autres organes, permettant des échanges de substrats métaboliques et de
réguler ’homéostasie énergétique globale via des hépatokines, adipokines et autres hormones,
décrites en introduction (Shimizu et al., 2015; Jung et al., 2016). Cette communication permet
entre-autre d’induire la lipolyse du tissu adipeux, libérant des acides gras qui peuvent étre
métabolisés par le foie via la B-oxydation (Stefan and Haring, 2013). De plus, la lipolyse du
tissu adipeux contribue a la perte de poids. Les souris ReptintK® présentent une perte de poids
et une diminution de la masse grasse, comparé aux souris contrdles, 15 jours apres
I’invalidation de la Reptine. Nous avons alors tent¢ de déterminer si la lipolyse était
augmentée dans le tissu adipeux des souris Reptin“%©. Nos résultats préliminaires montrent
que la morphologie du tissu adipeux des souris Reptin-KC est similaire a celle des souris
contrdles et I’expression de la lipase ATGL est inchangée. Il semble donc que la lipolyse ne
soit pas augmentée 15 jours apres invalidation de la Reptine. Cependant, la perte de poids
s’accentue 21 jours aprés I’invalidation de la Reptine et on observe alors une augmentation
significative de I1’hépatokine Fgf21, qui était légerement augmentée 15 jours apres
invalidation de la Reptine. Cela suggere que la lipolyse pourrait étre augmentée seulement a
J21 et étre une conséquence indirecte afin de compenser la perte énergétique observée dans
ces souris Reptint<©. En effet, il a été montré que Fgf21 est impliqué dans I’induction de la B-
oxydation et de la cétogenése dans le foie (Potthoff et al., 2009) ainsi que dans la lipolyse du
tissu adipeux (Shimizu et al., 2015). De plus, la leptine, hormone de la satiété produite

principalement par le tissu adipeux mais aussi par le foie (EI-Badawy et al., 2004), est
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augmentée dans le plasma des souris Reptint<©

sous alimentation riche en graisses et pourrait
expliquer cette perte de poids ainsi que la réduction de la stéatose hépatique. En effet, la
Leptine a un réle anti-stéatosique en régulant 1’expression de SREBPI1c et en promouvant la

[B-oxydation et la thermogenése (Kakuma et al., 2000).

5. La Reptine est-elle impliguée dans la pathogenése de la
résistance a ’insuline dans le foie ?

Puisque la perte de la Reptine est associée a une amelioration des phénotypes du
syndrome métabolique, nous avons suggéré que la Reptine pourrait étre surexprimée dans la
pathologie du syndrome métabolique et y jouer un réle causal. Dans le foie de souris sous
alimentation riche en graisses pendant 14 semaines, nous n’avons pas observé de changement
de I’expression de la Reptine. Cependant, chez les souris obeses Db/Db, mutées pour le
récepteur de la leptine, le niveau d’ARNm de la Reptine est fortement augmenté dans le foie.
Chez les souris obeses Ob/Ob, mutées pour la leptine, cette augmentation du niveau de
Reptine est observée a 12 semaines d’dge mais pas a 4 semaines. Or, les souris Ob/Ob a 4
semaines présentent une glycémie normale alors qu’a 12 semaines elles présentent une
hyperglycémie. En ré-analysant le transcriptome d’une étude sur une petite série de patients
obeses avec un diabete plus ou moins bien contrélé (Pihlajaméki et al., 2009), nous avons
observé que le niveau d’ARNm de la Reptine est augmenté non pas dans le foie de patients
avec une obésité seule, mais chez les patients obeses et diabétiques. L’analyse du niveau de
Reptine dans une large cohorte de patients avec un syndrome métabolique selon le degré
d’insulino-résistance devrait permettre de conclure sur la surexpression de la Reptine dans le
syndrome métabolique et si elle est liée a la résistance a I’insuline. Toutefois, le mécanisme

permettant de surexprimer la Reptine dans le syndrome métabolique est inconnu.

6. Reptine et signalisation insuline dans les cellules de CHC

Dans I’article publié¢ dans le journal « Cell Biochemistry and Function », nous avons
montré que la Reptine régule la signalisation de I’insuline dans des lignées cellulaires de CHC
via la régulation de la phosphatase PTPN6. En effet, la déplétion de la Reptine par siRNA
résulte en une augmentation de la phosphorylation d’AKT sur la thréonine 308 et sur la sérine

473, en réponse a I’insuline. Auparavant, une seule étude avait montré un réle de la Reptine
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dans la régulation de la phosphorylation d’AS160, substrat d’AKT et la translocation de
GLUT4 dans des adipocytes murins, en réponse a I’insuline (Xie et al., 2009). Cette étude
montre que la Reptine interagit directement avec AS160, mais la phosphorylation d’AKT
elle-méme, et la signalisation insuline n’ont pas été explorées. Nous avons montré que
I’hyper-phosphorylation d’AKT, lorsque la Reptine est déplétée, était associée a une hyper-
phosphorylation de la sous-unité p85 de PI3K, alors qu’il n’y avait pas d’augmentation de la
phosphorylation du récepteur a I’insuline, ni de son substrat IRS1. Cela suggére donc un
défaut de déphosphorylation de p85. La sous-unité p85 de PI3K est le principal substrat de la
tyrosine phosphatase PTPN6, ou SHP-1 (Xu et al., 2014). La déphosphorylation de p85 par
PTPNG6 induit une diminution de I’activité de PI3K. Il a ét¢ montré dans un modé¢le murin
transgénique que la délétion hépato-spécifique de PTPNG6 induit une augmentation de la
phosphorylation d’AKT (Xu et al., 2012; Dubois et al., 2006). Ces données suggerent que la
diminution de I’expression de PTPN6 suivant la déplétion de la Reptine par siARN est bien
responsable de I’augmentation de la phosphorylation de PI3K et d’AKT. Nous avons montré
que la déplétion de la Reptine diminue I’expression protéique et d’ARNm de PTPNG6.
Cependant, le mécanisme exact par lequel la Reptine controle 1’expression de PTPN6 n’a pas
été exploré. Etant donné le réle important de la Reptine dans la transcription en tant que
cofacteur transcriptionnel (pour revue (Gallant, 2007; Grigoletto et al., 2011)), il est probable
que la Reptine régule la transcription de PTPNG6 afin de contrbler son expression. Des
analyses approfondies de 1’activité transcriptionnelle de la Reptine sur le promoteur de
PTPNG6 par test luciférase ou par « ChlPseq » (Séquencage aprés immuno-précipitation de la
chromatine) seraient nécessaires pour conclure.

La régulation de la signalisation AKT par la Reptine a été explorée in vitro dans des
cellules cancéreuses de CHC, et in vivo dans le foie en physiologie et dans la pathologie du
syndrome metabolique. Bien qu’elle ait été étudiée dans deux systemes différents, il est
possible de les comparer et de transposer certains mécanismes. Nous avons montré que la
phosphorylation d’AKT était amplifiée par la déplétion de la Reptine aussi bien dans des
lignées de CHC in vitro que dans le foie in vivo. Dans les deux cas, cet effet est associé a une
importante réduction de I’abondance protéique de mTOR. En effet, des données non publiées
du laboratoire montrent une diminution protéique de mTOR et de la phosphorylation d’une
des cibles en aval de mTORC1, S6K, dans des lignées cellulaires de CHC apres extinction de
la Reptine par shRNA, associées a une diminution de la phosphorylation d’IRS1 sur la sérine
636. La phosphorylation d’AKT est donc régulée, aussi bien par la diminution de I’expression
de la phosphatase PTPNG6 dans des cellules cancéreuses de CHC in vitro, que par la perte des

rétrocontrbles négatifs de S6K sur IRS via la déplétion de mTOR dans le foie en physiologie
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in vivo et dans les cellules de CHC in vitro. Etant donné le nombre important de régulations
présentes dans la voie de signalisation PIBK/AKT/mTOR, il se pourrait que ces deux
régulations coexistent. Cependant, nous n’avons pas observé de diminution de 1’expression de

PTPNG dans le foie des souris Reptin-<©

en physiologie in vivo. Les différences de régulation
pourraient étre contexte-dépendantes, selon 1’état physiologique ou cancéreux. Il est possible

que la régulation d’AKT par la Reptine via PTPN6 n’existe que dans les cellules cancéreuses.
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Chapitre 11

a Reptine dans la
régeneration hepatique

Au cours de la caractérisation de notre modéle, nous nous sommes rapidement rendu
compte que le KO de la Reptine était instable et que le foie des souris Reptin<° (mais aussi
apreés invalidation par une injection d’adénovirus Cre ou d’AAV Cre) retrouvait un niveau
d’expression de la Reptine normal.

Nous avons observé la présence de cellules hypertrophiques dans le foie des souris
Reptint%©, 30 jours aprés délétion de la Reptine. L’apparition de ces cellules coincide avec
une augmentation du ratio poids du foie/poids total et du niveau de Reptine dans le foie de ces
souris. L administration répétée de tamoxiféne dans les souris Reptin“©, utilisée pour induire
la délétion de la Reptine dans les cellules qui auraient pu y échapper, accélére au contraire
I’apparition de ces cellules hypertrophiques et 1’apoptose des cellules hypotrophiques, et
augmente le ratio poids du foie/poids total et le niveau d’expression de Reptine hépatique.
Notre hypothese est que ces cellules, BrdU positives, proliferent et induisent I’apoptose des
cellules hypotrophiques adjacentes, caspase 3 positive, par un processus de compétition
cellulaire.

Six semaines aprés la délétion de la Reptine dans les souris Reptin“%©, le ratio poids
du foie/poids total ainsi que le niveau de Reptine dans le foie sont restaurés a la normale. A ce
moment, nous notons également 1’apparition d’une réaction ductulaire qui pourrait participer
au repeuplement du foie par des cellules qui expriment la Reptine. Enfin, neuf mois apres la
délétion de la Reptine dans les souris Reptint<©, le foie est indistinguable du foie des souris

contréle au plan histologique, et le niveau de Reptine est identique aux souris contrdles.
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L’ensemble de ces resultats suggerent que la Reptine est nécessaire a la survie des
hépatocytes.

Dans le modele d’hépatectomie partielle, nous avons montré que la Reptine est
nécessaire a la prolifération des hépatocytes in vivo et a la régénération hépatique. En effet, la
prolifération des hépatocytes est fortement altérée dans les souris Reptin-<© 36 heures aprés
hépatectomie partielle et ces souris présentent un defaut de régénération, associé a une
altération de la voie de signalisation PISBK/AKT/mTOR ainsi que de I’expression de cyclines.

Cependant, le mécanisme exact de 1’inhibition de la prolifération reste a déterminer.

1. La Reptine est essentielle a la survie des hépatocytes

1.1. La diminution de I’expression de la Reptine dans les souris Reptin-¥© est
rapidement compensée par un phénomeéne de régénération hépatigue

1.1.1. Le mystere des cellules hypertrophiques

Nous avons généré et caractérisé un nouveau modele d’invalidation de la Reptine
hépato-spécifique. Nous avons observé une diminution de I’expression de la Reptine de 85%
en ARNm et 70% en protéine dans le foie total entre J14 et J21 aprés injection de tamoxiféne.
Etant donné la présence des cellules non hépatocytaires, comme les cellules biliaires qui
expriment fortement la Reptine (Rousseau et al., 2007), ou les cellules endothéliales, notre
hypothese est que ces cellules qui n’expriment pas 1’albumine ne sont pas touchées par la
recombinaison de la Cre recombinase. Nous avons tenté sans succés de mesurer précisement
le niveau d’extinction de la Reptine dans les hépatocytes. En effet, aucun anticorps anti-
Reptine disponible ne donnait de résultats utilisables en immuno-histochimie chez la souris.
Nous avons aussi tenté d’isoler des hépatocytes apres délétion in vivo de la Reptine, mais leur
viabilité était insuffisante. Des expériences d’hybridation in situ de la Reptine, en cours,
devraient permettre de déterminer 1’extinction dans les hépatocytes. Toutefois, 1’extinction de
I’expression protéique de la Reptine mesurée dans le foie total est de plus de 70% et est
cohérente avec une extinction majeure dans les hépatocytes.

Alors qu’a 15 jours apres la délétion de la Reptine, la taille des hépatocytes est
diminuée, 30 jours apres la délétion de la Reptine, des cellules hypertrophigques apparaissent.
Dans les souris ReptintK®, P’apparition de ces cellules coincide avec 1’augmentation de
I’expression de la Reptine dans le foie. En effet la déplétion de la Reptine dans le foie au
niveau protéique passe de 70% a seulement 40% de J15 a J30. De plus, cela est associé a la
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restauration partielle du ratio poids du foie/poids total, suggérant I’initiation d’une
régénération hépatique. De facon intéressante, ce phénomene a été observé aussi bien dans le
modéle AlbCreER™ que dans les modéles d’invalidation induits par injection d’adénovirus ou
d’AAV codant pour la Cre-recombinase (données non montrées). La caractérisation
approfondie de ces cellules est donc primordiale afin de répondre a plusieurs questions a leur
sujet : que sont ces cellules, quelle est leur origine, quel est leur génotype (Reptin® ou
Reptin™VT), comment sont-elles apparues, quel est leur role... ? Nous avons commencé cette
caractérisation. Histologiquement, ces cellules sont de morphologie hépatocytaire avec un
ratio nucléo-cytoplasmique similaire a celui d’hépatocytes normaux. Nous avons montré que
ces cellules sont en prolifération puisqu’elles sont BrdU positives et que des figures
mitotiques y ont été observées.

Par ailleurs ces cellules présentent un marquage phospho-S6 tres important, reflétant
indirectement un niveau élevé de Reptine dans cellules. Ce résultat amene de nouvelles
questions. Si ces cellules expriment fortement la Reptine, quelle est 1’origine de ces cellules,
pourquoi ont-elles échappé a la délétion de la Reptine induite par le tamoxiféne ou par les
AdCre et AAVCre, méme a forte dose ? Plusieurs hypothéses sont envisageables. Certains
hépatocytes pourraient avoir échappé a I’induction de la délétion par le tamoxiféne a cause
d’une dose insuffisante. Cependant, 1’administration répétée de tamoxifene afin d’éviter cet
éventuel echappement, est associée a une accélération de I’apparition des cellules
hypertrophiques. De plus, cette pression de tamoxiféne est associée a une plus forte
augmentation du ratio poids du foie/poids total des souris Reptin“*®, ainsi que du niveau
protéique de Reptine. Une hyperméthylation du promoteur de 1’albumine dans les souris
AlbCre-ER™ est envisageable mais des résultats similaires ont été observés lorsque la
recombinase Cre était introduite avec un adénovirus Cre ou un AAV Cre. Ces cellules
pourraient aussi provenir de progéniteurs hépatocytaires exprimant faiblement 1’albumine et
seraient donc peu sensibles a I’induction de la délétion de la Reptine par la recombinase Cre,
sous le contréle du promoteur albumine. L’origine de ces cellules pourrait également étre
extra-hépatique. 1l a été montré que des cellules souches de la moelle osseuse pouvaient
migrer dans le foie et se différencier en hépatocytes ou fusionner avec des hépatocytes
(Petersen et al., 1999; Lagasse et al., 2000; Vassilopoulos et al., 2003; Fausto and Campbell,
2003; Pedone et al., 2017). Cela expliquerait que ces cellules puissent surexprimer la Reptine
car elles n’expriment pas I’albumine et n’auraient donc pas subi la délétion induite par le
tamoxifene. Toutefois, cela reste une hypothése. Des expériences de tracage cellulaire par
croisement des souris ReptintK® avec des souris contenant une construction avec un geéne

rapporteur de I’activité Cre-recombinase permettraient de déterminer 1’origine de ces cellules.
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Ces cellules hypertrophiques de type hépatocytaire, observées dans le foie des souris
ReptinK© aprés 30 jours de délétion de la Reptine, ont également été observées plus rarement
dans le foie des souris Reptintk® a partir de 36 heures aprés hépatectomie partielle.
Cependant, I’évolution clinique des souris indique que ce mécanisme de compétition
cellulaire ne semble pas suffisant pour assurer la régéenération hépatique aprés hépatectomie
partielle dans les souris Reptint<©,

Seuls quelques cas cliniques rares d’hépatites a cellules géantes chez ’enfant ou chez
’adulte rapportent 1’existence de cellules de grande taille plus ou moins similaires dans le foie
suite a des défaillances hépatiques sévéres a cause d’un probléme auto-immun ou d’une
intoxication (Cho et al., 2016; Shetty et al., 2016; Ikawa et al., 2016). Une étude du modeéle
murin d’invalidation de Raptor dans le foie a également montré des hépatocytes de taille
anormale (Umemura et al., 2014). La description histologique de ces cellules est cependant
peu approfondie et aucun mécanisme n’a €été mis en évidence. De plus, la similarité
morphologique avec les cellules observées dans le foie des souris Reptint© est assez faible.
Elles présentent un rapport nucléo-cytoplasmique faible avec trois ou quatre noyaux et un
large cytoplasme alors que les cellules hypertrophiques observées dans le foie des souris
ReptintKO présentent un rapport nucléo-cytoplasmique élevé avec un seul noyau en général.

La microdissection des cellules suivie d’une analyse globale par spectrométrie de
masse devrait permettre de répondre aux nombreuses questions posées (notamment leur
identité et leur origine) concernant ces cellules, comparées aux cellules hypotrophiques
présentes dans le foie des souris Reptin““® mais aussi aux hépatocytes normaux dans les
souris contrbles. Le génotypage de ces cellules aprés microdissection permettrait également
de savoir si elles ont échappé a la recombinaison.

1.1.2. Les cellules hypertrophiques sont-elles des « winner cells » ?

Nos résultats suggérent un phénomene similaire au mécanisme de compétition
cellulaire. Notre hypothése est que I’invalidation de la Reptine, assurée par 1’administration
chronique de tamoxiféne, étant toxique pour les hépatocytes, cela accélére le phénomeéne en
induisant une forte apoptose des hépatocytes hypotrophiques (Reptin©) et une stimulation
plus forte de la régénération par les cellules hypertrophiques (surexprimant probablement la
Reptine) qui remplace peu a peu les hépatocytes hypotrophiques afin de compenser la perte
délétére de la Reptine. Ce phénoméne de compétition cellulaire a été décrit précédemment
chez la drosophile (Moreno and Basler, 2004; De la Cova et al., 2004). Dans ce concept, les
cellules prolifératives (« winner ») induisent 1’apoptose des cellules adjacentes moins

prolifératives (« loser ») et les remplacent par prolifération afin de les remplacer et de réguler
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la taille des tissus dans le developpement normal des organes. Ce concept repose sur la théorie
de I’évolution de Charles Darwin et le modéle « winner - loser ». En effet, les cellules
hypertrophiques prolifératives peuvent étre considérées comme des cellules « winner » qui
induisent 1’apoptose des cellules hypotrophiques, pouvant étre considérées comme des
cellules «loser ». En effet, le marquage de la caspase 3 activée par immuno-histochimie
révéle une apoptose des cellules hypotrophiques en périphérie des Tlots de cellules
hypertrophiques.

La compéetition cellulaire peut exister dans le foie. Une étude montre que des
progéniteurs hépatiques foetaux ou hépatoblastes transplantés aprés hépatectomie partielle
sont capables de proliférer, se différencier en hépatocytes et remplacer progressivement les
cellules hépatiques hotes jusqu’a 23,5% six mois aprés hépatectomie particlle (Oertel et al.,
2006). La repopulation du foie par ces cellules est fondée sur leur plus grande capacité
proliférative, ainsi qu’a I’induction de 1’apoptose des cellules hépatiques hotes adjacentes

(Figure 47).
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Figure 47 : Modeéle de régénération hépatique par compétition cellulaire. Adapté de (Vivarelli et al., 2012)

Ce mécanisme pourrait servir a concevoir des stratégies thérapeutiques pour la
régénération hépatique dans le cas de désordre fonctionnel ainsi qu’en médecine régénérative
pour d’autres organes et une grande variété de dysfonctionnements (Vivarelli et al., 2012).

