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Cyp2f2 cytochrome P450, family 2, subfamily f, polypeptide 2.
CYPT7A1 cytochrome P450, family 7, subfamily A, polypeptide 1.
CYP8B1 cytochrome P450, family 8, subfamily B, polypeptide 1.

DEPTOR DEP domain containing MTOR-interacting protein.

DLAT dihydrolipoamide S-acetyltransferase, enzyme du complexe de la py-
ruvate deshydrogénase.

DLL1 delta-like 1.
DLL3 delta-like 3.
DLL4 delta-like 4.

EIF4EBP1 eukaryotic translation initiation factor 4E binding protein 1.
EP300 CREB binding protein (CBP).

EPCAM epithelial cell adhesion molecule.

ESR1 estrogen receptor 1 (alpha).

FABP1 fatty acid binding protein 1, liver.
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FASN fatty acid synthase.

FBP1 fructose-1,6-bisphosphatase, communément appelée FBPase.
FBPase voir FBP1.

FGF1 fibroblast growth factor 1.

FGF10 fibroblast growth factor 10.

FGF2 fibroblast growth factor 2.

FGF8 fibroblast growth factor 8.

FOXA1 forkhead box Al.

FOXAZ2 forkhead box A2.

FOXO1 forkhead box O1.

FST follistatin.

FYN FYN proto-oncogene, Src family tyrosine kinase.

G6Pase voir G6PC.

G6PC glucose-6-phosphatase, catalytic subunit, communément appelée G6Pase.
GATA4 GATA binding protein 4.

GATAG6 GATA binding protein 6.

GCK glucokinase (hexokinase 4), communément appelée GK.

GCKR glucokinase (hexokinase 4) regulator.

GK voir GCK.

GLS2 glutaminase 2 (liver, mitochondrial).

GLUL glutamate-ammonia ligase, communément appelée glutamine synthé-

tase (GS).
GLUT?2 glucose transporter 2, voir SLC2A2.
GLUT4 glucose transporter 4, voir SLC2A4.

GNAS GNAS (guanine nucleotide binding protein, alpha stimulating) com-
plex locus.

GRAMD1C GRAM domain containing 1C.
GRB10 growth factor receptor bound protein 10.
GS voir GLUL.

GSK3B glycogen synthase kinase 3 beta.
GSTM2 glutathione S-transferase mu 2 (muscle).
GSTM3 glutathione S-transferase mu 3 (brain).
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gstm6 glutathione S-transferase mu 6 (muscle).

HAL histidine ammonia-lyase.

HES1 hes (hairy and enhancer of split) family bHLH transcription factor 1.
HEY1 hes-related family bHLH transcription factor with YRPW motif 1.
HEYL hes-related family bHLH transcription factor with YRPW motif-like.
HGF hepatocyte growth factor (hepapoietin A; scatter factor).

HHEX hematopoietically expressed homeobox.

HIF1A hypoxia inducible factor 1, alpha subunit (basic helix-loop-helix trans-
cription factor).

HMGCR 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA reductase.
HNF1A HNF1 homeobox A.

HNF1B HNF1 homeobox B.

HNF4A hepatocyte nuclear factor 4, alpha.

HNF6 voir ONECUT1I.

HRAS Harvey rat sarcoma viral oncogene homolog.

IDHS3A isocitrate dehydrogenase 3 (NAD+) alpha.

IGF1 insulin-like growth factor 1 (somatomedin C).
IGF1R insulin-like growth factor 1 receptor.

IGF2 insulin-like growth factor 2 (somatomedin A).
IGF2R insulin-like growth factor 2 receptor.

IL6ST interleukin 6 signal transducer, aussi appelé GP130.
INSR insulin receptor.

IRS1 insulin receptor substrate 1.

IRS2 insulin receptor substrate 2.

JAG1 jagged 1.
JAG2 jagged 2.

KRAS Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog.
KRT19 keratin 19.

LATS1 large tumor suppressor kinase 1.
LATS2 large tumor suppressor kinase 2.
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LECT2 leukocyte cell-derived chemotaxin 2.

LEF1 lymphoid enhancer-binding factor 1.

LGRS5 leucine-rich repeat containing G protein-coupled receptor 5.
LKB1 liver kinase B1, voir « STK11 ».

LRP6 low density lipoprotein receptor-related protein 6.

MAML1 mastermind-like 1 (Drosophila).
MAML2 mastermind-like 2 (Drosophila).
MAML3 mastermind-like 3 (Drosophila).

MAPKS mitogen-activated protein kinase 8, aussi appelée c-Jun N-terminal
kinase.

MAPKAP1 mitogen-activated protein kinase associated protein 1.
MARK1 MAP /microtubule affinity-regulating kinase 1.

MARK2 MAP /microtubule affinity-regulating kinase 2.

MARK3 MAP /microtubule affinity-regulating kinase 3.

MARK4 MAP /microtubule affinity-regulating kinase 4.

MET MET proto-oncogene, receptor tyrosine kinase.

MLSTS8 regulatory associated protein of MTOR, complex 1.

MLXIPL MLX interacting protein-like, plus communément appelé ChREBP.
MTOR mechanistic target of rapamycin (serine/threonine kinase).

MYC v-myc avian myelocytomatosis viral oncogene homolog.

NDRG1 N-myc downstream regulated 1.
NKD1 naked cuticle homolog 1.
NOTCH1 notch 1.

NOTCH2 notch 2.

NOTCHS3 notch 3.

NOTCH4 notch 4.

NR1I3 nuclear receptor subfamily 1, group I, member 3, communément appelé
CAR.

NR5A2 nuclear receptor subfamily 5, group A, member 2.
NRARP NOTCH-regulated ankyrin repeat protein.
NUAK1 NUAK family, SNF1-like kinase, 1.

NUAK2 NUAK family, SNF1-like kinase, 2.
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OAT ornithine aminotransferase.

ONECUT1 one cut homeobox 1, aussi appelée HNF6..
ONECUT?2 one cut homeobox 2.

OPN osteopontin, voir SPP1.

PCK1 phosphoenolpyruvate carboxykinase 1 (soluble), communément appe-
lée PEPCK.

PDPK1 3-phosphoinositide dependent protein kinase 1.

PFKL phosphofructokinase, liver.

PHLPP1 PH domain and leucine rich repeat protein phosphatase 1.
PHLPP2 PH domain and leucine rich repeat protein phosphatase 2.

PIK3CA phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase, catalytic subunit al-
pha.

PkL voir PKLR.
PKLR pyruvate kinase, liver and RBC.
POR P450 (cytochrome) oxidoreductase.

PPARGC1A peroxisome proliferator-activated receptor gamma, coactivator
1 alpha, plus communément appelé PGCla.

PRKACA protein kinase, cAMP-dependent, catalytic, alpha, sous-unité ca-
talytique de la protéine kinase A.

PRKCA protein kinase C, alpha.

PRR5 proline rich 5 (renal).

PRRS5L proline rich 5 like.

PTEN phosphatase and tensin homolog.

PTPN1 protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 1.

RB1 retinoblastoma 1.
RBP4 retinol binding protein 4, plasma.

RBPJ recombination signal binding protein for immunoglobulin kappa J re-
gion.

RHBG Rh family, B glycoprotein (gene/pseudogene).

RICTOR RPTOR independent companion of MTOR, complex 2.
RP6KA3 ribosomal protein S6 kinase, 90kDa, polypeptide 3.
RPS6KB1 ribosomal protein S6 kinase, 70kDa, polypeptide 1.
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RPTOR regulatory associated protein of MTOR complex 1.

SALL4 spalt-like transcription factor 4.

SDH succinate deshydrogenase complex, complexe II de la chaine respiratoire
codée par différents genes.

SDS serine dehydratase.

SGK1 serum/glucocorticoid regulated kinase 1.

SHC1 SHC (Src homology 2 domain containing) transforming protein 1.
SIK1 salt-inducible kinase 1.

SIK2 salt-inducible kinase 2.

SIK3 SIK family kinase 3.

SIRT1 sirtuin 1.

SIRT2 sirtuin 2.

SLC1A2 solute carrier family 1 (glial high affinity glutamate transporter),
member 2, aussi appelée GLT-1.

SLC2A2 solute carrier family 2 (facilitated glucose transporter), member 2.
SLC2A4 solute carrier family 2 (facilitated glucose transporter), member 4.
SLPI secretory leukocyte peptidase inhibitor.

SMAD2 SMAD family member 2.

SNRK SNF related kinase ; SNF=sucrose nonfermenting.

SOX9 SRY (sex determining region Y)-box 9.

SP5 Spb transcription factor.

SPP1 secreted phosphoprotein 1, communément appelée OPN.

SREBF1 sterol regulatory element binding transcription factor 1, aussi appe-
lée SREBP-1c.

SREBP-1c Voir SREBF1.

STAT3 signal transducer and activator of transcription 3 (acute-phase res-
ponse factor).

STK11 serine/threonine kinase 11, communément appelée « LKB1 ».
STKS3 serine/threonine kinase 3, plus souvent appelée MST2.

STK4 serine/threonine kinase 4, plus souvent appelée MST1.
STRADA STE20-related kinase adaptor alpha.

STRADB STE20-related kinase adaptor beta.

Sult5al sulfotransferase family 5A, member 1.
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TBC1D7 TBC1 domain family, member 7.

TBX3 T-box 3.

TCF3 transcription factor 3.

TCF4 transcription factor 4.

TCFT7 transcription factor 7 (T-cell specific, HMG-box).
TGFBR2 transforming growth factor, beta receptor II.
TP53 tumor protein pb3.

TSC1 tuberous sclerosis 1.

TSC2 tuberous sclerosis 2.

TTR transthyretin.

ULK1 unc-51 like autophagy activating kinase 1, aussi appelée ATGI.

WNT5B wingless-type MMTYV integration site family, member 5B.
WWTR1 WW domain containing transcription regulator 1, aussi appelé TAZ.

YAP Yes-associated protein 1.

Pour respecter la nomenclature en vigueur, la convention typographique suivante
a été adoptée. Les noms des génes sont composés en lettres italiques, celui des pro-
téines en lettres romaines. Pour référer aux genes et protéines chez Homo sapiens,
le symbole sera composé en lettres capitales, pour Mus musculus, seule la premiere
lettre sera capitale.
‘ Gene  Protéine
Par exemple : H. sapiens STK11 STKI11
M. musculus | Stki11 Stk11

Les références bibliographiques sont appelées dans le texte par des nombres
entre crochets.

Les appels aux notes de bas de pages sont indiqués dans le texte par des nombres
en exposant.

Pour I'expression des grandeurs, le systéme international des unités est utilisé,
sauf mentions contraires.
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Ce travail de these a été initié pour donner suite a celui de VIRGINIE AUDARD
[1, 2] qui décrivait le morphophénotype particulier des carcinomes hépatocellulaires
porteurs d’'une mutation du gene C'T'NNB1 codant la -caténine. L’hypothese que
nous avons émise de I'implication de la protéine LKB1! dans la carcinogenése
de ces tumeurs pour en expliquer la signature morphologique nous a amené a
étudier les conséquences physiologiques de son invalidation dans le foie murin,
son expression dans les carcinomes hépatocellulaires humains et ses liens avec la
signalisation Wnt/j-caténine.

Cette introduction visera a décrire dans un premier temps certains éléments
choisis concernant ’histologie et la physiologie hépatiques afin d’offrir au lecteur
intéressé les informations nécessaires a la compréhension des données présentées
dans ce mémoire.

Une seconde partie illustrera la grande hétérogénéité des carcinomes hépato-
cellulaires humains et expliquera la singularité de ceux porteurs d’'une mutation
activatrice du gene CTNNBI.

La troisieme partie présentera 1’état actuel des connaissances sur LKB1.

Enfin, I'exposé de notre hypothése de travail et du plan expérimental adopté
conclura cette partie introductive.

1. L’acronyme LKB1 correspond a Liver kinase B1. Le symbole officiel est STK11, corres-
pondant & Serine/Threonine kinase 11. Dans ce mémoire de these, afin de suivre l'usage de
la littérature francophone et anglophone, LKB1 et LKB1 seront respectivement utilisés pour
mentionner respectivement le gene et la protéine au lieu des symboles officiels STK11 et STK11.






Chapitre 1

Le foie normal

Le foie est un organe indispensable a la vie; des expériences réalisées sur le
chien au début du XIX¢ siecle ont montré que I’hépatectomie provoquait la mort
en une douzaine d’heures. Les physiologistes, au cours des deux derniers siecles, ont
peu a peu défini les différentes fonctions vitales assurées par le foie, par exemple :

— synthese de la protéine majoritaire du sang, I'albumine, responsable des

propriétés oncotiques du sang,

— synthese de tous les facteurs de la coagulation, sauf du facteur III (facteur

tissulaire) et IV (calcium),

— synthese et excrétion de la bile, nécessaire a la digestion des lipides,

— détoxication de nombreuses substances endogenes (dérivés métaboliques) et

exogenes,

— homeéostasie glucidolipidique corporelle,

— et ceetera.

Ce chapitre n’a pas pour but de décrire en détails ’extraordinaire éventail des
fonctions physiologiques assurées par le foie, mais plutot d’en développer certaines,
choisies car impliquées dans les données expérimentales que nous avons obtenues.

1.1 Notions d’anatomie, d’histologie et d’embryo-
logie

1.1.1 Anatomie générale

Situé dans I'hypocondre droit, le foie est constitué chez I’'Homme de deux lobes
et neuf segments!. Organe plein, revétu par la capsule fibreuse de GLISSON, sa
vascularisation provient du pédicule hépatique (artere hépatique et veine porte) et

1. Une excellente description de 'anatomie et de I’histologie du foie peut étre lue dans [3].
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se termine par les veines hépatiques. Anciennement appelées veines sus-hépatiques,
ces dernieres sont de nombre variable et se jettent dans la veine cave inférieure.
L’artere hépatique est une branche du tronc coeliaque, premiere collatérale de
I’aorte abdominale. Le sang qu’elle contient est de type artériel, riche en dioxygene.
La veine porte est formée de la réunion du tronc spléno-mésentérique (confluent
de la veine splénique et de la veine mésentérique inférieure) et de la veine mésen-
térique supérieure. Elle fait partie du réseau porte, i.e. composée de deux réseaux
capillaires en série; le premier est le réseau capillaire intestinal et le second est
le réseau capillaire sinusoidal hépatique (voir la sous-section 1.1.2). Le sang est
de type veineux, pauvre en dioxygene; cependant, d’origine splanchnique, il est
chargé en nutriments et en hormones pancréatiques.

Cette double vascularisation afférente, dont les subdivisions successives sont a
I'origine de la segmentation hépatique selon COUINAUD, font toute I'originalité de
la structure histologique du foie. Le sang afférent, a la fois de type artériel (via I'ar-
tére hépatique) et de type veineux splanchnique (via la veine porte), parcourra le
parenchyme hépatique ot de nombreux échanges auront lieu, avant de rejoindre la
circulation veineuse systémique via les veines hépatiques et la veine cave inférieure.

Le pédicule hépatique comporte également les canaux biliaires droit et gauche
dont la confluence forme le canal hépatique commun. Ce dernier forme le canal
cholédoque apres confluence avec le canal cystique issu de la vésicule biliaire et se
jette dans le 2° duodénum au niveau de la grande caroncule (ou ampoule de VATER)
dans laquelle il rejoint le canal pancréatique principal de WIRSUNG, qui draine les
sécrétions pancréatiques exocrines. Les voies biliaires permettent ’excrétion de la
bile dans l'intestin ou cette derniere participera aux mécanismes de la digestion
des substances hydrophobes comme les lipides.

1.1.2 Histologie structurale

Histologiquement, le foie est classiquement vu comme une successions d’unités
structurales appelées lobules hépatiques ?(voir figure 1.1 page suivante). De forme
schématiquement hexagonale, elles sont centrées par une branche d’une veine hépa-
tique appelée veine centrolobulaire ; leurs sommets sont constitués par les espaces
portes. Les espaces portes sont des structures arrondies comportant, au sein d’un
tissu conjonctif gréle, une branche de I'artere hépatique, une branche de la veine
porte et un canal biliaire interlobulaire. Ce dernier se drainera dans la voie biliaire
principale. Le revétement biliaire est épithélial, cubique unistratifié, fait de cel-
lules appelées cholangiocytes. Des espaces portes a la veine centrolobulaire se situe
un réseau de capillaires sinusoides assurant la circulation sanguine d’une fagon
centripete. Aussi appelés capillaires discontinus, les capillaires sinusoides consti-

2. Pour de plus amples détails histologiques, on pourra se référer a [3] et [4].
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FIGURE 1.1 — Schéma tridimensionnel du tissu hépatique. 1 : espace porte, 2 : tissu
conjonctif portal, 3 : branche de la veine porte, 4 : veine axiale distributrice, 5 : branche de I’artere hépatique,
6 : plexus artériel péribiliaire, 7 : réseau artériel intraportal, 8 : branche artérielle débouchant dans les sinusoides
périphériques, 9 : anastomose directe artério-porte, 10 : canal biliaire, 11 : ductule biliaire, 12 : canal de HERING,
13 : canalicules biliaires dans la travée hépatocytaire, 14 : capillaire sinusoide, 15 : espace périsinusoidal de DISSE,
16 : travée hépatocytaire, 17 : lame limitante, 18 : espace périportal de MALL, 19 : veine hépatique centrale, 20 :

veine hépatique sublobulaire, 21 : vaisseau lymphatique. Issu de [4].

tuent un type de capillaires que 'on ne retrouve que dans le foie, la rate et la
moelle osseuse. Les cellules endothéliales qui constituent leur paroi ne sont pas
jointives et comportent des pores transcytoplasmiques. Les échanges avec ’espace
sous-endothélial et les hépatocytes sont ainsi facilités par cette barriere sanguine
perméable aux macromolécules et a certains types cellulaires (hématies, cellules de
KUPFFER). Séparées de la paroi des sinusoides par 'espace de DISSE? se disposent,
radialement autour de la veine centrolobulaire, les travées hépatocytaires.

Les hépatocytes, cellules majoritaires du foie, sont des cellules épithéliales qui
peuvent étre globalement considérées comme de forme cubique ou hexaédrique.

3. L’espace de DISSE, est constitué de fibres de réticuline et comporte les macrophages rési-
dents du foie (les cellules de KUPFFER), impliqués dans de nombreux mécanismes physiologiques
du métabolisme et de I'immunité, ainsi que les cellules stellaires ou cellules de ITO, impliquées
notamment dans le métabolisme de la vitamine A et dans la synthése des constituants de la
matrice extracellulaire.
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Organisés en travées dont ’épaisseur est uni- (rarement bi-) cellulaire, les hépa-
tocytes sont en rapport par leurs faces latérales avec les hépatocytes adjacents de
la méme travée, et par deux autres faces opposées avec les capillaires sinusoides
revétus de leur trame réticulinique (voir figure 1.2 page ci-contre). Au niveau des
faces répondant aux sinusoides, la membrane plasmique des hépatocytes dessine
des microvillosités, lieu d’échanges bidirectionnels entre 'hépatocyte et la circula-
tion sanguine. Au niveau des faces latérales, une petite dépression de la membrane
plasmique de deux hépatocytes contigus forme le canalicule biliaire?, qui corres-
pond au péle apical hépatocytaire, délimité par des jonctions serrées. La membrane
plasmique au niveau du pole apical (ou pdle biliaire) forme également des micro-
villosités. La présence de plusieurs poles apicaux par hépatocyte rend la polarité
hépatocytaire unique dans 'organisme, bien différente de la polarité apicobasale
épithéliale de type simple, laquelle ne comporte qu’un seul pdle apical, étendu, par
cellule. Les canalicules biliaires, siege de 1'excrétion de la bile par les hépatocytes,
constituent un réseau cheminant dans les travées hépatocytaires et drainant la bile
jusqu’au canal biliaire de I’espace porte voisin °.

Ainsi, deux circuits fluidiques antidirectionnels coexistent dans le lobule hépa-
tique : le circuit sanguin, centripete (i.e. des espaces portes vers la veine centro-
lobulaire), et le circuit biliaire, centrifuge (i.e. des hépatocytes les plus centraux
vers les canaux biliaires interlobulaires des espaces portes).

Cette vision est a l’origine du concept de 'unité fonctionnelle du lobule hé-
patique décrit en 1833 par KIERNAN par l'observation de foies de porcs [5](voir
figures 1.3 page 10 et 1.5 page 12). Le lobule, centré par la veine centrolobulaire, est
arbitrairement subdivisé en trois zones annulaires concentriques : la zone péripor-
tale (périphérique), la zone intermédiaire et la zone péricentrolobulaire (centrale,
aussi appelée périveineuse). Cependant, le fait que ce soit le circuit sanguin efférent
et non afférent qui centre cette structure rend la proposition de lobule hépatique
discutable comme modele d’unité fonctionnelle autonome dans un sens microcir-
culatoire.

De fait, et grace a des progreés concomitants sur la connaissance de la micro-
vascularisation hépatique, RAPPAPORT a proposé en 1976 le modele concurrent
d’acinus hépatique [6]. Dans ce modele, illustré figure 1.4 page 11, I'unité fonc-
tionnelle, de forme variable, est centrée par une branche terminale de la veine porte
et de l'artére hépatique ; elle se situe donc a cheval sur deux lobules « classiques »,
entre deux (ou plus) veines centrolobulaires. Les hépatocytes se disposent selon
la direction circulatoire du sang afférent, ce qui permet de diviser arbitrairement
I’acinus en trois zones concentriques organisées autour de la branche terminale de

4. a ne pas confondre avec les canaux biliaires, situés dans les espaces portes...
5. La jonction entre canalicule et canal biliaire est assurée par les canaux de HERING dont le
revétement est intermédiaire entre hépatocytes et cholangiocytes.
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FIGURE 1.2 — Schéma de I'hépatocyte en microscopie électronique. Autour du noyau
(N) de I’ hépatocyte, on observe les organites responsables de la synthése et de la maturation des protéines
(réticulum endoplasmique granuleux : reg, réticulum endoplasmique lisse : rel, appareil de GOLGI : ag). Pres
du rel, sont présentes des formations granulaires denses correspondant & du glycogéne (g). Les mitochondries
(m), abondantes, sont de forme arrondie ou allongée. Les lysosomes (L) sont souvent situés prés des canalicules
biliaires (CB), bordés de microvillosités et correspondant au pole apical hépatocytaire. Dans le cytoplasme peuvent
également étre observés des peroxysomes (p) et des pigments de lipofuscine (F). Les gouttelettes lipidiques, de
nombre et de densité variables, ne sont pas représentées. L’espace intercellulaire (EIC) est limité du coté des
canalicules par des jonctions (J) serrées et adhérentes; on observe aussi des jonctions communicantes de type
gap (JC). Le sinusoide (S) est bordé par les cellules endothéliales (E) entre lesquelles se trouvent des cellules de
KUPFFER (K) et séparées des hépatocytes par I’espace de DIsSE (ED) ot baignent les microvillosités hépatocytaires.

1 : microtubule, 2 : microfilament, 3 : filament intermédiaire prés des desmosomes. Issu de [4]

la veine porte, et recevant, de la zone 1 a la zone 3, un sang dont le contenu en
dioxygeéne et nutriments est progressivement décroissant.

La figure 1.5 page 12 présente les différences entre lobule et acinus hé-
patiques. L’acinus, centré par la structure assurant 'apport sanguin afférent
(branches terminales de la veine porte et de 'artere hépatique), apparait d’em-
blée comme meilleur modele d’unité fonctionnelle que celui de lobule, centré par
la structure assurant le drainage sanguin efférent (branche de la veine hépatique
= veine centrolobulaire). Si ceci semble vrai considérant la micro-circulation hépa-
tique, il semblerait que le modele de lobule hépatique soit le plus approprié pour
la description de I'hétérogénéité fonctionnelle métabolique des hépatocytes. En ef-
fet, selon RAPPAPORT, la zone 1 de I'acinus apparait comme convexe, les zones 3
d’acini adjacents formant une zone périveinulaire de forme stellaire. Or, les travaux
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FI1GURE 1.3 — Le lobule hépatique principal selon la description de KIERNAN. Les
légendes verbatim sont les suivantes : « A : Angular lobules in a state of anaemia, as they appear on the external
surface of the liver. B : The interlobular space containing the larger interlobular branches of the hepatic duct,
portal vein and hepatic artery. C : The interlobular fisures, in which the smaller interlobular branches of the
hepatic duct, portal vein and hepatic artery ramify. D : Intralobular veins, occupying the centres of the lobules.