Le facteur de transcription Myc est un régulateur clé de ce processus de compétition
cellulaire. Chez la drosophile, sa surexpression permet aux cellules d’acquérir le statut de
«winner » et de remplacer les cellules « loser » qui expriment plus faiblement Myc (Moreno
and Basler, 2004; De la Cova et al., 2004). 1l serait donc intéressant de déterminer le niveau
d’expression de Myc par immuno-histochimie dans les cellules hypertrophiques et
hypotrophiques dans le foie des souris Reptin©, 30 jours aprés délétion de la Reptine. Myc
représente un candidat puisqu’il régule la transcription de la Reptine et inversement la
Reptine régule I’activité de Myc (Menssen and Hermeking, 2002; Fan et al., 2010; Zeller et
al., 2006; Walz et al.,, 2014; Bauer et al., 1998, 2000). Par ailleurs, d’autres voies de
signalisation qui stimulent la croissance et la survie cellulaire ont été impliquées dans la

163



DISCUSSION Chapitre 11

compétition cellulaire : la voie Hippo/YAP, la voie Wnt/B-caténine et la voie JAK/STAT.
L’activation de YAP promeut la compétition cellulaire de fagon dépendante de Myc, alors que
I’activation des voies Wnt/B-caténine et JAK/STAT confére un statut de «super-
compétiteur » indépendamment de Myc (pour revue (Penzo-Méndez and Stanger, 2014)).
Etant donné le lien étroit entre Reptine et B-caténine, 1’exploration de la voie Wnt/B-caténine
serait aussi intéressante dans ce contexte. Il est donc important de confirmer le niveau de

Reptine et de Myc dans les cellules hypertrophiques et de déterminer leur origine.

1.2. Une deuxieme étape de régénération fait appel a une infiltration ductulaire
et aboutit a la restauration d’un foie normal

Nous avons observé une infiltration de petites cellules ovoides au niveau périportal au
travers du parenchyme hépatocytaire dans le foie des souris Reptin<C aprés 6 semaines de
délétion de la Reptine. Ces cellules ressemblent a des cellules ovales lors d’une réaction
ductulaire mais des analyses complémentaires par immuno-histochimie des marqueurs
specifiques des cellules ovales sont nécessaires afin de bien caractériser ces cellules. Cette
réaction ductulaire est cohérente avec les propriétés de régénération hépatique des cellules
ovales afin de restaurer un foie normal. L’observation de cette réaction ductulaire dans le foie
des souris Reptin“*© six semaines aprés administration de tamoxiféne suggére donc un
deuxiéme phénomeéne de régénération, qui est associé a la restauration totale de I’expression
de la Reptine dans le foie et donc la perte du KO de la Reptine. L’apparition d’une réaction
ductulaire se produit en général lorsque la prolifération des hépatocytes est inhibée (Farber,
1956; Fausto and Campbell, 2003). Cependant, dans le modéle Reptin<®, un phénomeéne de
régénération faisant intervenir des hépatocytes hypertrophiques en prolifération précéde la
réaction ductulaire. 1l semble donc que la prolifération des hépatocytes hypertrophique ne soit
pas suffisante pour régénérer le foie apres invalidation de la Reptine et que la prolifération de
cellules progénitrices intervienne.

Notre hypotheése est que dans un premier temps, un processus de compétition cellulaire
se met en place avec I’apparition de cellules hypertrophiques ; puis dans un second temps, une
deuxieme etape de régénération intervient avec la prolifération de cellules ovales par réaction
ductulaire. Finalement, apres ces deux étapes de régénération, le foie est semblable a un foie
de souris « sauvage ». La délétion a long terme de la Reptine dans le foie est donc un modele
unique de régénération, en deux étapes, combinant plusieurs mécanismes de régéneration,
d’abord la compétition cellulaire entre hépatocytes matures puis la réaction ductulaire avec les
cellules ovales.
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2. La Reptine est requise pour la prolifération des hépatocytes

2.1. La délétion de la Reptine blogue la prolifération des hépatocytes

Nous avons montré que la Reptine est nécessaire a la prolifération des hépatocytes in
vivo. En effet, la délétion de la Reptine dans foie induit une forte inhibition de la prolifération
des hépatocytes dans le modéle bien connu de régénération aprés hépatectomie partielle. Ces
résultats sont cohérents avec les données de la littérature, montrant que la Reptine est
impliquée dans la prolifération cellulaire dans de nombreux modeles, comme cité en
introduction (Ménard et al., 2010; Rousseau et al., 2007; Grigoletto et al., 2013; Etard et al.,
2005; Bellosta et al., 2005). Le laboratoire a en effet montré que la Reptine est impliquée dans
la prolifération des cellules cancéreuses de CHC in vitro et dans la croissance tumorale de
xenogreffes de CHC sous-cutanées. La Reptine est également impliquée dans la régulation de
la sénescence et de ’apoptose (Ménard et al. 2010; Rousseau et al. 2007; Grigoletto et al.
2013), qui pourraient jouer un role dans la prolifération des hépatocytes. Cependant, les
mécanismes impliqués dans la régulation de la prolifération des hépatocytes par la Reptine en

physiologie restent a déterminer.

2.2. La Reptine est impliquée dans la progression G1/S du cycle cellulaire

Nous avons montré que le niveau d’ARNm de la Reptine dans le foie des souris
contréles varie au cours de la régénération induite par hépatectomie partielle, avec un pic a 36
heures apres résection. Cela suggére que la Reptine est nécessaire a la prolifération au cours
de la régénération et qu’elle est importante au cours de la phase G1/S du cycle cellulaire. Une
étude a montré des résultats discordants, indiquant que le niveau d’ARNm de la Reptine
n’était pas modifié au cours de la régénération apres hépatectomie partielle (Otu et al., 2007).
Une analyse plus approfondie est nécessaire afin de déterminer comment et par quel
mécanisme la Reptine est régulée au cours de la régénération. Différentes voies de
signalisation, telles que la voie MAPK/ERK, PI3K/AKT/mTOR et Wnt/B-caténine pourraient
étre impliquées dans [I’inhibition de la prolifération des hépatocytes au cours de la
régénération par blocage du cycle cellulaire dans les souris Reptin-<©.

La voie MAPK/ERK est fortement impliquée dans la progression du cycle cellulaire et
la prolifération des hépatocytes. En effet, I’activation de ERK1/2 est associée a 1’induction de
cycline D1 et I’entrée dans le cycle cellulaire en phase G1 (Talarmin et al., 1999; Taub,

2004). Nous avons observé une diminution de la phosphorylation de ERK1/2 dans le foie des
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souris Reptin<©

aprés hépatectomie partielle, suggérant que [’activation de la voie
MAPK/ERK1/2 est altérée. Cela pourrait contribuer a la diminution de la prolifération des
hépatocytes. Cependant le mécanisme par lequel la Reptine pourrait réguler la voie
MAPK/ERK reste a élucider.

La voie Wnt/B-caténine est également impliquée dans I’induction de la prolifération
des hépatocytes durant la régénération (Monga et al., 2001; Tan et al., 2006). En effet, la B-
caténine contrdle la prolifération hépatocytaire de maniere cellule autonome en régulant la
transcription de cycline D1, mais aussi de manicre paracrine en régulant I’expression de
TGFa (Torre et al.,, 2011). Etant donné que la Reptine interagit avec la B-caténine pour
controler la transcription (Bauer et al., 1998, 2000), la Reptine pourrait donc contréler la
transcription des cyclines via la B-caténine. Aprés hépatectomie partielle, nos résultats
préliminaires indiquent que la délétion de la Reptine dans le foie est associée a une
diminution de I’expression de cycline A2, qui pourrait étre secondaire & un blocage du cycle
cellulaire en phase G1. Des analyses complémentaires du cycle cellulaire ainsi que la
détermination de I’expression de la cycline D1, cible de la B-caténine et régulateur clé de
I’entrée dans le cycle cellulaire, sont nécessaires. Il a également été montré que la Reptine
régule I’expression des cyclines et le cycle cellulaire, probablement comme composant de
complexe de remodelage de la chromatine (Jénsson et al., 2001; Li et al., 2010).

Enfin, il a été montré que la voie de signalisation PI3BK/AKT/mTOR est impliquee
dans le contrdle de la prolifération des hépatocytes durant la régénération (Heinrich et al.,
2003; Volarevic et al., 2000; Espeillac et al., 2011). Or la Reptine régule la stabilité de la
protéine mTOR via le complexe R2TP (lzumi et al. 2010) et nous avons montré qu’elle
régulait la signalisation PI3BK/AKT/mTOR dans le foie in vivo. De plus, la voie mMTORC1 est
impliquée dans I’hypertrophie des hépatocytes au cours de la régénération hepatique apres
hépatectomie partielle (Miyaoka and Miyajima, 2013; Gielchinsky et al., 2010; Matot et al.,
2017). Dans le foie des souris Reptint®© aprés hépatectomie partielle, les résultats
préliminaires indiquent que la voie de signalisation mMTORCL est altérée et pourrait contribuer
a I’inhibition de la croissance et la prolifération des hépatocytes. En effet, nous avons observé
une diminution de la phosphorylation de S6K. Or S6K est un effecteur en aval de mTORC1
qui régule le niveau d’ARNm de cycline D1 durant la régénération hépatique (Espeillac et al.,
2011). Toutefois, il faut noter que I’inhibition de la signalisation mTORCI1 résulte en une
hyperactivation d’AKT par la perte de rétrocontrbles négatifs. Or AKT est un régulateur clé
de la prolifération et de la survie cellulaire (pour revue (Lawlor and Alessi, 2001)). Il serait
donc intéressant d’explorer le rdle exact de cette voie de signalisation, et particuliérement de

mTOR et AKT, sur la prolifération des hépatocytes dans ce modéle Reptint<C,
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Pour conclure, la Reptine semble essentielle a la survie des hépatocytes et est requise

pour la prolifération en régulant 1’entrée dans le cycle cellulaire.
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Suppl Table 1: Deregulated genes in Reptin KO liver extracts from refed mice (P

value<0.05)
p.value Fold.Change (Refed KO vs WT) Symbol

1 1.37E-06 1.33307 | Rmnd5a

2 3.31E-05 1.34746 | Gm15327

3 3.62E-08 -2.64123 | Dhcr?7

4 2.79E-07 -3.0474 | Aacs

5 6.01E-08 2.27467 | Hspa2

6 6.82E-07 -2.8687 | Nsdhl

7 2.50E-07 2.60563 | Slc7a2

8 3.55E-07 -4.09681 | Fdps

9 7.28E-07 -3.18488 | Pcsk9
10 1.52E-07 2.12427 | Cptla
11 7.20E-07 -7.06103 | Cyp2c53-ps
12 4.01E-06 -1.52508 | Hist2h3b
13 0.000128583 -1.57597 | Ndufall
14 1.77E-08 -5.23225 | Aqp8
15 5.77E-07 -3.3149 | Hmgcr
17 1.12E-07 1.54432 | Hipk3
18 7.88E-07 -2.80344 | Fasn
19 7.29E-07 -16.8109 | Thrsp
20 8.73E-06 -3.76238 | Slc22a7
21 0.000798657 -1.94156 | Lss
22 5.44E-06 -1.45201 | Psmd14
24 1.55E-06 1.82389 | Pckl
25 1.39E-05 -1.23224 | 2310015D24Rik
26 6.63E-07 1.60475 | Peakl
27 3.74E-06 -1.90466 | Erp29
29 7.34E-07 -2.25172 | Mvk
30 1.58E-05 1.92977 | Calcocol
31 0.00016922 -1.44009 | Bcas30s2
32 5.14E-06 -1.55156 | Cnihl
33 3.52E-06 -2.43177 | Mvd
34 2.50E-08 1.38605 | Srrm2
35 6.66E-07 -2.57241 | Fdftl
36 2.97E-07 -2.57628 | Tsku
37 0.000675444 -1.23968 | Exosc7
38 1.77E-08 1.38379 | D15Ertd621e
39 6.25E-06 1.56862 | Pitpncl
40 4.16E-05 1.24196 | Npepps
41 5.96E-07 1.52828 | Sptanl
42 9.72E-07 -2.07655 | Pgp
44 9.03E-05 -1.50429 | Sgsm1
45 9.26E-05 -2.72079 | Srebfl
46 8.85E-08 -2.02441 | Cyb5b
47 6.78E-06 -2.30096 | Ndrgl
48 2.28E-06 1.78326 | Dcaf6
49 1.37E-07 1.77217 | Pik3c3
50 5.90E-06 3.54474 | Gotl
51 1.04E-07 -2.22591 | Rdh11l
52 0.000151165 1.64397 | Pilrb2
53 4.29E-06 -1.73673 | Frasl
54 0.000176803 -1.53482 | Tsfm
56 2.47E-09 -2.04472 | Ppal
57 0.000369383 1.4229 | Mir1927
58 4.92E-06 -3.51109 | Hmgcs1
62 0.000290727 -1.45955 | Dusp23
63 2.33E-08 1.39394 | Ankrd11
67 1.81E-07 -2.46005 | Glrx
68 0.000112579 -1.41957 | Gjbl
70 7.37E-06 -6.36263 | Cyp2c70
71 0.000561572 -1.46052 | Chidl
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72 7.53E-06 2.49925 | Slc4ad
74 3.35E-06 -4.68717 | Gstm3
77 7.22E-05 -1.3014 | Chrna4
78 0.000810517 1.32405 | Fhl

79 9.27E-06 1.45973 | Parp4
80 1.62E-05 1.91385 | Neurl3
82 3.63E-05 -1.38212 | Ergicl
84 3.43E-05 -1.22122 | Mrfapl
86 4.11E-07 1.50591 | Ltnl
87 5.70E-05 -1.18099 | Cilp2
88 4.46E-05 -2.16121 | Nmel
89 0.000273764 1.39191 | Rprdla
90 1.40E-07 -1.63439 | Aars

91 7.88E-05 -1.18547 | Vmn2r69
92 0.000118985 1.54219 | AK010878
95 4.75E-07 1.3962 | Lmbrd1
96 8.72E-05 -1.57487 | Abhds
97 1.65E-06 1.32547 | Uvrag
101 0.000978835 -1.44952 | Hn1l
104 2.24E-05 -1.48943 | Slc25a17
105 1.98E-06 -6.79611 | Gm4956
106 1.37E-06 1.41869 | Asxll
110 0.000658754 -1.42865 | Cars
111 9.28E-06 1.50536 | Eif4b
112 6.01E-05 -1.89463 | Hsd17b7
114 1.44E-06 1.37746 | Arhgef12
116 0.000630182 -1.18777 | Ubgln1
119 9.28E-07 2.06141 | Pla2gl2a
120 0.000130674 -4.91804 | Sgle
123 0.000377356 1.73319 | Casp6
124 4.14E-05 1.28866 | Ube2b
126 0.00019014 -1.35342 | Ly6k
128 0.000658524 -1.21617 | Oc90
129 1.83E-06 1.65781 | Nr2c2
131 0.0007859 1.44056 | Slc17a5
132 0.000196791 1.33435 | Atpévlel
133 0.0008577 -1.48133 | Esrl
134 3.36E-05 -1.67172 | Ran
141 0.000933048 -2.61384 | Serpinal2
144 0.000101128 -1.9612 | Mmab
145 2.80E-05 -1.44736 | Med$
146 7.37E-05 1.26898 | Ifnar2
147 0.000156728 1.26775 | Sik2
149 4.83E-06 -3.776 | C4a
156 0.000259955 -1.48987 | Pmvk
159 0.000533771 -1.15494 | Nsfllc
160 1.14E-06 1.62316 | Cdk19
161 0.000591512 1.48712 | Kcnj10
164 0.000876475 -1.55226 | Dhx29
165 1.72E-07 -5.25807 | Ces2g
166 2.66E-05 -1.96149 | Slc36al
172 2.42E-05 1.74666 | Por
175 0.000116388 -1.40765 | Mir133a-2
179 0.000313 -1.17885 | 2900079G21Rik
180 1.29E-05 -3.04202 | Haplnl
181 4.68E-06 -5.21412 | Insigl
182 3.75E-05 1.74687 | Mir3061
185 3.14E-05 1.21685 | Gnal3
188 3.92E-05 -3.50214 | Cyp51
191 3.50E-06 1.47548 | Ceni
193 7.36E-05 -1.37211 | Mmachc
196 1.93E-08 1.35171 | Pchp2
198 6.55E-05 -1.1916 | 4930590J08Rik
199 9.38E-06 1.44886 | Lrig2
206 4.61E-05 -1.81611 | Rnf181
208 0.000500413 -1.39574 | OIfr401
209 1.98E-06 -1.74175 | Bola3
210 5.52E-05 -1.85172 | Hsd17b2
212 6.57E-06 -1.86043 | Dhrs11
213 5.67E-06 2.20297 | Smgé6

200



ANNEXES

214 0.000741813 -1.70614 | Cad

215 1.10E-05 1.77263 | Pogk
222 9.51E-06 1.47869 | TtlI5

223 0.000506459 -1.61759 | Dppa3
224 0.000306815 4.187 | Ctcflos
226 2.34E-05 1.49828 | SIc38a9
230 0.000378921 1.93043 | Rpphl
231 1.40E-05 -1.70788 | Mpnd
233 1.24E-05 -3.50228 | Capn8
235 2.29E-05 -1.35636 | Calm1
238 0.00091123 -1.15846 | Foxm1
244 0.000666461 -1.52667 | Gtf3c6
246 0.000199006 1.33886 | Manla
247 4.59E-07 -4.31674 | Cyp2d40
249 0.000154498 -1.5114 | Dnpep
254 0.000101134 -1.77095 | Srebf2
255 0.000143872 1.36269 | Lmbrl
256 0.000944347 -1.42477 | Pirt

258 0.000397898 -1.36582 | Psmc4
263 0.00010941 -1.45923 | Rnmtl1
264 1.66E-09 2.00563 | Smg7
265 4.30E-06 1.34844 | Affa

266 0.000619038 -1.61688 | Tubada
268 6.57E-05 1.58797 | Zfp113
269 9.02E-06 -1.52513 | Gart
270 0.000149726 1.36984 | AvIl9

272 0.000138073 -1.62797 | Stard3nl
273 0.000856516 1.17892 | Nup205
278 2.53E-05 -1.5229 | Mrps22
279 0.000100294 -1.33831 | Kctd20
280 9.50E-06 1.2555 | Gosrl
288 0.000169968 -1.48263 | Pacsin2
289 1.94E-05 -1.57507 | C330021F23Rik
292 0.00019628 1.67157 | Mir3094
293 1.06E-05 1.29701 | Arell
296 0.000429271 -1.37734 | Psmd6
300 0.000280838 -1.43227 | Tmx2
302 0.000857093 1.53306 | Zfp704
304 0.000158019 -1.43952 | Tnfrsf18
310 2.50E-06 2.22386 | Myd88
312 4.50E-05 -5.52696 | Msmol
321 3.56E-05 1.95937 | Tmem68
326 5.33E-05 -1.40421 | Sec24a
331 1.71E-05 -4.4847 | Mir122
335 0.000286217 2.00927 | Slc25a51
336 0.000173147 -1.25447 | Syt6

338 0.000329867 1.80673 | Ccdcl5
343 0.000116486 1.74833 | Gabarapll
347 0.000271379 1.4129 | Cask
349 0.00089034 1.247 | Lnpep
354 0.000956672 1.36872 | CIn6
356 0.000131194 -1.43813 | Rtndipl
359 4.25E-06 1.53481 | Prrc2c
362 2.63E-05 1.58864 | Diaphl
365 1.58E-05 -1.49384 | Spsb3
369 2.59E-06 1.61273 | Braf

375 0.000376211 1.53049 | Lgals2
376 0.000361857 1.30056 | Col20al
377 0.000157344 1.70221 | Mybl1
378 0.000175312 -1.56193 | Ppib

379 0.000456384 -1.73387 | Txndc5
384 0.000107031 -2.44886 | Midlipl
388 5.89E-06 1.27289 | Srsf9
393 0.000190968 -6.31892 | Gm4450
396 7.68E-06 -2.3314 | Snhgll
398 5.47E-05 -1.35348 | Traf3
400 0.000358402 1.67253 | Rfx5

401 0.000766864 1.5125 | Atp8al
404 5.39E-06 1.95104 | Gm15760
407 0.000863747 -1.4633 | 2810408I11Rik
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411 0.000468645 1.60849 | Mapk3
413 0.000339999 -1.64099 | Fam81la
419 6.32E-06 1.33272 | Rabgapl
420 2.18E-05 -1.3871 | Psmc5
428 2.56E-05 -1.98402 | Klk1b4
430 0.00010002 -1.43103 | BC031181
434 0.00041323 2.08162 | Sorbs3
439 0.000534994 1.52138 | Gm24148
442 0.000142442 -1.36129 | Nabp2
443 0.000675007 1.26594 | Crbn

445 0.00018899 2.0465 | Gm13363
456 0.00014976 1.48433 | Jmy

459 5.70E-05 1.25908 | Ncoal
465 0.000928802 -1.27408 | Cc2d1b
467 0.000209343 1.73965 | Brap

472 2.84E-05 1.73642 | Nhsl1
481 0.000784616 -1.24266 | Stoml2
487 2.07E-05 -2.20514 | Gm12602
492 0.00021246 -1.31252 | Mrpl43
495 0.00015432 -1.31748 | Isyl

506 8.65E-06 -1.91113 | Hsd17b12
508 3.03E-05 1.358 | Hsd17b13
511 3.63E-05 -1.60881 | Ndel

514 3.32E-05 -1.83556 | Palld

518 0.000263562 1.54113 | Hamp
521 6.21E-07 2.27931 | Rbms1
523 0.000167185 -1.36288 | Mrpl4
531 0.000144588 -1.30111 | Naccl
542 8.44E-05 1.40403 | Etohd2
545 4.85E-05 -1.3873 | Cox10
554 0.000180953 -1.32925 | Prep

557 0.000246916 -1.14563 | Olfr947-ps1
560 4.24E-06 2.19874 | Tm4sf4
561 9.09E-05 -1.48538 | Memol
574 0.000324445 -1.19404 | Tbx10
580 0.000385699 -2.32943 | Slc11a2
581 1.95E-05 1.37365 | Sik3

584 0.000871255 -1.80221 | Mrps27
586 0.000664198 -1.4341 | Krt84
587 0.000732168 -1.33165 | Wispl
592 0.000500119 -1.47895 | Ubxn4
594 0.000725741 -1.99796 | Fam47e
600 0.000785683 -1.52472 | OIfr689
606 9.72E-05 -1.524 | 4931406C07Rik
608 8.48E-05 -1.49938 | Irf3

616 0.000391386 -1.23248 | Spata2
620 0.000205252 1.28542 | Arnt

623 5.66E-05 -1.59558 | Letm1
630 0.00056177 1.24274 | Nedd4
631 0.00060514 -1.44492 | Zswim1
634 9.18E-06 -1.51943 | Acad9
635 0.000766713 -1.50487 | Emcl
639 0.000165382 1.39421 | Rttn

641 0.000392965 -1.39165 | Ndufaf7
645 0.000171693 -1.48668 | Idil

647 0.000155554 -1.71669 | Extl

651 0.000254445 1.89731 | Tmem266
652 9.56E-06 -2.30076 | Bdh2

664 0.00018611 1.61343 | Ralgapal
667 0.000747184 -1.27363 | Polr3k
668 0.000599712 1.2801 | Taok2
669 1.49E-06 1.70274 | Ezhl

673 8.65E-05 1.43993 | Tiel

676 4.25E-05 -1.8579 | Mix

697 2.08E-08 2.09773 | Kansl3
699 0.000130899 -3.45633 | Hes6

704 0.00022042 -1.34268 | Ctnnbipl
710 0.000375209 1.18921 | Cpsl

712 0.000151731 -1.55448 | Echdcl
719 5.61E-05 -1.47796 | Dtd1
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733 1.22E-05 -1.43648 | Afp
738 0.000204891 -1.21851 | Plekhd1
740 5.97E-05 2.11816 | Ppp4rd
741 5.13E-05 1.4564 | Nfe2l2
744 3.05E-05 2.83077 | Gm5617
757 2.75E-06 1.30417 | Gmeb2
761 2.18E-05 -2.40719 | Acsm2
777 4.41E-06 1.78443 | Mepce
778 1.82E-05 -2.18864 | Sortl
782 0.000329252 1.35619 | Esyt2
787 1.19E-07 -9.42498 | Tlcd2
789 0.000392159 -1.68341 | Fam83f
794 0.000330003 -1.35965 | Pop5
796 9.37E-05 -2.22727 | Stard4
799 0.000956419 1.40444 | Lpp
804 0.00034297 1.4703 | Ttc25
809 2.48E-05 -2.01505 | Mogs
816 0.000526398 -1.3291 | Mif4gd
843 0.000320181 -1.6166 | Impg2
871 0.000399442 1.36533 | Ctcl
875 0.000376507 1.43346 | Scampl
879 0.000308452 -1.5735 | Nubp2
881 0.000312236 1.28376 | Hectdl
882 3.07E-05 1.46454 | Sos2
886 5.17E-05 -2.25493 | 3110045C21Rik
889 1.24E-06 -1.92832 | Tmem14c
897 0.000209716 1.64277 | Micu3
909 5.92E-05 1.56794 | Mbtps2
912 0.000725002 -1.15685 | Lag3
917 5.92E-05 1.41229 | Necapl
918 0.000233974 -1.34046 | Atg9a
920 8.68E-05 -1.71995 | Gale
928 0.00014571 -1.79423 | Gmds
961 9.18E-07 1.44638 | Ubap2l
981 0.000512708 -1.60647 | Enho
1004 0.000304975 2.4077 | Parpl6
1013 0.000124227 -1.74698 | Cesda
1020 4.41E-06 -2.34297 | Cryl
1021 3.07E-05 -1.86018 | Aldhla7
1022 1.60E-07 2.15487 | Smgl
1039 0.00032695 1.33334 | Itfg2
1046 1.94E-07 -2.5925 | Tjp3
1061 8.14E-06 -1.45388 | Gm9199
1063 1.23E-05 -1.52011 | Atp5k
1081 0.000754703 -2.2508 | Gnal4d
1082 5.11E-05 -1.63704 | Pdhx
1084 0.000371929 -3.20266 | Ces2c
1090 1.48E-05 1.62596 | Polr2a
1091 0.000192874 -1.46689 | Cndp2
1101 0.000417207 1.32458 | Pcdhgc4d
1103 0.00074205 1.4245 | Gkapl
1114 9.83E-10 4.1019 | 1500012F01Rik
1131 0.000776349 -1.71424 | Rnpep
1136 0.000420118 1.55399 | Enpp4
1140 0.000830159 -32.6491 | Hsd3b5
1144 0.000928386 1.30003 | Zfp644
1147 0.000160767 1.22172 | Ddx6
1152 1.91E-07 1.69838 | Nfl
1165 0.000158776 -1.52992 | Fbxo22
1173 0.000199011 -1.54503 | Rnf187
1176 0.000328791 1.79699 | Gm19705
1177 1.61E-05 -4.43204 | Trhde
1178 0.000330257 1.30614 | Claspl
1180 2.61E-05 1.62582 | Rras
1190 0.000210495 -1.52374 | Gbel
1203 0.000188716 -19.848 | Serpina4-psl
1215 0.000525472 -1.36015 | Gpr180
1220 0.000489666 -1.38896 | Ovol3
1221 0.000468933 -1.54876 | Mir99a
1225 0.000749742 1.36895 | Ing5
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1229 0.000646431 1.26304 | Prmt3
1232 0.000274347 1.76109 | Marveld2
1235 0.000220656 -1.35112 | Ttc13
1236 0.000365654 -2.17329 | Apoo-ps
1239 0.000656482 -1.59337 | Selll
1243 1.23E-06 -1.75081 | Tacol
1249 0.000304106 -1.80128 | Snhgl4
1250 1.42E-05 -1.74065 | Endog
1265 1.09E-07 -2.55482 | Slco2al
1287 0.000431194 1.30017 | Dennd4a
1288 0.000171438 -1.45582 | Mrps34
1297 2.11E-05 -1.48221 | Cs

1298 2.23E-05 1.44448 | Phtfl
1330 0.000109667 1.81254 | Uspénl
1338 0.000248072 1.20247 | Tmbim4
1341 0.00062209 -1.53349 | Mdp1
1344 0.00060502 2.12052 | Zbtb10
1348 1.07E-06 -4.31827 | Ces2e
1367 3.99E-06 -1.41677 | Mrps5
1368 0.000478894 1.3545 | Ricl
1372 1.81E-05 1.35107 | Sec24b
1393 0.000659831 1.45363 | Ccpglos
1405 0.000428198 1.63786 | Dusp3
1415 4.98E-06 -2.93029 | Tmem97
1433 9.80E-05 2.05797 | Lhpp
1435 2.18E-05 -1.52408 | Ruvbl2
1453 0.000977662 1.76602 | Zdhhc2
1463 0.000910204 -1.42976 | Tmc5
1468 2.89E-05 1.48816 | Uhrflbp1l
1472 1.55E-05 -1.52848 | Dnaja3
1473 1.85E-05 1.50426 | Adnp
1481 0.000855492 -1.60734 | Atféb
1483 5.46E-07 1.71983 | Pan3
1495 5.30E-06 -4.48042 | Cyp4fld
1501 0.000332445 -1.40561 | Slc25a35
1517 0.000830735 -1.31891 | Slc44al
1529 2.20E-05 -2.16043 | Omd
1555 0.000117589 1.9741 | Zc3h6
1574 0.000140521 1.61088 | Mrcl
1586 6.49E-05 -1.52176 | Clgbp
1597 0.000132698 -1.43847 | Polr2i
1620 1.84E-05 1.46028 | Man2al
1623 5.72E-06 -2.58847 | Ceslb
1646 0.000183506 -1.43987 | Slc13a2
1656 0.000102364 -1.8046 | Sigmarl
1669 0.000762045 1.59339 | Siglecl
1670 0.000352438 1.23144 | 4930511MO6Rik
1676 0.000958995 -1.48213 | Mars
1679 0.000353969 1.30624 | Arid2
1680 1.57E-05 1.11768 | Ahsg
1683 0.000134903 1.83614 | Spopl
1701 0.0004273 -1.28887 | Ppmlg
1704 1.56E-05 -3.35084 | Cyp2f2
1706 0.000165954 1.8211 | Spicel
1707 1.31E-06 1.64697 | Orc5
1714 7.93E-05 -1.53169 | Eef2k
1717 0.000359263 1.16553 | Sh2b3
1718 1.41E-05 1.62607 | Prpf40b
1721 0.000441143 1.48312 | Ctdspl2
1728 0.000807871 -1.52625 | Dct
1734 0.000122821 1.5414 | Depdc5
1738 5.51E-05 1.40932 | FbxI20
1742 0.000352718 -1.3272 | Pias4
1748 7.31E-05 -1.54215 | Rexo2
1759 0.000140958 -1.30871 | Set
1771 0.00038264 -1.54984 | Fmnl
1772 0.000655881 1.60902 | Spal7
1777 6.75E-05 1.6214 | Cep95
1812 0.000962756 -1.38077 | Bst2
1814 3.64E-05 -1.46596 | Casp7
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1831 1.36E-05 1.74121 | Fam13b
1832 0.000883857 -1.2873 | Mir761
1840 0.000386114 -1.35767 | Stripl
1863 1.96E-05 -2.26035 | Hopx
1938 8.93E-06 -1.44925 | Jtb
1944 0.00021205 1.48875 | Camk2n1
1947 0.000496097 1.55494 | Cd55
1948 0.000136823 1.6702 | Tbc1d23
1984 4.17E-05 -1.82303 | Mpst
1990 4.09E-05 1.23861 | Fbxo38
1996 0.000313757 1.48494 | Kiz
2011 0.000693876 -1.27752 | B4galnt3
2033 0.000316796 1.44917 | Pip4k2c
2038 6.18E-07 -2.34277 | Snorasc
2050 2.19E-06 -2.57311 | Snoral7
2058 0.000289734 -2.28713 | Prga
2062 0.000359008 1.43926 | Otud7b
2087 0.000883472 1.23302 | Gm5129
2093 1.34E-06 1.62887 | Tcf12
2100 0.000123922 1.35847 | Whpll
2103 0.000304836 -1.4654 | Prkaca
2120 6.56E-06 1.61631 | Rictor
2146 0.000364925 -1.66715 | Lman2
2153 0.00016037 -1.72077 | 2310040G24Rik
2163 8.40E-05 -3.78372 | Snorad4
2167 4.95E-06 -5.21427 | Leap2
2170 2.24E-05 -1.89196 | Cyp2c29
2193 0.000988593 1.77526 | Clecaf
2195 0.000265642 1.61544 | Ptpnd
2229 8.55E-06 1.40294 | Mon2
2231 3.16E-06 -1.29992 | Chchd3
2242 5.49E-07 -2.55048 | Rdh10
2247 0.00056623 -1.7793 | Pstpip2
2272 0.000440241 -1.38291 | Clpp
2273 5.47E-05 -1.2228 | Gfm1
2284 0.000283571 -1.36214 | Phb2
2295 6.82E-05 1.39974 | Eif4a2
2313 0.000352672 1.28988 | Hmbox1
2337 7.16E-09 1.93264 | Nfrkb
2354 0.000286885 1.33199 | Rrm1
2355 8.61E-05 1.60843 | Kif3a
2403 4.18E-05 1.31536 | Wac
2408 0.00019053 -1.76194 | Mmp19
2411 0.000258607 1.51696 | Agtrla
2423 8.06E-05 1.38339 | Birc6
2440 5.85E-05 -2.05864 | Gstm2
2445 0.00028479 -1.48052 | Prdx5
2450 5.90E-05 2.29114 | Adrbk2
2460 7.88E-05 -4.25562 | Lrtm1
2471 0.000582273 1.56166 | Cpd
2475 0.000501828 1.32096 | Zfhx2
2501 0.000277633 1.42041 | Atgld
2511 0.000279344 1.29017 | Prri4l
2528 5.11E-05 1.34174 | Igbpl
2567 1.13E-05 -1.61802 | Cyp2j6
2568 0.00026868 1.87693 | Gm4787
2583 0.000630584 1.25168 | Morc2a
2615 7.50E-06 1.67788 | Plxncl
2619 3.38E-05 1.66326 | Bmp2
2629 0.000944226 -1.48489 | Slc18b1
2652 0.000228672 -1.73017 | Grm8
2663 0.000850024 -1.30302 | Gukl
2679 2.08E-05 -1.58668 | Prkar2a
2695 1.39E-05 -4.92414 | Gm19522
2714 2.17E-05 1.32496 | Arfgefl
2723 0.000485722 1.36725 | Rps6kcl
2737 0.00040067 133021 | Cdk5rap2
2741 0.00084501 1.26848 | Inpp5k
2753 0.000443434 1.30077 | Chd8
2777 2.87E-05 1.38277 | F12
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2787 3.54E-05 1.3018 | Slc9al
2794 3.10E-05 1.54582 | Flt4

2814 0.000385838 1.55541 | Uspll

2817 6.18E-09 3.5137 | Epb41ll4aos
2820 0.000434662 1.31172 | Rbms2
2836 1.49E-09 5.17015 | 2410006H16Rik
2844 0.000480042 3.28074 | Rasgeflb
2854 0.000293941 -1.67679 | Rhobtb1
2888 9.48E-05 1.81588 | Parp6

2898 7.19E-05 1.46827 | Pi4ka

2930 0.000451869 1.33092 | Ankhd1
2957 2.89E-05 1.45056 | Ino80d
2964 8.57E-06 1.28691 | Fopnl

2971 0.000291316 1.27609 | Lats2

2984 0.000200767 -1.51448 | Gpc4

2999 5.92E-07 1.71309 | Trrap

3003 0.000653264 1.67083 | Casc4
3023 0.000190974 1.51692 | Cst3

3024 0.000166083 -3.01197 | Ddah1
3076 9.38E-05 1.6751 | Wbscr27
3080 2.62E-05 -1.3072 | D2Wsu8le
3084 1.17E-05 1.87499 | 6820431F20Rik
3088 0.000762978 1.18251 | Nsmaf
3093 2.26E-05 1.53832 | Apc

3113 7.04E-05 -1.39356 | A430005L14Rik
3121 0.000658598 1.36063 | Polr3a
3124 2.20E-05 -1.7767 | Gstol

3143 2.28E-06 -3.78889 | Zfand4
3146 0.00014539 -2.52105 | Celsrl
3160 7.42E-06 -1.55302 | Cyp4v3
3167 6.84E-05 1.4688 | Ylpm1
3176 0.000521254 -1.60306 | Pdel2
3182 0.000608594 1.43481 | Tacc3
3185 4.49E-06 1.48083 | Tnks

3193 8.98E-07 -2.01823 | Tmem19
3207 0.000244907 1.63882 | Slc9a8
3212 0.00042826 -1.62341 | Htra4

3218 9.30E-05 -2.42941 | Gimd1l
3219 0.000276943 -1.75874 | Slc23al
3260 3.05E-05 1.37309 | Itih2

3262 7.23E-05 1.53007 | Mbtd1
3296 4.79E-06 6.26095 | Gadd45b
3311 0.000538676 1.46376 | Dpy19l4
3314 0.000358518 -1.51077 | lyd

3331 0.000840862 1.34531 | Xrnl

3347 4.00E-05 1.23616 | Cct2

3349 9.02E-05 1.35407 | Ddx42
3354 0.000501283 -1.9435 | Slc39a4
3367 0.000295007 -1.55035 | Mkrn2os
3377 1.06E-05 1.41115 | Smurf2
3385 7.12E-05 1.72427 | 1810012K16Rik
3388 0.000436719 1.53732 | Rhog

3392 0.000252006 1.48561 | Smg9
3394 0.000988182 2.31684 | 9230110C19Rik
3402 8.05E-05 1.3878 | Patll

3408 4.26E-05 1.93469 | Pdrgl

3423 7.52E-05 -2.09975 | Gsttl

3433 0.000191599 -1.54748 | Serpinb9
3448 0.000170777 1.67166 | Tmem194
3453 2.50E-05 2.09873 | H1f0

3454 6.42E-05 -1.47763 | Skp2

3462 0.000214593 1.46706 | Dcplb
3465 8.80E-06 1.79366 | Prkab2
3467 0.000747692 1.30701 | Mir1954
3493 2.43E-05 1.35425 | Cenk