E : Smaller veins, terminating in the central veins. ». Issu de [5].

de LAMERS et al. [7] ont montré que la zone 1 apparait comme concave et non
convexe sur des coupes histologiques et que la zone périveinulaire apparait comme
arrondie et non stellaire. De méme, sans entrer dans les détails microcirculatoires,
les travaux de MATSUMOTO [8] tendent également & préférer le concept de lobule,
I’apport sanguin afférent parvenant a la périphérie de I'unité microcirculatoire.

1.1.3 Histologie fonctionnelle, concept de zonage et ses ré-
gulateurs moléculaires

L’histologie et la connaissance de la microvascularisation hépatique ont intro-
duit, comme nous venons de le voir, le concept d’unité fonctionnelle hépatique,
que ce soit le lobule de KIERNAN ou de MATSUMOTO ou 'acinus de RAPPAPORT.
Cependant, ces modeles structuraux ne suffisent pas rendre compte d’un degré de
complexité supplémentaire de 1'histophysiologie hépatique qu’est I’hétérogénéité
fonctionnelle des hépatocytes au sein du lobule. Dans sa vision contempo-
raine, cette notion a été amenée par JUNGERMANN, KATZ et SASSE qui ont décrit
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FIGURE 1.4 — L’acinus hépatique selon la description de RAPPAPORT. L’acinus occupe
des territoires de deux lobules hépatiques adjacents. Il est centré par les branches terminales des veine porte et
artére hépatique, issues des espaces portes (PS). Trois zones microcirculatoires concentriques sont décrites : la
zone 1, centrale, riche en dioxygeéne, la zone 2 et la zone 3, périveinulaire, pauvre en dioxygeéne, & proximité des

branches des veines hépatiques (ThV, terminal hepatic venule). Issu de [6].

en 1975 la localisation périportale de 'activité glucose 6-phosphatase [9], le sens
porto-central de la glycogénolyse et le sens centro-portal de la glycogénogenese
[10].

D’un point de vue métabolique, le foie apparait selon ce modele comme un
organe hétérogene, constitué de zones bien définies aux fonctions enzymatiques
différentes. L’hétérogénéité phénotypique des hépatocytes au sein du lobule est
a lorigine du concept du zonage métabolique du foie®, revu en [11-15]. Ce
concept modélise la spécification fonctionnelle métabolique des hépatocytes le long
de I'axe porto-centrolobulaire, déterminant leur destin périportal, intermédiaire ou
péricentrolobulaire. Cet axe est calqué sur celui du flux sanguin artériel (issu de
l'artere hépatique, 25 %) et portal (issu de la veine porte, 75 %) dirigé des espaces
portes vers la veine centrolobulaire (voir figure 1.6 page 13). Les hépatocytes pé-
riportaux représentent six a huit rangées cellulaires autour des espaces portes, les

6. L’anglicisme « zonation » est souvent utilisé.



12 CHAPITRE 1. LE FOIE NORMAL

A
y
A -
y

Acinus Lobule

FIGURE 1.5 — L’acinus de RAPPAPORT et le lobule de KIERNAN. L’acinus, a gauche,
correspond & 'unité fonctionnelle microcirculatoire du foie. Centré par une branche terminale de la veine porte
et de l'artére hépatique, il est subdivisé en zones 1, 2 et 3 & mesure que les hépatocytes s’éloignent de ’apport
sanguin afférent riche en dioxygeéne et se rapproche des veines centrolobulaires (étoiles noires). Le lobule, a
droite, est quant & lui, centré par la veine centrolobulaire. Les espaces portes (cercles gris) se situent a la
périphérie du lobule. Trois zones fonctionnelles concentriques sont présentes du centre vers la périphérie : la zone

péricentrolobulaire, la zone intermédiaire et la zone périportale.

péricentrolobulaires deux a trois rangées autour de la veine centrolobulaire, les in-
termédiaires, moins bien caractérisés, six a dix rangées entre les deux précédentes
zones. D’un point de vue finaliste, le concept de zonage sous-entend que la ségré-
gation fonctionnelle des hépatocytes des différentes zones du lobule hépatique va
permettre la réalisation de voies métaboliques complémentaires ou opposées se-
lon que les hépatocytes sont périportaux ou péricentrolobulaires, afin d’aboutir a
I’homéostasie métabolique générale du lobule.

Le meilleur exemple de zonage est celui de la détoxication de I'ammoniac
(voir figure 1.7 page 14). D’origine intestinale (catabolisme des acides aminés),
I’ammoniac est tout d’abord métabolisé en urée par les hépatocytes périportaux
grace a une machinerie enzymatique de haute capacité et de faible affinité im-
pliquant CPS17 et ARG18. L’ammoniac résiduel non transformé en urée par les
hépatocytes périportaux est pris en charge par les hépatocytes péricentrolobulaires,
avec un systeme enzymatique de faible capacité et de forte affinité impliquant no-
tamment GLUL? [16]. Parmi les autres activités métaboliques hépatiques zonées,
citons :

— le métabolisme glucidique et lipidique (voir section 1.2.5 page 44).

7. carbamoyl-phosphate synthase 1
8. arginase 1
9. glutamate-ammonia ligase, communément appelée glutamine synthétase, ou GS
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FIGURE 1.6 — La travée hépatocytaire dans le concept de zonage métabolique.

Hepatic
are

La circulation sanguine (en rouge) se fait dans un sens porto-central alors que le flux biliaire canaliculaire
(en vert) se fait dans le sens opposé. La concentration sanguine en dioxygeéne, hormones et nutriments décroit

progressivement selon un gradient continu de la zone périportale & la zone péricentrolobulaire. Issu de [12].

— le métabolisme des xénobiotiques [17], essentiellement péricentrolobulaire.
Le systeme des cytochromes P450 va permettre la fonctionnalisation par
monooxygénation (essentiellement péricentrolobulaire), suivie des étapes de
conjugaison par glucuronoconjugaison (péricentrolobulaire) ou sulfoconju-
gaison (périportale) des substances xénobiotiques. L’activité glutathione
peroxydase est également périportale.

— la synthese des acides biliaires a partir de cholestérol, via CYPT7A1 et
CYP8BI, péricentrolobulaire [18].

— le métabolisme des acides aminés [19], avec un catabolisme périportal de
I’histidine et de la sérine, et une synthese péricentrolobulaire de la gluta-
mine.

Les activités métaboliques des hépatocytes ne sont cependant pas toutes zonées : la
synthese de certaines protéines plasmatiques comme la transthyrétine et la trans-
ferrine est diffuse dans le lobule, celle de 'albumine, méme si elle connait un
renforcement périportal, est également assurée par tous les hépatocytes du lobule.

Quels sont les déterminants permettant la mise en place du zonage lobulaire,
i.e. la ségrégation fonctionnelle des hépatocytes dans le lobule ? Plusieurs théories
ont été proposées.

La théorie développementale propose que les hépatocytes périportaux et
péricentrolobulaires dériveraient de lignées cellulaires différentes. Cependant, a
I'encontre de cette théorie, le zonage lobulaire est absent a la naissance (alors que
la morphogeneése hépatique est achevée), et n’apparait que vers une semaine de vie
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FIGURE 1.7 — Quelques fonctions métaboliques ZONEES. Pour chacune des fonctions indiquées,
les protéines correspondantes sont précisées. Elles sont écrites en italique lorsque le controle de leur zonage est post-
transcriptionnel, et en lettres oranges ou bleues selon qu’elles sont respectivement cibles positives ou négatives de la
voie Wnt/S-caténine. Pour les acronymes Cpsl,Argl, GS (Glul), Oat,Rhbg, Pckl, G6Pase(G6pc), FBPase(Fbpl),
GK(Gck), PKL(Pklr), Sdh, Idh3a, Dlat, CAR (Nr1i3), Ahr, Cyp2f2, Por, Cypla2, Cyp2el, Sultbal, Gstm2, Gstm3

et Gstm6, se référer a la liste des génes en préambule. Issu de [12].

[20].

La théorie du streaming liver [21] s’est fondée sur le fait que I'hépatocyte,
quiescent par nature, est plus apte a entrer dans le cycle cellulaire (et donc a
proliférer) §’il est périportal plutot que péricentrolobulaire. La zone périportale
comporte en effet une plus grande densité de cellules ovales, putatifs progéniteurs
hépatocytaires. Selon cette théorie, les hépatocytes se renouvelleraient en continu
et a bas bruit dans la zone périportale et migreraient progressivement vers la zone
péricentrolobulaire tout en acquérant un phénotype de type péricentrolobulaire a
mesure qu’ils perdraient leur phénotype périportal. Cependant, si quelques études
sont allées dans le sens de cette hypothese [22], cette théorie est actuellement le
sujet de vives controverses dans la littérature [23-25].

La théorie du flux sanguin semble plus a méme d’expliquer le zonage méta-
bolique lobulaire. Comme illustré figure 1.7, le long de ’axe porto-centrolobulaire,
se dessine un gradient décroissant d’apports en dioxygene, métabolites d’origine
splanchnique ou systémique et hormones d’origine pancréatique (glucagon, insu-
line), les hépatocytes périportaux étant soumis a des pressions élevées en dioxygene
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et a des concentrations élevées d’hormones et nutriments alors que les hépatocytes
péricentrolobulaires sont irrigués par un sang appauvri en dioxygene, hormones et
nutriments. La spécification métabolique différentielle des hépatocytes selon 'axe
porto-central serait secondaire a la modification progressive de la composition du
sang irriguant ces hépatocytes selon le méme axe. Cependant, il a été montré que,
si la modification de la teneur en dioxygene et hormones du sang afférent au lo-
bule était bel et bien capable de modifier la distribution zonée des machineries
enzymatiques du métabolisme glucidique [26] ou lipidique [27], la distribution zo-
nale d’autres systemes métaboliques, comme celui du métabolisme de 'ammoniac,
n’était pas modifiée. Cette théorie du flux sanguin semble donc étre adaptée pour
expliquer le zonage de certains processus métaboliques comme le métabolisme glu-
cidique, selon un modele de zonage dynamique dépendant de I'imprégnation
locale en hormones glucorégulatrices, nutriments et dioxygene; cependant, elle
n’est pas suffisante pour expliquer le zonage d’autres voies métaboliques comme
celle de 'ammoniac [28].

Le zonage se définit par l'expression différentielle de protéines au sein du lo-
bule. D’une fagon générale, le niveau d’expression d’une protéine est régulé par des
mécanismes post-traductionnels affectant la stabilité de la protéine et par des mé-
canismes transcriptionnels, affectant le niveau d’expression des ARN ' messagers
codant cette protéine. De facon intéressante, I’étude a haut débit de I'expression
différentielle entre hépatocytes périportaux et péricentrolobulaires des ARN mes-
sagers codant des protéines zonées a montré que cette expression était parallele a
celle des protéines correspondantes, qu’elles soient impliquées dans le métabolisme
des glucides, de 'ammoniac ou des xénobiotiques [29]. Ceci a ouvert la voie de la
théorie du contrdéle transcriptionnel du zonage métabolique lobulaire.

Le premier élément régulateur transcriptionnel a avoir été identifié a été la (-
caténine, suite a la découverte du controle direct par la S-caténine de I'expression
de GLUL, enzyme ayant un fort zonage péricentrolobulaire [30]. La voie Wnt//3-
caténine (pour revue [31-39]) est une voie de signalisation tres conservée dans le
regne animal. Elle est impliquée dans le développement embryonnaire, I’lhoméosta-
sie et le renouvellement tissulaire selon un mode dépendant du contexte tissulaire
et du stade de développement. Elle joue également un role oncogénique dans la
tumorigenese de nombreuses tumeurs. L’acteur principal de cette voie est la (-
caténine (voir figure 1.8 page suivante). Protéine a domaines armadillo, elle est
présente dans la cellule épithéliale au sein de trois pools cellulaires :

— un pool membranaire, ou la S-caténine participe aux jonctions adhérentes
avec les cadhérines et les autres caténines (a et ).
— un pool nucléaire, ot elle agit comme cofacteur transcriptionnel des facteurs

10. acide ribo-nucléique
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FIGURE 1.8 — La voie Wnt/f-caténine dans le foie normal. En haut, schéma représentant
deux gradients opposés : celui de la forme activée de -caténine, centro-portal, et celui du régulateur négatif APC,
porto-central. La -caténine est donc active dans la zone péricentrolobulaire. En bas, diagrammes schématisant
la répression de la voie quand les facteurs Wnt sont absents (& gauche) et son activation quand ils sont présents

(& droite). Voir le corps du texte pour détails. Issu de [12].

de transcription de la famille LEF/TCF 1.

— et un pool cytoplasmique dans lequel la S-caténine est en permanence phos-
phorylée par la glycogene synthase kinase-35 (GSK3B) et la caséine kinase-
1 (CSNK1A1) dans un complexe multiprotéique associant le produit de
deux genes suppresseurs de tumeurs : adenomatous polyposis coli (APC')
et axine (AXINI et AXIN2). Suite a sa phosphorylation, la S-caténine est
ubiquitinylée par I'ubiquitine ligase BTRCP et adressée au protéasome pour
dégradation.

La fixation des facteurs Wnt !2, sécrétés par les cellules environnantes, aux ré-

11. Famille comprenant chez H. sapiens et M. musculus les génes TCF7, TCF3, TCF/ et
LEF1.

12. Dix-neuf facteurs Wnt sont identifiés chez la souris, dont onze sont exprimés dans le foie.
Cependant, les facteurs Wnt impliqués dans le zonage péricentrolobulaire de 'activité S-caténine,
de méme que les cellules productrices (cellules endothéliales de la veine centrolobulaire 7, hépa-
tocytes péricentrolobulaires ?) sont & I'heure actuelle inconnus [40].
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cepteurs membranaires de la famille Frz!3 et au co-récepteur LRP va induire le
recrutement a la membrane de 'axine, déstabilisant le complexe de dégradation.
La [-caténine s’accumule dans le cytoplasme et est transloquée au noyau pour
induire la transcription de ses geénes cibles.

Au sein du lobule hépatique, il existe un gradient inverse entre ’expression
d’un régulateur négatif de la voie Wnt/[-caténine, la protéine APC, qui est sur-
tout exprimée par les hépatocytes périportaux et l'activité de 'acteur clé de cette
voie, la [-caténine, qui est péricentrolobulaire [41, 42|. La [-caténine est donc
active essentiellement dans les hépatocytes péricentrolobulaires. Pour la premiere
fois, I'activité d’un activateur transcriptionnel a été montrée comme zonée; des
modeles murins présentant une activation constitutive ou une inactivation de la
signalisation [-caténine spécifiquement dans le foie ont alors été créés afin de dé-
finir si la signalisation Wnt/S-caténine était effectivement un acteur essentiel de
la mise en place du zonage métabolique lobulaire. Des souris invalidées pour Apc
dans le foie (i.e. présentant une activation constitutive de S-caténine) présentaient
un programme transcriptionnel de type péricentrolobulaire dans les hépatocytes
de tout le lobule; a I'inverse, des souris invalidées pour -caténine dans le foie pré-
sentaient un programme transcriptionnel de type périportal dans les hépatocytes
de tout le lobule (voir figure 1.9 page suivante). Ces modifications génétiques de
I’activité hépatique de la [-caténine aboutissent donc a une perte quasi totale du
zonage lobulaire, que 'on se réfere aux processus impliqués dans le métabolisme
des glucides, de 'ammoniac ou des xénobiotiques [41, 43].

De fagon opposée, la voie Ha-RAS/MAPK [44, 45] et le facteur de transcrip-
tion HNF4A [46] sont également impliqués dans le controle transcriptionnel du
zonage, tous deux responsables de I'acquisition d'un phénotype de type périportal.
De fagon intéressante, il est actuellement démontré que les voies Wnt/(-caténine
et HNF4A collaborent pour la spécification métabolique des hépatocytes [47, 48].

Enfin, les micro ARN semblent également étre impliqués dans le controle du
zonage [14].

1.1.4 Bases de 'organogenese hépatique et développement
des canaux biliaires

Le foie est un dérivé endodermique '*. Aprés la gastrulation, une partie de
I'intestin antérieur va subir une spécification hépatique*® et former le diverticule

13. De méme, il existe dix genes Frz chez la souris, dont huit sont exprimés dans le foie.
Ceci rajoute un niveau de complexité afin de déterminer lequel ou lesquels des couples Wnt /Frz
intervien(nen)t dans le zonage de l'activité S-caténine [40].

14. Une excellente description de la morphogenése hépatique peut étre lue dans [49].

15. vers 8.0 chez la souris
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FIGURE 1.9 — La voie Wnt/[-caténine dans le zonage métabolique. Apports des
modeles murins. Au centre, hybridation in situ des ARNm codant des protéines cibles positives de la (-
caténine, de localisation péricentrolobulaire (cv), et cibles négatives, de localisation périportale (ps). A gauche,
extinction du programme transcriptionnel péricentrolobulaire dépendant de [-caténine et extension totolobaire
du programme transcriptionnel périportal, cible négative de [-caténine, dans un modéle murin d’inactivation
hépatospécifique de beta-caténine. A droite, image en miroir dans un modeéle murin d’activation constitutive

hépatospécifique de -caténine (knock-out du géne Apc). Issu de [12].

hépatique 6. Les cellules de la partie antérieure de ce diverticule vont alors su-
bir une délamination épithéliale et infiltrer le septum mésenchymateux transverse
adjacent pour former le bourgeon hépatique !”. Le bourgeon hépatique va ensuite
augmenter rapidement de volume par le développement de sa vascularisation et
sa colonisation par les cellules hématopoiétiques '®. Progressivement, les progéni-
teurs hépatiques (les hépatoblastes), bipotents par nature, vont se différencier en
hépatocytes et cholangiocytes.

16. vers €9.0 chez la souris
17. vers €9.5 chez la souris
18. de ¢10.0 & €15.0 chez la souris
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FIGURE 1.10 — Mécanismes controlant le développement hépatique précoce. Dans
les étapes initiales, le signal Wnt induit I'identité endodermique postérieure aux dépens de l’antérieure (futur
bourgeon hépatique) et doit étre inhibé pour la mise en place du bourgeon hépatique. Secondairement, la voie
Wnt est activée et agit de concert avec les voies FGF et BMP pour la spécification, I’expansion et la différenciation
hépatiques. En rose, I’endoderme de l'intestin antérieur, en rouge, le cceur (He), en jaune, le bourgeon hépatique

(Lb), en vert, le mésenchyme du septum transverse (STM) et en noir les cellules endothéliales (E). Issu de [49].

D’un point de vue moléculaire, I'induction du destin cellulaire hépatique est
liée & la sécrétion des facteurs de croissance fibroblastiques de la famille FGF 1
par le mésoderme cardiaque, notamment FGF1, FGF2, FGFS8 et FGF10. La sécré-
tion du morphogene osseux BMP4 2 par les cellules mésenchymateuses du septum
transverse est également un facteur important du développement du bourgeon hé-
patique. Le rdle de la voie Wnt/-caténine est plus complexe : si son inactivation est
initialement nécessaire pour la spécification du bourgeon hépatique, cette voie est
requise avec les facteurs FGF et BMP4 pour les étapes suivantes du développement
hépatique précoce. Les facteurs de transcription impliqués dans la différenciation
des progéniteurs hépatiques sont nombreux et listés dans la figure 1.10. Les acti-
vateurs transcriptionnels FOXA1 et FOXA2 ainsi que les facteurs de transcription
a doigt de zinc GATA4 et GATAG sont les « pionniers » de la différenciation hé-
patoblastique car capables de se fixer sur I’hétérochromatine pour initier I’expres-
sion de genes du destin hépatoblastique, comme le géne ALB (codant I’albumine),
marqueur précoce de la différenciation hépatoblastique. Les autres marqueurs clas-
siques de la différenciation hépatoblastique puis hépatocytaire sont les genes TTR
(codant la transthyrétine), AFP (codant I’a-feeto-protéine) et RBP (codant la reti-
nol binding protein-4). A part GATA4/GATA6 et FOXA1/FOXA2, les facteurs de

19. La famille des Fibroblast Growth Factors comprend chez ’homme 23 membres.
20. membre de la super-famille du TGFgS.
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transcriptions impliqué dans 1’élargissement du bourgeon hépatique et dans la dif-
férenciation hépatoblastique sont le facteur de transcription a homéoboite HHEX,
ONECUT1 2% et ONECUT?2. Plus tardivement, la différenciation des hépatoblastes
en hépatocytes va s’accompagner d'une modification du profil d’expression de ces
facteurs de transcription et HNF4A va devenir le facteur de transcription primor-
dial pour le destin hépatocytaire, orchestrant les autres facteurs de transcriptions
majeurs que sont HNF1A, HNF1B, FOXA2, ONECUT1 et NR5A2.

Des autres étapes et aspects de 'embryogenese hépatique, nous n’aborderons
que le cadre bien particulier de la mise en place des voies biliaires intrahépatiques
car sa connaissance est nécessaire a la compréhension d’une partie du phénotype
que nous avons observé dans un des modeles murins utilisés dans le cadre de ce
travail de these.

La description des mécanismes fins de 1’histogenese des voies biliaires intrahé-
patiques s’est faite grace au développement d’'immunomarqueurs spécifiques des
cholangiocytes permettant la mise en évidence in situ des structures biliaires au
cours de 'embryogeneése. Parmi les plus utilisés, citons la cytokératine 19 (KRT19,
ou plus habituellement CK19), l'ostéopontine (OPN, codée par le gene SPPI),
la E-cadhérine (codée par le gene CDHI), la tubuline acétylée (marqueur du cil
primaire) et le facteur de transcription SOX9. Il a été montré que SOX9 est un
marqueur treés précoce et spécifique de la différenciation cholangiocytaire [50]. A
I'inverse, les hépatocytes sont négatifs pour ces marqueurs et peuvent étre mis en
évidence par un immunomarquage dirigé contre le facteur de transcription HNF4A.

La formation des canaux biliaires intrahépatiques se fait selon plusieurs étapes
successives (voir figure 1.11) et ne sera compléte que quelques jours apres la nais-
sance. Il est a noter qu'a un instant ¢ du développement embryonnaire, toutes
les structures biliaires intrahépatiques ne sont pas toutes a la méme étape dé-
veloppementale. En effet, le développement des canaux biliaires se fait du hile
vers la périphérie du parenchyme hépatique; dans un méme embryon, ’analyse
d’une coupe de parenchyme hépatique juxta-hilaire montrera donc des structures
biliaires plus avancées dans leur développement que sur une coupe passant par le
dome hépatique. Ces différentes étapes sont :

1. La différenciation des hépatoblastes périportaux vers la lignée cholangiocy-
taire commence vers el4. Elle se caractérise notamment par ’acquisition
tres précoce du marquage nucléaire SOX9.

2. Les cellules cholangiocytaires s’organisent autour des espaces portes sous la
forme d’une mono-couche quasi-continue de cellules. Cette structure porte
le nom de plaque ductale.

3. L’étape suivante consiste en la mise en place des canaux asymétriques [50]
vers e15.5. Se formant en plusieurs points de la plaque ductale, ces structures

21. communément appelé HNF6.
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sont centrées par une lumiere et sont bordées, sur leur versant portal, par les
cellules ductales ( SOX9+/ HNF4A—) et sur leur versant parenchymateux
par des hépatoblastes non différenciés (SOX9—/ HNF4A+). De plus, la E-
cadhérine n’est exprimée qu’a la membrane des cellules du versant portal et
non de celles du versant parenchymateux. Le versant parenchymateux de ces
structures compte cependant une polarisation apicobasale avec expression
de SPP1 (ostéopontine) au pdle apical et présence de jonctions serrées.

4. La tubulogenese va se poursuivre dans ces structures asymétriques par la
différenciation progressive des hépatoblastes du versant parenchymateux
vers la lignée cholangiocytaire avec expression de SOX9 et perte d’expres-
sion d’"HNF4A, vers el8.5.

5. Concomitamment, et jusque aux premiers jours du postpartum, la matura-
tion des canaux biliaires se poursuivra par la mise en place d’'une membrane
basale de laminine autour des tubes et leur intégration dans le mésenchyme
des espaces portes. Les cellules de la plaque ductale qui n’ont pas participé
a la tubulogenese biliaire vont progressivement involuer selon un mécanisme
indéfini actuellement.

B W=

~— E-cadheri
cacierin ¢ 70-1 B Sox9+ € HNF4+

= Laminin

FIGURE 1.11 — Les différentes étapes de la tubulogenese biliaire. 1 : stade « plaque duc-
tale », 2 : stade « canal asymétrique », 3 : différenciation progressive cholangiocytaire du versant parenchymateux

du canal asymétrique, 4 : canal biliaire définitif. Issu de [50].

Quels sont les voies de signalisation et facteurs de transcription impliquées dans
le développement embryonnaire des voies biliaires intra-hépatiques ? La principale
source de connaissance pour répondre a cette question est I’analyse phénotypique
de modeles murins activés ou invalidés pour un gene donné. Ces modeles sont
le plus souvent conditionnels, hépatospécifiques, selon la stratégie « Cre/LoxP ».
Le choix du promoteur permettant la recombinase Cre permet de cibler différentes
étapes du développement des canaux biliaires. L’analyse des différentes études vise
a définir les conséquences de la perturbation génétique sur différents aspects de
I’histogenése biliaire, a savoir :

— Existe-t-il une modification de ’engagement des hépatoblastes vers la lignée

cholangiocytaire ?
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— Cet engagement est-il restreint a la zone périportale, permettant la forma-
tion de la plaque ductale?

— Existe-t-il une perturbation de la tubulogenese biliaire entravant la matura-
tion de la plaque ductale vers les canaux asymétriques et les canaux biliaires
définitifs ?

Deux voies de signalisation sont impliquées dans 1’engagement cholangiocy-
taire et sa restriction périportale. La premiére est la voie du TGF /322, 11 existe un
gradient décroissant d’expression des ligands TGFf et ainsi d’activation des récep-
teurs au TGFf de la branche portale de la veine porte vers les premieres rangées
hépatocytaires lobulaires [50, 51]. Quand la signalisation TGFf est excessive, la
différenciation cholangiocytaire s’ajoute a la différenciation hépatocytaire d’hépa-
toblastes distants de ’espace porte, conduisant a la formation de cellules hybrides
hépatocholangiocytaires. Un dosage adéquat de la concentration en ligands et de
Iactivité TGF [ permettrait donc la différenciation correcte des hépatoblastes pé-
riportaux en cholangiocytes organisés sous la forme d'une plaque ductale.

A FG'F + BMP B
signaling

l Jaggied1 \

Sall4
[~ Tbx3  Hex  Noteho ~

C/EBP. \,\ Vs \

TGFB p——0C-1/0C-2 Hes-1
signaling

FoxM1b —» HNF-15  SOX9

v v v
BILE DUCT MORPHOGENESIS

FIGURE 1.12 — Réseau moléculaire controlant le développement des voies biliaires
intra-hépatiques. Issu de [49].

La seconde voie a avoir été identifiée , suite a la découverte des mutations perte-
de-fonction des génes JAG1 et NOTCH2 dans le syndrome d’ALAGILLE 23, lequel
est caractérisé, entre autres, par une paucité des voies biliaires intra-hépatiques
[52], est la voie Notch [53]. Cette voie de signalisation est juxtacrine et fait interve-
nir la fixation d'un ligand transmembranaire situé sur une cellule émettrice sur un
récepteur transmembranaire situé sur une cellule réceptrice. L’étude de cette voie
est rendue difficile par la présence de nombreux couples possibles entre ligands,
faisant partie de la famille Delta-like (DLL1, DLL3 et DLL4) ou de la famille
jagged (JAGI et JAG2), et récepteurs notch (NOTCH1, NOTCH2, NOTCHS et

22. Transforming growth factor beta.
23. OMIM : #118450 et #610205
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NOTCH4) [54] La fixation du ligand sur son récepteur induit plusieurs clivages pro-
téolytiques aboutissant a la libération du domaine intracellulaire de notch (NICD)
qui est transloqué au noyau dans lequel il s’associe aux régulateurs transcription-
nels RBPJ?* ou de la famille mastermind (MAML1, MAML2 et MAML3) pour
induire 'expression de ses genes cibles, dont les canoniques sont HES1 et HEY1.
Dans le cadre du développement des voies biliaires intra-hépatiques, la voie notch
est impliquée dans la différenciation cholangiocytaire car des souris invalidées pour
Rbpj dans le foie ont un nombre inférieur d’hépatoblastes se différenciant en cholan-
giocytes [55]. De plus, le profil d’expression du ligand JAG1 (mésenchyme portal)
et de son récepteur NOTCH2 (plaque ductale) pousse a croire que la voie notch est
également importante pour la restriction périportale de la différenciation cholan-
giocytaire [55-57]. D’autres voies de signalisation sont également impliquées dans
la différenciation cholangiocytaire, comme la voie Wnt/5-caténine ; cependant leur
role dans la restriction périportale de cette différenciation, s’il existe, est moins
évident [58-61].

De nombreux facteurs de transcription, listés figure 1.12 page ci-contre, sont
impliqués dans la différenciation cholangiocytaire. Parmi ceux-ci, ONECUT1 et
ONECUT?2, redondants, semblent notamment agir comme répresseur de la voie
TGF g sur la différenciation cholangiocytaire [51].

Concernant les étapes suivantes de 1'histogenese des voies biliaires intrahépa-
tiques, i.e. la tubulogenese biliaire, la voie notch apparait encore comme étant
le chef d’orchestre, de méme que la voie TGF/3. Chez des souris invalidées pour
Hes1, cible opérationnelle de la voie notch, les canaux biliaires ne se forment pas
correctement [56] ; de méme, 'inactivation de la voie notch & différentes étapes du
développement biliaire bloque la maturation de la plaque ductale [55]. De fagon
intéressante, ’expression ductale du récepteur au TGFS TGFBR2 est perdue dans
les cholangiocytes au cours de la tubulogenese.

Le cil primaire, présent sur les cholangiocytes matures et absent des hépato-
blastes et hépatocytes est un des meilleurs marqueurs d'une différenciation cho-
langiocytaire aboutie. Il participe, comme chemo-, mécano- et osmo-senseur au
controle de la prolifération cholangiocytaire. La mutation de genes impliqués dans
le cil primaire aboutis a la formation de kystes biliaires multiples par prolifération
cholangiocytaire dérégulée [62].

1.2 Métabolisme glucidolipidique

CLAUDE BERNARD, avec la découverte de la fonction glycogénique du foie
et I'élaboration du concept de fixité du milieu intérieur, a ouvert la voie de la

24. aussi appelé Suppressor of hairless.
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connaissance de I’homéostasie énergétique au sein de 'organisme et du role central
du foie dans le maintien de celle-ci. Chez les mammiferes, la prise alimentaire
n’étant pas continue, I’organisme a développé différents moyens afin de maintenir
une concentration sanguine a peu pres constante en substrats énergétiques. Les
roles du foie dans le métabolisme glucidolipidique corporel sont nombreux; leur
exécution est finement régulée par le statut nutritionnel 2°.

1.2.1 Role du foie dans I’homéostasie glucidolipidique
I’état nourri.

Apres un repas, la veine porte draine au foie un sang riche en glucides, acides
aminés et lipides (sous la forme de chylomicrons). Les taux d’insuline circulante
sont élevés. Les chylomicrons sont essentiellement stockés dans les adipocytes de
la graisse blanche. Les acides aminés sont captés par les différentes cellules qui en
ont besoin pour leurs syntheses et par le foie (voir la sous-section 1.2.3 page 34).
Le glucose, sera soit stocké par le muscle strié squelettique sous forme de glycogene
(pour son usage propre), soit pris en charge par les hépatocytes (voir figure 1.13
page ci-contre).

L’entrée du glucose dans ’hépatocyte est facilitée par le transporteur du
glucose GLUT2 2%, Contrairement & GLUT4 %7, il s’agit d'un transporteur bidirec-
tionnel, non régulé par 'insuline. De forte capacité, mais de faible affinité, il n’est
pas vu comme limitant et est tres permissif, non saturable, pour I'entrée du glucose
dans la cellule [65]. Le glucose intracellulaire est immédiatement phosphorylé en
glucose 6-phosphate par la glucokinase (codée par le gene GCK), augmentant le
gradient osmotique du glucose entre le sang et 1'hépatocyte. Contrairement aux
autres hexokinases, la glucokinase a une constante de MICHAELIS élevée 2® et n’est
pas inhibée par son produit réactionnel. La transcription de la glucokinase est
activée par l'insuline via SREBP-1¢? et inhibée par le glucagon. Surtout, la glu-
cokinase est régulée par sa protéine chaperonne GCKR3° qui la séquestre dans le
noyau en conditions de faibles concentrations de glucose et de présence d’AMP
cyclique. A I’état nourri, la présence de glucose et de fructose dissocie le complexe
GCKR/GCK; la glucokinase est libérée du noyau et migre vers le cytoplasme
ou elle est active. Ainsi, le systeme GLUT2/glucokinase, permet l'entrée rapide
de grandes quantités de glucose dans les hépatocytes et sa phosphorylation en

25. Les données générales concernant l’aspect biochimique du métabolisme glucidolipidique
sont issues de [63, 64].

26. Glucose transporter 2, codé par le géne SLC2A2

27. Glucose transporter 4, codé par le géne SLC2A/

28. K,, de 10mmol L™, 4.e. bien supérieure a la valeur de la glycémie normale (5.5 mmol L=1)

29. codée par le géne SREBF'1

30. glucokinase (hexokinase 4) regulator



-

1.2. METABOLISME GLUCIDOLIPIDIQUE

25

S9[ 3I0A UG 's99InSY juos sejuejiodur sade)s sof sonag

*SOOTIJICIYUI SUOTIPR[NSI SO 98NOI UD 19 SIOLIFRAIIOE SUOI)e[NSII

"LLINOU )19, ® a11e1Ad0)edoy onbipidijopIon(s owsoqeIoN — ¢1°T dUNDIg

SH+HAVN 10 d L Ted NN -
Omwﬁmwo.ﬁv%ﬂwo@ 9)eNIJ0SI [ 9p uoniqryuyp _ o
SaaaS] 4d A1OA)) ,\_ > aenD aeiaeoex0 |2
aspAx0q.1po asvd] M
Jje)de0[BX() aanidy w10 JIV " m
0)-]A199
9jen) € eAnIfg VOO 19V =
w,ﬁﬁ\wtxﬁﬁ (onbusoqie) yod-14oy H+ w
a1 VO0D-1A190V aspugSoapdysap M (wonefkroydsoyd) 2 ”_ﬁ TR &5
QLIPUOYIOMN NNG\:\QA.Q (VZdd pia uc ydop) surjnsug N%GNA.RQQ&GU M
(uonduosuen) surnsug .
H+ (enbuigisof[e) areni) VoD N\QNUT wn
HJAVN VOD-[AUO[BIA W
eANILJ Al_ =
(uonduosuen) uogeon|oy A _Sh_“_“_m SIpIOY NQQNNQNQ\@ M
aSDULYy (uonduosuen) aurjnsuj I\NQ.N.QG \QNE.K wn
+H+
HdAVN (uonduosuen) aurnsug NNQ\:\:AQ D
(onbugysoye)ereydsoydsig-9¢| osojonig djejiured w
deAaniAd D TAO0TA w
—c:wc——QmO-—n— 1 (uonduosuen) :ommo.:_o %
é M SISDANIDSIP
SALVHASOHJ SASOLNId eydsoudsiq-gp (O 1dos
NOILLVINLYSA(
98031 7
SAd AIOA os LVdD
(anbugisoyy = LVdOV
(osejeydsouydsiq-9¢z asojonyy via) uoeonjny Nu%%GE.B\QNUSk\. %NQNQNN
(T314d P1a) durnsug ds I
(T3dd p1a) eydsoydsiq-9°g asojon oydasoyd LVrOd
OLLVOIIIALSH
(uonejioydsoyd) vid QHN-—QmO-ﬁﬂ|~ IMZM -~
(uonejLoydsoyd) gesH 9S03dN.1J OPLIPIA[SLL], r g TATA
(V3Id Ted uc
(J€3ISD ®[ 2p uonERANORUI) U (MDD 1 OJINY P14) U0FeIN[D
(1-dd 1ed uonejioydsoydsp) aurjnsug duosuer)) uoSeonjn
(onbugsoje) oyeydsoyd-9 asoon|n I Q
eydsoyd-9 RS
dWIB0AH) E—————————— 0N [3-J()] € € 3s09n[5) = asodnyo
asDYJUAS IsoonH 2sDUIY0ON]D) N
2u2302415)
ASANTOONTIOODATH onbrwseyd

QUBIqUIDIN



26 CHAPITRE 1. LE FOIE NORMAL

glucose-6-phosphate, méme a des glycémies post-absorptives élevées.

Le glucose-6-phosphate ainsi formé peut suivre deux destins métaboliques
différents : il peut participer a la synthese de glycogeéne ou alors étre dirigé vers la
voie de la glycolyse et des pentoses phosphates.

La glycogénogeneése permet de stocker le glucose sous forme d’un macro-
molécule polysaccharidique qu’est le glycogene. Cette voie, cytosolique, passe par
la transformation du glucose 1-phosphate3! en une forme activée, I'uridine di-
phosphate glucose, laquelle sera ajoutée par la glycogene synthase a une chaine
oligosaccharidique de glucose en «(1 — 4). La chaine ayant atteint la taille d’au
moins 11 molécules de glucose, I’enzyme branchante va initier une nouvelle chaine
en transférant une partie de la chaine en formation sur un glucose d’amont en
créant une liaison (1 — 6). La glycogénogenese est essentiellement régulée par
des modifications post-traductionnelles de la glycogene synthase (voir figure 1.14
page suivante). Neuf résidus sérine peuvent étre phosphorylés, aboutissant a 1'in-
activation de la protéine. Parmi les ser/thr kinases capables de phosphoryler et
d’inactiver la glycogéne synthase, les plus importantes sont la GSK3532, la pro-
téine kinase A 33 et la phosphorylase kinase. La protéine phosphatase-1 permet la
déphosphorylation et I'activation de ’enzyme. La signalisation insuline est la clef
de votte de cette régulation : a I’état nourri, I'insuline entraine une inactivation
de ces différentes kinases et une activation de la protéine phosphatase-1, activant
donc la glycogéne synthase. Par ailleurs, le glucose 6-phosphate est un activateur
allostérique de I'enzyme.

Le glucose 6-phosphate non intégré sous forme de glycogene est dirigé vers deux
autres voies métaboliques : celle de la glycolyse et celle des pentoses phosphates. La
voie de la glycolyse, cytosolique, aboutit a la formation de pyruvate et génere deux
molécules d’ATP et réduit deux molécules de nicotinamide adénine dinucléotide
en NADH-+H* 34, La majeure partie de cette voie est bidirectionnelle et commune
avec la voie de la néoglucogenese. En plus de 1’étape de la phosphorylation du
glucose en glucose 6-phosphate par la glucokinase, deux étapes sont cependant ir-
réversibles, unidirectionnelles et finement régulées : la phosphorylation du fructose
6-phosphate en fructose 1,6-bisphosphate par la phosphofructokinase-1 (PFKL) et
I’étape finale de la glycolyse qui est la transphosphorylation du phosphoénolpyru-
vate en pyruvate par l'isoforme hépatique de la pyruvate kinase (PKLR).

La phosphofructokinase-1, enzyme limitante engageant irréversiblement le glu-
cose vers la glycolyse, est tres finement régulée sur le plan allostérique. Le ci-
trate (issu du cycle de KREBS) inhibe cette enzyme alors que le fructose 2,6-
bisphosphate en est un puissant inducteur. L’enzyme régulant la formation du fruc-

31. issu de lisomérisation du glucose-6-phosphate par la phosphoglucomutase.
32. glycogen synthase kinase 3 beta, codée par le gene GSKS3B

33. dont la sous-unité catalytique est codée par le gene PRKACA

34. qui sera oxydé dans le complexe I de la chalne respiratoire
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FIGURE 1.14 — Régulation du métabolisme du glycogene par l'insuline et le glu-
cagon. La glycogéne synthase est inactivée par sa phosphorylation par la protéine kinase A, La GSK3p et
la phosphorylase kinase. La protéine phosphatase PP1, activée par l’insuline via le peptide G, permet la dé-
phosphorylation de I’enzyme. A l'inverse, la glycogéne phosphorylase est activée suite a sa phosphorylation par

la phosphorylase kinase en réponse au glucagon.

tose 2,6-bisphosphate est ’enzyme bifonctionnelle phosphofructokinase-2 /fructose
2,6-bisphosphatase. L’activité phosphofructokinase-2 de cette enzyme permet la
phosphorylation du fructose 6-phosphate en fructose 2,6-bisphosphate lequel est
un puissant inducteur de l'activité phosphofructokinase-1 (enzyme de la glycolyse)
et un inhibiteur de l'activité fructose 1,6-bisphosphatase (enzyme importante de la
néoglucogenese). L’activité fructose 2,6-bisphosphatase de ’enzyme bifonctionnelle
permet la réaction inverse. L’isoforme hépatique de cette enzyme bifonctionnelle
comporte une activité phosphofructokinase-2 activée par I'insuline et une activité
fructose 2,6-bisphosphatase activée par le glucagon. Par ce mécanisme, I'insuline
active la glycolyse dans le foie tout en inhibant la néoglucogeneése.

L’expression de l'isoforme hépatique de la pyruvate kinase (PKLR) est acti-
vée par par le glucose et inhibée par le glucagon. Le glucagon, via la protéine
kinase A, inactive par phosphorylation PKLR ; I'insuline active ’enzyme en per-
mettant sa déphosphorylation. Enfin, le fructose 1,6-bisphosphate, produit de la
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phosphofructokinase-1, est un activateur allostérique de PKLR.

Le pyruvate diffuse dans la mitochondrie via un transporteur et sera transformé
en acétyl-CoA par la pyruvate deshydrogénase ou en oxaloacétate par la pyruvate
carboxylase. La citrate synthase permet la synthese de citrate a partir d’acétyl-CoA
et d’oxaloacétate et constitue la premiere étape du cycle de KREBS. Ce dernier
permet la réduction du nicotinamide adénine dinucléotide en NADH-+H™ et du
flavine adénine dinucléotide en FADH, qui seront respectivement oxydés par les
complexes I et II de la chaine respiratoire mitochondriale pour produire de ’ATP.
Cependant, a I’état nourri, les concentrations mitochondriales élevées en ATP et
NADH+H™ inhibent l'isocitrate deshydrogénase, enzyme du cycle de KREBS qui
catalyse la décarboxylation de l'isocitrate en a-cétoglutarate ®>. En conséquence, le
citrate, dont la concentration mitochondriale augmente, est redirigé vers le cytosol
via la citrate translocase ou il va avoir plusieurs fonctions :

— Le citrate va agir comme régulateur allostérique de la glycolyse, en inhi-
bant l'activité de la phosphofructokinase-1; le flux des métabolites de la
glycolyse sera redirigé vers la voie des pentoses phosphates. Cette voie,
parallele aux étapes initiales de la glycolyse, permet la formation de la forme
réduite du nicotinamide dinucléotide phosphate (NADPH+H™), qui est un
coenzyme essentiel pour la biosynthese des acides gras. Elle aboutit a la for-
mation de glycéraldéhyde-3-phosphate qui pourra rejoindre la partie finale
de la voie de la glycolyse, et de fructose 6-phosphate. Ce dernier est le sub-
strat de la phosphofructokinase-1, dont I'inhibition allostérique par les fortes
concentrations cytosoliques de citrate est cependant levée par 'effet stimu-
lateur du fructose 2,6-bisphosphate, issu de ’activité phosphofructokinase-2
de I'enzyme bifonctionnelle induite par I'insuline.

— Le citrate cytoplasmique est clivé par ’ATP citrate lyase (ACLY) pour for-
mer acétyl-CoA et oxaloacétate. L’acétyl-CoA est le métabolite précurseur
de la biosynthese des acides gras. L’oxaloacétate sera reconverti en ma-
late par la malate deshydrogénase puis en pyruvate par l’enzyme malique,
générant, comme la voie des pentoses phosphates, du NADPH+HT™.

— Le citrate est un activateur allostérique de I'acétyl-CoA carboxylase, qui est
la principale enzyme régulatrice de la biosynthese des acides gras.

Ainsi, les voies de la glycolyse et des pentoses phosphates collaborent dans
le foie pour alimenter en acétyl-CoA et NADPH+HT la voie de la biosynthése
des acides gras. Cette voie, cytosolique, permet de stocker sous forme de lipides
I'exces de glucose sanguin qui ne peut étre stocké en glycogene. L’acétyl-CoA est
le principal précurseur de cette voie et représente la source de tous les carbones

35. De plus, les besoins hépatocytaires en ATP sont préférentiellement pourvus par la -
oxydation des acides gras et non par glycolyse aérobie.
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des acides gras. L’acétyl-CoA est tout d’abord carboxylé en malonyl-CoA 3¢ par
lacétyl-CoA carboxylase. La transcription de cette derniere est induite par I'insu-
line et le glucose et inhibée par le glucagon. D’un point de vue allostérique, cette
enzyme est activée par le citrate et inhibée par les produits finaux de la biosyn-
these des acides gras. A 1’état de jeline, I'acétyl-CoA carboxylase est inhibée par
phosphorylation par 'TAMPK ; & I’état nourri, I'insuline permet la déphosphory-
lation de ’enzyme, via la phosphatase PP2A. L’étape suivante, catalysée par la
fatty acid synthase (FAS) permet la formation d’un acide gras saturé a 16 car-
bones, le palmitate, a partir d’acétyl-CoA et de malonyl-CoA. La régulation de la
fatty acid synthase est essentiellement transcriptionnelle, activée par l'insuline et
inhibée par le glucagon. La stabilité des ARNm codant la fatty acid synthase est
diminuée par les acides gras polyinsaturés. Cette étape nécessite le NADPH+H™
dont la réduction a été assurée par la voie des pentoses phosphates et par la navette
pyruvate/malate.

Les acides gras formés vont subir un processus d’élongation et de désatu-
ration, a la surface du réticulum endoplasmique lisse, permettant la formation
d’acides gras de longueur et de degrés d’insaturation variables. Ces étapes sont
essentiellement régulées au niveau transcriptionnel, de la méme maniere que les
enzymes de la biosynthese des acides gras. L’élongation est assurée par des enzymes
de la famille ELOVL?". La monoinsaturation des acides gras est catalysée par I'iso-
forme hépatique de la stéaroyl-CoA deshydrogénase (SCD1); la polyinsaturation
est assurée par la famille des fatty acids desaturases.

Apres élongation/désaturation, les acides gras sont estérifiés en glycéroli-
pides en se liant a une molécule de glycérol par une liaison ester. En prenant
comme exemple la formation de triglycérides (trois chaines d’acide gras branchées
sur un noyau de glycérol 3-phosphate), 'estérification va impliquer successivement
une glycérol 3-phosphate acyltransférase (GPAT, estérification du premier acyl-
CoA sur le glycérol-3-phosphate, formant un acide lysophosphatidique), 'acylgly-
cérol phosphate acyltransférase (AGPAT, estérification du second acyl-CoA, for-
mant un acide phosphatidique), I'activité phosphatidique acide phosphohydrolase
des lipines (permettant la déphosphorylation en diacylglycéride de 'acide phospha-
tidique) et enfin une diacylglycérol acyltransférase (DGAT, permettant la fixation
du troisieme acyl-CoA sur le diacylglycéride).