3522 0.000565469 1.17727 | Fam175b
3534 0.000569427 1.72313 | Tns2

3539 2.88E-05 -2.03992 | Ebp

3548 0.000140605 -1.28885 | 9330162012Rik
3556 0.000523877 10.3346 | Igfbpl
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3569 0.00098265 1.5062 | Ocrl
3592 0.000625661 1.19711 | 4930479D17Rik
3594 7.18E-09 -3.86868 | Ccbll
3621 0.000952587 1.44579 | zdhhcl
3633 0.000210412 -1.61947 | Gabrb3
3648 0.000253201 1.45188 | Pecaml
3659 0.000239839 1.39985 | Nhirc3
3667 1.04E-05 1.45271 | Slc43a3
3672 6.66E-05 -1.55856 | Ddt
3675 0.000361675 1.35666 | Rnf216
3676 5.70E-05 1.3992 | Pbrm1
3678 0.000960916 -1.89445 | pid1
3700 5.13E-05 1.27757 | Efcab14
3712 7.71E-05 1.78653 | Tmem181a
3732 0.000353544 -1.83586 | Masp1l
3762 9.72E-06 -2.26011 | C9
3766 0.000571078 1.84964 | 1700094D03Rik
3769 0.000368736 1.5829 | Flotl
3794 0.000244515 -1.62997 | Gm7977
3812 0.000252261 -1.20379 | Pacsin3
3827 0.000218795 1.40003 | Slu7
3861 0.000177921 1.36192 | Gm14586
3915 9.92E-05 -1.32201 | Ganab
3917 0.00011726 1.24516 | Luc7!
3918 0.00010446 1.5207 | Ralgapa2
3951 0.000329772 -3.47881 | Slc46a3
4026 1.29E-05 -2.22666 | Aldoc
4043 5.32E-05 1.62024 | Ccndbpl
4055 9.29E-05 -2.06553 | Trim2
4062 0.000161557 1.43246 | Ttbk2
4085 0.00035064 -1.43565 | Slc25a28
4106 0.000793112 1.4654 | Rad50
4134 0.000154189 -1.82168 | Ggt6
4146 0.000114091 1.47947 | Med31
4187 0.000376424 -6.17648 | C730036E19Rik
4208 5.82E-05 -2.35654 | Ldhd
4209 0.000696394 1.29121 | Pcgf3
4210 0.000772121 -1.34105 | Psmd5
4217 5.21E-06 1.66681 | Ino80
4241 0.000575759 -1.7201 | Ttc7
4258 5.32E-05 -3.18985 | Cyp2rl
4278 0.00015646 4.74829 | Cyp2a4
4304 2.76E-05 -1.88809 | Pcyt2
4319 0.000961096 1.30992 | Ptgs1
4321 0.00010432 1.87451 | Eri2
4325 0.000127377 1.50636 | Ccdcl4
4337 1.81E-05 -1.55443 | H2-Ke6
4348 8.77E-05 -1.44021 | Iscu
4355 0.000217772 1.23054 | Mau2
4376 2.94E-05 -1.51081 | Pgk1
4391 9.29E-05 1.37974 | Nr1h2
4404 3.62E-05 1.28097 | Ankle2
4431 0.000268612 -1.40023 | Fam65b
4439 8.90E-05 -2.05571 | Slc30al
4482 7.08E-06 1.13169 | C3
4498 4.72E-05 -4.77409 | Ces3b
4566 0.000147742 1.23756 | Cpsf3
4573 5.08E-05 1.63758 | Atp13a2
4601 0.000126524 1.33621 | Tnks2
4686 0.000110571 -1.33583 | Uqerfsl
4721 0.000456454 1.50678 | MIh3
4750 0.000388757 -2.02557 | Khk
4759 0.000253242 2.01168 | Spgll
4814 0.00038816 -1.60085 | Secllc
4829 0.000758933 1.36906 | Kdm5a
4842 0.000998164 1.29776 | Ift88
4856 0.000262184 1.80457 | Baiap2I1
4887 0.000652971 -1.43131 | Sgpl1
4913 0.000282978 -3.37092 | Adh4
4962 0.000743258 -1.51288 | Tpil
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4982 0.000936329 -1.21753 | Atp5al
4988 0.00077222 -3.08328 | Rgn
5001 0.00083376 -1.20967 | Mir878
5002 0.000914179 -1.30716 | Ndufvl
5005 4.76E-05 -1.68821 | Tysndl
5008 0.000905391 1.31874 | Ndell
5087 0.000436417 1.86549 | Lpin2
5088 0.000499367 -1.38957 | Ggact
5094 4.90E-05 1.61195 | Dennd6a
5109 0.000237526 -1.84651 | Snora34
5206 0.000463401 1.21939 | Asnsdl
5221 0.00059358 1.30064 | Tceanc
5288 0.00096615 1.59227 | Tmem87a
5298 0.000558798 1.20542 | Mettl3
5321 0.000258771 -1.56423 | Prnp
5348 3.95E-06 1.45443 | Ap4m1l
5372 0.000771306 -1.37262 | Acp5
5405 0.000769626 1.27727 | Sppl3
5450 0.000313896 1.69643 | Odf2l
5487 0.000206091 1.27357 | Unk
5510 8.85E-05 12.1993 | Lepr
5524 2.90E-05 1.54168 | Dhx57
5614 0.000641188 1.37573 | Fatl
5688 1.26E-05 1.53245 | Ankfyl
5708 0.00089616 1.17303 | Zc3h4
5731 0.000111346 1.33646 | Drosha
5758 0.000707371 1.38007 | Crem
5788 0.000175944 -2.10751 | Geat
5856 0.000116319 1.39353 | Mta3
5874 0.000964871 1.43779 | Trp53rka
5905 0.000678947 1.41427 | Ms4a4d
5910 0.000243207 1.46671 | Nepro
5934 7.60E-05 -1.60377 | Asph
5972 6.92E-05 2.24335 | Tafla
5976 3.67E-05 -2.50005 | Plscr2
6032 0.000377501 -1.96805 | Fpgs
6045 0.000929949 -1.70004 | 1110001J03Rik
6075 9.78E-05 -1.50322 | Galt
6116 2.83E-06 1.25709 | Wdr33
6125 0.000491851 1.80577 | Chpl
6138 3.40E-05 -3.46629 | P2ry4
6177 0.000378338 -1.9203 | Aadat
6201 0.000737825 1.47275 | Rabepl
6246 0.000400698 1.51791 | Tmub2
6268 7.41E-06 2.48613 | Cep830s
6315 0.000112555 1.28004 | Mettl21a
6357 0.000513053 1.47549 | Rnf186
6373 0.000336659 1.3075 | Mtr
6385 1.17E-06 1.44008 | Zfand3
6401 0.000612707 -1.53306 | 1810046K07Rik
6462 0.000350115 1.40357 | Lrch3
6463 0.000733163 -1.38634 | Naal0
6505 0.000230988 1.56367 | Gm16023
6528 0.000392386 -1.92866 | Dhcr24
6588 0.000182051 1.6625 | Abcc9
6600 0.00081008 1.6552 | Mettl22
6613 0.000385083 -1.2387 | Lrpprc
6651 0.00015913 1.70246 | 2410089E03Rik
6673 0.000895442 1.35036 | P2rx4
6688 0.000329019 1.25681 | Arl8b
6702 0.000792649 1.43551 | Hercl
6708 0.000510207 -1.61396 | Paqr3
6715 0.000390587 -2.49798 | LdIr
6734 0.000217164 1.7756 | Fancm
6872 0.000936827 1.20426 | Gatad2b
6955 2.78E-05 -1.9899 | Fam210a
6974 0.00064321 1.64986 | Tmem30b
7018 0.000300191 1.64734 | Cblb
7107 7.75E-05 -5.42142 | Nxpe2
7138 9.07E-05 1.25977 | Stabl
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7148 0.000189867 -2.30541 | Snorab1
7214 0.000522069 -1.95771 | Tm7sf2
7223 0.000452699 1.31695 | Atf7
7259 0.000422922 -1.56554 | Ufspl
7345 0.000234532 1.59446 | Ercc5
7368 4.82E-06 1.78767 | 4632415L05Rik
7423 0.000542707 1.28523 | Phlpp2
7460 0.000157461 1.58278 | Tmem170
7491 0.000229075 -1.52299 | Terc
7493 0.000487544 -1.27225 | Hdgfrp2
7525 0.000139895 1.36568 | Pik3ap1
7527 0.000612973 1.27261 | Gfod2
7544 0.00062388 -1.77533 | Mocos
7711 1.94E-06 3.65691 | Snhgl12
7750 0.000740301 -2.24789 | Fgfl
7759 0.000122316 1.2127 | Psmg4
7779 0.000352874 1.41098 | Inadl
7873 0.000278248 -1.46238 | Cox5a
7887 0.000935333 1.46168 | Cdadcl
7892 8.06E-05 1.37513 | Exoc6
7914 0.000153764 -2.79891 | Cesle
7943 0.000401995 1.36866 | Piasl
7948 1.19E-05 1.32342 | R3hccl
8009 0.00048118 1.31904 | Pde2a
8031 0.000844591 1.3075 | Eid2b
8046 0.000241817 -1.67041 | Antxr2
8064 0.000481215 1.27937 | Rc3h2
8074 0.00022877 -1.49895 | Kdm1b
8097 0.000615281 1.37304 | Mtal
8154 0.000967595 1.58451 | Alg6
8157 2.69E-05 1.52884 | Fam175a
8254 0.000376573 1.53326 | Hacel
8304 0.000243106 1.32003 | Rab22a
8378 4.46E-05 -2.12032 | Colec12
8431 2.56E-05 1.51842 | Med23
8452 6.82E-05 -2.62834 | Olfml1
8475 1.59E-05 1.72098 | Pvr
8479 6.33E-07 -5.39046 | Gstt3
8506 4.50E-05 -1.93671 | Slc35b4
8620 0.000155609 -1.4516 | Oxnadl
8621 0.000538496 -1.81358 | Fbxw9
8677 5.43E-05 1.41524 | Dennd5a
8690 2.67E-05 1.7373 | Btbd9
8732 0.000836062 1.32691 | Mdn1
8733 5.59E-05 1.87427 | Gstm5
8755 0.000278091 -1.42 | Hnrnpf
8836 0.000195112 1.4459 | Ptprb
8896 0.000234032 -1.79361 | Mppel
8904 0.000152863 1.24693 | Supt6
8977 0.000961177 1.29694 | Eif3h
8995 1.94E-07 1.83178 | Speccll|
9052 0.000612029 -2.21297 | Fam213b
9094 0.000470759 1.40722 | Tmemé63a
9097 0.000955563 1.19808 | Cep120
9103 0.000865205 1.25111 | Anapcl
9106 0.000831889 -1.5574 | Them7
9127 7.37E-06 1.54938 | Rabggtb
9151 9.70E-05 -1.89037 | Ndufaf4
9182 0.000350741 -1.57257 | Fn3krp
9202 0.000254034 1.55351 | Mettl4
9204 0.000259515 1.30332 | Gimap6
9206 0.00039432 1.35857 | Heatr6
9210 0.000235467 1.46526 | Copg2
9230 0.000442742 1.45673 | Ccntl
9272 0.000862309 1.38363 | Zfp451
9383 0.000280622 1.78074 | Alg13
9384 0.000294558 1.20083 | Mapk1
9453 5.46E-05 -4.1924 | Ceslg
9494 1.34E-05 1.68115 | Gpn3
9500 1.18E-07 3.84267 | Snhgl
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9598 0.000203622 1.4639 | Plekhgl
9620 0.000706613 1.58903 | Vps13d
9632 0.000427065 1.37747 | Stam
9681 0.000271322 -1.4132 | Snora21
9744 0.000471948 -2.63766 | Rnu3a
9756 0.000692723 1.28352 | Gm9794
9765 0.00049689 1.35641 | Plekhm?2
9768 2.61E-05 -1.43145 | Gsr
9871 0.000806508 1.33023 | Usel
9886 0.000720026 -1.43067 | Ypel2
9892 0.000154164 -1.62634 | Inppl
9942 0.000364351 -1.30544 | Ppt2
9954 0.000317421 1.33093 | Rab3gap2
9968 0.000537264 1.31499 | Arl6ip4
9975 0.000777003 1.39455 | Yeats2
9987 0.000420295 1.32092 | Ago3
10029 0.000156464 -1.32707 | Pcytla
10038 1.97E-06 -3.20364 | Snai2
10039 0.00011318 1.34522 | EIf2
10101 0.000998485 -2.27887 | Fkbp4
10230 0.000870293 -1.54025 | Mpv17|
10258 3.07E-06 -4.42204 | Carl4
10479 0.000920264 1.24235 | Atp9b
10560 0.000111006 1.39708 | C2cd3
10591 0.000175173 -1.60212 | Zfyvel
10602 0.000321634 1.27626 | Wdr48
10619 0.000623039 -1.33008 | Lgals8
10645 0.000536447 1.14993 | Gm13483
10681 0.000180004 1.49556 | Ccdc137
10773 0.000303422 -1.67365 | Dnajc19-ps
10776 0.000615326 1.31009 | Spatal3
10804 0.000959505 1.5389 | AU019823
10957 8.82E-05 -1.44648 | Slc31al
10971 4.27E-05 1.2851 | Thcld5
11003 0.000515152 1.49973 | Nfya
11024 0.000247643 1.30092 | Camsapl
11180 0.000163815 1.6244 | Zbtb37
11196 0.000694871 1.40918 | Polr2j
11228 0.000670987 -2.00746 | Spata2l
11258 0.000258154 1.89699 | Rpgr
11337 6.37E-05 -1.61284 | Qdpr
11435 1.22E-05 -2.06642 | Gehfr
11447 0.000299996 -1.28567 | Atg5
11455 0.000724687 1.41004 | Med4
11464 3.90E-05 1.73903 | Mist8
11468 0.000194 1.42885 | Adgrf5
11484 0.000825087 -1.83298 | Gpld1
11560 0.000121432 1.36963 | Sap130
11572 0.000363472 1.31086 | Kdm2a
11627 0.000179935 -2.3415 | Pigr
11650 1.54E-05 -2.30498 | Gstad
11677 0.000108655 1.28779 | Nup153
11699 0.000973223 1.33644 | Ubr5
11708 2.26E-05 -2.1615 | Pafah2
11723 5.80E-06 -1.88854 | Mrpl34
11781 0.000592262 1.48932 | Atf6
11787 0.000452907 -1.80987 | Aspdh
11800 0.000536671 1.31062 | C130046K22Rik
11940 0.00022182 -3.46562 | Cd1d1l
11955 0.000174504 1.3598 | Rhbdd2
11967 0.00010437 1.33929 | Tubgcpb
11968 0.0003487 -2.06154 | Snoral5
11974 8.58E-06 1.97922 | Ppp3cc
11996 0.000512467 1.22177 | Fancc
11998 0.000946602 1.31011 | Mycbp2
12096 0.000285836 -2.8062 | Gprl55
12118 0.000516572 -1.74257 | Arhgap24
12181 7.33E-05 1.34691 | 2210408F21Rik
12200 7.01E-05 -1.92103 | Snora7a
12240 0.000632365 1.32919 | Zfp236
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12285 0.000159686 1.39137 | Gltscr2
12321 0.000391827 1.33511 | Fetub
12324 1.53E-06 1.9648 | Anapcl6
12448 0.000336443 -3.26714 | Cyp39al
12486 0.000727037 1.85277 | Man2a2
12642 0.000896108 1.54553 | Mrpl54
12710 0.000251943 1.40818 | Wdrl1
12840 0.000942485 1.27843 | Gitl
12918 4.23E-05 -1.31701 | Armcl
13070 2.37E-06 1.74486 | Zmym4
13081 7.08E-05 1.46522 | Erlecl
13216 3.11E-07 1.49015 | Polr3b
13220 0.000931592 2.60817 | Mettl20
13253 0.000199622 -1.43988 | Aldh9al
13275 6.90E-05 1.64344 | Rftl
13276 3.15E-05 -1.30889 | Sarlb
13279 2.12E-06 -1.50999 | Txndc15
13371 9.24E-05 1.46987 | Rbm14
13394 0.000699826 -2.12796 | Scnnla
13412 0.000557769 1.62574 | Ctif
13427 7.87E-06 1.85335 | Tex10
13431 1.88E-05 2.08473 | Apoa5
13434 0.000221145 1.44989 | Fam178a
13447 9.78E-05 -1.71198 | Hsd11b1l
13464 0.000337368 -2.31916 | Urocl
13489 7.80E-06 -4.95835 | Acnat2
13490 9.45E-05 1.45969 | Gdap2
13576 0.000743406 -1.6068 | Extll
13696 0.00057375 1.4101 | Zdhhc17
13700 4.49E-05 -2.84987 | Gldc
13733 3.06E-05 2.07349 | Nbea
13813 0.000825005 -1.23864 | Mrs2
13816 1.87E-05 -1.64112 | PIs3
13845 0.000130744 1.75038 | Vps39
13848 0.000925419 -1.45071 | Cpped1
13865 6.61E-05 -1.63604 | Sfxnl
13870 5.08E-06 -3.00149 | Cited2
13885 0.000404259 1.60176 | C030016D13Rik
13927 0.000741787 -1.38651 | Ndufs2
13983 0.000358497 1.30175 | Xrn2
14049 0.000295573 1.2219 | Ap3b1l
14091 0.000214296 1.52505 | Aplg2
14119 3.72E-05 1.28462 | Cdk16
14160 0.000281835 -1.72045 | Jade2
14247 0.000488158 -2.78464 | Lipg
14308 9.57E-05 1.36056 | Crtcl
14311 0.000125462 -2.47311 | Snoral6a
14448 0.000837051 -2.60662 | Enpp2
14458 0.000498781 1.54492 | Vprbp
14589 0.00015799 1.43758 | Anks3
14638 0.000227018 -3.38689 | 1500017E21Rik
14667 0.000818169 1.27836 | Erichl
14702 1.78E-08 -4.48691 | Mir6516
14754 0.000939197 1.26449 | Eiflb
14755 0.000120889 1.44627 | Tmem186
14769 0.000628635 -2.29459 | Agpll
14800 0.000811601 -3.58648 | Sdr9c7
14875 0.000891415 1.37159 | R3hdm2
14903 4.75E-06 -4.58123 | Otc
14924 0.00087936 1.20381 | Rps3
14974 1.80E-06 -2.37474 | Pyroxd2
14978 0.000556162 1.26884 | Setd5
14990 0.000945796 1.38628 | Ubap2
15030 0.000786771 1.40259 | Cirhla
15061 0.000129878 1.71069 | Ptbp2
15066 0.000821057 -1.60074 | Selo
15073 2.35E-05 1.50047 | Tmem167b
15108 0.000458494 1.40304 | Pias2
15128 0.000895025 1.43547 | Aar2
15132 0.000565873 -1.36978 | Zrsrl
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15217 2.41E-05 1.38012 | Nup214
15250 0.000253374 -1.72445 | Gedh
15277 0.000261119 1.2777 | Pogz
15334 1.59E-06 1.43206 | Csnk2a2
15340 0.000193332 1.51803 | Pign
15405 3.75E-05 -1.33798 | Pgrmcl
15410 1.57E-05 1.3431 | Ptpra
15548 1.66E-06 1.89368 | Brd2
15571 1.01E-05 1.33998 | Tmem234
15701 0.000729507 1.1683 | Ep400
15736 0.000735237 -2.32437 | Snora31
15775 4.86E-07 1.78626 | 9130011E15Rik
15788 3.36E-05 1.28049 | Ccdc130
15827 0.000844063 1.81262 | Mustnl
15830 0.00052398 1.21091 | Icmt
15860 0.000158843 1.32003 | Rora
16014 0.000112564 1.33037 | Camsap2
16065 4.92E-06 -4.33168 | Gm11437
16150 7.33E-05 1.26873 | Ambral
16201 0.000841244 -3.10575 | Igfals
16246 3.97E-05 1.21365 | Clta
16253 0.000193012 -1.95444 | Rogdi
16279 0.000850913 -1.71005 | Lrig3
16383 0.00060093 1.37044 | Cep72
16417 0.000222011 1.18491 | Sbf2
16530 0.000147055 1.31136 | Emc3
16557 0.000727417 -1.46564 | Rpain
16703 4.05E-06 -2.98091 | Pecr
16757 0.000168765 1.44836 | Glbll
16759 2.64E-08 1.37428 | Arfrpl
16797 5.29E-05 -1.7095 | Mgmt
16856 1.52E-05 -2.86708 | Apom
16891 0.00095995 -1.92761 | Sardh
16917 1.59E-05 -2.15194 | Tstd3
16984 2.37E-05 1.34961 | Rrpl
17012 0.00054338 -2.30309 | Tpmt
17022 3.17E-05 1.3264 | Btbd7
17064 0.000133493 -1.43629 | 1300017J02Rik
17160 8.79E-05 -1.61692 | Snora28
17219 4.28E-05 -2.41128 | Snorab4
17296 2.45E-07 1.21527 | Smad4
17338 3.26E-05 -1.45204 | Sh3bp5
17402 1.97E-05 1.79118 | Ankrd27
17432 4.64E-05 2.09476 | Oraovl
17459 0.000402829 2.25396 | Angptl4
17460 1.06E-05 2.57425 | Snhgb
17488 6.13E-05 1.51716 | Hmces
17500 0.000706454 -2.72668 | Eif4ebp3
17510 7.70E-05 -1.62117 | Scarnal3
17540 7.25E-05 2.06022 | Bcl2l11
17718 0.000487392 1.31669 | 5730455P16Rik
17757 0.000241722 -3.40292 | Hhmt
17765 2.98E-05 1.51421 | Wdr55
17822 0.000246766 1.8311 | Upf2
17832 0.00025947 1.46752 | 4933427D14Rik
17858 0.000113968 -1.52458 | Mtfpl
17859 0.000174751 -1.38951 | Lamtor2
17867 0.000503441 -1.85102 | Aldh1l1
17879 2.56E-05 1.37633 | Scyl2
18032 0.000472325 -1.38016 | Bivm
18116 0.000878709 1.34841 | Ptcdl
18193 0.000146912 -1.23999 | Ndufv2
18199 7.06E-06 -1.84097 | Adap2
18223 0.000131902 1.4483 | Cstb
18247 8.73E-06 -3.43647 | Prodh
18308 0.000810525 -1.44608 | Pik3rl
18330 0.000758938 1.58684 | Cmssl
18335 0.000123006 -2.50293 | Notum
18348 2.17E-06 1.4779 | Tctnl
18405 0.000705732 -1.74423 | Mrpl12
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18419 0.000198264 1.83541 | Trappc5
18434 0.000725848 -1.29975 | Cenpv
18502 2.12E-05 1.51636 | Trp53bpl
18531 0.000551899 1.38065 | Chst15
18533 0.000606412 1.67396 | Stamos
18616 7.59E-05 1.41705 | Lrrc40
18724 0.000357947 -1.59959 | Slc6al3
18749 0.000472929 -1.63319 | Abhd3
18838 8.79E-05 -1.35455 | Ndufb5
18911 0.00034352 -2.71929 | Tfrc
19094 0.000143159 1.38727 | Kat7
19095 0.000969809 1.45822 | Zfp523
19161 0.000235054 -1.57844 | L3hypdh
19166 0.000172459 -1.61355 | Cryl1
19168 0.000516014 1.27126 | Tjpl
19178 5.05E-06 1.97914 | Usp30
19210 1.58E-07 -2.38208 | Snora52
19214 0.000378924 1.32574 | Rnf168
19297 4.16E-06 -2.14196 | Serpinfl
19352 0.000362581 1.33203 | Pik3r4
19353 0.000183445 -1.59331 | Nme3
19409 2.92E-05 1.60193 | Zfand2a
19570 0.000119636 1.74722 | AU041133
19587 0.000469777 1.50884 | Scmh1l
19655 0.00036317 1.34107 | Rab100s
19676 1.16E-05 -1.81427 | C8¢g
19868 0.000234023 -1.81943 | Mgst3
19991 6.78E-05 -4.28407 | BC089597
20093 0.000234354 -1.47215 | Kmo
20180 0.000840034 1.16716 | Emc7
20343 0.000527042 1.65547 | Tbc1d9b
20348 0.00059162 -1.25735 | Dlat
20350 0.000149407 1.43667 | Ercc6l2
20435 0.000199946 1.37047 | Rnf215
20469 0.000484511 1.73923 | Txnl4b
20481 5.37E-05 -1.62904 | Rab32
20836 3.96E-05 -2.26755 | Slc27a5
20886 0.000541359 1.24854 | Rbbp5
20911 0.000402606 1.33577 | Cedc91
20971 3.68E-05 1.69888 | 1110038B12Rik
20985 0.000782285 -1.30291 | Ptcd2
21104 0.000273663 -1.32347 | Immt
21163 0.000206301 -1.90948 | Olfm3
21205 2.33E-06 1.69017 | Manbal
21210 0.000987576 1.21292 | Ckap5
21242 0.000266697 -2.33178 | Sultlbl
21333 0.000134642 -1.77115 | Itih5
21342 0.000325741 -2.39776 | AF357399
21376 3.37E-05 -1.53796 | Clsl
21449 0.000612006 -1.89308 | Ivd
21523 0.000677186 -1.35251 | Bbc3
21537 3.81E-06 -1.62986 | Sdhd
21570 0.000370505 -2.25693 | 1700024P16Rik
21614 0.000949733 1.53514 | Alkbh6
21752 0.000776499 1.26954 | Tpd5212
21779 0.000270934 1.38169 | Bagb
21836 0.000265196 -2.08101 | Pde%a
21868 0.000676697 1.42006 | R3hdm1
21932 0.000242694 7.63066 | Ugt2b37
21942 7.42E-05 1.33485 | Copbl
22033 2.98E-06 -2.56282 | AI317395
22109 1.69E-05 1.91458 | Chchd5
22114 0.000978402 1.31828 | Fam122a
22211 0.000609012 1.33078 | Srcap
22234 4.61E-05 -2.11985 | Reps2
22267 0.000254561 1.31187 | Zfp7
22314 1.67E-07 1.86405 | Med20
22351 0.000852672 -1.60723 | Sfxn5
22375 8.05E-05 1.73467 | Pold4
22394 0.000110359 -1.35935 | Fam162a
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22477 0.000210666 -1.84989 | Hsd3b7
22526 0.000412607 -4.14822 | Ido2
22569 1.61E-05 1.67177 | Tmem209
22622 7.16E-05 -2.23248 | Sesn3
22668 0.000879443 1.41683 | Psmd8
22683 0.000361979 1.86966 | Snhg5
22788 9.49E-06 -1.21845 | Lampl
22904 4.32E-05 1.39904 | F11r
22908 0.000306328 1.24698 | Lyrm4
22976 0.000304293 1.49343 | Cnot7
23002 0.000621281 -1.32445 | Hc