Les glycérolipides formés ne sont pas stockés dans I’hépatocyte, ils sont expor-
tés dans la circulation générale sous la forme de lipoprotéines VLDL 3® qui seront

36. Le malonyl-CoA est un puissant inhibiteur de la carnitine palmitoyltransferase (CPT1A),
principal régulateur de la S-oxydation des acides gras; I'acétyl-CoA carboxylase empéche donc
que la dégradation des acides gras se produise en méme temps que leur synthese.

37. Elongase Very Long Chain, famille de sept membres dont ELOVL5 et ELOVL6 semblent
particuliérement importants dans le foie.

38. Very Low Density Lipoprotein.
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utilisées par les organes périphériques, notamment la graisse blanche. Cet export
est inhibé par I'insuline.

Pour résumer, a 1’état nourri, sous l'influence de I'insuline, le glucose de la cir-
culation sanguine est facilement pris en charge par 'hépatocyte pour stockage sous
forme de glycogene et synthese de lipides qui seront exportés dans la circulation
générale.

1.2.2 Role du foie dans ’homéostasie glucidolipidique : le
jetine

A distance des repas, pour répondre & la diminution de la glycémie et sous
I'influence du glucagon, le foie va assurer une fonction d’exportateur de glucose et
de corps cétoniques (voir figure 1.15 page ci-contre).

Le premier mécanisme a se mettre en place est la glycogénolyse, c’est-a-dire
la dégradation du glycogene en glucose 6-phosphate. L’enzyme clef de cette voie est
la glycogene phosphorylase. Sa régulation est essentiellement post-traductionnelle
(voir figure 1.14 page 27). Le glucagon, en se fixant sur son récepteur, active la
protéine kinase A, laquelle active par phosphorylation la phosphorylase kinase.
Cette derniere phosphoryle et active a son tour la glycogene phosphorylase. Pa-
rallelement, la protéine kinase A phosphoryle et inactive la glycogéne synthase,
empéchant que la glycogénogenese se produise en méme temps que la glycogé-
nolyse. En l'absence de signalisation insuline, la protéine phosphatase-1 est in-
active, empéchant la déphosphorylation de ces différentes enzymes. La protéine
kinase A inactive la protéine phosphatase-1 par phosphorylation inhibitrice et via
la phosphorylation activatrice de son régulateur fonctionnel, le protein phosphatase
inhibitor-1.

Pour étre exporté dans la circulation sanguine, le glucose 6-phosphate doit
étre converti en glucose par la glucose 6-phosphatase. L’activité glucose 6-
phosphatase fait intervenir un complexe multiprotéique localisé au réticulum endo-
plasmique. Son contréle est essentiellement transcriptionnel, induit par le glucagon
(via les facteurs de transcription FOXO1 et CREB1) et réprimé par Iinsuline.

Une fois les réserves hépatocytaires en glycogene épuisées, un second mécanisme
de production de glucose se met en place : la néoglucogenese. Cette voie, qui
nécessite 1’équivalent réduit du nicotinamide adénine dinucléotide (NADH+HT)
permet la syntheése de novo de glucose a partir de précurseurs non glucidiques :
le pyruvate, le lactate3?, le glycérol® et certains acides aminés dits glucoforma-

39. Le lactate est essentiellement issu de la glycolyse anaérobie musculaire. Le lactate formé
les rhabdomyocytes est capté par le foie pour entrer dans la néoglucogenése et étre exporté sous
forme de glucose, lequel pourra étre re-capté par le muscle. Ce cycle entre les tissus musculaire
et hépatique est plus connu sous le nom de cycle de CORI.

40. Le glycérol est issu de I'hydrolyse des triglycérides en acides gras libres et glycérol.
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teurs *'. Les acides aminés sont issus d’une protéolyse musculaire ; cependant, la
proportion sérique en différents acides aminés ne reflete pas leur concentration
relative dans les protéines musculaires. I’alanine et la glutamine sont les princi-
paux acides aminés (environ 30%) libérés par le tissu musculaire lors du jetine.
L’alanine sera captée par le foie, la glutamine par I'intestin comme substrat éner-
gétique et par le cortex rénal pour la néoglucogenese et 1'équilibre acidobasique
sanguin. Le catabolisme des acides aminés dans ’hépatocyte aboutit a la forma-
tion de pyruvate, d’acétyl-CoA, de succinyl-CoA ou d’a-cétoglutarate en fonction
de l'espece de l'acide aminé. L’alanine, le principal acide aminé glucoformateur
dans le foie, est en équilibre dans le cytoplasme hépatocytaire avec le pyruvate par
I'activité enzymatique alanine aminotransférase. Le lactate est converti en pyru-
vate par la lactate deshydrogénase, générant du NADH+H ™. Le pyruvate est alors
converti en oxaloacétate dans la mitochondrie par la pyruvate carboxylase et non
en acétyl-CoA par la pyruvate deshydrogénase. En effet, lors du jetine, les impor-
tantes concentrations mitochondriales en acétyl-CoA, produit par la S-oxydation
des acides gras (voir plus loin) activent allostériquement la pyruvate carboxylase
et inhibent la pyruvate deshydrogénase. Ces différents intermédiaires du cycle de
KREBS aboutissent a la formation de malate, qui est exporté hors de la mitochon-
drie pour y étre transformé en oxaloacétate. Les étapes suivantes suivent, en sens
inverse, celles de la glycolyse, hormis trois étapes unidirectionnelles et limitantes.
La premiére est la transformation de I'oxaloacétate en phosphoénolpyruvate par la
phosphoénolpyruvate carboxykinase. Celle-ci est essentiellement régulée au niveau
transcriptionnel, de la méme maniere que l'est la glucose 6-phosphatase. La se-
conde étape limitante, la transformation du fructose 1,6-bisphosphate et fructose
1-phosphate par la fructose 1,6-bisphosphatase, est régulée allostériquement. De
facon anti-parallele a la régulation de la phosphofructokinase-1 de la glycolyse, la
fructose 1,6-bisphosphatase est inhibée par le fructose 2,6-bisphosphate. Sous I’ac-
tion du glucagon, qui active I’activité fructose 2,6-bisphosphatase de 1’enzyme bi-
fonctionnelle, les concentrations cytosoliques en fructose 2,6-bisphosphate sont tres
faibles, activant la fructose 1,6-bisphosphatase et inhibant la phosphofructokinase-
1. La derniere étape de la néoglucogenese a étre régulée est la conversion du glucose
6-phosphate en glucose par la glucose 6-phosphatase, rendant cruciale cette der-
niere enzyme pour la production hépatique de glucose car située au carrefour final
de la néoglucogenese et de la glycogénolyse.

Chez les mammiferes, contrairement aux plantes, les acides gras ne peuvent pas
étre considérés comme des substrats de la néoglucogenese. En effet, la f-oxydation
des acides gras produit des acétyl-CoA, lesquels ne peuvent pas entrer directe-
ment dans la voie de la néoglucogenese car I'étape de la pyruvate deshydrogénase
(pyruvate — acétyl-CoA) est unidirectionnelle. Si 'acétyl-CoA peut étre converti

41. Tous les acides aminés a part la lysine et la leucine sont potentiellement glucoformateurs.
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en malate et entrer dans la néoglucogenese, cette voie nécessite son entrée dans
le cycle de KREBS ot il subira deux étape étapes de décarboxylation 42, perdant
ainsi ses deux atomes de carbone. Ainsi, chez les mammiferes, il ne peut y avoir
de production nette de glucose & partir d’acides gras*?. Le squelette glycérol des
triglycérides est en revanche un substrat néoglucogénique.

Afin de préserver le glucose d’origine hépatique aux organes glucodépendants
(cerveau, cortex rénal, globules rouges, etc), le foie va aussi exporter dans la circu-
lation générale d’autres substrats énergétiques que le glucose : les corps cétoniques
(acétoacétate et B-hydroxybutyrate). Le substrat initial de la synthese des corps
cétoniques sont les acides gras libres, libérés par lipolyse adipocytaires sous I'action
de la lipase hormonosensible et qui circulent dans le sang complexés a ’albumine.
Apres import hépatocytaire et activation en acyl-CoA, ces acides gras seront oxy-
dés. Une partie des acides gras captés peut aussi étre estérifiée et exportée sous
forme de VLDL dont la synthese hépatique est a peu pres constante au cours du
cycle nutritionnel. L’oxydation des acides gras a essentiellement lieu dans la mito-
chondrie (3-oxydation) ** et produit des acétyl-CoA (substrats de la cétogenese),
des équivalents réduits NADH+H™, et FADH,, qui pourront étre respectivement
oxydés dans les complexes I et II de la chaine respiratoire. Le NADH+H™ est
aussi un cofacteur de la néoglucogenese. La [-oxydation est essentiellement régu-
lée a I’étape de I'import mitochondrial des acyl-CoA par la navette carnitine dont
I’acteur clef est la carnitine palmitoyltransferase CPT1A. L’expression de cette en-
zyme est régulée par 1'état nutritionnel ; les acides gras favorisent sa transcription
et stabilisent ses ARNm. Surtout, le malonyl-CoA, issu de I'activité acétyl-CoA
carboxylase de la biosynthese des acides gras, est un puissant inhibiteur de la
CPT1A, empéchant a la S-oxydation de se produire en méme temps que la bio-
synthese des acides gras. La cétogeneése se fait par condensation d’acétyl-CoA et
implique plusieurs activités enzymatiques. Les corps cétoniques semblent diffuser
librement au travers des membranes cellulaires.

Pour résumer, a distance des repas, sous l'influence du glucagon, le foie est im-
pliqué dans une production de glucose par glycogénolyse et par néoglucogenése (a
partir d’acides aminés d’origine musculaire notamment). Les acides gras d’origine
adipocytaire sont captés par le foie pour étre exportés sous forme de VLDL ou

42. isocitrate — a-cétoglutarate par 'isocitrate deshydrogénase et a-cétoglutarate — succinyl-
CoA par I'a-cétoglutarate deshydrogénase.

43. Chez les plantes, dans le peroxysomes, deux activités enzymatiques (I'isocitrate lyase et la
malate synthase) permettent la production de malate & partir de deux acétyl-CoA ; le malate
est converti dans le cytoplasme en oxaloacétate puis en phosphoénolpyruvate pour entrer dans
la néoglucogenese. Ce cycle du glyoxylate permet donc la production nette de glucose a partir
d’acétyl-CoA.

44. mais peut aussi avoir lieu dans le peroxysome (y-oxydation) ou le réticulum endoplasmique
(w-oxydation).
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pour étre métabolisés en corps cétoniques par S-oxydation et cétogenese.

1.2.3 Catabolisme hépatique des acides aminés

Le foie est un organe central pour le catabolisme des acides aminés. L’origine
des acides aminés est double. A I’état nourri, les acides aminés d’origine intestinale
peuvent soit étre captés « tels quels » par les différents tissus pour les différentes
syntheses protéiques, soit étre recrutés par le foie pour syntheses de glucose, de
glycogene, d’acides gras, etc, ou pour production d’énergie via leur catabolisme
oxydatif par le cycle de KREBS. Le groupement amine des acides aminés est re-
tiré par des activités transaminases et déaminases, essentiellement assurées par
les hépatocytes périportaux. A distance des repas, la protéolyse musculaire est
le principal pourvoyeur d’acides aminés. La transamination a lieu essentiellement
dans le tissu musculaire (surtout pour les acides aminés ramifiés valine, leucine,
isoleucine), aboutissant & un export musculaire d’acides aminés enrichi en ala-
nine. Dans I’hépatocyte, ’alanine est convertie en pyruvate par 'activité alanine
aminotransférase.

Les groupements NH issu de la déamination des différents acides aminés sont
pris en charge par I'a-cétoglutarate pour former du glutamate. Ce dernier permet
I'excrétion du groupement amine par le cycle de 'ornithine®’. Le glutamate
peut étre converti en citruline par la voie de la transdéamination ou en aspar-
tate par la voie de la transamination. Ces deux voies aboutissent a la formation
d’urée, excrétée par voie urinaire. La concentration plasmatique d’urée peut étre
vue comme un reflet du catabolisme hépatique des acides aminés 4.

Les acides aminés, sauf la lysine et la leucine, sont des substrats de la néo-
glucogeneése (voir figure 1.16 page ci-contre). Comme nous l'avons vu dans la
sous-section précédente, a distance des repas, l'alanine d’origine musculaire est
convertie dans le cytoplasme hépatocytaire en pyruvate, lequel entre dans la mi-
tochondrie pour y étre converti en oxaloacétate par la pyruvate carboxylase. En
effet, 'acétyl-CoA issu de la S-oxydation des acides gras est un activateur allosté-
rique de la pyruvate carboxylase et un inhibiteur de la pyruvate deshydrogénase,
permettant de diriger le flux de pyruvate vers la néoglucogenese et non vers son
oxydation dans le cycle de KREBS. Apres export cytoplasmique sous forme de
malate et reconversion en oxaloacétate, I’étape limitante de la phosphoénolpy-
ruvate carboxykinase intervient pour la formation du phosphoénolpyruvate et la
poursuite de la néoglucogenese. Le catabolisme des autres acides aminés glucofor-
mateurs aboutit également in fine a la production d’oxaloacétate cytoplasmique.
Lors de la ré-alimentation, le foie reste quelques temps dans un état néogluco-

45. Plus classiquement, mais improprement, appelé cycle de 'urée.
46. si la fonction rénale est normale!
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génique : les acides aminés d’origine alimentaire sont alors catabolisés pour former
les substrats de la néoglucogenese. Pendant la méme période, le tissu musculaire
catabolise le glucose en lactate par glycolyse anaérobie. En effet, la Soxydation des
acides gras dans le muscle, toujours active au début de la ré-alimentation, produit
de grandes quantités d’acétyl-CoA bloquant 'oxydation du glucose dans la mito-
chondrie (inactivation de la pyruvate deshydrogénase par 1'acétyl-CoA). Le lactate
est converti en pyruvate dans le foie par la lactate deshydrogénase et suit la voie
de la néoglucogenese. Le glucose 6-phosphate produit selon ces deux mécanismes
pourra étre exporté sous forme de glucose, ou étre stocké sous forme de glycogene
selon la voie alterne de la glycogénogenese.

A Tétat nourri, les acides aminés participent & la biosynthése des acides
gras. Leur catabolisme aboutit a la formation d’acétyl-CoA (la pyruvate deshy-
drogénase n’est plus inhibée par l'acétyl-CoA), substrat de la biosynthese des
acides gras. L’apport en équivalents réduits du nicotinamide dinucléotide phos-
phate (NADPH-+HT) est assuré par la voie des pentoses phosphates et par I'acti-
vité de I'enzyme malique du cycle pyruvate/malate qui permet de faire cycler le
pyruvate entre le cytoplasme et la mitochondrie.

Le cas de la serine est un peu particulier. Il s’agit d’un acide aminé non essen-
tiel a trois atomes de carbone. Il peut étre d’origine alimentaire ou biosynthétisé
de novo par la « voie phosphorylée » a partir de 3-phosphoglycérate, un intermé-
diaire de la glycolyse et de la néoglucogenese. Cette voie nécessite du glutamate
qui sera transformé en a-cétoglutarate. Le destin de la serine cytoplasmique est
double (voir figure 1.16 page précédente) :

— Elle peut étre convertie en pyruvate par la sérine déshydratase SDS, lui
permettant d’entrer dans la mitochondrie pour servir de substrat au cycle
de KREBS via la pyruvate deshydrogénase ou a la néoglucogenese via la
pyruvate carboxylase.

— Elle peut aussi étre convertie en glycine par la serine hydroxymethyltrans-
férase, entrant donc dans le « pool des radicaux monocarbonés », impliqué,
entre autres, dans la synthese des bases puriques et du glutathion.

Dans la mitochondrie également, la sérine peut étre convertie en glycine. Elle
peut aussi étre convertie en 3-hydroxypyruvate par la serine-pyruvate aminotrans-
férase (codée par le gene AGXT) puis en glycérate et 2-phosphoglycérate lequel
peut entrer dans la voie de la néoglucogenese, en aval de I’étape limitante de la
phosphoénolpyruvate carboxykinase.

La néoglucogenese a partir de sérine peut donc se faire :

— soit via sa transformation en pyruvate par la sérine déshydratase SDS. Cette

voie passe par I'étape limitante de la phosphoénolpyruvate carboxykinase.

— soit wvia sa transformation en 3-hydroxypyruvate par 'AGXT, permettant

I’entrée dans la néoglucogenese a I'étape du 2-phosphoglycérate, en aval de
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I’étape limitante de la phosphoénolpyruvate carboxykinase. L’activité de

I’AGXT est induite par les régimes pauvres en sucre et par le glucagon (de

fagon transcriptionnelle), soulignant son réle dans la néoglucogenese.
Les inhibiteurs de la phosphoénolpyruvate carboxykinase étant moins efficaces
pour inhiber la néoglucogenese a partir de sérine qu’a partir de lactate ou d’alanine,
la néoglucogeneése a partir de sérine semble passer en partie indépendamment de
l'activité phosphoénolpyruvate carboxykinase [66]. En pratique, la néoglucogenese
a partir de sérine se fait essentiellement par la voie SDS chez les rongeurs et par
la voie AGXT chez ’homme, le chien et le lapin [66].

La serine apparait donc comme un acide aminé particulier dans le métabolisme
hépatique, capable a la fois d’étre catabolisé dans le cycle de KREBS pour produire
de ’ATP, d’étre converti en glycine pour entrer dans le métabolisme monocarboné
et de servir de substrat a la néoglucogenése, via ou non, la phosphoénolpyruvate
carboxykinase.

De fagon intéressante, la sérine semble étre un acide aminé crucial dans le cancer
[67]. En effet, dans les cancers, il existe fréquemment une induction de la synthese
de novo de sérine a partir de 3-phosphoglycérate, la sérine est préférentiellement
redirigée vers le métabolisme monocarboné via sa transformation en glycine pour
assurer la synthese des bases puriques et ’homéostasie acidobasique par le gluta-
thion. La voie de la biosynthese de la sérine est intimement liée au métabolisme du
glutamate, qui sera transformé en a-cétoglutarate, facteur anaplérotique du cycle
de KREBS.

AGXT [66] code activité alanine-glyoxylate aminotransférase, aussi appelée
sérine-pyruvate aminotransférase 47. Cette enzyme catalyse le transfert du groupe-
ment amine d'un acide aminé donneur (essentiellement sérine qui sera convertie en
3-hydroxypyruvate) vers le pyruvate qui sera converti en alanine. La localisation
subcellulaire hépatocytaire de ’AGXT varie en fonction des espeéces : elle est per-
oxysomale chez 'homme et les herbivores et essentiellement mitochondriale chez
les carnivores. Chez la souris et le rat, elle se situe dans les deux organelles; ce-
pendant seule l'activité AGXT mitochondriale est induite par le glucagon. Chez
I’homme, la déficience en activité peroxysomale de ’AGXT est responsable d’une
maladie héréditaire, ’hyperoxalurie primaire de type 1%®. L’accumulation d’oxa-
late caractérisant cette maladie est secondaire a la perturbation de la clairance
du glyoxylate assurée par l'activité AGXT peroxysomale. Chez les herbivores, le
glyoxylate est essentiellement d’origine alimentaire (le glycolate, précurseur du
glyoxylate, est un intermédiaire de la photorespiration). L’activité AGXT per-
oxysomale des herbivores semble donc étre nécessaire a 1’excrétion du glyoxylate
alimentaire. Chez les carnivores, le glyoxylate est un dérivé du métabolisme mi-

47. EC 2.6.1.51
48. OMIM : #259900
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tochondrial de la L-hydroxyproline, d’origine alimentaire. L’activité AGXT mito-
chondriale des carnivores semble donc étre nécessaire a l'excrétion du glyoxylate
formé in situ par le métabolisme de la L-hydroxyproline. Chez 'homme, I'activité
AGXT pour l'excrétion du glyoxylate doit étre peroxysomale; en effet, certaines
mutations d’AGXT chez des patients souffrant d’hyperoxalurie de type I induisent
une délocalisation aberrante de I'activité AGXT dans la mitochondrie. Au total,
si Pactivité de PAGXT dans la néoglucogenese semble étre indépendante de la
localisation subcellulaire de I’enzyme, son role dans le métabolisme du glyoxylate
semble en étre intimement dépendant.

1.2.4 Régulation moléculaire

Comme mentionné précédemment, les hormones pancréatiques insuline et glu-
cagon jouent un role majeur dans la régulation du métabolisme glucidolipidique
hépatocytaire.

L’insuline est sécrétée par les cellules 3 des ilots de LANGERHANS. Le ré-
cepteur a linsuline, codé par le gene INSR, est un récepteur membranaire ho-
modimérique a activité tyrosine kinase. La fixation de I'insuline induit une auto-
phosphorylation du récepteur et le recrutement d’adaptateurs moléculaires qui
vont médier la signalisation insuline. Ces substrats intracellulaires font partie des
familles Insulin Receptor Substrate (IRS)*® et Src Homology domain Containing
(She) . Les voies de signalisation activées en aval sont nombreuses, les plus im-
portantes étant les voies PI3K/AKT et RAF/MEK/ERK. De mémes, les consé-
quences physiologiques de 'activation de la voie insuline sont pléomorphes, allant
du controle du métabolisme glucidolipidique a I'activation de la synthése protéique
et du cycle cellulaire [68]. Nous n’évoquerons ici que les effets sur le métabolisme
glucidolipidique (voir figure 1.17 page ci-contre).

La phosphorylation des protéines IRS entraine I'activation de la PISK 5! et
la génération de phosphatidilinositol 3,4,5-triphosphate (PIP3), lequel recrute a
la membrane des protéines a domaines d’homologie pleckstrine (PH), comme les
ser/thr kinases PDPK1 et AKT (protéine kinase B). AKT joue un role central
dans la transmission du signal insuline [69, 70]. En effet, des souris invalidées pour
Akt2, principale isoforme d’AKT activée par 'insuline dans le foie, développent
une insulinorésistance et un diabete [71]. En réponse a l'insuline, elle est tout
d’abord phosphorylée sur son résidu Ser473 par le complexe mTORC2 52 puis par

49. Cette famille comporte six membres dont ceux impliqués dans la signalisation insulinique
hépatocytaire sont IRS1 et TRS2.

50. Trois genes codent les protéines Shc. SHC1 code trois isoformes différentes, exprimées de
fagon ubiquitaire dans I'organisme.

51. phosphatidylinositol-3-phosphate kinase

52. mammalian Target of Rapamycin Complex 2.
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FIGURE 1.17 — Régulation du métabolisme a I’état nourri. Liactivation de TAKT est le
neceud central de la signalisation insuline dans le métabolisme. Les conséquences sont l'activation directe d’acteurs
clefs de la glycogénolyse et de la glycolyse, 'activation du facteur de transcription SREBP-1c et 'inhibition de
FOXO1 et CREBI1. Indépendamment de I'insuline, les facteurs de transcription ChREBP (par le glucose) et LXR

(par les oxystérols) sont également activés & I’état nourri.
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PDPK1 sur son résidu Thr308 [72]. A linverse, l'activité d’AKT est en partie
régulée négativement par deux phosphatases : la protéine phosphatase 2A, qui
déphosphoryle AKT sur son résidu Thr308 [73] et les phosphatases PHLPP1 et
PHLPP2 qui déphosphorylent AKT sur son résidu Serd73 [74].

AKT inactive par phosphorylation la GSK33, empéchant I'inactivation par
phosphorylation de la glycogene synthase. En activant la synthese de son co-
activateur, le peptide Gy, I'insuline active la protéine phosphatase-1, maintenant
dans un état déphosphorylé et actif la glycogene synthase et dans un état déphos-
phorylé et inactif la glycogene phosphorylase. L’insuline stimule donc la glycogé-
nogenese tout en inhibant la glycogénolyse.

Le facteur de transcription SREBP-1c, codé par le gene SREBF1, peut étre
considéré comme le médiateur transcriptionnel de l'insuline pour ses roles sur le
métabolisme lipidique. Parmi les genes cibles de ce facteur de transcription, fi-
gurent le gene codant la premiere étape limitante de la glycolyse, GCK, les genes
clefs de la biosynthese des acides gras : ACACA et FASN et des genes de 1’élonga-
tion, de la désaturation et de l'estérification des acides gras. SREBP-1c est donc
a l'origine d’un programme transcriptionnel favorisant la conversion du glucose en
acides gras. La régulation de SREBP-1c est complexe et multiétapes; I'insuline fa-
vorise l'activité de ce facteur de transcription a plusieurs niveaux : (i) en favorisant
sa transcription, (ii) en favorisant sa maturation protéique et (iii) en participant
a la régulation des différentes phosphorylations controlant son activité. L’insuline
stimule ainsi 'activité transcriptionnelle de SREBP-1c¢, pour activer la biosynthese
des acides gras. Ce controle passe par la voie PI3K/AKT/mTORC1/S6K.

Enfin, I'insuline inactive les facteurs de transcriptions clefs de la néoglucoge-
nese : FOXO1 par phosphorylation et CREB1 par phosphorylation de ses parte-
naires CRTC2, EP300 et CREBBP, et active la glycolyse en favorisant 1'activité
phosphofructokinase-2 de ’enzyme bifonctionnelle.

A part SREBP-1c¢, deux autres facteurs de transcription sont particuliérement
actifs & 1’état nourri. ChREBP [75], codé par le géne MLXIPL, est un facteur
de transcription se fixant aux éléments de type ChoRE®3. ChREBP est ségrégué
dans le cytoplasme suite a sa phosphorylation par la protéine kinase A (signa-
lisation glucagon). Il est transloqué au noyau suite a sa déphosphorylation par
la protéine phosphatase PP2A, laquelle est activée par le xylulose 5-phosphate,
un intermédiaire de la voie des pentoses phosphates. Cependant, il semble que ce
soit en fait plutot le glucose 6-phosphate, produit par la glucokinase, qui controle
I'import nucléaire de ChREBP [76]. Ses genes cibles sont ceux de la biosynthese
des acides gras et de la glycolyse, comme PKLR, ACACA et FASN. ChREBP est
donc activé par le glucose, indépendamment de l'insuline, pour induire un pro-
gramme transcriptionnel glycolytique et lipogénique. LXR, suite a son activation

53. carbohydrate responsive element
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par les oxystérols, induit ’expression de ses genes cibles dont SREBF1, MLXIPL
et FASN.

A distance des repas, la diminution de la glycémie est a Porigine de la sé-
crétion pancréatique de glucagon. Dans le foie, le glucagon, en se fixant a son
récepteur a sept passages transmembranaires couplé a la protéine G, entraine la
formation d’AMP cyclique (voir figure 1.18 page suivante). Le glucagon induit aussi
I’activation de kinases dépendantes du calcium comme la protéine kinase C ou la
calcium/calmoduline-dependant proteine kinase kinase (CaMKK) wvia la phospho-
lipase C. La CaMKK est un activateur de ’AMPK, dont les roles dans le contrdle
du métabolisme glucidolipidique sont nombreux et abordés dans la troisieme partie
de cette introduction. AMPc active une cascade de phosphorylations entrainant
I’activation successive de la protéine kinase A, de la phosphorylase kinase et le gly-
cogene phosphorylase, aboutissant a ’activation de la glycogénolyse. La protéine
kinase A inactive par phosphorylation la glycogene synthase. Le glucagon induit
aussi la néoglucogenese :

— en induisant 'activité fructose 2,6-bisphosphatase de ’enzyme bifonction-
nelle. L’activité de la fructose 1,6-bisphosphatase est induite alors que l'ac-
tivité phosphofructokinase-1 est inhibée.

— en inhibant 'enzyme finale de la glycolyse, la pyruvate kinase, via sa phos-
phorylation par la protéine kinase A.

— en phosphorylant, via la protéine kinase A, le facteur de transcription
CREBL1 [77], lequel interagit dans le noyau avec les formes déphosphory-
lées de ses partenaires CRTC2, CREBBP et EP300, induisant ’expression
de genes de la néoglucogenese. En fait, I'essentiel du programme néoglu-
cogénique induit par CREBI se fait par I'induction de la transcription du
cofacteur transcriptionnel PGCla (codé par le gene PPARGC1A). Ce der-
nier, interagissant avec différents facteurs de transcriptions comme FOXO1,
induit 'expression de genes de la néoglucogenese comme PCK1 et G6PC.

FOXO1 [78-80] est le facteur de transcription clef pour induire le programme
transcriptionnel néoglucogénique. Son activité est finement régulée, de facon com-
plexe et multiniveau, par son état de phosphorylation, d’acétylation et par son
interaction avec ses partenaires transcriptionnels (voir figure 1.19 page 43).

— AKT est capable de phosphoryler FOXO1, le séquestrant dans le cyto-
plasme lié a la protéine 14-3-3. La protéine phosphatase PP2A est capable
de déphosphoryler FOXO1, le libérant de son interaction avec 14-3-3 et lui
permettant d’entrer dans le noyau et de se fixer sur les éléments de réponses
de ses genes cibles.

— la fixation de FOXO1 a ’ADN induit le recrutement de ’histone acétyl-
transférase EP300 qui favorise la transcription des genes cibles de FOXO1
en acétylant les histones des nucléosomes.



42 CHAPITRE 1. LE FOIE NORMAL

~

Phospho-
lipase C

Adénylate Y}
cyclase

A.F CREB1 < 1

Reticulum
endoplasmique
|

CaMKK  Z Fructose 2,6-
i PGCle  Disphosphatase - Phoiﬁzgggme
AMPK Pyruvate
* l kinase *
N Fructose 2,6- Protéine

AcétylCoA FOXO1 i hosphatase-1
cee carboxylase bisphosphate phosp
¢ l - /\ v
v
MalonylCoA G6PC Phosphofructo Glycogene Glycogene

* PCK1 Kinase-1 synthase phosphorylase
CPT1
T2
o ©
xa X
ER: Ef G _,
== Y «— < o,
2 o i 02, 8 5
o S = < 0] o
o Q 1) o [} (0]
o @D o o = o~
w o0 0 = 2 =
23 g a ¢ =
e 2. 5 o S <
o 8‘ o- g
g 8 ¢ %
5 Q
AR

FIGURE 1.18 — Régulation du métabolisme & jeun. Le glucagon est I’hormone centrale pour
la régulation du métabolisme glucidolipidique & jeun. En se fixant a son récepteur couplé a la protéine G, le
glucagon active la phospholipase C, a 'origine d’un relargage cytoplasmique de calcium. Parmi les voies activées
en aval, la plus importante est la voie CaMKK/AMPK, permettant I'inactivation de la biosynthése des acides
gras par phosphorylation de l'acétyl-CoA carboxylase. La [-oxydation est activée car les faibles concentrations
de malonyl-CoA ne permettent pas d’inhiber la carnitine palmitoyltransferase 1 (CPT1). Le glucagon active
aussi l'adénylate cyclase, & origine de l'activation de la protéine kinase A par 'AMP cyclique. En aval, la
protéine kinase A orchestre un jeu de phosphorylations aboutissant & ’activation de la glycogéne phosphorylase
et a l'inhibition de la glycogéne synthase. La protéine kinase A inhibe la glycolyse en phosphorylant ’isoforme
hépatique de la pyruvate kinase et en inhibant la phosphofructokinase-1 (conversion de I'activateur allostérique
fructose 2,6-bisphosphate en fructose 6-phosphate). Enfin, la protéine kinase A active par phosphorylation le
facteur de transcription CREBI1, & Dorigine d’un programme transcriptionnel néoglucogénique via PGCla et

FOXOL.
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— cependant, pat un mécanisme de rétro-controle négatif, EP300 acétyle éga-
lement FOXO1, empéchant sa liaison a ’ADN et le rendant vulnérable a sa
phosphorylation par AKT, 'exportant du noyau lié a la protéine 14-3-3.

— la déacétylation de FOXO1 dans le cytoplasme est assurée par la déacétylase
SIRT?2.

— FOXOL1 voit son activité transcriptionnelle activée par certains acteurs
transcriptionnels comme PGCla et S-caténine (en condition de stress oxy-
dant notamment) et inhibée par PPAR« et les récepteurs aux androgenes
et aux cestrogenes.

Cytoplasm Mitochondria

FI1GURE 1.19 — Régulation de FOXO1 par son état de phosphorylation et d’acéty-
lation. AKT phosphoryle FOXO1, le retenant dans le cytoplasme. La protéine phosphatase PP2A est capable

de déphosphoryler FOXO1 qui peut étre transloqué au noyau pour se fixer sur le promoteur de ses génes cibles. Le
recrutement de I’histone acétyl transférase EP300 (p300) permet Pactivation de la transcription par I'acétylation
des histones nucléosomales. Cependant, p300 acétyle secondairement FOXO1, I’empéchant d’interagir avec ses
séquences cibles. AKT peut phosphoryler la forme acétylée de FOXO1 qui, interagissant avec la protéine 14-3-3,
est exporté et séquestré dans le cytoplasme. SIRT2 peut déacétyler FOXO1. Issu de [80].

Au total, la régulation de la réponse enzymatique hépatocytaire glucidolipi-
dique face aux modifications de I’état nutritionnel implique :
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— a I’état nourri, un jeu de déphosphorylations par la signalisation insuline
pour induire la glycogénogenese et une activation de facteurs de transcrip-
tion impliqués dans la glycolyse et la biosynthese des acides gras via la
signalisation insuline (SREBP-1c¢) ou indépendamment (ChREBP, LXR).

— al’état de jeline, un jeu de phosphorylations pour induire la glycogénolyse et
une activation de facteurs de transcription impliqués dans la néoglucogenese
comme CREB/CRTC2/EP300, PGCla et FOXO1. L’activité de FOXO1
est inhibée par sa phosphorylation par AKT et par son acétylation par
EP300.

1.2.5 Zonage du métabolisme glucidolipidique

Le concept de zonage métabolique du lobule hépatique, introduit a la sous-
section 1.1.3 page 10, concerne aussi les voies du métabolisme glucidolipidique.
Cet aspect, revu en [14], est illustré dans le tableau suivant.

Zone périportale Zone péricentrolobulaire Références
Glycogene | Glycogénolyse — +— Glycogénogenese [10]
Glycogénogenese Glycogénogenese (81, 82]
a partir de lactate a partir de glucose
Glucose Néoglucogenese Glycolyse [26, 81, 83, 84]
Acides gras B-oxydation Biosynthese [85-87]
Import Estérification (85, 88, 89|

Tableau 1.1 — Zonage du métabolisme glucidolipidique dans le lobule hépatique.
Lors du jeline, la glycogénolyse commence dans les hépatocytes périportaux et se poursuit vers les hépatocytes

péricentrolobulaires. A I’état nourri, la glycogénogeneése se fait dans le sens inverse.

Ce zonage du métabolisme glucidolipidique, contrairement a celui de la dé-
toxication de 'ammoniac, est flexible. Certains gradients d’activités enzymatiques
peuvent en effet varier en fonction de certaines conditions physiologiques et patho-
logiques [14, 86]. Le cas de la NAFLD **, maladie se caractérisant par l'accumu-
lation de lipides dans les hépatocytes sous forme de vésicules intracytoplasmiques
illustre bien ce point. Les dépdts de lipides se situent essentiellement dans les hé-
patocytes péricentrolobulaires au début de la maladie et peuvent s’étendre aux
zones intermédiaire et périportale a mesure que la maladie évolue [90, 91]. La NA-
FLD fait partie du syndrome métabolique [92], lequel intégre également la notion
d’insulinorésistance. Cette derniére se caractérise dans le foie par I'incapacité de
I'insuline & inhiber efficacement la production hépatique de glucose (néoglucoge-
nese et glycogénolyse). Cependant, stéatose et insulinorésistance ne semblent pas

54. Non-alcoholic fatty liver disease
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directement liées dans le foie [14], la stéatose n’étant notamment pas suffisante
en tant que telle pour induire une insulinorésistance hépatique globale. De plus,
le zonage péricentrolobulaire de la stéatose et le zonage périportal de la néoglu-
cogenese laissent a penser que les deux mécanismes (induction de la biosynthese
des acides gras, non répression de la néoglucogenese) sont indépendants dans la
NAFLD. Comme l'insuline active la biosynthese des acides gras (via SREBP-1c¢),
une insulinorésistance hépatique devrait se caractériser par une diminution de la
stéatose, ce qui n’est pas le cas [93].

Il existe donc un paradoxe quant aux conséquences hépatiques de 'insulinoré-
sistance dans le syndrome métabolique ; 'insulinorésistance toucherait le role de
I'insuline sur la néoglucogenese, alors que la biosynthese des acides gras resterait
insulinosensible. L’insuline inhibe cependant la néoglucogenese et induit la bio-
syntheése des acides gras par une méme voie : la voie IRS/PI3K/AKT. En outre,
I'invalidation hépatique du récepteur a I'insuline induit un phénotype d’hyperinsu-
linémie et d’hyperglycémie mais n’entraine pas de stéatose [94]. Plusieurs modeles
ont été proposés pour expliquer ce paradoxe de la signalisation insuline dans le
foie (revus en [14]). Le plus récent, et peut-étre le plus séduisant méme si encore
peu étayé par des données expérimentales, est celui d'une sensibilité hépatocytaire
a l'insuline variable selon 'axe porto-central lobulaire [14].

Selon ce modele, chez les patients souffrant d’'un syndrome métabolique, I'afflux
portal postprandial en acides gras est augmenté (acides gras d’origine alimentaire,
acides gras libres libérés par les adipocytes ®®). L’'import hépatocytaire des acides
gras étant plus important dans la zone périportale, les hépatocytes périportaux
seraient insulinorésistants. En effet, les céramides, intermédiaires métaboliques du
métabolisme lipidique, sont capables d’'inactiver AKT & la fois en bloquant son
recrutement membranaire (via la protéine kinase atypique C( (aPKC()) et en
induisant sa déphosphorylation en activant la protéine phosphatase PP2A [95].
Les hépatocytes péricentrolobulaires, quant a eux, resteraient insulinosensibles,
car moins exposés a 'influx sanguin d’acides gras. Les conséquences métaboliques
seraient les suivantes (voir figure 1.20 page suivante) :

— Les hépatocytes périportaux :

— sont physiologiquement impliqués dans la néoglucogenese et la glycogé-
nolyse,

— Ces deux mécanismes sont normalement inhibés par I'insuline.

— Leur sensibilité a I'insuline est faible.

— En conséquence, ces hépatocytes périportaux seraient responsables d'une
production hépatique de glucose accrue, telle observée dans le syndrome
métabolique, par non répression de la néoglucogenese et de la glycogé-

55. En présence d’une insulinorésistance, la lipase hormonosensible responsable de la libération
des acides gras libres par les adipocytes n’est plus efficacement inhibée par I'insuline.
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nolyse.
— Les hépatocytes péricentrolobulaires :

— sont physiologiquement impliqués dans la biosynthese et I'estérification
des acides gras.

— Ces deux mécanismes sont activés par l'insuline.

— Leur sensibilité a 'insuline est conservée.

— En conséquence, les hépatocytes péricentrolobulaires seraient respon-
sables de la stéatose (biosynthese des acides gars accrue) et de I'hyper-
lipidémie (export de VLDL accru) observées dans le syndrome métabo-

lique.

FFAs, Insulin

FFA uptake high FFA uptake lower

B-oxidation T, ROS 1 Insulin sensitive:

Insulin resistant: glycolysis
gluconeogenesis 1 lipogenesis 1
Periportal hepatocyte Pericentral hepatocyte

F1GURE 1.20 — Modele de zonage de la signalisation insuline dans le foie.
PP : périportal, PC : péricentrolobulaire, FFA : free fatty acids (acides gras libres). Issu de [14].

Ce modele pourrait s’appliquer, avec cependant des conséquences métaboliques
peut-étre moindres, a la physiologie normale de la régulation insulinique du méta-
bolisme glucidolipidique du foie en dehors de tout processus pathologique.



Chapitre 2

Le carcinome hépatocellulaire

Le foie, comme tout organe, peut étre le siege de tumeurs bénignes ou malignes.
Le large éventail des types histologiques reconnus par I’Organisation Mondiale de
la Santé est présenté dans le tableau 2 page suivante. Les tumeurs malignes du
foie les plus fréquentes sont les métastases, notamment des adénocarcinomes colo-
rectaux. Des tumeurs hépatiques malignes primitives, les carcinomes hépatocellu-
laires (CHC) sont de loin les plus prévalents (environ 90%), suivis des cholangio-
carcinomes. Les CHC présentent une différenciation de type hépatocytaire plus ou
moins complete et ont la particularité de survenir, dans plus de 80% des cas, sur un
parenchyme cirrhotique [97, 98]. Les adénomes hépatiques sont les corrélats bénins
des CHC, avec également une différenciation hépatocytaire. Les tumeurs malignes
dérivant des cholangiocytes intrahépatiques se nomment cholangiocarcinomes in-
trahépatiques. Les hépatoblastomes sont des tumeurs blastémateuses hépatiques
survenant chez ’enfant caractérisées par une abondance variable de différentes
lignées cellulaires épithéliales et mésenchymateuses hépatiques. La lignée épithé-
liale reproduit le développement initial du foie avec des cellules immatures, des
hépatoblastes de type feetal et embryonnaires et des cellules plus matures de type
hépatocytaire.
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Hepatocellular Biliary Uncertain origin
Benign Hepatocellular adenoma Bile duct adenoma
Focal nodular hyperplasia Microcystic adenoma
Biliary adenofibroma
Premalignant Large cell change Biliary IEN grade 3
Small cell change IDPN with IEN
Dysplastic nodule, low grade MCN with IEN
Dysplastic nodule, high grade
Malignant Hepatocellular carcinoma Intrahepatic cholangiocarcinoma Calcifying nested epithelial stromal tumour

HCC, fibrolamellar variant
HB, epithelial variants
Undifferentiated carcinoma

IDPN with invasive carcinoma
MCOCN with invasive carcinoma

Carcinosarcoma
Combined hepatocellular-cholangiocarcinoma
HB, mixed epithelial-mesenchymal
Malignant rhabdoid tumour

Tableau 2.1 — Classification des tumeurs hépatiques selon I’Organisation Mondiale de la Santé. Les tumeurs mésenchyma-

teuses pures, les tumeurs germinales, les lymphomes et les métastases ont été omises. IEN : IntraEpithelial Neoplasia. IDPN : Intraductal papillary neoplasm.

MCN : Mucinous cystic neoplasm. HCC : Hepatocellular carcinoma. HB : Hepatoblastoma. Adapté de [96].
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2.1 Caracteres généraux

2.1.1 Epidémiologie

Le CHC se situe au 7°¢ rang des tumeurs malignes les plus fréquentes dans le
monde (5° rang chez ’homme) avec une incidence de 782000 nouveaux cas par
an dans le monde. Ce taux d’incidence est cependant extrémement variable d’une
région a 'autre du globe, avec des zones de tres forte incidence comme 1’Asie du
sud-est, (la Chine cumulant 50% des nouveaux cas mondiaux) et I’Afrique sub-
saharienne, et des régions de faible incidence comme I’Europe du nord et 1’Asie
du sud [99]. Il existe une nette prédominance masculine avec un sex ratio de 2,4.
Le CHC est la seconde cause de mortalité par cancer dans le monde, avec 746000
déces attribuables par an dans le monde. Le pronostic est donc assez sombre avec
un rapport mortalité/incidence de 0,95 [96].

2.1.2 Etiologies

Le facteur de risque le plus fréquent du carcinome hépatocellulaire est I’hépatite
chronique virale (85% au niveau mondial). La distribution mondiale des infec-
tions par les virus causaux principaux, le VHB et le VHC, reflete la distribution de
I'incidence du CHC, avec une forte prévalence en Asie du sud-est et en Afrique du
nord. L’incidence du CHC est 100 fois supérieure chez les patients atteints d’une
hépatite chronique B, et le risque cumulé de développer un CHC au cours de la
vie atteint 50% chez ces patients. Plusieurs arguments tendent & montrer que le
VHB peut étre a l'origine du CHC sans passer nécessairement par une étape de
cirrhose. Par exemple, I'intégration chromosomique de 'ADN viral peut directe-
ment invalider un gene suppresseur de tumeur ou activer un proto-oncogene ; le
gene viral HBV X code une protéine interférant et invalidant directement TP53
[100]. Les CHC paraissent plus fréquemment liés au VHC qu’au VHB en Europe,
au Japon et aux Etats-Unis d’Amérique.

Aux Etats-Unis d’Amérique et en Europe du nord, alcoolisme chronique est
la principale cause de maladie chronique du foie. Il induit un risque de développer
un CHC deux fois plus important que dans la population générale. Il agit éga-
lement comme cofacteur aggravant d’autres hépatopathies chroniques. Au niveau
hépatique, ’alcool induit des lésions de stéatose, d’hépatite, de stéato-hépatite
et de fibrose évoluant vers la cirrhose. La survenue d’'un CHC dans un contexte
d’alcoolisme chronique se fait presque exclusivement sur foie cirrhotique [96].

Le troisieme facteur de risque de CHC, d’incidence croissante dans les pays in-
dustrialisés du fait de la modification des habitus alimentaires, est la stéatopathie
non alcoolique!. Cette entité, liée au syndrome métabolique et & I'insulinorésis-

1. appelée non-alcoholic fatty liver disease par les anglo-saxons, NAFLD.
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tance, comprend des lésions de stéatose simple et de stéatohépatite? pouvant évo-
luer vers la fibrose et la cirrhose et se compliquer de CHC. De fagon intéressante,
les CHC survenant dans un contexte de stéatohépatite non alcoolique semblent
se développer assez fréquemment sur un foie peu fibreux et parfois a partir d’'un
adénome télangiectasique [96, 101].

Les autres facteurs de risque de CHC sont moins fréquents. Citons, I’hémochro-
matose héréditaire, le déficit en al-antitrypsine, les hépatopathies autoimmunes
comme la cirrhose biliaire primitive et les hépatites auto-immunes, et I’'intoxication
a l'aflatoxine B1 [96]. Cette derniére est produite par un champignon colonisant
fréquemment les récoltes d’arachides, de mais et de manioc en Afrique. C’est la
seule étiologie liée a une altération moléculaire spécifique qui est une mutation du
geéne suppresseur de tumeur TP53 [102] 3.

La cirrhose est la principale 1ésion prédisposant au CHC. Ses étiologies sont
notamment les mémes que celles du CHC. Le risque relatif de développer un car-
cinome hépatocellulaire en cas de cirrhose est de I'ordre de 40 comparativement
a la population générale [103]. Le dépistage systématique par échographie et do-
sage sérique de I'a-foetoprotéine est la regle chez les patients cirrhotiques. Elle se
définit microscopiquement par la présence d’une fibrose annulaire délimitant des
nodules hépatocytaires de régénération, de fagon diffuse dans le foie. La physio-
logie est de plus en plus clairement établie, avec un processus fibrogene exercé
par les cellules stellaires et des fibroblastes et un caractere régénératif dépendant
des hépatocytes et des progéniteurs hépatocytaires. Cette maladie chronique et
progressive était considérée comme irréversible ; cependant de nombreux exemples
tendent a montrer actuellement que la fibrose, et méme la cirrhose, sont capables
de régresser dans certaines circonstances grace a un traitement étiologique bien
conduit [104]. Elle apparait également comme une maladie hétérogene, tant sur le
plan morphologique* que clinique® [104].

Si la cirrhose, quelle que soit son étiologie, constitue le principal facteur de
risque de CHC, elle n’est pas a proprement parler un état pré-cancéreux. Cepen-
dant, ’'OMS reconnait actuellement des lésions précurseurs de CHC qui peuvent
survenir sur cirrhose [96]. Ces lésions sont soit infra-millimétriques, alors appelées
« foyers dysplasiques » soit macroscopiquement visibles, alors appelées « nodules
dysplasiques ». Les foyers dysplasiques prennent le plus souvent l’apparence de
foyers de dysplasie a petites cellules ou de foyers dépourvus d’hémosidérine dans

2. appelée non-alcoholic steatohepatitis par les anglo-saxons, NASH.