23049 6.62E-05 1.26271 | Pank4
23113 0.000169435 1.45439 | Azi2
23212 0.000222769 1.34743 | Eya3
23258 0.000871013 -2.54956 | Car8
23279 0.000765356 1.399 | Glmp
23294 0.000377973 1.26426 | Ddrgkl
23388 4.68E-05 3.58879 | Gm19619
23409 6.65E-05 -1.67465 | Chptl
23438 0.000208185 2.03143 | Sik1
23458 2.09E-05 -2.557 | Snora30
23480 2.38E-06 2.17846 | A330035P11Rik
23496 0.000756661 1.45936 | Nrgl
23504 2.13E-07 -2.10428 | Perp
23509 0.000676685 -3.19822 | Hnf4aos
23514 0.000510052 1.44339 | Ebag9
23522 3.00E-05 1.49252 | Stx17

Suppl Table 2:

Up-regulated genes in Reptin KO liver extracts from refed mice (FC>1.2 and

P value<0.05)
p.value. KO.vs WT. Fold.Change. KO.vs WT. Symbol
21932 | 0.000242694 7.63066 Ugt2b37
3296 | 4.78801e-06 6.26095 Gadd45b
2836 | 1.49439e-09 5.17015 2410006H16Rik
4278 | 0.00015646 4.74829 Cyp2a4
224 | 0.000306815 4.187 Ctcflos
1114 | 9.82946e-10 4.1019 1500012F01Rik
9500 | 1.17722e-07 3.84267 Snhgl
7711 | 1.9438e-06 3.65691 Snhg12
23388 | 4.67582e-05 3.58879 Gm19619
50 | 5.90156e-06 3.54474 Gotl
2817 | 6.18232e-09 3.5137 Epb41l4aos
2844 | 0.000480042 3.28074 Rasgeflb
744 | 3.05296e-05 2.83077 Gm5617
13220 | 0.000931592 2.60817 Mett|20
7 | 2.50419e-07 2.60563 Slc7a2
17460 | 1.0636e-05 2.57425 Snhgb
72 | 7.53128e-06 2.49925 Slc4ad
6268 | 7.41194e-06 2.48613 Cep830s
1004 | 0.000304975 2.4077 Parp16
3394 | 0.000988182 2.31684 9230110C19Rik
2450 | 5.90031e-05 2.29114 Adrbk2
521 | 6.21127e-07 2.27931 Rbms1
5 | 6.01094e-08 2.27467 Hspa2
17459 | 0.000402829 2.25396 Angptl4
5972 | 6.92193e-05 2.24335 Tafla
310 | 2.50291e-06 2.22386 Myd88
213 | 5.6675e-06 2.20297 Smg6
560 | 4.24065e-06 2.19874 Tm4sf4
23480 | 2.3846e-06 2.17846 A330035P11Rik
1022 | 1.59556e-07 2.15487 Smgl
10 | 1.52244e-07 2.12427 Cptla
1344 | 0.00060502 2.12052 Zbtb10
740 | 5.97041e-05 2.11816 Ppp4ra
3453 | 2.49597e-05 2.09873 H1f0
697 | 2.08427e-08 2.09773 Kansl3
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17432 | 4.63691e-05 2.09476 Oraovl
13431 | 1.88141e-05 2.08473 Apoa5
434 | 0.00041323 2.08162 Sorbs3
13733 | 3.05908e-05 2.07349 Nbea
119 | 9.27663e-07 2.06141 Pla2gl2a
17540 | 7.25173e-05 2.06022 Bcl2111
1433 | 9.7985e-05 2.05797 Lhpp
445 | 0.00018899 2.0465 Gm13363
23438 | 0.000208185 2.03143 Sik1
4759 | 0.000253242 2.01168 Spgll
335 | 0.000286217 2.00927 Slc25a51
264 | 1.6614e-09 2.00563 Smg7
5510 | 8.84869e-05 12.1993 Lepr
3556 | 0.000523877 10.3346 Igfbpl
11974 | 8.57715e-06 1.97922 Ppp3cc
19178 | 5.04974e-06 1.97914 Usp30
1555 | 0.000117589 1.9741 Zc3h6
12324 | 1.52774e-06 1.9648 Anapcl6
321 | 3.56089e-05 1.95937 Tmem68
404 | 5.39097e-06 1.95104 Gm15760
3408 | 4.25728e-05 1.93469 Pdrgl
2337 | 7.16252e-09 1.93264 Nfrkb
230 | 0.000378921 1.93043 Rpphl
30 | 1.58491e-05 1.92977 Calcocol
22109 | 1.69159e-05 1.91458 Chchd5
80 | 1.62341e-05 1.91385 Neurl3
651 | 0.000254445 1.89731 Tmem266
11258 | 0.000258154 1.89699 Rpgr
15548 | 1.65795e-06 1.89368 Brd2
2568 | 0.00026868 1.87693 Gm4787
3084 | 1.17232e-05 1.87499 6820431F20Rik
4321 0.00010432 1.87451 Eri2
8733 | 5.58754e-05 1.87427 Gstm5
22683 | 0.000361979 1.86966 Snhg5
5087 | 0.000436417 1.86549 Lpin2
22314 | 1.66526e-07 1.86405 Med20
13427 | 7.86984e-06 1.85335 Tex10
12486 | 0.000727037 1.85277 Man2a2
3766 | 0.000571078 1.84964 1700094D03Rik
1683 | 0.000134903 1.83614 Spopl
18419 | 0.000198264 1.83541 Trappc5
8995 | 1.94493e-07 1.83178 Speccll
17822 | 0.000246766 1.8311 Upf2
24 | 1.55256e-06 1.82389 Pckl
1706 | 0.000165954 1.8211 Spicel
2888 | 9.47569e-05 1.81588 Parp6
15827 | 0.000844063 1.81262 Mustnl
1330 | 0.000109667 1.81254 Uspénl
338 | 0.000329867 1.80673 Ccdcl5
6125 | 0.000491851 1.80577 Chpl
4856 | 0.000262184 1.80457 Baiap2l1
1176 | 0.000328791 1.79699 Gm19705
3465 | 8.80159¢e-06 1.79366 Prkab2
17402 | 1.97232e-05 1.79118 Ankrd27
7368 | 4.82044e-06 1.78767 4632415L05Rik
3712 | 7.70851e-05 1.78653 Tmem18la
15775 | 4.86489%e-07 1.78626 9130011E15Rik
777 | 4.41183e-06 1.78443 Mepce
48 | 2.28132e-06 1.78326 Dcaf6
9383 | 0.000280622 1.78074 Algl3
6734 | 0.000217164 1.7756 Fancm
2193 | 0.000988593 1.77526 Clecaf
215 | 1.10063e-05 1.77263 Pogk
49 | 1.36751e-07 1.77217 Pik3c3
1453 | 0.000977662 1.76602 Zdhhc2
1232 | 0.000274347 1.76109 Marveld2
13845 | 0.000130744 1.75038 Vps39
343 | 0.000116486 1.74833 Gabarapll
19570 | 0.000119636 1.74722 AU041133
182 | 3.7477e-05 1.74687 Mir3061
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172 | 2.41968e-05 1.74666 Por
13070 | 2.37003e-06 1.74486 Zmymé4
1831 | 1.36163e-05 1.74121 Fam13b
467 | 0.000209343 1.73965 Brap
20469 | 0.000484511 1.73923 Txnldb
11464 | 3.90385e-05 1.73903 Mist8
8690 | 2.66909e-05 1.7373 Btbd9
472 | 2.84146e-05 1.73642 Nhsl1
22375 | 8.05393e-05 1.73467 Pold4
123 | 0.000377356 1.73319 Casp6
3385 | 7.12435e-05 1.72427 1810012K16Rik
3534 | 0.000569427 1.72313 Tns2
8475 | 1.58749e-05 1.72098 Pvr
1483 | 5.4588e-07 1.71983 Pan3
2999 | 5.9162e-07 1.71309 Trrap
15061 | 0.000129878 1.71069 Ptbp2
669 | 1.4867e-06 1.70274 Ezhl
6651 | 0.00015913 1.70246 2410089E03Rik
377 | 0.000157344 1.70221 Mybl1
20971 | 3.67762e-05 1.69888 1110038B12Rik
1152 | 1.90945e-07 1.69838 Nfl
5450 | 0.000313896 1.69643 0Odf2|
21205 | 2.32704e-06 1.69017 Manbal
9494 | 1.34492e-05 1.68115 Gpn3
2615 | 7.49504e-06 1.67788 Plxncl
3076 | 9.38002e-05 1.6751 Whbscr27
18533 | 0.000606412 1.67396 Stamos
400 | 0.000358402 1.67253 Rfx5
22569 | 1.60692e-05 1.67177 Tmem209
3448 | 0.000170777 1.67166 Tmem194
292 | 0.00019628 1.67157 Mir3094
3003 | 0.000653264 1.67083 Casc4
1948 | 0.000136823 1.6702 Thcld23
4217 | 5.21476e-06 1.66681 Ino80
2619 | 3.3791e-05 1.66326 Bmp2
6588 | 0.000182051 1.6625 Abcc9
129 | 1.8252e-06 1.65781 Nr2c2
20343 | 0.000527042 1.65547 Thcld9b
6600 | 0.00081008 1.6552 Mettl22
6974 | 0.00064321 1.64986 Tmem30b
7018 | 0.000300191 1.64734 Cblb
1707 | 1.31311e-06 1.64697 Orc5
52 | 0.000151165 1.64397 Pilrb2
13275 | 6.8978e-05 1.64344 Rft1
897 | 0.000209716 1.64277 Micu3
3207 | 0.000244907 1.63882 Slc9a8
1405 | 0.000428198 1.63786 Dusp3
4573 | 5.08427e-05 1.63758 Atp13a2
2093 | 1.33531e-06 1.62887 Tcfl12
1718 | 1.4126e-05 1.62607 Prpf40b
1090 | 1.477e-05 1.62596 Polr2a
1180 | 2.61069e-05 1.62582 Rras
13412 | 0.000557769 1.62574 Ctif
11180 | 0.000163815 1.6244 Zbtb37
160 | 1.13705e-06 1.62316 Cdk19
1777 | 6.75035e-05 1.6214 Cep95
4043 | 5.32443e-05 1.62024 Cendbpl
2120 | 6.55826e-06 1.61631 Rictor
2195 | 0.000265642 1.61544 Ptpn4
664 | 0.00018611 1.61343 Ralgapal
369 | 2.58634e-06 1.61273 Braf
5094 | 4.89814e-05 1.61195 Dennd6a
1574 | 0.000140521 1.61088 Mrcl
1772 | 0.000655881 1.60902 Spal7
411 | 0.000468645 1.60849 Mapk3
2355 | 8.61113e-05 1.60843 Kif3a
26 | 6.63319e-07 1.60475 Peakl
19409 | 2.91731e-05 1.60193 Zfand2a
13885 | 0.000404259 1.60176 C030016D13Rik
7345 | 0.000234532 1.59446 Ercc5

216



ANNEXES

1669 | 0.000762045 1.59339 Siglecl
5288 | 0.00096615 1.59227 Tmem87a
9620 | 0.000706613 1.58903 Vps13d
362 | 2.62936e-05 1.58864 Diaph1
268 | 6.57235e-05 1.58797 Zfp113
18330 | 0.000758938 1.58684 Cmssl
8154 | 0.000967595 1.58451 Algb
3769 | 0.000368736 1.5829 Flotl
7460 | 0.000157461 1.58278 Tmem170
39 | 6.25438e-06 1.56862 Pitpncl
909 | 5.92147e-05 1.56794 Mbtps2
6505 | 0.000230988 1.56367 Gm16023
2471 | 0.000582273 1.56166 Cpd
2814 | 0.000385838 1.55541 Uspll
1947 | 0.000496097 1.55494 Cd55
1136 | 0.000420118 1.55399 Enpp4
9202 | 0.000254034 1.55351 Mettl4
9127 | 7.37299%e-06 1.54938 Rabggtb
2794 | 3.10015e-05 1.54582 Flt4
12642 | 0.000896108 1.54553 Mrpl54
14458 | 0.000498781 1.54492 Vprbp
17 | 1.12272e-07 1.54432 Hipk3
92 | 0.000118985 1.54219 AK010878
5524 | 2.89868e-05 1.54168 Dhx57
1734 | 0.000122821 1.5414 Depdc5
518 | 0.000263562 1.54113 Hamp
10804 | 0.000959505 1.5389 AU019823
3093 | 2.25729e-05 1.53832 Apc
3388 | 0.000436719 1.53732 Rhog
21614 | 0.000949733 1.53514 Alkbh6
359 | 4.25433e-06 1.53481 Prrc2c
8254 | 0.000376573 1.53326 Hacel
302 | 0.000857093 1.53306 Zfp704
5688 | 1.25948e-05 1.53245 Ankfyl
3751 0.000376211 1.53049 Lgals2
3262 | 7.23084e-05 1.53007 Mbtd1
8157 | 2.68696e-05 1.52884 Fam175a
41 | 5.95663e-07 1.52828 Sptanl
14091 | 0.000214296 1.52505 Aplg2
439 | 0.000534994 1.52138 Gm24148
3918 | 0.00010446 1.5207 Ralgapa2
8431 | 2.55879e-05 1.51842 Med23
15340 | 0.000193332 1.51803 Pign
6246 | 0.000400698 1.51791 Tmub2
17488 | 6.13175e-05 1.51716 Hmces
2411 | 0.000258607 1.51696 Agtrla
3023 | 0.000190974 1.51692 Cst3
18502 | 2.12164e-05 1.51636 Trp53bpl
17765 | 2.97921e-05 1.51421 Wdr55
401 | 0.000766864 1.5125 Atp8al
19587 | 0.000469777 1.50884 Scmh1
4721 | 0.000456454 1.50678 MIh3
4325 | 0.000127377 1.50636 Ccdcl4
3569 | 0.00098265 1.5062 Ocrl
86 | 4.10901e-07 1.50591 Ltnl
111 | 9.27615e-06 1.50536 Eifdb
1473 | 1.84552e-05 1.50426 Adnp
15073 | 2.3466e-05 1.50047 Tmem167b
11003 | 0.000515152 1.49973 Nfya
226 | 2.3385e-05 1.49828 Slc38a9
10681 | 0.000180004 1.49556 Ccdcl137
22976 | 0.000304293 1.49343 Cnot7
23522 | 3.00499e-05 1.49252 Stx17
13216 | 3.11095e-07 1.49015 Polr3b
11781 | 0.000592262 1.48932 Atf6
1944 | 0.00021205 1.48875 Camk2nl
1468 | 2.89024e-05 1.48816 Uhrflbpll
161 | 0.000591512 1.48712 Kcnj10
3392 | 0.000252006 1.48561 Smg9
1996 | 0.000313757 1.48494 Kiz
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456 | 0.00014976 1.48433 Jmy
1721 | 0.000441143 1.48312 Ctdspl2
3185 | 4.49043e-06 1.48083 Tnks
4146 | 0.000114091 1.47947 Med31