3. notamment des substitutions G>T sur le codon 249.

4. Les différentes étiologies peuvent conduire a des aspects morphologiques différents en
termes de fibrose et de régénération.

5. Le spectre clinique s’étend de situations dans lesquelles la cirrhose n’impacte pas la qualité
de vie (comme dans la cirrhose associée aux stéatohépatites non alcooliques) a des cirrhoses
compliquées d’hypertension portale, d’insuffisance hépatocellulaire et de CHC.



2.1. CARACTERES GENERAUX 51

le cadre d'une hémochromatose. La dysplasie a grandes cellules semble étre plutot
vue comme un marqueur de risque d’apparition d'un CHC plutét qu'une lésion
prénéoplasique proprement dite [105]. Les nodules dysplasiques sont classés en bas
ou haut grade en fonction de 'aspect microscopique [96].

2.1.3 Le cas des CHC survenant sans cirrhose

Comme mentionné ci-dessus, la cirrhose est associée au CHC dans environ 80%
des cas, le reste des CHC survenant sur un foie tantot dépourvu de toute fibrose,
tantot siege d’'une fibrose d’intensité variable mais sans cirrhose constituée. Les
étiologies classiques dans cette situation sont les hépatites virales (majoritaire-
ment B, plus rarement C), 'intoxication a l’aflatoxine, I’'hémochromatose et ’adé-
nome hépatocytaire (voir 2.1.4) [106]. La variante fibrolamellaire du CHC survient
habituellement sur un foie non fibreux [96]. Le plus souvent, aucune étiologie par-
ticuliere n’est trouvée [106]. Plus récemment, le syndrome métabolique est apparu
comme étiologie importante, peut-étre majoritaire, des CHC sans cirrhose [107] et
pourrait expliquer une partie des 62% des CHC sans cirrhose dont aucune étiologie
n’avait été identifiée.

Ces CHC sans cirrhose sont particulierement intéressants car leur histogenese
moléculaire est probablement plus directe que celle des CHC survenant sur foie cir-
rhotique qui implique alors des processus répétés d’apoptose et de régénération hé-
patocytaires avec accumulation progressive d’évenements génétiques pro-tumoraux
[108, 109].

2.1.4 Les adénomes hépatocytaires et leur risque de trans-
formation en CHC

Un dernier facteur de risque de CHC, non lié & un processus fibrogene, est
I’'adénome hépatocytaire. Il peut étre vu comme la contre-partie bénigne des CHC
et est défini comme une « tumeur hépatique bénigne composée d’hépatocytes »
[96]. 11 existe une nette prédominance féminine avec un sex ratio de 1 : 9. La
contraception orale normodosée est le principal facteur de risque et 1'adénome
hépatocytaire reste rare chez 'homme, I'enfant et les personnes dgées. Chez la
femme, les adénomes n’évoluent plus et peuvent méme régresser a la ménopause
ou & l'arrét de la contraception [96]. Les études moléculaires & haut débit couplées
a des données cliniques, morphologiques et fonctionnelles ont permis de distinguer
cing sous-types morpho-moléculaires d’adénomes hépatocytaires (revus en [110]).

— Le sous type associé a des mutations perte-de-fonction du gene HNF1A

(30—40% des cas). Il s’agit de mutations le plus souvent somatiques mais qui
peuvent étre également germinales dans le cadre du syndrome diabétique
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héréditaire MODY3¢. Ces adénomes se caractérisent par une inactivation
de la néoglucogenese et une activation de la glycolyse et de la biosynthese
des acides gras. Le corrélat morphologique, quoique non spécifique, est une
importante stéatose avec diminution de I'immunoexpression de FABP1, une
protéine impliquée dans le trafic et le métabolisme des acides gras.

— le sous-type associé a des mutations gain-de-fonction du gene CTNNDB1
(5—10% des cas). Ces mutations sont exclusives de celles d” HNFI1A" et sont
aussi observées dans le sous-type inflammatoire. Ce sous-type, qui peut étre
associé a la présence d’atypies cytonucléaires et a une architecture acinaire
avec cholestase tumorale, est plus fréquemment observé chez les patients
de sexe masculin. Par immunohistochimie, il existe un marquage nucléaire
avec 'anticorps anti-(-caténine associé a I'expression cytoplasmique de sa
cible GLUL.

— le sous-type inflammatoire, le plus fréquent (40 — 50% des cas), se caracté-
rise par la présence d’un infiltrat inflammatoire polymorphe, la présence de
vaisseaux dystrophiques et d’une dilatation sinusoidale (ces adénomes sont
aussi appelés télangiectasiques). L’activation de la voie JAK/STAT consti-
tue la signature moléculaire de ces adénomes et peut étre secondaire a des
mutations de IL6ST, de STATS3 ou de GNAS.

— le sous-type inflammatoire associé a des mutations gain-de-fonction de CTNNBI (5—
10% des cas)

— et le sous-groupe des adénomes non classés (10% des cas).

Les adénomes hépatocytaires sont décrits comme ayant un risque de transfor-
mation en CHC de l'ordre de 5 — 10%. Dans une série étudiant 218 patients (dont
34 hommes) avec un adénome hépatocytaire, 23 comportaient des zones de trans-
formation en CHC au sein de la lésion adénomateuse (dont 16 hommes) [111].
Ainsi, alors que rare chez les patients de sexe masculin, 'adénome hépatocytaire
semble comporter un risque majeur de transformation en CHC. Un contexte de
syndrome métabolique était apparu dans cette série comme élément majoritaire-
ment associé a la transformation maligne des adénomes survenant chez I’homme.
Comme le syndrome métabolique voit sa fréquence augmenter dans la population
générale, notamment en France [112], I’épidémiologie de ces lésions risque de se
modifier dans ces prochaines années. Les autres facteurs de risque associés a la
transformation maligne des adénomes hépatocytaires sont la taille supérieure a
5cm et le sous-type morphomoléculaire. Concernant ce dernier, ce sont les mu-
tations du gene CTNNBI qui sont associées a la transformation maligne. Une
activation de la voie Wnt/[-caténine était notamment observée dans 64% des adé-
nomes transformés et seulement dans 15 — 20% des adénomes non transformés,

6. Maturity Onset Diabetes of the young, OMIM 600496.
7. mais peuvent s’associer a des mutations de IL6ST ou de GNAS
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dans la série décrite précédemment [111]. De fagon intéressante, ces CHC sont le
plus souvent bien différenciés et peuvent se présenter soit sous la forme d’un nodule
supra-centimétrique ou alors de multiples microfoyers au sein de I’adénome.

2.2 Une maladie hétérogene

Les facteurs de risque de CHC sont donc variés et conduisent au CHC généra-
lement via une étape de cirrhose. Il a été vu que certains CHC peuvent survenir en
dehors de tout contexte cirrhotique et que de rares cas peuvent se développer sur
des adénomes hépatocytaires. Un degré supplémentaire de complexité réside dans
la grande hétérogénéité des CHC, tant sur le plan morphologique que moléculaire.

2.2.1 Sur le plan morphologique

L’aspect morphologique des CHC est tres variable tant sur le plan macrosco-
pique que microscopique [3, 96].

Sur le plan macroscopique (voir figure 2.1 page suivante), les CHC se présentent
le plus souvent sous une forme nodulaire. Dans un contexte de cirrhose, ces no-
dules sont le plus souvent encapsulés; en revanche, sur foie non cirrhotique, la
capsule tend a étre manquante. Certains cas se présentent de fagcon multifocale;
la multifocalité se retient si les nodules tumoraux sont clairement séparés par du
parenchyme non tumoral. Ils peuvent étre vus soit comme des tumeurs indépen-
dantes synchrones, soit comme des métastases intrahépatiques du nodule principal
de CHC. Les CHC de type massif se caractérisent par une large masse tumorale,
accompagnée ou non de nodules satellites. Le CHC de type diffus se caractérise
par la présence de multiples petits nodules tumoraux dispersés dans le foie, se-
lon un mode rappelant la cirrhose et lié le plus souvent a une injection veineuse
portale. Enfin dans le rare CHC pédiculé, la tumeur est un nodule de croissance
majoritairement extrahépatique. L’aspect peut varier en fonction de I’abondance
relative des processus nécrotiques. Les caractéristiques cellulaires de la tumeur,
avec des degrés variés de cholestase, d’accumulation de lipides ou de glycogene,
sont a l'origine d’un spectre de couleur allant d'une tonalité isohépatique a une
couleur verte ou blanche [3, 96].

Sur le plan microscopique (voir figure 2.2 page 56), les CHC varient en fonction
de 'architecture tumorale. En effet, les cellules tumorales peuvent se disposer se-
lon une architecture trabéculaire, dont 1’épaisseur augmente avec le grade tumoral
(micro- et macro-trabéculaire), pseudo-glandulaire ou acineuse, rarement pure et
observée en association avec des structures trabéculaires, et enfin compacte, ou la
tumeur prend un aspect solide. D'un point de vue cytologique, les cellules peuvent
ressembler étroitement a un hépatocyte normal ou alors devenir completement
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FIGURE 2.1 — Aspects macroscopiques des CHC. Quelques exemples. A : Grande tumeur,
bien limitée de couleur verte. B : Petit nodule bien limité de couleur jaune. C : Nodule bien limité et encapsulé,
nécrotique, au sein d’un parenchyme cirrhotique. D : Nodule de tonalité iso-hépatique ou jaune, assez mal limité,
au sein d’un parenchyme cirrhotique. E : Tumeur de grande taille, blanche. F : Tumeur hétérogéne en couleur,
mal limitée, avec nodules satellites (emboles portes?). G : Deux tumeurs proches, I'une de couleur blanche et

l'autre de couleur verte. H : Tumeur présentant un territoire ocre et un territoire vert, adjacents.
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pléomorphes, avec tout un continuum entre ces deux extrémes. Leur contenu va-
rie : les cellules tumorales peuvent étre riches en glycogene et prendre un aspect
clair, ou en lipides (stéatose tumorale, qui semble étre plutét I'apanage des petits
CHC). Elles peuvent comporter des pigments biliaires, des corps de MALLORY ou
des mitochondries géantes. Contrairement aux cholangiocarcinomes, le stroma est
habituellement gréle. Les tumeurs présentant un abondant stroma fibreux s’averent
étre le plus souvent de type « progéniteur », avec un pronostic plus péjoratif [3,
96].

Des variantes sont décrites. Le CHC de type fibrolamellaire est une tumeur
de I'enfant et de I'adulte jeune qui survient sur foie non cirrhotique. Les cellules
tumorales ont un aspect oxyphile ou oncocytaire et le stroma est abondant fibreux,
sous la forme de larges bandes séparant des travées de cellules tumorales. Le CHC
de type squirreux, comporte également un abondant stroma fibreux, de disposition
périsinusoidale, s’accompagnant d’une atrophie variable des travées tumorales. Le
CHC de type lympho-épithélial est constitué de cellules tumorales pléomorphes as-
sociées a un abondant infiltrat lymphocytaire. Enfin le CHC de type sarcomatoide,
rarement pur, comporte des cellules le plus souvent fusiformes dont la morphologie
ne rappelle plus du tout celle d'un hépatocyte [3, 96].

L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) reconnait quatre catégories pour
le grade tumoral (bien, moyennement, peu et in-différencié) ; ce grade s’appuie sur
I’architecture tumorale et les atypies cytonucléaires. L’autre grade classiquement
utilisé est celui ’EDMONDSON et STEINER et suit globalement le systeme de
grading de ’OMS.

Enfin, de fagon non exceptionnelle, une différenciation cholangiocytaire peut
étre observée, donnant naissance a des tumeurs composées ou hybrides hépatocho-
langiocarcinomateuses, dans lesquelles les deux composantes cholangiocytaires et
hépatocytaires se mélent selon des patterns tres variés, avec ou non une compo-
sante de cellules de type progéniteur. Un démembrement de ces tumeurs mixtes a
été proposé dans la derniere classification de ’'OMS [96] mais reste et complexe et
la reproductibilité entre pathologistes pour les identifier reste non évaluée, proba-
blement faible [113].

2.2.2 Sur le plan moléculaire

La meilleure compréhension des mécanismes de 1'oncogenese et de 'histoire
naturelle des CHC passe par leur meilleure caractérisation moléculaire. Celle-ci
s’est faite progressivement a mesure que les outils de biologie moléculaire se sont
développés. Les approches candidates ont permis d’identifier de grandes voies ca-
noniques et les approches a haut débit ont raffiné les classification moléculaires.

Sur le plan cytogénétique, deux grandes classes de CHC sont démembrées
[114] :
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FIGURE 2.2 — ASpeCtS microscopiques des CHC. Quelques exemples. A : CHC d’architecture
macrotrabéculaire. B : CHC d’architecture microtrabéculaire constitué de cellules dont la morphologie est proche
de celle d’un hépatocyte normal. C : Cholestase canaliculaire au sein d’un CHC microtrabéculaire. D : Accumula-
tion de bile dans un structure acineuse. E : Aspect clarifié des cellules tumorales dans un CHC macrotrabéculaire.
F : stéatose macro- et micro-vésiculaire. G : Cytologie de « haut grade » avec présence de nombreuses mitoses.

H : Cytologie de « bas grade » avec certaine régularité des hépatocytes tumoraux. Noter la stéatose.
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— un premier groupe se caractérise par une stabilité chromosomique; les tu-
meurs présentent fréquemment des mutations de CTNNBI et des pertes en
8p.

— le second groupe se caractérise par la présence d’une grande instabilité
chromosomique avec notamment des pertes alléliques en 1p, 4q, 6q, 9p,
13q, 16q et 17p et des mutations de TP53 et A’AXIN1. Ces tumeurs sont
fréquemment associées a une hépatite virale B.

Sur le plan génétique, plusieurs mutations récurrentes ont été identifiées, les
genes les plus fréquemment mutés étant TP53 (18 —35%), CTNNB1 (10—32%) et
AXIN1(15%) [115]. Ils sont listés dans la figure 2.3 page suivante. La découverte
de ces mutations a permis de dresser quelques voies moléculaires impliquées dans

le CHC.

Cependant, un essor considérable a été conduit par le développement des mé-
thodes transcriptomiques qui ont permis de démembrer de fagon non supervi-
sée plusieurs sous-groupes homogenes de tumeurs. Une de ces études, celle de
BoOYAULT et coll., menée sur 120 tumeurs, a permis d’identifier 6 sous-groupes
de CHC en fonction de leur profil transcriptomique, arbitrairement nommés G1 a
G6. L'intégration de données cliniques, anatomopathologiques, mutationnelles et
cytogénétiques a révélé d’importantes corrélations, représentées sur la figure 2.4
page 59 [116]. Les groupes G1 a G3 consistent en tumeurs chromosomiquement
instables avec mutations de TP53(G2 et G3) et d’AXIN1(G1 et G2). Les groupes
G1 et G2 s’associent a l'infection par HBV et présentent une signature moléculaire
d’activation d’AKT. Les groupes G4 a G6 consistent en des tumeurs chromoso-
miquement stables. Les mutations de CTNNB1 sont fréquentes dans les groupes
G5 et G6, associées a une signature moléculaire d’activation de la voie Wnt (G5
et G6) et du métabolisme des acides aminés (G6).

Depuis, d’autres études transcriptionnelles ont été menées par d’autres équipes
dans d’autres pays. Une importante méta-analyse de 603 tumeurs réalisée par
HosHIDA et coll. a conduit a l'identification de 3 sous-groupes transcriptomiques
nommeés S1 a S3. Ces données sont reprises dans la figure 2.5 page 60. Les groupes
S1 et S2 sont en partie liés et partagent certaines caractéristiques clinicopatholo-
giques (faible différenciation, taille élevée, mauvais pronostic, prolifération cellu-
laire) et moléculaires (invalidation de T'P53, activation d’E2F1). Le groupe S1 se
différencie par une activation des signalisations TGF 3 et Wnt. Le groupe S2, quant
a lui, se différencie par une activation des voies MYC et AKT, une inhibition de
la voie interféron, un phénotype de type « progéniteur » (avec immunoexpression
d’EpCAM) et des taux sériques élevés d’afeetoprotéine. Le groupe S3 est comple-
tement différent et regroupe des tumeurs bien différenciées, de plus petite taille et
de meilleur pronostic. Le profil transcriptomique rejoint celui d’un hépatocyte ma-
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FIGURE 2.3 — Mutations récurrentes dans le CHC. Les mutations sont regroupées par voies

fonctionnelles. Les oncogeénes sont indiqués en rouges et les génes suppresseurs de tumeurs en bleu. Issu de [115].
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ture et une partie de ces tumeurs présente des mutations activatrices de CTNNB1
[117].
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FIGURE 2.5 — Profils transcriptionnels des CHC : les sous-groupes S1 a S3. Trois

sous-groupes différents (S1 & S3) ont été définis par méta-analyse de données transcriptomiques. Issu de [117].

2.3 Quelques voies moléculaires importantes

Le CHC est une maladie hétérogene et les données présentées dans la section
précédente ont permis d’identifier des sous-groupes homogenes de tumeurs. Il s’agit
essentiellement d’approches a haut débit qui ont le mérite de se faire a prior:
mais qui peuvent pécher par un manque de substratum fonctionnel. Différentes
études plus ciblées se sont néanmoins penchées sur une meilleure caractérisation
fonctionnelle des CHC et ont permis de mettre I'accent sur certaines voies molé-
culaires majeures. Nous allons présenter ci-dessous quelques-unes d’entre elles, la
voie Wnt/[-caténine sera traitée a part.

2.3.1 La voie PI3BK/AKT/mTOR

La voie PI3BK/AKT a déja été présentée dans la section décrivant le métabo-
lisme glucidolipidique et la signalisation insuline. Une des cibles positives d’AKT
dans I'hépatocyte est le complexe mTORCI, via 'inactivation de régulateurs né-
gatifs de mTORC1 que sont TSC1 et TSC2. La voie mTOR sera abordée en détails
dans la sous-section 3.3.4 page 106. D’une facon simplifiée, le complexe mTORC1
favorise la croissance cellulaire en conditions énergétiques et nutritionnelles favo-
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rables, en réponse a la stimulation cellulaire par des facteurs de croissance. L’axe
PISK/AKT/mTOR est un régulateur majeur de 'anabolisme protéique et joue un
role oncogénique dans de nombreux cancers (revus en [118]). Dans le CHC, une
activation de cet axe est observée dans 45 —50% des cas [119-121] et est générale-
ment associée a des CHC de mauvais pronostic et a une moins bonne survie [122].
Les mécanismes d’activation de la voie sont variés :

— surexpression de récepteurs membranaires en amont de la PI3K, comme
MET [123],

— surexpression d’"HGF, seul ligand connu de MET, dont I'activation consti-
tutive a notamment permis l'initiation tumorale hépatique dans un modele
murin [124],

— activation de la signalisation insuline et IGF (voir sous-section suivante),

— et, plus rarement, des mutations gain-de-fonction de genes codant des effec-
teurs de la voie dont PIK3CA et MTOR ou une invalidation de régulateurs
négatifs comme PTEN [125].

Un modeéle murin a permis de montrer qu'une activation chronique de mTORC1
s’accompagne de la survenue de CHC, dans un contexte d’hépatite et d’inflamma-
tion [126]. Etant associée & un mauvais pronostic [122] [121] et & des CHC de haut
grade [122], l'activation de I'axe PISK/AKT/mTOR semble plutdt accompagner
la progression tumorale.

Concernant sa stratification dans les différents sous-groupes moléculaires dé-
crits, les études sont rares. HOSHIDA associe la signature AKT au sous-groupe
S2, caractérisé par ailleurs par une signature progéniteur, a une moins bonne sur-
vie, a une faible différenciation, a ’absence de mutation de CTNNBI et a la
sécrétion d’afeetoprotéine [117]. L’association afcetoprotéine/activation d’AKT a
également été observée par d’autres [120, 121]. BOYAULT associe la signature d’ac-
tivation d’AKT a ses sous-groupes G1 et G2, associés par ailleurs a l'infection
par le VHB (G1 et G2), des taux élevés d’afcetoprotéine (G1), aux mutations de
TP53 (G2) et d’AXINI (G1 et G2) et a l'instabilité chromosomique. Les rares
CHC mutés PIK3CA clusterisaient dans le sous-groupe G2. Dans le sous-groupe
G1, était également observée une surexpression d’IGF2, d’IGF1R, d’AKT et des
formes phosphorylées ’AKT et de GSK3B.

Pour résumer, I’activation de la voie PI3K/AKT/mTOR apparait comme fré-
quente dans le CHC, associée a un phénotype peu différencié morphologiquement
et agressif cliniquement. Elle est également exclusive des mutations de CTNNB1 .

Comme l'axe PI3K/AKT est également I"appareil moléculaire principal pour la
transduction du signal insuline, un dialogue se dessine entre métabolisme et cancer
dans le CHC. Ce cross-talk peut se voir selon trois angles différents :

— la genese des CHC dans un contexte de diabete et de syndrome métabolique

(voir sous-section suivante).
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— les patients diabétiques de type 2 sont souvent traités par metformine, un
anti-diabétique oral de la famille des biguanides. Son mode d’action est
complexe et non encore totalement élucidé [127]. Une partie de son acti-
vité thérapeutique passe par la répression de la néoglucogenese hépatique
notamment via 'activation de 'AMPK [127] +/- de LKB1 [128], induisant
une répression de mTORCI1. De facon intéressante, certaines études ont
montré une incidence moindre du CHC chez les patients traités par met-
formine [129, 130]. Ces études sont néanmoins soumises & controverses, du
fait de nombreux biais d’analyse [131]. De fagon plus large, la metformine
et d’autres inhibiteurs de mTOR ont montré un certain effet thérapeutique
dans le CHC in wvitro et in vivo (revus en [132]). Par exemple, le sirolimus
comme traitement anti-rejet, diminue le taux de récidive chez les patients
transplantés pour CHC.

— enfin, il a été montré que le diabete impactait négativement la survie des
patients ayant un CHC, sans qu’il ne soit possible d’attribuer ce comporte-
ment péjoratif a des mécanismes d’insulinorésistance, au contexte tissulaire
hépatique dans lequel surviennent les tumeurs, a des facteurs confondants
liés aux thérapeutiques au long cours suivies par ces patients, ou a la sti-
mulation par I'insuline de voies oncogéniques en aval d’AKT [133].

2.3.2 La voie « métabolique »

Un indice de masse corporelle supérieur a 30 ou 35 kg/m? est associé & un risque
relatif de déces par CHC de 4,5 [134] et d’incidence de CHC de 3,1 [135] par rapport
a la population générale. Il apparait méme comme premier facteur de risque de
CHC aux Etats-Unis d’Amérique [136]. Comme item du syndrome métabolique,
I'obésité est donc associée a un sur-risque de CHC. Une traduction hépatique du
syndrome métabolique est fréquemment observée sous la forme d’'une « NAFLD »
avec stéatose simple et de « NASH » avec nécrose hépatocytaire, inflammation et
fibrose, a des degrés variables [137]. Le risque de CHC chez les patients ayant un
syndrome métabolique est plus important chez ceux dont la maladie hépatique se
complique de NASH [138]. L’obésité et le syndrome métabolique sont également
des cofacteurs péjoratifs pour la survenue de CHC dans un contexte de cirrhose
alcoolique et d’hépatites chroniques virales C et B.