222 | 9.50723e-06 1.47869 Ttll5

18348 | 2.17117e-06 1.4779 Tctnl
6357 | 0.000513053 1.47549 Rnf186

191 | 3.4956e-06 1.47548 Ceni
6201 | 0.000737825 1.47275 Rabepl

804 | 0.00034297 1.4703 Ttc25

13371 | 9.23561e-05 1.46987 Rbm14
3167 | 6.84072e-05 1.4688 Ylpm1
2898 | 7.19404e-05 1.46827 Pidka
17832 | 0.00025947 1.46752 4933427D14Rik
3462 | 0.000214593 1.46706 Dcplb
5910 | 0.000243207 1.46671 Nepro
4106 | 0.000793112 1.4654 Rad50
9210 | 0.000235467 1.46526 Copg?2
13081 | 7.07831e-05 1.46522 Erlecl

882 | 3.07256e-05 1.46454 Sos2
9598 | 0.000203622 1.4639 Plekhgl
3311 | 0.000538676 1.46376 Dpy1914
7887 | 0.000935333 1.46168 Cdadcl
1620 | 1.83769e-05 1.46028 Man2al

79 | 9.26994e-06 1.45973 Parp4
13490 | 9.44785e-05 1.45969 Gdap2
23496 | 0.000756661 1.45936 Nrgl
19095 | 0.000969809 1.45822 Zfp523

9230 | 0.000442742 1.45673 Centl
741 ] 5.1315e-05 1.4564 Nfe2l2
5348 | 3.9484e-06 1.45443 Ap4dml
23113 | 0.000169435 1.45439 Azi2
1393 | 0.000659831 1.45363 Ccpglos
3667 | 1.03672e-05 1.45271 Slc43a3
3648 | 0.000253201 1.45188 Pecaml
2957 | 2.8884e-05 1.45056 Ino80d
13434 | 0.000221145 1.44989 Fam178a
2033 | 0.000316796 1.44917 Pip4k2c
199 | 9.38055e-06 1.44886 Lrig2
16757 | 0.000168765 1.44836 Glb1l
18223 | 0.000131902 1.4483 Cstb
961 | 9.18232e-07 1.44638 Ubap2|
14755 | 0.000120889 1.44627 Tmem186
8836 | 0.000195112 1.4459 Ptprb
3621 | 0.000952587 1.44579 Zdhhcl
1298 | 2.2257e-05 1.44448 Phtfl
23514 | 0.000510052 1.44339 Ebag9

131 0.0007859 1.44056 Slc17a5
6385 | 1.1669e-06 1.44008 Zfand3

673 | 8.65196e-05 1.43993 Tiel
2062 | 0.000359008 1.43926 Otud7b
5874 | 0.000964871 1.43779 Trp53rka

14589 | 0.00015799 1.43758 Anks3
20350 | 0.000149407 1.43667 Ercc6l2
6702 | 0.000792649 1.43551 Hercl

15128 | 0.000895025 1.43547 Aar2
3182 | 0.000608594 1.43481 Tacc3

875 | 0.000376507 1.43346 Scampl

4062 | 0.000161557 1.43246 Ttbk2
15334 | 1.58704e-06 1.43206 Csnk2a2
11468 | 0.000194 1.42885 Adgrf5

1103 | 0.00074205 1.4245 Gkapl

57 ] 0.000369383 1.4229 Mir1927

2501 | 0.000277633 1.42041 Atgld
21868 | 0.000676697 1.42006 R3hdm1

106 | 1.36561e-06 1.41869 Asxl1

18616 | 7.59056e-05 1.41705 Lrrc40

22668 | 0.000879443 1.41683 Psmd8
8677 | 5.42763e-05 1.41524 Dennd5a
5905 | 0.000678947 1.41427 Ms4a4d
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347 | 0.000271379 1.4129 Cask
917 | 5.91944e-05 1.41229 Necapl
3377 | 1.05923e-05 1.41115 Smurf2
7779 | 0.000352874 1.41098 Inad|
13696 | 0.00057375 1.4101 Zdhhc17
11455 | 0.000724687 1.41004 Med4
1738 | 5.5094e-05 1.40932 FbxI20
11196 | 0.000694871 1.40918 Polr2j
12710 | 0.000251943 1.40818 Wdrll
9094 | 0.000470759 1.40722 Tmem63a
799 | 0.000956419 1.40444 Lpp
542 | 8.43528e-05 1.40403 Etohd?2
6462 | 0.000350115 1.40357 Lrch3
15108 | 0.000458494 1.40304 Pias2
2229 | 8.55047e-06 1.40294 Mon2
15030 | 0.000786771 1.40259 Cirhla
3827 | 0.000218795 1.40003 Slu7
3659 | 0.000239839 1.39985 Nhirc3
2295 | 6.8152e-05 1.39974 Eif4a2
3676 | 5.70238e-05 1.3992 Pbrm1l
22904 | 4.32489e-05 1.39904 F1ir
23279 | 0.000765356 1.399 Glmp
10560 | 0.000111006 1.39708 C2cd3
95 | 4.74573e-07 1.3962 Lmbrd1
9975 | 0.000777003 1.39455 Yeats2
639 | 0.000165382 1.39421 Rttn
63 | 2.32895e-08 1.39394 Ankrd11
5856 | 0.000116319 1.39353 Mta3
89 | 0.000273764 1.39191 Rprdla
12285 | 0.000159686 1.39137 Gltscr2
3402 | 8.05356e-05 1.3878 Patll
19094 | 0.000143159 1.38727 Kat7
14990 | 0.000945796 1.38628 Ubap2
34 ] 2.50138e-08 1.38605 Srrm2
38 | 1.77455e-08 1.38379 D15Ertd621e
9272 | 0.000862309 1.38363 Zfp451
2423 | 8.06486e-05 1.38339 Bircé
2777 | 2.872e-05 1.38277 F12
21779 | 0.000270934 1.38169 Bagb
18531 | 0.000551899 1.38065 Chst15
15217 | 2.41407e-05 1.38012 Nup214
5758 | 0.000707371 1.38007 Crem
4391 | 9.28739e-05 1.37974 Nrlh2
9632 | 0.000427065 1.37747 Stam
114 | 1.44443e-06 1.37746 Arhgef12
17879 | 2.56326e-05 1.37633 Scyl2
5614 | 0.000641188 1.37573 Fatl
7892 | 8.05935e-05 1.37513 Exoc6
16759 | 2.6377e-08 1.37428 Arfrpl
581 | 1.94654e-05 1.37365 Sik3
3260 | 3.04863e-05 1.37309 Itih2
8097 | 0.000615281 1.37304 Mtal
14875 | 0.000891415 1.37159 R3hdm2
20435 | 0.000199946 1.37047 Rnf215
16383 | 0.00060093 1.37044 Cep72
270 | 0.000149726 1.36984 Avl9
11560 | 0.000121432 1.36963 Sap130
4829 | 0.000758933 1.36906 Kdm5a
1225 | 0.000749742 1.36895 Ing5
354 | 0.000956672 1.36872 Cln6
7943 | 0.000401995 1.36866 Piasl
2723 | 0.000485722 1.36725 Rps6kcl
7525 | 0.000139895 1.36568 Pik3apl
871 | 0.000399442 1.36533 Ctcl
255 | 0.000143872 1.36269 Lmbrl
3861 | 0.000177921 1.36192 Gm14586
3121 | 0.000658598 1.36063 Polr3a
14308 | 9.573e-05 1.36056 Crtcl
11955 | 0.000174504 1.3598 Rhbdd2
9206 | 0.00039432 1.35857 Heatr6
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2100 | 0.000123922 1.35847 Whbp1l
508 | 3.02735e-05 1.358 Hsd17b13
3675 | 0.000361675 1.35666 Rnf216
9765 | 0.00049689 1.35641 Plekhm2
782 | 0.000329252 1.35619 Esyt2
1368 | 0.000478894 1.3545 Ricl
3493 | 2.43231e-05 1.35425 Cenk
3349 | 9.02473e-05 1.35407 Ddx42
196 | 1.92567e-08 1.35171 Pcbp2
1372 | 1.80608e-05 1.35107 Sec24b
6673 | 0.000895442 1.35036 P2rx4
16984 | 2.3705e-05 1.34961 Rrpl
265 | 4.30219e-06 1.34844 Aff4
18116 | 0.000878709 1.34841 Ptcdl
2 | 3.31494e-05 1.34746 Gm15327
23212 | 0.000222769 1.34743 Eya3
12181 | 7.33393e-05 1.34691 2210408F21Rik
3331 | 0.000840862 1.34531 Xrnl
10039 | 0.00011318 1.34522 Elf2
15410 | 1.56912e-05 1.3431 Ptpra
2528 | 5.10905e-05 1.34174 Igbpl
19655 | 0.00036317 1.34107 Rab100s
15571 | 1.00744e-05 1.33998 Tmem234
11967 | 0.00010437 1.33929 Tubgcpb
246 | 0.000199006 1.33886 Manla
5731|0.000111346 1.33646 Drosha
11699 | 0.000973223 1.33644 Ubr5
4601 | 0.000126524 1.33621 Tnks2
20911 | 0.000402606 1.33577 Ccdc91
12321 | 0.000391827 1.33511 Fetub
21942 | 7.41609e-05 1.33485 Copb1
132 ] 0.000196791 1.33435 Atpébvlel
1039 | 0.00032695 1.33334 Itfg2
1]1.36741e-06 1.33307 Rmnd5a
419 | 6.32155e-06 1.33272 Rabgapl
19352 | 0.000362581 1.33203 Pik3r4
2354 | 0.000286885 1.33199 Rrm1
9954 | 0.000317421 1.33093 Rab3gap2
2930 | 0.000451869 1.33092 Ankhd1
22211 ] 0.000609012 1.33078 Srcap
16014 | 0.000112564 1.33037 Camsap?2
9871 | 0.000806508 1.33023 Usel
2737 | 0.00040067 1.33021 Cdk5rap2
12240 | 0.000632365 1.32919 Zfp236
8732 | 0.000836062 1.32691 Mdn1l
17022 | 3.1678e-05 1.3264 Btbd7
19214 | 0.000378924 1.32574 Rnf168
97 | 1.65281e-06 1.32547 Uvrag
2714 | 2.17026e-05 1.32496 Arfgefl
1101 | 0.000417207 1.32458 Pcdhgc4
78] 0.000810517 1.32405 Fhl
7948 | 1.18913e-05 1.32342 R3hccl
2475 | 0.000501828 1.32096 Zfhx2
9987 | 0.000420295 1.32092 Ago3
8304 | 0.000243106 1.32003 Rab22a
15860 | 0.000158843 1.32003 Rora
8009 | 0.00048118 1.31904 Pde2a
5008 | 0.000905391 1.31874 Ndell
22114 | 0.000978402 1.31828 Fam122a
7223 | 0.000452699 1.31695 Atf7
17718 | 0.000487392 1.31669 5730455P16Rik
2403 | 4.17696e-05 1.31536 Wac
9968 | 0.000537264 1.31499 Arl6ip4
22267 | 0.000254561 1.31187 Zfp7
2820 | 0.000434662 1.31172 Rbms2
16530 | 0.000147055 1.31136 Emc3
11572 | 0.000363472 1.31086 Kdm2a
11800 | 0.000536671 1.31062 C130046K22Rik
11998 | 0.000946602 1.31011 Mycbp2
10776 | 0.000615326 1.31009 Spatal3
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4319 | 0.000961096 1.30992 Ptgsl
6373 | 0.000336659 1.3075 Mtr
8031 | 0.000844591 1.3075 Eid2b
3467 | 0.000747692 1.30701 Mir1954
1679 | 0.000353969 1.30624 Arid2
1178 | 0.000330257 1.30614 Claspl
757 | 2.74954e-06 1.30417 Gmeb2
9204 | 0.000259515 1.30332 Gimap6
2787 | 3.53759e-05 1.3018 Slc9al
13983 | 0.000358497 1.30175 Xrn2
11024 | 0.000247643 1.30092 Camsapl
2753 | 0.000443434 1.30077 Chd8
5221 | 0.00059358 1.30064 Tceanc
376 | 0.000361857 1.30056 Col20al
1287 | 0.000431194 1.30017 Dennd4a
1144 | 0.000928386 1.30003 Zfp644
4842 | 0.000998164 1.29776 1ft88
293 | 1.06226e-05 1.29701 Arell
8977 | 0.000961177 1.29694 Eif3h
4209 | 0.000696394 1.29121 Pcgf3
2511 | 0.000279344 1.29017 Prr14l
2313 | 0.000352672 1.28988 Hmbox1
124 | 4.14318e-05 1.28866 Ube2b
11677 | 0.000108655 1.28779 Nup153
2964 | 8.56643e-06 1.28691 Fopnl
620 | 0.000205252 1.28542 Arnt
7423 | 0.000542707 1.28523 Phlpp2
10971 | 4.26538e-05 1.2851 Tbcld5
14119 | 3.71948e-05 1.28462 Cdk16
881 | 0.000312236 1.28376 Hectd1
9756 | 0.000692723 1.28352 Gm9794
4404 | 3.61934e-05 1.28097 Ankle2
15788 | 3.36274e-05 1.28049 Ccdc130
668 | 0.000599712 1.2801 Taok2
6315 | 0.000112555 1.28004 Mettl21a
8064 | 0.000481215 1.27937 Rc3h2
12840 | 0.000942485 1.27843 Gitl
14667 | 0.000818169 1.27836 Erichl
15277 | 0.000261119 1.2777 Pogz
3700 | 5.13346e-05 1.27757 Efcabl4
5405 | 0.000769626 1.27727 Sppl3
10602 | 0.000321634 1.27626 Wdr48
2971 | 0.000291316 1.27609 Lats2
5487 | 0.000206091 1.27357 Unk
388 | 5.8896e-06 1.27289 Srsf9
7527 | 0.000612973 1.27261 Gfod2
19168 | 0.000516014 1.27126 Tjpl
21752 | 0.000776499 1.26954 Tpd52I2
146 | 7.36934e-05 1.26898 Ifnar2
14978 | 0.000556162 1.26884 Setd5
16150 | 7.3302e-05 1.26873 Ambral
2741 | 0.00084501 1.26848 Inpp5k
147 | 0.000156728 1.26775 Sik2
443 | 0.000675007 1.26594 Crbn
14754 | 0.000939197 1.26449 Eiflb
23294 | 0.000377973 1.26426 Ddrgkl
1229 | 0.000646431 1.26304 Prmt3
23049 | 6.61762e-05 1.26271 Pank4
7138 | 9.07066e-05 1.25977 Stabl
459 | 5.70243e-05 1.25908 Ncoal
6116 | 2.83202e-06 1.25709 Wdr33
6688 | 0.000329019 1.25681 Arl8b
280 | 9.49713e-06 1.2555 Gosrl
2583 | 0.000630584 1.25168 Morc2a
9103 | 0.000865205 1.25111 Anapcl
20886 | 0.000541359 1.24854 Rbbp5
349 | 0.00089034 1.247 Lnpep
22908 | 0.000306328 1.24698 Lyrm4
8904 | 0.000152863 1.24693 Supt6
3917 | 0.00011726 1.24516 Luc?I
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630 | 0.00056177 1.24274 Nedd4
10479 | 0.000920264 1.24235 Atp9b
40 | 4.15813e-05 1.24196 Npepps
1990 | 4.09312e-05 1.23861 Fbxo38
4566 | 0.000147742 1.23756 Cpsf3
3347 | 3.995e-05 1.23616 Cct2
2087 | 0.000883472 1.23302 Gm5129
1670 | 0.000352438 1.23144 4930511MO6Rik
4355 | 0.000217772 1.23054 Mau2
14049 | 0.000295573 1.2219 Ap3bl
11996 | 0.000512467 1.22177 Fancc
1147 | 0.000160767 1.22172 Ddx6
5206 | 0.000463401 1.21939 Asnsdl
185 | 3.1424e-05 1.21685 Gnal3
17296 | 2.45031e-07 1.21527 Smad4
16246 | 3.97456e-05 1.21365 Clta
21210 | 0.000987576 1.21292 Ckap5
7759 | 0.000122316 1.2127 Psmg4
15830 | 0.00052398 1.21091 lemt
5298 | 0.000558798 1.20542 Mettl3
6872 | 0.000936827 1.20426 Gatad2b
14924 | 0.00087936 1.20381 Rps3
1338 | 0.000248072 1.20247 Tmbim4
9384 | 0.000294558 1.20083 Mapk1
9097 | 0.000955563 1.19808 Cepl20
3592 | 0.000625661 1.19711 4930479D17Rik
710 | 0.000375209 1.18921 Cpsl
16417 | 0.000222011 1.18491 Sbf2
3088 | 0.000762978 1.18251 Nsmaf
273 | 0.000856516 1.17892 Nup205
3522 | 0.000565469 1.17727 Fam175b
5708 | 0.00089616 1.17303 Zc3h4
15701 | 0.000729507 1.1683 Ep400
20180 | 0.000840034 1.16716 Emc7
1717 | 0.000359263 1.16553 Sh2b3
10645 | 0.000536447 1.14993 Gm13483
4482 | 7.08284e-06 1.13169 C3
1680 | 1.57485e-05 1.11768 Ahsg

Suppl Table 3:

Down-regulated genes in Reptin KO liver extracts from refed mice (FC<-1.2

and P value<0.05)

p.value. KO.vs WT. Fold.Change. KO.vs WT. Symbol
787 | 1.19137e-07 -9.42498 Tlcd2
11 | 7.20222e-07 -7.06103 Cyp2c53-ps
105 | 1.98455e-06 -6.79611 Gm4956
70 | 7.37246e-06 -6.36263 Cyp2c70
393 | 0.000190968 -6.31892 Gm4450
4187 | 0.000376424 -6.17648 C730036E19Rik
312 | 4.50391e-05 -5.52696 Msmol
7107 | 7.74883e-05 -5.42142 Nxpe2
8479 | 6.33176e-07 -5.39046 Gstt3
165 | 1.71545e-07 -5.25807 Ces2g
14 | 1.77391e-08 -5.23225 Aqp8
2167 | 4.95258e-06 -5.21427 Leap2
181 | 4.67579e-06 -5.21412 Insigl
13489 | 7.80026e-06 -4.95835 Acnat2
2695 | 1.39376e-05 -4.92414 Gm19522
120 | 0.000130674 -4.91804 Sqle
4498 | 4.71831e-05 -4.77409 Ces3b
74 | 3.34779e-06 -4.68717 Gstm3
14903 | 4.74944e-06 -4.58123 Otc
14702 | 1.77618e-08 -4.48691 Mir6516
331 | 1.71366e-05 -4.4847 Mir122
1495 | 5.30457e-06 -4.48042 Cyp4afla
1177 | 1.60683e-05 -4.43204 Trhde
10258 | 3.07485e-06 -4.42204 Carl4
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16065 | 4.91719e-06 -4.33168 Gm11437
1348 | 1.07276e-06 -4.31827 Ces2e
247 | 4.59089e-07 -4.31674 Cyp2d40
19991 | 6.77767e-05 -4.28407 BC089597
2460 | 7.88209e-05 -4.25562 Lrtm1l
9453 | 5.45992e-05 -4.1924 Ceslg
22526 | 0.000412607 -4.14822 Ido2
8 | 3.54876e-07 -4.09681 Fdps
1140 | 0.000830159 -32.6491 Hsd3b5
3594 | 7.18082e-09 -3.86868 Ccbll
3143 | 2.27973e-06 -3.78889 Zfand4
2163 | 8.39883e-05 -3.78372 Snora44
149 | 4.82794e-06 -3.776 Cla
20 | 8.72671e-06 -3.76238 Slc22a7
14800 | 0.000811601 -3.58648 Sdr9c7
58 | 4.92017e-06 -3.51109 Hmgcsl
233 | 1.23675e-05 -3.50228 Capn8
188 | 3.91935e-05 -3.50214 Cyp51
3951 | 0.000329772 -3.47881 Slc46a3
6138 | 3.39678e-05 -3.46629 P2ry4
11940 | 0.00022182 -3.46562 Cdldl
699 | 0.000130899 -3.45633 Hes6
18247 | 8.72821e-06 -3.43647 Prodh
17757 [ 0.000241722 -3.40292 Hnmt
14638 | 0.000227018 -3.38689 1500017E21Rik
4913 | 0.000282978 -3.37092 Adh4
1704 | 1.56133e-05 -3.35084 Cyp2f2
15 | 5.77366e-07 -3.3149 Hmgcr
12448 | 0.000336443 -3.26714 Cyp39al
10038 | 1.9671e-06 -3.20364 Snai2
1084 | 0.000371929 -3.20266 Ces2c
23509 | 0.000676685 -3.19822 Hnf4aos
4258 | 5.31846e-05 -3.18985 Cyp2rl
9 |7.27987e-07 -3.18488 Pcsk9
16201 | 0.000841244 -3.10575 Igfals
4988 | 0.00077222 -3.08328 Rgn
4] 2.78826e-07 -3.0474 Aacs
180 | 1.29488e-05 -3.04202 Hapinl
3024 | 0.000166083 -3.01197 Ddahl
13870 | 5.0812e-06 -3.00149 Cited2
16703 | 4.0517e-06 -2.98091 Pecr
1415 | 4.9847e-06 -2.93029 Tmem97
6 | 6.82084e-07 -2.8687 Nsdhl
16856 | 1.52243e-05 -2.86708 Apom
13700 | 4.49318e-05 -2.84987 Gldc
12096 | 0.000285836 -2.8062 Gpr155
18 | 7.87715e-07 -2.80344 Fasn
7914 | 0.000153764 -2.79891 Cesle
14247 | 0.000488158 -2.78464 Lipg
17500 | 0.000706454 -2.72668 Eif4ebp3
45 | 9.25554e-05 -2.72079 Srebfl
18911 | 0.00034352 -2.71929 Tfrc
3 |3.62275e-08 -2.64123 Dher7
9744 | 0.000471948 -2.63766 Rnu3a
8452 | 6.82355e-05 -2.62834 Olfmll
141 | 0.000933048 -2.61384 Serpinal2
14448 | 0.000837051 -2.60662 Enpp2
1046 | 1.94442e-07 -2.5925 Tjp3
1623 | 5.71814e-06 -2.58847 Ceslb
36 | 2.96716e-07 -2.57628 Tsku
2050 | 2.19409e-06 -2.57311 Snoral7
35 | 6.66034e-07 -2.57241 Fdftl
22033 | 2.97832e-06 -2.56282 Al317395
23458 | 2.09035e-05 -2.557 Snora30
1265 | 1.08955e-07 -2.55482 Slco2al
2242 | 5.48624e-07 -2.55048 Rdh10
23258 | 0.000871013 -2.54956 Car8
3146 | 0.00014539 -2.52105 Celsrl
18335 | 0.000123006 -2.50293 Notum
5976 | 3.66584e-05 -2.50005 Plscr2
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6715 | 0.000390587 -2.49798 LdIr
14311 | 0.000125462 -2.47311 Snoral6a
67 | 1.81089e-07 -2.46005 Glrx
384 | 0.000107031 -2.44886 Midlipl
33 | 3.52237e-06 -2.43177 Mvd
3218 | 9.30186e-05 -2.42941 Gimd1
17219 | 4.27998e-05 -2.41128 Snora64
761 | 2.18012e-05 -2.40719 Acsm2
21342 | 0.000325741 -2.39776 AF357399
19210 | 1.57999e-07 -2.38208 Snora52
14974 | 1.79581e-06 -2.37474 Pyroxd2
4208 | 5.82036e-05 -2.35654 Ldhd
1020 | 4.41211e-06 -2.34297 Cryl
2038 | 6.18239e-07 -2.34277 Snora5c
11627 | 0.000179935 -2.3415 Pigr
21242 | 0.000266697 -2.33178 Sultlbl
396 | 7.67692e-06 -2.3314 Snhgl1l
580 | 0.000385699 -2.32943 Slc11a2
15736 | 0.000735237 -2.32437 Snora31
13464 | 0.000337368 -2.31916 Urocl
7148 | 0.000189867 -2.30541 Snora6l
11650 | 1.53601e-05 -2.30498 Gstad
17012 | 0.00054338 -2.30309 Tpmt
47 | 6.78192e-06 -2.30096 Ndrgl
652 | 9.56152e-06 -2.30076 Bdh2
14769 | 0.000628635 -2.29459 Agpll
2058 | 0.000289734 -2.28713 Prgd
10101 | 0.000998485 -2.27887 Fkbp4
3762 | 9.71538e-06 -2.26911 C9
20836 | 3.95516e-05 -2.26755 Slc27a5
1863 | 1.95965e-05 -2.26035 Hopx
21570 | 0.000370505 -2.25693 1700024P16Rik
886 | 5.1672e-05 -2.25493 3110045C21Rik
29 | 7.33566e-07 -2.25172 Mvk
1081 | 0.000754703 -2.2508 Gnald
7750 | 0.000740301 -2.24789 Fgfl
22622 | 7.15759e-05 -2.23248 Sesn3
796 | 9.37285e-05 -2.22727 Stard4
4026 | 1.28801e-05 -2.22666 Aldoc
51 | 1.03646e-07 -2.22591 Rdh11
9052 | 0.000612029 -2.21297 Fam213b
487 | 2.06958e-05 -2.20514 Gm12602
778 | 1.81551e-05 -2.18864 Sortl
1236 | 0.000365654 -2.17329 Apoo-ps
11708 | 2.25625e-05 -2.1615 Pafah2
88 | 4.45936e-05 -2.16121 Nmel
1529 | 2.20172e-05 -2.16043 Omd
16917 | 1.58837e-05 -2.15194 Tstd3
19297 | 4.1634e-06 -2.14196 Serpinfl
13394 | 0.000699826 -2.12796 Scnnla
8378 | 4.45852e-05 -2.12032 Colec12
22234 | 4.60675e-05 -2.11985 Reps2
5788 | 0.000175944 -2.10751 Gceat
23504 | 2.13496e-07 -2.10428 Perp
3423 | 7.51602e-05 -2.09975 Gsttl
21836 | 0.000265196 -2.08101 Pde9a
42 | 9.72472e-07 -2.07655 Pgp
11435 | 1.22047e-05 -2.06642 Gchfr
4055 | 9.29047e-05 -2.06553 Trim2
11968 | 0.0003487 -2.06154 Snoral5
2440 | 5.85422e-05 -2.05864 Gstm2
4439 | 8.90382e-05 -2.05571 Slc30al
56 | 2.46669e-09 -2.04472 Ppal
3539 | 2.87999e-05 -2.03992 Ebp
4750 | 0.000388757 -2.02557 Khk
46 | 8.84599e-08 -2.02441 Cyb5b
3193 | 8.98312e-07 -2.01823 Tmem19
809 | 2.47886e-05 -2.01505 Mogs
11228 | 0.000670987 -2.00746 Spata2l
1203 | 0.000188716 -19.848 Serpina4-ps1
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19 | 7.28932e-07 -16.8109 Thrsp
594 | 0.000725741 -1.99796 Fam47e
6955 | 2.77931e-05 -1.9899 Fam210a
428 | 2.56272e-05 -1.98402 Klk1b4
6032 | 0.000377501 -1.96805 Fpgs
166 | 2.66164e-05 -1.96149 Slc36al
1441 0.000101128 -1.9612 Mmab
7214 | 0.000522069 -1.95771 Tm7sf2
16253 | 0.000193012 -1.95444 Rogdi
3354 | 0.000501283 -1.9435 Slc39a4
21| 0.000798657 -1.94156 Lss
8506 | 4.50211e-05 -1.93671 Slc35b4
6528 | 0.000392386 -1.92866 Dhcr24
889 | 1.24299%e-06 -1.92832 Tmem14c
16891 | 0.00095995 -1.92761 Sardh
12200 | 7.012e-05 -1.92103 Snora7a
6177 | 0.000378338 -1.9203 Aadat
506 | 8.64568e-06 -1.91113 Hsd17b12
21163 | 0.000206301 -1.90948 Olfm3
27 | 3.73577e-06 -1.90466 Erp29
112 | 6.00599e-05 -1.89463 Hsd17b7
3678 | 0.000960916 -1.89445 Pid1
21449 | 0.000612006 -1.89308 Ivd
2170 | 2.24104e-05 -1.89196 Cyp2c29
9151 | 9.6975e-05 -1.89037 Ndufaf4
11723 | 5.79635e-06 -1.88854 Mrpl34
4304 | 2.75928e-05 -1.88809 Pcyt2
212 | 6.56758e-06 -1.86043 Dhrs11
1021 | 3.07163e-05 -1.86018 Aldhla7
676 | 4.24863e-05 -1.8579 Mix
210 | 5.52264e-05 -1.85172 Hsd17b2
17867 | 0.000503441 -1.85102 Aldh1l1
22477 ] 0.000210666 -1.84989 Hsd3b7
5109 | 0.000237526 -1.84651 Snora34
18199 | 7.05562e-06 -1.84097 Adap2
3732 | 0.000353544 -1.83586 Maspl
514 | 3.31894e-05 -1.83556 Palld
11484 | 0.000825087 -1.83298 Gpldl
1984 | 4.17408e-05 -1.82303 Mpst
4134 | 0.000154189 -1.82168 Ggt6
19868 | 0.000234023 -1.81943 Mgst3
206 | 4.60556e-05 -1.81611 Rnf181
19676 | 1.15862e-05 -1.81427 C8g
8621 | 0.000538496 -1.81358 Fbxw9
11787 | 0.000452907 -1.80987 Aspdh
1656 | 0.000102364 -1.8046 Sigmarl
584 | 0.000871255 -1.80221 Mrps27
1249 | 0.000304106 -1.80128 Snhgl4
928 | 0.00014571 -1.79423 Gmds
8896 | 0.000234032 -1.79361 Mppel
2247 | 0.00056623 -1.7793 Pstpip2
3124 | 2.19812e-05 -1.7767 Gstol
7544 | 0.00062388 -1.77533 Mocos
21333 ] 0.000134642 -1.77115 Itih5
254 | 0.000101134 -1.77095 Srebf2
2408 | 0.00019053 -1.76194 Mmp19
3219 | 0.000276943 -1.75874 Slc23al
1243 ] 1.22821e-06 -1.75081 Tacol
1013 | 0.000124227 -1.74698 Cesda
18405 | 0.000705732 -1.74423 Mrpl12
12118 | 0.000516572 -1.74257 Arhgap24
209 | 1.97806e-06 -1.74175 Bola3
1250 | 1.41697e-05 -1.74065 Endog
53 | 4.29293e-06 -1.73673 Frasl
379 | 0.000456384 -1.73387 Txndc5
2652 | 0.000228672 -1.73017 Grm8
15250 | 0.000253374 -1.72445 Gedh
2153 | 0.00016037 -1.72077 2310040G24Rik
14160 | 0.000281835 -1.72045 Jade2
42411 0.000575759 -1.7201 Ttc7
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920 | 8.68325e-05 -1.71995 Gale
647 | 0.000155554 -1.71669 Extl
1131 | 0.000776349 -1.71424 Rnpep
13447 | 9.77846e-05 -1.71198 Hsd11b1
16279 | 0.000850913 -1.71005 Lrig3
16797 | 5.28853e-05 -1.7095 Mgmt
231 | 1.39756e-05 -1.70788 Mpnd
214 | 0.000741813 -1.70614 Cad
6045 | 0.000929949 -1.70004 1110001J03Rik
5005 | 4.75632e-05 -1.68821 Tysnd1
789 | 0.000392159 -1.68341 Fam83f
2854 | 0.000293941 -1.67679 Rhobtb1
23409 | 6.64792e-05 -1.67465 Chptl
10773 | 0.000303422 -1.67365 Dnajc19-ps
134 | 3.36301e-05 -1.67172 Ran
8046 | 0.000241817 -1.67041 Antxr2
2146 | 0.000364925 -1.66715 Lman2
13816 | 1.86649e-05 -1.64112 Pls3
413 | 0.000339999 -1.64099 Fam81la
1082 | 5.10877e-05 -1.63704 Pdhx
13865 | 6.605e-05 -1.63604 Sfxnl
90 | 1.39876e-07 -1.63439 Aars
18749 | 0.000472929 -1.63319 Abhd3
3794 | 0.000244515 -1.62997 Gm7977
21537 | 3.81468e-06 -1.62986 sdhd
20481 | 5.37276e-05 -1.62904 Rab32
272 | 0.000138073 -1.62797 Stard3nl
9892 | 0.000154164 -1.62634 Inpp1l
3212 | 0.00042826 -1.62341 Htra4
17510 | 7.69746e-05 -1.62117 Scarnal3
3633 | 0.000210412 -1.61947 Gabrb3
2567 | 1.13343e-05 -1.61802 Cyp2j6
223 | 0.000506459 -1.61759 Dppa3
17160 | 8.79492e-05 -1.61692 Snora28
266 | 0.000619038 -1.61688 Tubada
843 | 0.000320181 -1.6166 Impg2
6708 | 0.000510207 -1.61396 Paqr3
19166 | 0.000172459 -1.61355 Cryll
11337 | 6.36925e-05 -1.61284 Qdpr
511 | 3.62545e-05 -1.60881 Ndel
1481 | 0.000855492 -1.60734 Atfeb
22351 | 0.000852672 -1.60723 Sfxn5
13576 | 0.000743406 -1.6068 Extll
981 | 0.000512708 -1.60647 Enho
5934 | 7.60379e-05 -1.60377 Asph
3176 | 0.000521254 -1.60306 Pde12
10591 | 0.000175173 -1.60212 Zfyvel
4814 | 0.00038816 -1.60085 Secllc
15066 | 0.000821057 -1.60074 Selo
18724 | 0.000357947 -1.59959 Slc6al3
623 | 5.66195e-05 -1.59558 Letm1
1239 | 0.000656482 -1.59337 Selll
19353 | 0.000183445 -1.59331 Nme3
2679 | 2.08373e-05 -1.58668 Prkar2a
19161 | 0.000235054 -1.57844 L3hypdh
13 | 0.000128583 -1.57597 Ndufa1l
289 | 1.9405e-05 -1.57507 C330021F23Rik
96 | 8.71837e-05 -1.57487 Abhd5
879 | 0.000308452 -1.5735 Nubp2
9182 | 0.000350741 -1.57257 Fn3krp
7259 | 0.000422922 -1.56554 Ufspl
5321 | 0.000258771 -1.56423 Prnp
378 [ 0.000175312 -1.56193 Ppib
3672 | 6.6569e-05 -1.55856 Ddt
9106 | 0.000831889 -1.5574 Them?
712 | 0.000151731 -1.55448 Echdcl
4337 | 1.81205e-05 -1.55443 H2-Ke6
3160 | 7.41755e-06 -1.55302 Cyp4v3
164 | 0.000876475 -1.55226 Dhx29
32 | 5.14394e-06 -1.55156 Cnih1
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3367 | 0.000295007 -1.55035 Mkrn2os
1771 | 0.00038264 -1.54984 Fmn1
1221 | 0.000468933 -1.54876 Mir99a
3433 | 0.000191599 -1.54748 Serpinb9
1173 | 0.000199011 -1.54503 Rnf187
1748 | 7.30752e-05 -1.54215 Rexo2
10230 | 0.000870293 -1.54025 Mpv17|
21376 | 3.37335e-05 -1.53796 C1s1
54 | 0.000176803 -1.53482 Tsfm
1341 | 0.00062209 -1.53349 Mdpl
6401 | 0.000612707 -1.53306 1810046KO07Rik
1714 | 7.92891e-05 -1.53169 Eef2k
1165 | 0.000158776 -1.52992 Fbx022
1472 | 1.5537e-05 -1.52848 Dnaja3
244 | 0.000666461 -1.52667 Gtf3c6
1728 | 0.000807871 -1.52625 Dct
269 | 9.01954e-06 -1.52513 Gart
12 | 4.01278e-06 -1.52508 Hist2h3b
600 | 0.000785683 -1.52472 0lfr689
17858 | 0.000113968 -1.52458 Mtfpl
1435 | 2.17669e-05 -1.52408 Ruvbl2
606 | 9.71631e-05 -1.524 4931406C07Rik
1190 | 0.000210495 -1.52374 Gbel
7491 | 0.000229075 -1.52299 Terc
278 | 2.52817e-05 -1.5229 Mrps22
1586 | 6.49361e-05 -1.52176 Clqbp
1063 | 1.22971e-05 -1.52011 Atp5k
634 | 9.1842e-06 -1.51943 Acad9
2984 | 0.000200767 -1.51448 Gpcd
4962 | 0.000743258 -1.51288 Tpil
249 | 0.000154498 -1.5114 Dnpep
4376 | 2.9436e-05 -1.51081 Pgkl
3314 [ 0.000358518 -1.51077 lyd
13279 | 2.11947e-06 -1.50999 Txndc15
635 | 0.000766713 -1.50487 Emcl
44| 9.02562e-05 -1.50429 Sgsml
6075 | 9.78279e-05 -1.50322 Galt
608 | 8.47886e-05 -1.49938 Irf3
8074 | 0.00022877 -1.49895 Kdm1b
365 | 1.57724e-05 -1.49384 Spsb3
156 | 0.000259955 -1.48987 Pmvk
104 | 2.23934e-05 -1.48943 Slc25a17
645 | 0.000171693 -1.48668 di1
561 | 9.08829e-05 -1.48538 Memol
2629 | 0.000944226 -1.48489 Slc18b1
288 | 0.000169968 -1.48263 Pacsin2
1297 | 2.10539e-05 -1.48221 Cs
1676 | 0.000958995 -1.48213 Mars
133 | 0.0008577 -1.48133 Esrl
2445 | 0.00028479 -1.48052 Prdx5
592 | 0.000500119 -1.47895 Ubxn4
719 | 5.6125e-05 -1.47796 Dtd1
3454 | 6.42291e-05 -1.47763 Skp2
20093 | 0.000234354 -1.47215 Kmo
1091 | 0.000192874 -1.46689 Cndp2
1814 | 3.64462e-05 -1.46596 Casp7
16557 | 0.000727417 -1.46564 Rpain
2103 | 0.000304836 -1.4654 Prkaca
407 | 0.000863747 -1.4633 2810408I11Rik
7873 | 0.000278248 -1.46238 Cox5a
71 0.000561572 -1.46052 Chid1
62 | 0.000290727 -1.45955 Dusp23
263 | 0.00010941 -1.45923 Rnmtl1
1288 | 0.000171438 -1.45582 Mrps34
1061 | 8.14237e-06 -1.45388 Gm9199
17338 | 3.2631e-05 -1.45204 Sh3bp5
22 | 5.44495¢-06 -1.45201 Psmd14
8620 | 0.000155609 -1.4516 Oxnad1
13848 | 0.000925419 -1.45071 Cpped1
101 | 0.000978835 -1.44952 Hnil
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1938 | 8.92947e-06 -1.44925 Jtb
145 | 2.80201e-05 -1.44736 Med8
10957 | 8.81781e-05 -1.44648 Slc31al
18308 | 0.000810525 -1.44608 Pik3r1
631 | 0.00060514 -1.44492 Zswim1l
4348 | 8.77332e-05 -1.44021 Iscu
31 | 0.00016922 -1.44009 Bcas3o0s2
13253 | 0.000199622 -1.43988 Aldh9al
1646 | 0.000183506 -1.43987 Slc13a2
304 | 0.000158019 -1.43952 Tnfrsf18
1597 | 0.000132698 -1.43847 Polr2i
356 | 0.000131194 -1.43813 Rtn4ipl
733 | 1.2167e-05 -1.43648 Afp
17064 | 0.000133493 -1.43629 1300017J02Rik
4085 | 0.00035064 -1.43565 Slc25a28
586 | 0.000664198 -1.4341 Krt84
300 | 0.000280838 -1.43227 Tmx2
9768 | 2.60991e-05 -1.43145 Gsr
4887 | 0.000652971 -1.43131 Sgpll
430 | 0.00010002 -1.43103 BC031181
9886 | 0.000720026 -1.43067 Ypel2
1463 | 0.000910204 -1.42976 Tmc5
110 | 0.000658754 -1.42865 Cars
256 | 0.000944347 -1.42477 Pirt
8755 | 0.000278091 -1.42 Hnrnpf
68 | 0.000112579 -1.41957 Gjb1
1367 | 3.98974e-06 -1.41677 Mrps5
9681 | 0.000271322 -1.4132 Snora21l
175 | 0.000116388 -1.40765 Mir133a-2
1501 | 0.000332445 -1.40561 Slc25a35
326 | 5.33391e-05 -1.40421 Sec24a
4431 | 0.000268612 -1.40023 Fam65b
208 | 0.000500413 -1.39574 Olfr401
3113 | 7.03604e-05 -1.39356 A430005L14Rik
641 | 0.000392965 -1.39165 Ndufaf7
5088 | 0.000499367 -1.38957 Ggact
17859 | 0.000174751 -1.38951 Lamtor2
1220 | 0.000489666 -1.38896 Ovol3
545 | 4.84877e-05 -1.3873 Cox10
420 | 2.17572e-05 -1.3871 Psmc5
13927 | 0.000741787 -1.38651 Ndufs2
6463 | 0.000733163 -1.38634 Naal0
2272 | 0.000440241 -1.38291 Clpp
82 | 3.63151e-05 -1.38212 Ergicl
1812 | 0.000962756 -1.38077 Bst2
18032 | 0.000472325 -1.38016 Bivm
296 | 0.000429271 -1.37734 Psmd6
5372 | 0.000771306 -1.37262 Acp5
193 | 7.36156e-05 -1.37211 Mmachc
15132 | 0.000565873 -1.36978 Zrsrl
258 | 0.000397898 -1.36582 Psmc4
523 | 0.000167185 -1.36288 Mrpl4
2284 | 0.000283571 -1.36214 Phb2
442 | 0.000142442 -1.36129 Nabp2
1215 | 0.000525472 -1.36015 Gprl180
794 | 0.000330003 -1.35965 Pop5
22394 | 0.000110359 -1.35935 Fam162a
1840 | 0.000386114 -1.35767 Stripl
235 | 2.29455e-05 -1.35636 Calm1
18838 | 8.78678e-05 -1.35455 Ndufb5
398 | 5.47499e-05 -1.35348 Traf3
126 | 0.00019014 -1.35342 Ly6k
21523 | 0.000677186 -1.35251 Bbc3
1235 | 0.000220656 -1.35112 Ttcl3
704 | 0.00022042 -1.34268 Ctnnbipl
4210 | 0.000772121 -1.34105 Psmd5
918 | 0.000233974 -1.34046 Atg9a
279 | 0.000100294 -1.33831 Kctd20
15405 | 3.74626e-05 -1.33798 Pgrmcl
4686 | 0.000110571 -1.33583 Ugcerfsl
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587 | 0.000732168 -1.33165 Wispl
10619 | 0.000623039 -1.33008 Lgals8
554 | 0.000180953 -1.32925 Prep
816 | 0.000526398 -1.3291 Mifdgd
1742 | 0.000352718 -1.3272 Pias4
10029 | 0.000156464 -1.32707 Pcytla
23002 | 0.000621281 -1.32445 Hc
21104 | 0.000273663 -1.32347 Immt
3915 | 9.92491e-05 -1.32201 Ganab
1517 | 0.000830735 -1.31891 Slc44al
495 | 0.00015432 -1.31748 Isyl
12918 | 4.22734e-05 -1.31701 Armcl
492 | 0.00021246 -1.31252 Mrpl43
13276 | 3.14882e-05 -1.30889 Sarlb
1759 | 0.000140958 -1.30871 Set
3080 | 2.61719e-05 -1.3072 D2Wsu8le
5002 | 0.000914179 -1.30716 Ndufvl
9942 | 0.000364351 -1.30544 Ppt2
2663 | 0.000850024 -1.30302 Gukl
20985 | 0.000782285 -1.30291 Ptcd2
77 | 7.21892e-05 -1.3014 Chrna4
531 | 0.000144588 -1.30111 Naccl
2231 | 3.16253e-06 -1.29992 Chchd3
18434 | 0.000725848 -1.29975 Cenpv
1701 | 0.0004273 -1.28887 Ppmilg
3548 | 0.000140605 -1.28885 9330162012Rik
1832 | 0.000883857 -1.2873 Mir761
11447 | 0.000299996 -1.28567 Atg5
2011 | 0.000693876 -1.27752 B4galnt3
465 | 0.000928802 -1.27408 Cc2d1b
667 | 0.000747184 -1.27363 Polr3k
7493 | 0.000487544 -1.27225 Hdgfrp2
20348 | 0.00059162 -1.25735 Dlat
336 | 0.000173147 -1.25447 Syt6
481 | 0.000784616 -1.24266 Stoml2
18193 | 0.000146912 -1.23999 Ndufv2
37 | 0.000675444 -1.23968 Exosc7
6613 | 0.000385083 -1.2387 Lrpprc
13813 | 0.000825005 -1.23864 Mrs2
616 | 0.000391386 -1.23248 Spata2
25| 1.38619e-05 -1.23224 2310015D24Rik
2273 | 5.46655e-05 -1.2228 Gfm1
84 | 3.43089e-05 -1.22122 Mrfapl
738 | 0.000204891 -1.21851 Plekhdl
22788 | 9.49029¢e-06 -1.21845 Lampl
4982 | 0.000936329 -1.21753 Atp5al
128 | 0.000658524 -1.21617 0c90
5001 | 0.00083376 -1.20967 Mir878
3812 | 0.000252261 -1.20379 Pacsin3
574 | 0.000324445 -1.19404 Thx10
198 | 6.55403e-05 -1.1916 4930590J08Rik
116 | 0.000630182 -1.18777 Ubginl
91 | 7.88271e-05 -1.18547 Vmn2r69
87 | 5.69537e-05 -1.18099 Cilp2
1791 0.000313 -1.17885 2900079G21Rik
238 | 0.00091123 -1.15846 Foxm1
912 | 0.000725002 -1.15685 Lag3
159 | 0.000533771 -1.15494 Nsfllc
557 | 0.000246916 -1.14563 0lfr947-ps1