L’analyse des CHC survenant chez des patients ayant un syndrome métabo-
lique, sans autre cause identifiée de CHC (VHB, VHC, alcool, hémochromatose),
montre que ces tumeurs sont plutot bien différenciées, non rarement bilobaires et
surviennent généralement chez ’homme. De fagon surprenante, dans deux tiers
des cas, le parenchyme hépatique adjacent est non ou peu fibreux (FO a F2 se-
lon Metavir). Ces tumeurs sont rarement associées a des mutations activatrices de
CTNNBI1. Elles pourraient se développer, pour certaines, a partir d’adénome hé-
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patocytaire (sous-type inflammatoire/télangiectasique) [101]. Par CGH?®, ces tu-
meurs sont chromosomiquement instables [139] avec de plus fréquents gains en
6p21.1, 7p, 7q et de plus fréquentes pertes en 17p comparativement a une cohorte
controle de CHC liés au VHC. Le gain de copie du locus 6p21.1 était associé a
une fibrose plus élevée (F3-F4). Le géne CUL7, en 6p21.1, code un partenaire du
complexe ubiquitine-ligase E3 est est apparu comme un gene candidat intéressant
pour expliquer la genese de ces CHC, de part ses roles connus sur la résistance
a lapoptose et la prolifération cellulaire [139]. Nous avons également vu précé-
demment le cas particuliers des rares CHC qui se développent sur adénomes et
la fréquente implication du syndrome métabolique comme co-morbidité principale
associée a cette voie de tumorigenese.

Quelles sont les pistes moléculaires expliquant 1’histogenése de ces
CHC liés au syndrome métabolique ? Le syndrome métabolique induit un
remodelage du tissu adipeux s’accompagnant d’une sécrétion systémique d’adipo-
kines proinflammatoires. Par ailleurs, ’accumulation de lipides dans le foie induit
un stress lipotoxique dans I'hépatocyte pouvant conduire a 'apoptose. En effet,
I'import hépatocytaire d’acides gras libres étant excessif, la S-oxydation mitochon-
driale et peroxysomale est accrue avec production importante d’especes réactives
de l'oxygene. Via 'activation des macrophages résidents du foie, ces deux méca-
nismes entretiennent un état inflammatoire chronique du tissu hépatique, partici-
pant & la transformation tumorale de I'hépatocyte [107, 140]. Le stress du reticu-
lum endoplasmique et un réseau complexe de miRNA jouent également des rdles
majeurs [140], de méme que "accumulation hépatocytaire de fer [138].

Comme mentionné précédemment, le paradoxe de I'insulinorésistance hépa-
tique [141] peut peut-étre se transposer a la situation de I’hépatocarcinogenese
[107]. Dans un contexte d’insulinorésistance, il est connu que I’hépatocyte est in-
sensible a I'action de l'insuline pour réprimer la néoglucogenese ; cependant, il de-
meure sensible a I'insuline pour 'induction de la lipogenése [141]. Dans un contexte
de NAFLD/NASH, certaines cytokines comme le TNF« inhibent la signalisation
insuline par phosphorylation inhibitrice d’TRS1 par la kinase MAPKS8 (JNK). De
la méme maniere, les especes réactives de 'oxygene sont capables d’inhiber la
signalisation insuline via MAPKS. Cependant, il a également montré que ces es-
peces réactives de I'oxygene sont aussi capables d’activer la signalisation insuline
en inhibant les phosphatase PTEN et PTPNI1. Par ailleurs, le diabete et 1'insu-
linorésistance induisent des taux élevés d’insuline et d’'IGF1 dans la circulation.
IGF1 et IGF2 sont des protéines sériques sécrétées par le foie, circulant essen-
tiellement sous des formes complexées a des protéines chaperonnes (la famille des
IGFBP?). Au niveau membranaire, outre le récepteur a I'insuline classique (INSR)

8. Comparative Genomic Hybridization
9. Insuline-like Growth Factor Binding Proteins
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[142] (isoformes A et B), il existe tout un réseau de récepteurs dont I'IGF1R et des
formes hybrides INSR/IGF1R. La transduction du signal en aval varie en fonction
du couple ligand /récepteur, et la réponse cellulaire peut étre métabolique ou pro-
mitotique (voir figure 2.6) [143]. La mise en place de ce réseau complexe pourrait
étre intégrée dans la sélectivité de la résistance a l'insuline classiquement observée
dans les stéatopathies non alcooliques [142, 143]. Dans une étude de 104 CHC, 21

IGF1R IGF1R IR-A IGF1R IR-B

Extracellular

|

Metabolic signalling

FIGURE 2.6 — Signalisation IGF : Différents ligands et différents récepteurs indui-
sant des réponses cellulaires différentes. Issude [143].

présentaient une activation de la signalisation IGF (surexpression d’'IGF2; sous-
expression d’IGFBP3, perte allélique sur le locus IGF2R). Les tumeurs comportant
une activation de la voie IGF étaient enrichies dans un sous-groupe transcription-
nel de « prolifération » et n’étaient pas associées aux mutations de CTNNB1 [144].
Ainsi, I'activation de 'axe IGF apparait de plus en plus comme cardinale dans la
NAFLD, la NASH et un sous-groupe de CHC, renforgant encore plus les liens entre
métabolisme et cancer.

La signalisation insuline ayant des propriétés oncogéniques [68], I'insulinorésis-
tance des hépatocytes dans le syndrome métabolique peut étre vue comme un frein
a 'hépatocarcinogenese. Cependant, le réseau complexe de la signalisation IGF, la
possible inactivation d’inhibiteurs de la voie PI3K/AKT par les espéces réactives
de l'oxygene, et 'existence de voies oncogéniques insulinosensibles mais indépen-
dantes d’AKT, comme la voie ATM [68], seraient autant de mécanismes potentiels
pour by-passer cette insulinorésistance, la limitant au contréle du métabolisme
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glucidique et I'ignorant pour le métabolisme lipidique et I'oncogeneése.

2.3.3 Les voies de « différenciation »

Outre le parti pris « métabolique » vu ci-dessus avec les CHC sur syndrome
métabolique et les CHC avec activation de la voie PI3K/AKT/mTOR, une autre
facon de voir les CHC est de considérer les grandes voies de signalisation impli-
quées dans le développement hépatique et la différenciation hépatocytaire. En effet,
certains mécanismes ontologiques de morphogenese et de différenciation cellulaire
sont apparus comme intimement liés aux mécanismes de 1'hépatocarcinogenese.

La voie notch est impliquée, comme vu précédemment, dans la morphogenése
et la différenciation biliaire. Ses roles métaboliques commencent a étre découverts.
Concernant le métabolisme glucidique, la voie Notch coopere avec FOXO1 pour
I'induction de la néoglucogenese. Le knock-out hépatospécifique de Rbpj, 'acteur
final de la voie Notch, améliore la sensibilité a I'insuline de souris nourries sous un
régime favorisant I'insulinorésistance ; a I'inverse un gain-de-fonction de Notchl fa-
vorise l'insulinorésistance et induit expression de la glucose-6 phosphatase [145].
Concernant le métabolisme lipidique, Notch active la lipogenese via MTOR et
SREBP-1c; le knock-out de la voie empéchant la formation d’une stéatose [146].
Il s’agit d'une voie non cell autonomous car elle requiert l'interaction directe de
deux cellules pour étre activée. Son étude dans le CHC est contradictoire. Certains
auteurs la considerent comme suppressive de tumeurs dans le CHC en induisant
apoptose et arrét du cycle cellulaire via TP53 [147, 148]. De méme, 'activation de
Notch dans un modele murin de CHC induits par une perte-de-fonction de Rb1
ralentit la progression tumorale et la forte expression de NOTCH1 est associée
a des CHC de meilleur pronostic [149]. Cependant, d’autres rapportent son role
oncogénique dans le foie. Dans un modele murin, la surexpression de NICD1 (do-
maine intracellulaire de Notch, actif) dans ’hépatoblaste conduit a la formation de
CHC entre 6 a 12 mois de vie. Ces tumeurs sont plus ou moins bien différenciées ;
certaines mélent des éléments tumoraux de nature cholangiocytaire et présentent
certains aspects de type progéniteur. La signature transcriptomique des tumeurs
de ces souris est observée dans environ 30% de CHC humains, essentiellement de
type « cycle cellulaire » et « prolifération ». Ces CHC présentent fréquemment une
immunoexpression de SOX9 et sont rarement mutés pour C'TNNB1. De fagon in-
téressante, une activation de I'axe IGF est fréquemment associée a ces tumeurs
[150]. D’autres modeles murins ont également montré 'activité oncogénique de la
voie Notch dans le foie (revus en [151]). Cependant, les tumeurs observées étaient
rarement des CHC, mais plutét des cholangiocarcinomes intrahépatiques, en ac-
cord avec les réles connus de la voie Notch dans le développement biliaire. Certains
modeles aboutissaient a la formation de tumeurs hybrides hépatocholangiocarci-
nomateuses, ou de type progéniteur. Ces différentes données illustrent bien que



66 CHAPITRE 2. LE CARCINOME HEPATOCELLULAIRE

I'implication de la voie Notch dans I'hépatocarcinogenese est complexe et dépend
du contexte tissulaire et cellulaire. Elle n’est pas suffisante pour I'initiation tumo-
rale et nécessite des « hits » supplémentaires pour la transformation tumorale de
I'hépatocyte/hépatoblaste. IGF2 et SOX9 ont été par exemple identifiés comme
partenaires oncogéniques de la voie Notch. Ces deux acteurs sont étroitement asso-
ciés aux cellules progénitrices hépatiques et aux cellules initiatrices de cancer [152].
La voie Notch participerait donc a la survenue de tumeurs hépatiques en indui-
sant 'expansion des cellules progénitrices (puis des cellules souches cancéreuses)
et/ou en induisant une transdifférenciation des hépatocytes vers un phénotype
progéniteur.

Ces CHC de type « progéniteur » ont fait 'objet d’études spécifiques. Ils
sont apparus comme une catégorie bien a part de tumeurs dans des études trans-
criptomiques. Par exemple, dans 1’étude de LEE et al., 14 de 61 CHC ségrégeaient
avec des hépatoblastes normaux de rats alors que les autres tumeurs ségrégeaient
avec des hépatocytes normaux de rats et des CHC issus de différents modeles mu-
rins [153]. Ces CHC étaient de mauvais pronostic et comportaient une activation de
la voie Jun. De leur parenté moléculaire avec les hépatoblastes normaux, la genese
de ces tumeurs semblait se faire a partir de progéniteurs hépatiques et non a par-
tir d’hépatocytes matures. Ces cellules progénitrices hépatiques sont capable de se
multiplier pour repeupler le foie en condition d’hépatite chronique. Bipotentes par
nature, elles peuvent se différencier a la fois vers les lignées hépatocytaires et cho-
langiocytaires. L’existence d'une catégorie de CHC présentant une expression plus
ou moins marquée de marqueurs biliaires (comme les cytokératines 7 et 19) a été
un argument supplémentaire pour considérer la cellule progénitrice tissulaire hépa-
tique comme cellule initiatrice de ces cancers. L’existence dans certains CHC d’une
population de cellules de type initiatrices de cancer, avec expression de marqueurs
« souche » a confirmé ce point de vue [154]. Les voies de signalisations impliquées
dans ces cellules initiatrices de cancer sont généralement communes a celles im-
pliquées dnas le développement hépatique et dans la maintenance/activation du
compartiment progéniteur ; les plus importantes sont les voies Wnt/S-caténine, la
voie EPCAM, la voie du TGFf, la voie Notch, la voie SALL4, etc [155]. En ce
sens, ’étude des rares tumeurs hybrides CHC/cholangiocarcinome montre égale-
ment une signature de type progéniteur hépatique, expliquant leur double différen-
ciation. De facon intéressante, leur profil transcriptomique se rapproche de celui
des CHC peu différenciés et de ceux de type progéniteurs. La voie du TGFS est
particulierement enrichie de méme que la signalisation Wnt/j-caténine, mais avec
un programme transcriptionnel différent de celui de 'hépatocyte mature [156].

Une autre voie développementale impliquée dans le CHC est la voie Hippo. Il
s’agit d’une voie trés conservée dans le regne animal, dont le principal role connu
est de controler la taille des organes et de relayer les signaux d’inhibition de contact
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[157]. Tres schématiquement, le noyau de la signalisation Hippo est constitué des
kinases STK4/STK3 (Mstl/2) et LATS1/LATS2. L’activation de la voie Hippo
peut se faire selon de nombreux mécanismes, intégrant des signaux extracellu-
laires, la polarité épithéliale, le cytosquelette et les contraintes mécaniques. Quand
elle est activée, la voie Hippo aboutit a la séquestration cytoplasmique de deux ré-
gulateurs transcriptionnels, YAP et WWTRI1(TAZ), suite a leur phosphorylation
par LATS1/LATS2. 1l existe également un pool membranaire de YAP et WWTR1
complexé aux jonctions serrées et adhérentes. YAP et WWTRI sont associées a
des protéines du cytosquelette permettant leur trafic entre noyau, cytoplasme et
membrane. Le programme transcriptionnel des formes déphosphorylées de YAP et
WWTRI est un programme de survie et de prolifération cellulaires. Ainsi, STKS3,
STKY}, LATS1 et LATS2 sont considérés comme des geénes suppresseurs de tu-
meurs alors que YAP et WWTR1 sont vus comme des oncogenes.

Les roles de la voie Hippo dans le foie sont pléomorphes. L’inactivation de la
voie Hippo (i.e. une activation de YAP) se traduit par une sortie de quiescence
et une dédifférenciation des hépatocytes en cellules de type progéniteur. La voie
Notch est apparue comme une cible majeure de YAP dans ce contexte [158] et
a été confirmée par d’autres [159]. La voie est impliquée dans le contrdle de la
taille du foie : I'invalidation de la voie Hippo (YAP actif) entraine une hépato-
mégalie ; cependant le knock-out de Yap n’entraine pas de réduction de la taille
du foie mais un blocage de la maturation biliaire (arrét du développement biliaire
au stade plaque ductale) [160]. L’inactivation de la voie Hippo dans le foie adulte
permet l'apparition de CHC entre 8 et 14 semaines. De facon intéressante, ces
tumeurs présentaient une activation de la voie AKT/mTOR [161]. En revanche,
quand la voie Hippo est inactivée au stade embryonnaire, les tumeurs sont a la fois
des CHC peu différenciés et des cholangiocarcinomes, avec expansion préalable du
compartiment des cellules progénitrices hépatiques [162]. Dans les CHC humains,
il a été observé une inhibition de la voie Hippo avec accumulation nucléaire de
YAP dans environ 50 — 60% des cas. Ces tumeurs sont de haut grade nucléaires et
sont associées a des taux élevés d’afeetoprotéine et a un mauvais pronostic [161,
163, 164]. L’ensemble de ces données suggerent qu’une partie des CHC, notam-
ment ceux de mauvais pronostic, peuvent suivre une voie de carcinogenese de type
« progéniteur ». Certains suggerent que ces tumeurs dériveraient de progéniteurs
hépatiques dont 'activation de YAP induirait la prolifération et la transformation
maligne [164].

De facon intéressante, il existe une corrélation directe entre 'activation de YAP
et de la signalisation AKT dans le CHC [165]. Par des approches fonctionnelles
chez la drosophile et dans des lignées cellulaires humaines, les auteurs ont établi
que la signalisation insuline/IGF était capable d’activer YAP et que ce dernier
était requis pour transduire 'activité proliférative de 'insuline/IGF. A T'inverse,
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YAP est capable d’activer la voie PI3K/AKT/mTOR, établissant un véritable
dialogue bidirectionnel entre les deux voies [165]. Il a été par la suite montré que
YAP active AKT en induisant I'expression de miR-29, un miRNA répresseur de
PTEN [166]. La voie Hippo semble donc orchestrer un programme de différencia-
tion/dédifférenciation et de métabolisme dans un sous-groupes de CHC.

Outre les voies AKT et Notch, il a été montré que la voie Hippo dialoguait
avec de nombreuses autres voies de signalisation (revues en [164]), dont les si-
gnalisations TGFf et Sonic/Hedgehog. La voie Wnt/[-caténine est aussi intime-
ment liée a la signalisation Hippo. Les études sont récentes (revues en [167]) et
les conclusions encore incertaines. Il en ressort néanmoins que YAP ou WWTRI1
seraient capables d’inhiber la signalisation Wnt, soit en bloquant ’activation de
Dvl, soit en séquestrant la S-caténine dans le cytoplasme. A Dinverse, la signa-
lisation Wnt régulerait aussi le niveau de YAP/WWTRI1 : en 'absence de Wnt,
la forme phosphorylée de (-caténine servirait de plateforme pour induire la dé-
gradation protéasomale de WWTRI1. En présence de Wnt, la déphosphorylation
de la [-caténine s’accompagnerait d'une sortie de la [-caténine et de WWTRI1
de leur complexe de dégradation pour induire I'expression de leurs programmes
transcriptionnels respectifs. L’inverse serait également vrai, YAP/TAZ apparais-
sant comme essentiel a la formation du complexe de dégradation de la 3-caténine.
Ces différentes données sont généralement issues de modeles cellulaires particuliers
et il est encore loin d’étre certain qu’elles s’appliquent a tous les tissus quelque soit
le contexte cellulaire. Dans le foie tumoral, une étude récente a montré que la co-
expression nucléaire de la S-caténine et de YAP n’existait que dans 4% des CHC et
3% des cholangiocarcinomes intrahépatiques ; cependant, elle était présente dans
80% des hépatoblastomes étudiés [168]. En étudiant plusieurs lignées hépatoblas-
tomateuses ou hépatocarcinomateuses, les auteurs ont confirmé que les voies Wnt
et Hippo ne coopéraient que dans 1’hépatoblastome; YAP étant nécessaire a la
transcription d’un set spécifique de genes cibles de S-caténine et S-caténine étant
nécessaire a la transcription d'un set spécifique de genes cibles de YAP. Chez la
souris, des vecteurs codant des formes constitutivement actives de S-caténine et de
Yap n’étaient pas isolément tumorigenes dans le foie ; cependant, en association, ils
I’étaient avec une pénétrance de 100% a 11 semaines. Les tumeurs observées avaient
la morphologie d’hépatoblastomes et semblaient dériver d’hépatocytes matures et
présentaient une induction des marqueurs d’hépatoblastes ou d’hépatocytes imma-
tures/dédifférenciés. Au niveau des ARNm, les génes cibles de YAP étaient induits
dans les tumeurs. En immunohistochimie, les tumeurs présentaient un marquage
nucléaire de la S-caténine, avec surexpression de la cycline D1. En revanche, aucun
immunomarquage n’était observé pour Glul(glutamine synthétase), indiquant que
le programme transcriptionnel de S-caténine n’était pas activé dans son ensemble.
Cette étude est la seule illustrant une collaboration entre les voies Hippo et Wnt
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dans le tissu hépatique. Cependant, comme toute voie développementale, I'impli-
cation de ce dialogue est limitée a un contexte cellulaire et tumoral particulier, lié
au stade de développement.

N’ont été présentées ici que quelques voies moléculaires importantes dans la
tumorigenese hépatique. Malgré leur nombre limité, une incroyable complexité
apparait, avec une interaction fréquente de différentes voies de signalisation et une
imbrication croissante entre métabolisme, développement et cancer. Beaucoup de
données suggerent que I'implication relative de ces différentes voies de signalisation
est profondément soumise au contexte tissulaire et cellulaire. Appuyées par les
différentes études transcriptomiques, des sous-classes a peu pres homogenes de
tumeurs semblent s’extraire et qui seraient, d’un point de vue tout a fait personnel :

— un groupe de CHC de type « progéniteur » : ces tumeurs dériveraient de
cellules précurseurs hépatiques et se caractériseraient par la présence de
marqueurs « souches » (EpCAM+, SALL4+) et une morphologie dédiffé-
renciée avec un possible engagement vers un destin cholangiocytaire. Les
voies Notch, TGF 3, Wnt/S-caténine et Hippo seraient impliquées dans ces
tumeurs de mauvais pronostic.

— un groupe probablement moins homogene de CHC de type « métabolique »
caractérisés par une activation de la voie PI3K/AKT/mTOR wvia la signali-
sation insuline/IGF et/ou par leur survenue dans un contexte de syndrome
métabolique. Il s’agit de tumeurs chromosomiquement instables, de mauvais
pronostic, avec fréquente sécrétion d’afoetoprotéine. Les mécanismes de la
transformation tumorale impliqueraient un contexte d’hépatite chronique
avec dérégulation du métabolisme hépatocytaire induisant une dérégula-
tion de la voie AKT. Ces tumeurs apparaissent comme agressives avec une
signature transcriptomique de prolifération cellulaire.

— un groupe de CHC comportant des altérations gain-de-fonction de CTNNB1 .
Il s’agit de tumeurs de bon pronostic, qui sont apparues dans les différentes
études présentées jusqu’a présent comme constituant un groupe bien a part
de tumeurs, associées a un profil transcriptomique différent, a une stabilité
chromosomique, une absence d’activation de la voie PI3K/AKT/mTOR
et Iabsence de signature « progéniteur ». Ces tumeurs résulteraient de la
transformation tumorale de I’'hépatocyte mature et seront détaillées dans
la section suivante.

— les CHC qui n’entrent pas dans les catégories précédentes, peut-étre majo-
ritaires et probablement encore a démembrer.
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2.4 Les carcinomes hépatocellulaires mutés pour
le gene codant la $-caténine : un groupe ho-
mogene de tumeurs

Nous avons vu dans la section précédente que les approches « métabolique »
et « développementale » permettaient d’appréhender la carcinogenese de certains
sous-groupes de CHC. Située au carrefour du métabolisme, du développement et
du cancer, une des voies les plus étudiées, redondante dans le CHC, est la voie
Wnt/-caténine.

2.4.1 Activation différentielle de la voie Wnt /-caténine en
fonction du tissu et du stade de développement

La voie Wnt/fS-caténine canonique intégre les signaux extracellulaires Wnt
pour bloquer la dégradation protéasomale de la S-caténine. Cette derniere va agir
comme transactivateur transcriptionnel a l'origine d’un programme d’expression
génique de prolifération et de différenciation cellulaire variant en fonction du stade
de développement et du contexte cellulaire (pour revue [39, 169, 170]). En effet,
en prenant le foie comme exemple, les conséquences fonctionnelles de 'activation
de la voie varient en fonction du contexte développemental et cellulaire :

— a I’état embryonnaire, sa participation est essentielle pour la mise en place
et le développement du bourgeon hépatique ainsi que dans le controle de la
différenciation et de la prolifération des lignées hépatocytaire et cholangio-
cytaire [49, 171].

— en postnatal et a I’état adulte, la voie joue un role majeur dans I'établisse-
ment et le maintien du zonage métabolique lobulaire [11, 41].

— dans un contexte de régénération hépatique, la voie est impliquée dans la
prolifération des hépatocytes ou des cellules progénitrices lorsque la proli-
fération de 1’hépatocyte mature est bloquée [169, 171, 172].

— enfin, son implication est majeure dans les tumeurs hépatiques malignes de
I'adulte (CHC) ou de I'enfant (hépatoblastome).

Le programme d’induction génique varie en accord avec ces différentes situa-
tions avec des sets de genes impliqués dans la prolifération (MYC, CCND1, etc.)
et/ou dans le métabolisme (GLUL, etc.) et/ou dans le rétro-controle négatif de
la voie (AXIN2, etc.). La voie Wnt/[-caténine dialogue également avec d’autres
voies de signalisation comme les voies Notch, Hippo, EpCAM, TGFES, etc, expli-
quant peut-étre la variabilité de ces programmes transcriptionnels. De plus, les
genes cibles de -caténine varient en fonction du tissu; en effet, le set de genes in-
duits spécifiquement dans le foie est différent de celui observé dans d’autres tissus
(30, 48, 172, 173]. Les genes cibles positifs témoins de 'activation de [S-caténine
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dans le foie sont, entre autres, GLUL, LECT2, TBX3, LGR5, SLC1A2(GLT-1),
AXIN2, SP5, CYP2E1, NKD1 et AQP9, les genes cibles négatifs étant, entre
autres, ARG1, GLS2 et HAL. 1l existe aussi certainement une signature Wnt pro-
génitrice qui reste a déterminer. MYC' est un gene cible classique de [-caténine
dans de nombreux organes mais pas dans le foie [30]. Le contrdle de MYC est
compliqué dans le foie mais MYC constitue un nceud particulierement important
dans la physiologie et dans la tumorigenese. Notamment, MYC semble collaborer
avec l'activation de (-caténine dans de nombreux hépatoblastomes [174] et dans
un sous-groupe tres particulier de CHC, de mauvais pronostic.