229




ANNEXES

Suppl Table 4: Genes affected both in fasted and refed Reptin-® mice (P value<0.05)

Refed_Fasted_common

up DOWN
1110038B12Rik 1300017J02Rik
1500012F01Rik 1500017E21Rik
2210408F21Rik 1700024P16Rik
2410006H16Rik AF357399
4632415L05Rik AI317395
4933427D14Rik Aars
6820431F20Rik Abhd3
9130011E15Rik Acnat2
A330035P11Rik Acp5
AU041133 Adap2
Ambral Aldh1l1
Anapcl6 Aldoc
Ankfyl Antxr2
Ankrd11 Apom
Ankrd27 Agp8
Anks3 Armcl
Aplg2 Aspdh
Ap4m1l BC089597
Apoa5 Bbc3
Arfrpl Bivm
Arl6ip4 Clsl
Atp9b C8g
Azi2 Cc9
Bagb Carl4d
Bcl2I11 Car8
Brd2 Ccbll
Btbd7 Ceslb
Btbd9 Ceslg
C130046K22Rik Ces2e
C2cd3 Ces2g
C3 Chchd3
Camsap2 Chptl
Ccdc130 Cited2
Ccdc137 Colec12
Ccdc91 Cryll
Cct2 Cyp2d40
Cdk16 Cyp2j6
Cep830s Cyp39al
Chchds Cyp4fla
Clta Cyp4v3
Cmssl Ddah1
Cnot7 Dlat
Copb1 Eif4ebp3
Cpsf3 Enpp2
Crtcl Extl1
Csnk2a2 Fam162a
Cstb Fam210a
D15Ertd621e Gcedh
Ddrgk1 Gchfr
Dennd5a Gldc
Dhx57 Gm11437
Ebag9 Gsr
Eiflb Gstad
Emc3 Gstol
Emc7 Gstt3
Epb41l4aos H2-Ke6
Ercc6l2 Hc
Erichl Hnf4aos
Erlecl Hnmt
Eya3 Hsd11b1l
Ezhl Hsd3b7
Fllr Ido2
Fam122a Immt
Fam175a Itih5
Fopnl Ivd
Gadd45b lyd
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Gdap2 Kmo
Glb1l L3hypdh
Glmp Lamp1l
Gltscr2 Lamtor2
Gm13483 Leap2
Gm19619 Lgals8
Gmeb2 Mgmt
Gpn3 Mgst3
Gstm5 Mir6516
Heatr6 Mkrn2os
Hmces Mrpl34
Ino80 Mrps5
Itfg2 Mtfpl
Kansl3 Ndufb5
Kat7 Ndufs2
Lrrc40 Ndufv2
Lyrm4 Nme3
Manbal Notum
Mdn1 Olfm3
Med20 Olfml1
Med23 Omd
Mettl3 Otc
Mist8 P2ry4
Mon2 Pacsin3
Mrpl54 Pafah2
Mtal Pde9a
Nbea Pecr
Nfl Perp
Nfrkb Pgrmcl
Nhlirc3 Pigr
Nrgl Pls3
Nup153 Plscr2
Nup205 Ppal
Nup214 Prodh
Oraovl Pyroxd2
Orc5 Qdpr
Pan3 Rab32
Pank4 Rdh10
Pcbp2 Reps2
Pdrgl Rogdi
Pign Sarlb
Pik3apl Scarnal3
Pik3r4 Sdhd
Plxncl Sdr9c7
Pogz Selo
Pold4 Serpinb9
Polr2j Serpinfl
Polr3b Sesn3
Ppp3cc Sfxnl
Prkab2 Sfxn5
Prmt3 Sh3bp5
Psmg4 Slc27a5
Ptbp2 Slc31al
Ptcdl Slc35b4
Ptpra Slc6al3
Pvr Slco2al
R3hccl Snai2
R3hdm1 Snoral5
Rab100s Snoral6a
Rab3gap2 Snoral7
Rabggtb Snora2l
Rbbp5 Snora28
Rbm14 Snora30
Rbms1 Snora34
Rft1 Snora52
Rictor Snora5c
Rnf168 Snora64
Rnf215 Snora7a
Rora Sultlbl
Rps3 Symbol
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Rrpl

Tacol

Sap130

Terc

Sbf2

Tfrc

Scmhl

Tjp3

Scyl2

Tlcd2

Sikl

Tmem1l4c

Slc43a3

Tmem19

Slc9a8

Tmem97

Smad4

Tpil

Smgl

Tstd3

Smg7

Txndc15

Smg9

Urocl

Smurf2

Zfand4

Snhgl

Zrsrl

Snhg12

Snhg5

Snhg6

Speccll

Srcap

Srrm2

Srsf9

Stx17

Symbol

Thcld5

Thcld9b

Tcfl2

Tctnl

Tex10

Tmem167b

Tmem186

Tmem209

Tmem?234

Tnks

Trappc5

Trp53bpl

Trrap

Tubgcpb

Txnl4b

Ubap2|

Ugt2b37

Upf2

Usp30

Vps39

Wdr33

Wdr55

Zfand2a

Zfand3

Zfp523

Zfp7

Zmym4
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Supplemental Table 5 : Genotyping PCR primer

Gene Forward primer (5" -> 3") | Reverse primer (5' -> 3") | Amplicon lenght
EABD TGGCATGTGAGGCGGT |GAGCTTTGGCCACAT |FABP* : 290pb
TAGGTTATCT CACAGGTCATTC (positive PCR control)
CTGCATTACCGGTCGA |ACGTTCACCGGCATC
Cre Cre* : 356pb
TGCA AACGT
F2: R: )
_ Reptin'VT : 646pb ;
Reptin'™ | CCGATGTCACCCATGC |CCCCAGCAACTCCTA _
Reptin'® : 742pb
TCGC CAACAGA
F1: R: )
_ Reptin'®/°%: 2733pb ;
Reptink® | GAAAGGAAGCACCCTC | CCCCAGCAACTCCTA _
Reptin© : 248pb
TCAC CAACAGA

Supplemental Table 6 : Antibodies used in immunoblotting

Antibody Company Reference Dilution
4EBP1 Cell signalling 9644 1/500
AKT Cell signalling 9272 1/1000
FOXO Cell signalling 2880S 1/500
IRS-1 Santa Cruz 7200 1/500
mTOR Cell signalling 2972 1/1000
NDRG1 MRC-PPU institute DSTT-S276B 1/500
PKCo Santa Cruz 8393 1/500
Raptor Cell signalling 2280 1/500
Rictor Cell signalling 2114 1/500
Reptin BD Biosciences 612482 1/1000
Reptin Protein Tech 10195-1-AP 1/500
S6 Cell signalling 2317 1/1000
S6K Santa Cruz sc-230 1/500
SREBP1 Thermo scientific MA5-16124 1/500
p4EBP1 (Thr37/46) Cell signalling 2855 1/100
pPAKT (Thr308) Cell signalling 2965 1/1000
pAKT (Ser473) Cell signalling 4058 1/1000
pFOXO01/3 (Thr24/Thr32) Cell signalling 9664 1/200
pIRS-1 (Ser639) Santa Cruz 101712 1/100
pNDRG1 (Thr346) Cell signalling 5482 1/1000
pPKCa (Ser657) Santa Cruz 12356 1/100
pS6 (Ser235-236) Cell signalling 2211 1/1000
psinl (Thr86) Cell signalling 14716 1/500
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Supplemental Table 7 : RT gPCR primers

Gene Forward primer (5' -> 3%) Reverse primer (5 -> 3)

ACACA |TTACAGGATGGTTTGGCCTTTC |CAAATTCTGCTGGAGAAGCCAC
FASN TTCCAAGACGAAAATGATGC AATTGTGGGATCAGGAGAGC
G6PC CCATGCAAAGGACTAGGAACAA | TACCAGGGCCGATGTCAAC

GCK CCCTGAGTGGCTTACAGTTC ACGGATGTGAGTGTTGAAGC
HMGCR |TGTTCACCGGCAACAACAAGA |CCGCGTTATCGTCAGGATGA
HPRT1

(ref) CAGTCCCAGCGTCGTGATTA GGCCTCCCATCTCCTTCATG
HMGCS2 | TGCAGGAAACTTCGCTCACA AAATAGACCTCCAGGGCAAGGA
INSIG2A | GGAGTCACCTCGGCCTAAAAA |CAAGTTCAACACTAATGCCAGGA
mTOR CACCAGAATTGGCAGATTTGC |CTTGGACGCCATTTCCATGAC
PEPCK |TGGCTACGTCCCTAAGGAA GGTCCTCCAGATACTTGTCGA
Rictor ACAGTTGGAAAAGTGGCACAA |GCGACGAACGTAGTTATCACCA
RUVBL2 |GCCACCACCAAAGTCCCTG CCCTTCTCGGATCATCTCCAG
RPLO

(ref) CATCAGCACCACGGCCTTC GCGACCTGGAAGTCCAACT

rRNA 18S

(ref) ACCGCAGCTAGGAATAATGGA |CAAATGCTTTCGCTCTGGTC
SREBF1 |AACGTCACTTCCAGCTAGAC CCACTAAGGTGCCTACAGAGC
SREBF2 |GCGTTCTGGAGACCATGGA CACAAGTTGCTCTGAAAACAAATCA
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La connaissance s'acquiert par I'expérience, tout le reste

n'est que de I'information. [Albert Einstein]









Réle de la Reptine in vivo dans la physiopathologie hépatique

Les travaux antérieurs du laboratoire ont montré que la Reptine, une AAA+ ATPase,
est surexprimée dans le carcinome hépatocellulaire ou elle est nécessaire a la prolifération et
la survie cellulaire. Il est connu que la Reptine joue un réle crucial dans la stabilité de la
kinase mTOR, mais son r6le physiopathologique in vivo reste inconnu. Les objectifs de ma
thése étaient d’étudier le role de la Reptine dans le métabolisme et la régénération hépatique
grice a un nouveau modéle murin d’invalidation hépato-spécifique de la Reptine (Reptin<9).
Nous avons montré que la Reptine régule la stabilité de la protéine mTOR in vivo, via son
activit¢ ATPase. De manic¢re inattendue, la délétion ou I’inhibition pharmacologique de la
Reptine induisent une inhibition de I’activitt mTORC1 et une augmentation de 1’activité
mTORC2, associées a une inhibition de la lipogenése et de la production de glucose
hépatique. La délétion de la Reptine supprime complétement les phénotypes pathologiques
associés au syndrome métabolique induit par un régime riche en graisses. Ainsi, 1’inhibition
de I’ATPase Reptine pourrait représenter une nouvelle stratégie thérapeutique pour le
syndrome métabolique. Dans le modéle Reptint“°, nous avons observé une perte progressive
de I’invalidation de la Reptine associée a un phénomene de régénération hépatique. Nos
résultats préliminaires suggerent que la Reptine est nécessaire a la survie des hépatocytes et
est requise pour la prolifération des hépatocytes durant la régénération hépatique apres
hépatectomie partielle. Pour conclure, I’ensemble de nos résultats suggerent que la Reptine
joue un rdle crucial dans 1’homéostasie glucido-lipidique du foie, ainsi que dans la
prolifération et la survie des hépatocytes.

Mots clés : Reptine, métabolisme hépatique, régénération hépatique, mTOR

Role of Reptin in hepatic pathophysiology in vivo

Previous studies of the laboratory have shown that Reptin, an AAA+ ATPase, is
overexpressed in hepatocellular carcinoma where it is necessary for proliferation and cell
survival. It is known that Reptin plays a critical role in the stabilization of the mTOR Kkinase,
but its pathophysiological role in vivo remains unknown. The objectives of my thesis were to
study the role of Reptin in liver metabolism and regeneration using a new hepato-specific
Reptin knock-out murine model (Reptint“©). We have shown that hepatic Reptin maintains
mTOR protein level in vivo through its ATPase activity. Unexpectedly, loss or
pharmacological inhibition of Reptin induces an inhibition of mMTORCL1 activity and an
increase of MTORC?2 activity, associated with inhibition of lipogenesis and hepatic glucose
production. The deletion of Reptin completely rescued pathological phenotypes associated
with the metabolic syndrome induced by a high fat diet. Thus, inhibition of Reptin ATPase
could represent a new therapeutic perspective for the metabolic syndrome. In Reptin-<©
model, we have observed a progressive loss of Reptin invalidation associated with a liver
regeneration phenomenon. Our preliminary data suggest that Reptin is necessary for
hepatocyte survival and is required for hepatocyte proliferation during liver regeneration after
partial hepatectomy. To conclude, altogether our results suggest that Reptin plays a crucial
role in glucose and lipid metabolism in the liver, and in hepatocyte proliferation and survival.

Keywords: Reptin, liver metabolism, liver regeneration, mTOR
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