2.4.2 Multiples mécanismes d’activation de la voie WNT /-
caténine dans le CHC

L’extréme variabilité de I'implication de la voie Wnt/f-caténine dans 1'orga-
nisme et dans le foie se reflete par son implication différentielle dans le CHC.
Plusieurs modes d’activation de la voie existent et résultent en des tumeurs ap-
partenant a des catégories morpho-moléculaires différentes.

Le principal mécanisme d’activation de la voie dans le CHC est le gain de
fonction du géene CTNNB1, codant la S-caténine. Ce gain de fonction résulte
dans l'extréme majorités des cas de mutations situées dans les codons 32 a 45 de
CTNNB1 qui codent le domaine de phosphorylation par GSK3B et CSNKI1A1
(CK1). Des délétions dans les premiers codons du gene sont aussi décrites avec
une fréquence plus rare et touchent également ce domaine de phosphorylation.
Identifiée pour la premiere fois en 1998 [175], elles ont été par la suite confirmées
par d’autres équipes et surviennent dans 20 — 40% des cas [172]. Le séquengage est
le gold standard pour 'identification des mutations et des délétions sur CTNNBI .
L’étude immunohistochimique de I'accumulation nucléaire de fS-caténine est tres
souvent proposée dans les articles mais est sujette a des variabilités de résultats en
fonction des techniques et des criteres de positivité utilisés. Ainsi, I’étude immuno-
histochimique des genes cibles de [-caténine dans le foie sont couramment utilisés
comme témoin de la présence de mutations de CTNNB1. Comme un des premiers
genes cibles hépatiques de -caténine a avoir été identifié [30], la surexpression de
GLUL est le meilleur témoin des mutations de CTNNB1. Avec d’excellentes sen-
sibilité et spécificité pour la détection des mutations gain-de-fonction de CTNNB1
[2, 173], 'immunohistochimie dirigée contre GLUL (glutamine synthase) est uti-
lisée de fagon routiniere dans le CHC. Dans le foie normal, I'immunomarquage
se limite aux hépatocytes péricentrolobulaires alors que dans les tumeurs hépa-
tiques mutées pour CTNNBI, 'immunomarquage est intense et diffus dans toutes
les cellules tumorales, les tumeurs non mutées ne présentant généralement pas de
marquage ou alors un marquage de faible intensité et de distribution hétérogene.
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Comme second mécanisme d’activation sont les mutations perte-de-fonction
d’un régulateur négatif de la voie, ’AXIN1. Elles ont une fréquence beau-
coup plus faibles que les mutations de CTNNBI1, environ 10 — 15%. De facon tres
inattendue, la comparaison de CHC mutés AXIN1 a des CHC mutés C'TNNBI a
montré que ces deux types de CHC n’étaient pas équivalents, résultants en des pro-
fils transcriptionnels completement différents [116], notamment en ce qui concerne
les genes cibles de la voie Wnt/f$-caténine. Dans des modeles cellulaires, 1'acti-
vité transcriptionnelle de [-caténine était notamment beaucoup plus faible dans
les cellules mutées AXINI que dans les cellules mutées CTNNB1 [173]. L’impli-
cation d’AXIN1 dans d’autres voies de signalisation que la voie Wnt/S-caténine,
comme les voies du TGFf et Jun [176] expliquerait 'oncogenese de ces tumeurs
qui n’impliquerait que tres faiblement la signalisation [$-caténine.

Les altérations perte-de-fonction d’un autre régulateur de la voie,
APC, sont rarissimes dans le CHC, alors que tres fréquentes et drivers dans le
carcinome colorectal [177]. Elles ne font 'objet que de quelques rares cases reports
dans la littérature, parfois dans un contexte de polypose adénomateuse familiale 1°
[178].

Enfin, différentes études transcriptomiques ont permis de mettre en évidence
un profil d’activation de la voie Wnt//-caténine sans que les tumeurs ne présentent
de mutations gain-de-fonction de CTNNB1 ou perte-de-fonction d’AXIN1 [117].
Cette sous classe de CHC Wnt+ sans mutations des acteurs de la voie
Wnt /[-caténine est liée a la signalisation du TGFf et ne présente pas d’induc-
tion transcriptionnelle des genes cibles hépatospécifiques de [-caténine (comme
GLUL, LGR5, LECT?2 et TBX3). Au contraire, les génes cibles de la voie Wnt /(-
caténine induits dans ces tumeurs sont des genes cibles ubiquitaires, liés a la proli-
fération (MYC, CCND1) [117]. Dans le méme sens, la sous classe « progéniteur »
des CHC (EpCAM+) présente également une activation de la signalisation Wnt
avec un programme transcriptionnel de 3-caténine non hépatospécifique [179, 180].
Dans une étude transcriptionnelle de 91 CHC, deux groupes de tumeurs liées a la si-
gnalisation Wnt /-caténine sont apparus : celles classées « CTNNB1 » (n = 24) et
celles classées « Wnt/TGFf » (n = 23). Ces deux groupes présentaient respective-
ment une dérégulation de I'expression de 36 et 48 genes cibles de la S-caténine ; de
facon intéressante, seuls quatre genes étaient communément dérégulés, de plus est,
de fagon inverse. Les geénes cibles hépatospécifiques de [-caténine n’étaient induits
que dans le groupe « CTNNB1 » et les cibles non hépatospécifiques ne 1’étaient
que dans le groupe « Wnt/TGF/S ». En étendant leur analyse a d’autres CHC et
a des jeux de données transcriptomiques publiés, les CHC classés « CTNNBI »
(20%) étaient associés au sous-groupe S3 d’HOSHIDA et présentaient un immuno-
marquage de GLUL alors que les CHC classés « Wnt/TGFS » (28%) s’associaient

10. OMIM 175100
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au sous-groupe S1, sans immunoexpression de GLUL [181]. Le programme trans-
criptionnel de ces CHC Wnt+ sans mutation de C'T'NNB1 pourrait s’expliquer par
le dialogue qui existe entre la voie Wnt/S-caténine et la signalisation du TGFf et
HGF.

Si les différents modes d’activation de la voie ne sont pas fonctionnellement
équivalents dans le CHC, I’étude des hépatoblastomes a montré que I'implication
de la voie Wnt/-caténine était différentielle en fonction du développement, méme
dans un contexte tumoral. Les mutations activatrices de CTNNB1 sont la regle
dans les hépatoblastomes; cependant elles n’induisent pas le méme profil d’ex-
pression génique. En effet, les hépatoblastomes présentant un immunomarquage
membranaire de [-caténine exprimaient GLUL , avaient un programme transcrip-
tionnel de type « hépatoblaste avancé dans le développement », avec induction des
genes cibles hépatospécifiques de [-caténine, un faible niveau d’instabilité chro-
mosomique et un meilleur pronostic. En revanche, le groupe présentant un immu-
nomarquage nucléaire de -caténine n’exprimait pas GLUL, avait un programme
transcriptionnel de type « hépatoblaste a des stades précoces du développement »,
avec induction des geénes cibles non hépatospécifiques de [S-caténine, une forte in-
stabilité chromosomique, une fort indice de prolifération et un pronostic péjoratif.
Il était notamment associé a la signalisation MYC [174].

Ainsi, la voie Wnt/[-caténine est impliquée dans la majeure partie de CHC et
la quasi totalité des hépatoblastomes. Cependant, a l'instar de ses roles physiolo-
giques pléomorphes, les différents mécanismes d’activation de la voie résultent en
des CHC de types moléculaires différents. Dans les nombreuses études menées jus-
qu’a présent, les CHC comportant une mutation de CTNNB1 sont invariablement
apparus comme constituant un sous-groupe bien a part de CHC, ne se superposant
pas aux CHC non mutés CTNNB1 méme si ceux-ci peuvent parfois présenter une
activation de la voie Wnt/f-caténine.

2.4.3 Les modeles murins d’hépatocarcinogenese liée a (-
caténine

Différents modeles murins ont par la suite confirmé le réle majeur des mutations
de Ctnnbl dans I’hépatocarcinogenese. Dans les modeles dans lesquels la tumori-
genese est induite par des carcinogenes chimiques, des mutations gain-de-fonction
de Ctnnbl sont observées de facon récurrente dans les tumeurs, souvent « sélec-
tionnées » par le phénobarbital. Elles semblent constituer un événement précoce de
la tumorigenese hépatique car également observées dans des lésions adénomateuses
[182]. De la méme maniere, dans un modele de transgenese additive hépatospéci-
fique de Myc, des tumeurs étaient observées et présentaient pour la plupart des
mutations de Ctnnb1 [175].
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De fagon surprenante, différents modeles murins de surexpression du gene
Ctnnbl sauvage ou muté ! n’ont pas permis I'observation de tumeurs [172]. L’ap-
parition de tumeurs nécessite une activation conjointe d’autres oncogenes comme
Hras ou Myc [184] ou l'inactivation de genes suppresseurs de tumeur comme Lkb1
[185]. Les mutations de Ctnnb1 apparaissent donc comme un hit majeur, mais non
suffisant dans I’hépatocarcinogenése murine.

En revanche, les modeles murins de perte-de-fonction de deux régulateurs né-
gatifs de la voie, Apc [186] et d’Azin! [187], permettent le développement de CHC,
soulignant encore plus les roles différentiels de la voie Wnt//3-caténine en fonction
de son mode d’activation.

2.4.4 Les caractéristiques cliniques et morphologiques des
CHC mutés CTNNB1

Comme nous l'avons vu, les CHC mutés CTNNB1 appartiennent a des ca-
tégories transcriptomiques bien a part dans presque toutes les études. Elles sont
également associées a une stabilité chromosomique [114, 116, 188]. Elles ne sont
pas statistiquement associées a l'infection par le VHB [114, 116, 189].

Sur le plan morphologique, elles apparaissent dans quelques études comme
étant de plus grande taille que les autres CHC [2, 114]. Il existe également une
tendance a 'apparition sur un foie non cirrhotique [190-192].

Surtout, ces tumeurs sont le plus souvent bien différenciées [2, 189]. Une signa-
ture morphologique distinctive a également été associée a ces tumeurs. V. AUDARD
et coll. ont en effet montré, sur une série francaise de 202 CHC opérés, que ces
CHC mutés CTNNBI avaient une architecture acineuse et/ou microtrabéculaire
dans 85% des cas (vs. 26% des CHC non mutés CTNNBI) et que cette architec-
ture était homogene dans la tumeur (93% d’homogénéité architecturale vs. 50%).
La cholestase intratumorale était tres fréquente (84% wvs. 14%) alors que la stéa-
tose des cellules tumorales était rarement observée (2% wvs. 30%). La cholestase,
qui était responsable de la couleur macroscopiquement verte des tumeurs, était
toujours extracellulaire, essentiellement dans la lumiere des structures acineuses.
Elle pourrait s’expliquer soit par un défaut d’excrétion extratumorale de la bile
en raison de I’absence d'un réseau de drainage biliaire fonctionnel soit par la déré-
gulation de l'expression de genes codant des transporteurs biliaires [1]. L’étude de
ces structures acineuses a montré que les cellules les constituant avaient une pola-
rité apicobasale de type simple (i.e. différent de la polarité hépatocytaire normale)
avec immunolocalisation apicolatérale de la claudine-2 (marqueur de jonctions ser-
rées) et apicale du transporteur biliaire ABCG2. Dans les tumeurs non mutées

11. Par exemple, le modele Cre/LoxP de knock-in de Ctnnbl dont ’exon 3 (qui code le domaine
de phosphorylation par Gsk3b) est flanqué de sites LoxP [183]
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CTNNB1, cet immunomarquage était soit perdu, soit observé tout le long de la
membrane plasmique, sans renforcement apical [2] (voir figure 2.7). Ces données
ont été confirmées dans une autre série biopsique [193].

£ . o a e

FIGURE 2.7 — Caractéristiques morphologiques des CHC mutés CTNNB1. A : aspect
macroscopiquement vert d’'un CHC muté CTNNB1 en rapport avec une cholestase intratumorale, contrastant avec
laspect généralement blanchatre des autres CHC (B). C : Immunoexpression apicale du transporteur biliaire
ABCG?2 dans les structures acineuses d’'un CHC muté CTNNBI1 ; encart : marquage membranaire circonférentiel
dans une macrotravée d’'un CHC non muté CTNNBI. D : Immunoexpression latéroapicale du marqueur des
jonctions serrées claudine-2 dans les structures acineuses d’'un CHC muté CTNNBI ; encart : absence de marquage

dans une macrotravée d’'un CHC non muté CTNNBI. Issu de [2].

Concernant le pronostic, les études sont contradictoires (revues en [194]); ceci
est peut étre di au fait de 'association préférentielle des CHC mutés CTNNB1
a un foie peu fibreux, autorisant une prise en charge thérapeutique chirurgicale
plus fréquente. Il ressort cependant que méme si parfois associées a une taille plus
grande et a des facteurs de mauvais pronostics comme des emboles tumoraux, que
le pronostic est relativement meilleur dans les CHC mutés CTNNBI [116, 117,
194].
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2.4.5 Comment expliquer I’aspect morphologique distinc-
tif des CHC mutés CTNNB1 ?

Pour expliquer cette signature morphologique particuliere de polarité et de
métabolisme observée dans les CHC porteurs d'une mutation de CTNNB1, il peut
étre intéressant de se pencher sur les roles physiologiques de §-caténine dans le foie
en terme de polarité et de métabolisme.

Un lien entre voie Wnt/S-caténine et le métabolisme glucidique commence &
étre apergu. Des polymorphismes ou mutations germinales sur des genes codant des
acteurs de la voie sont décrits comme associés au diabete de type 2 ou au syndrome
métabolique comme TCFj [195], LRP6 [196] ou WNT5B [197]. D'un point de
vue fonctionnel, la voie Wnt/[-caténine est apparue, méme si encore controversé,
comme capable de controler I'expression de genes de la néoglucogenese en réponse
au jeline [198, 199]. La -caténine servirait de cofacteur transcriptionnel de FOXO1
[200]. 2. Concernant le métabolisme lipidique, les données restent encore vagues :
des roles sont surtout rapportés pour le métabolisme biliaire et du cholestérol [48,
202]. Le répertoire transcriptionnel de S-caténine dans le foie laisse a penser qu’un
de ses roles physiologiques hépatiques serait d’inhiber la lipogenese et d’activer
I'export des triglycérides [48].

Le lien entre signalisation (-caténine et polarité est probablement moins clair
encore. Le pool membranaire de [-caténine participe aux jonctions adhérentes,
jouant un role majeur dans ’adhésion cellulaire. Elle constitue le lien entre la E-
cadhérine et le cytosquelette. Cependant, contrairement aux résidus fréquemment
mutés dans les CHC mutés CTNNB1, la phosphorylation controlant la liaison a
I'E-cadhérine est le codon Y654 [203]. Peu d’études ont rapportés un role direct de
[-caténine dans le controle de la polarité hépatocytaire. Le knock out de Ctnnbl
dans le foie murin induit une perte d’expression de la la claudine-2, cependant
associée a des jonctions serrées encore fonctionnelles. La polarisation hépatocytaire
est respectée, cependant le pole apical présente quelques anomalies caractérisées
par un réseau canaliculaire biliaire dilaté et tortueux avec perte des microvillosités
[204].

Ainsi, si quelques roles de [-caténine sont décrits dans le métabolisme glu-
cidolipidique hépatique et la polarité hépatocytaire, ils apparaissent cependant
trop ténus pour expliquer a eux seuls la signature morphologique des CHC mu-
tés CTNNBI1. La mise en place de ce phénotype tumoral distinctif passerait plus
vraisemblablement par I'induction d'une voie de signalisation intégrative. Un ac-
teur potentiel intéressant est apparu comme la Ser/Thr kinase LKB1, impliquée
a la fois dans le controle de la polarité épithéliale et du métabolisme énergétique

12. A Dinverse, il semble que de fortes glycémies soient capables d’activer la signalisation (-
caténine, suggérant méme que dans la cellule cancéreuse, la translocation nucléaire de S-caténine
duite par Wnt ne puisse se produire qu’en présence de fortes concentrations de glucose [201]
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cellulaire.
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Chapitre 3

LKB1 : un gene suppresseur de
tumeurs codant une kinase
multi-taches

La sérine/thréonine kinase LKB1, codée par le gene STK11, a été initialement
identifiée par I’étude des patients porteurs du syndrome de PEUTZ-JEGHERS. Ce
syndrome constitue une maladie autosomique dominante rare liée a une invali-
dation germinale d'un des alleles de LKBI et se traduisant cliniquement par la
présence d'une polypose intestinale, de macules pigmentées péribucales et accrales
et d'un sur-risque de développer des cancers. LKB1 joue un role majeur dans la
physiologie cellulaire en couplant le controle de la polarité et du métabolisme au
statut énergétique cellulaire. Sa principale cible est ’AMPK mais de nombreuses
autres kinases de la famille de TAMPK sont capables d’étre activées par LKBI,
étendant encore plus ses roles pléiotropes dans la physiologie cellulaire. Intégrant
les signaux du stress énergétique, LKB1 joue également un role majeur dans de
nombreuses maladies et dans le cancer. En ce sens, LKBI1 est généralement consi-
déré comme un gene suppresseur de tumeurs; cependant, comme nous allons le
voir, LKB1 semble également jouer un role oncogénique dans certaines situations.

3.1 LKBI1 et syndrome de Peutz-Jeghers

3.1.1 Contexte historique

Le syndrome de PEUTZ-JEGHERS a été initialement identifié par JOHANNES
PEUTZ en 1921 qui rapportait le cas d’un enfant de 15 ans qui présentait de nom-
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breux polypes rectaux et un tableau d’invagination intestinale aigué [205] 1. L’étude
des apparentés lui a permis de retrouver des polypes rectaux également chez ces
patients ainsi que des polypes nasaux et une hyperpigmentation péribuccale. La
premiere observation de macules pigmentées des levres et de la cavité buccale au-
rait en fait été réalisée en 1896 par un médecin britannique, J.T. CONNER, chez
deux sceurs jumelles, par ailleurs anémiques [206]. En 1949, HAROLD JEGHERS a
poursuivi la caractérisation clinique en compilant plusieurs familles et a émis 'idée
qu’un gene pléiotrope unique devait étre responsable de ’ensemble du tableau cli-
nique, a la fois des polypes et des anomalies de la pigmentation [207]. La premiere
utilisation de I’éponyme « syndrome de PEUTZ-JEGHERS » remonte a 1954.

Ce n’est que cinquante ans plus tard que le locus de prédisposition a été iden-
tifié sur le bras court du chromosome 19 (en 19p13) par 'analyse CGH de polypes
de PEUTZ-JEGHERS [208]. L’intense recherche de mutations de geénes situés dans
ce locus chromosomique a finalement permis d’identifier les mutations perte-de-
fonction de STK11 comme responsables du syndrome de PEUTZ-JEGHERS [209,
210]. La séquence de LKB1 était en fait déja déposée depuis 2 ans dans GENBANK
par un chercheur japonnais, J. NEZU, sous la référence U63333 mais n’était alors
pas affiliée a un locus chromosomique particulier. Ce gene présentait une forte ho-
mologie avec le gene XEEK1 de Xenopus laevis [209] qui avait été caractérisé deux
ans plus tot et classé comme codant une Ser/Thr kinase [211]. Il était alors connu
que LKB1 ne présentait qu'un faible niveau d’homologie avec d’autres kinases
identifiées chez I'Homme.

L’homologue chez Caenorhabditis elegans de STK11 est par-4. Il a été identi-
fié¢ en 2000 dans un crible génétique visant a identifier les acteurs de la division
asymétrique [212]. Ainsi, les roles de la kinase LKB1 chez les mammiferes étaient
initialement étudiés sous l'angle de la polarité cellulaire.

En 2003, deux équipes qui travaillaient sur Snfl, I’homologue de ’AMPK chez
la levure, ont simultanément montré que, chez le mammifere, LKB1 était capable
d’activer par phosphorylation TAMPK, considéré comme le senseur énergétique
majeur de la cellule [213, 214]. Ceci a ouvert le champ & une intense recherche sur
les fonctions de LKB1, au carrefour du métabolisme et de la polarité cellulaires.

3.1.2 Structure du gene et de la protéine

LKB1 s’étend sur 23 kb et est composé de 10 exons dont 9 sont codants. Il
est transcrit dans un sens télomere vers centromere. La protéine LKB1, d’environ
50 kDa, comporte 433 résidus chez 'homme (436 chez la souris). Le domaine ca-
talytique est codé par les codons 49 a 309, ce qui correspond a environ la moitié

1. Une traduction en langue anglaise de cet article peut étre lue a l'url
« http ://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK7027/ ».



3.1. LE SYNDROME DE PEUTZ-JEGHERS 81

du premier exon plus I’ensemble des exons II a VII. Il présente peu d’homologie
protéique avec d’autres familles de kinases, expliquant une position plutot cen-
trale dans le dendrogramme du kinome. Cependant, les résidus du domaine kinase
sont tres conservés dans le regne animal. De part et d’autre du domaine kinase,
se situent deux domaines régulateurs, NRD 2 et CRD 3. 1l existe deux domaines de
localisation nucléaire (NLS) situés respectivement dans le NRD et dans la partie
toute N-terminale du domaine kinase et qui permettent a LKB1 d’étre localisée au
noyau a l’état basal [215]. Le CRD comporte sur le résidu 436 un domaine de far-
nésylation. Quatre sites de phosphorylation et quatre sites d’autophosphorylation
sont présents dans le domaine kinase et les deux domaines régulateurs. Les résidus
entourant ces sites sont pour la plupart assez bien conservés entre les espéces [216,
217].

Une seule isoforme protéique de LKB1 a été identifiée jusqu’a présent et résulte
d’un épissage alternatif en C-terminal. Contrairement a la forme conventionnelle
de LKB1 qui a une expression ubiquitaire dans les différents tissus de I’organisme,
cette isoforme, appelée short isoform ou testis isoform a une expression limitée au
testicule, et plus particulierement a la lignée germinale. Elle a une taille inférieure
(48 kDa) et comporte 404 résidus chez I'homme (412 chez la souris). Cette isoforme
n’a pas montré de différences fonctionnelles par rapport a 'isoforme convention-
nelle quant a sa régulation, son activité kinase et son spectre de kinases cibles.
Elle est apparue comme requise pour la spermatogenéese et son invalidation s’ac-
compagne d'une infertilité masculine [218, 219].

3.1.3 Profil d’invalidation de LKB1 dans le syndrome de
Peutz-Jeghers

Dans pres de 90% des familles souffrant d'un syndrome de PEUTZ-JEGHERS 4,
des altérations génétiques hétérozygotes de LKB1 sont identifiées. Comme nous
le verrons plus tard, des altérations sont également observées de fagon sporadique
dans différents cancers. Ces altérations sont prédites comme entrainant une perte-
de-fonction de la protéine car aboutissant généralement a une invalidation du do-
maine kinase. Un aspect tres troublant est qu’il existe environ 150 altérations
génétiques différentes décrites, qui plus est, sans véritable hot spot identifié (re-
vue en [216]). Il s’agit essentiellement de mutations non-sens et faux sens et de
délétions modifiant le cadre de lecture. Des mutations des sites d’épissage et des
délétions plus ou moins étendues dans le domaine kinase sont également décrites.
L’immense majorité de ces altérations génétiques ne sont pas caractérisées sur le

2. N-terminal regulatory domain
3. C-terminal requlatory domain
4. OMIM 175200
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plan fonctionnel mais elles sont prédites comme inactivant 'activité kinase de la
protéine. Cependant, a la vue du spectre mutationnel tres étendu, il n’est pas im-
possible que, mise a part activité Ser/Thr kinase au sens strict, d’autres fonctions
de LKBI1 soient fonctionnellement importantes.

De nouvelles autres altérations germinales de LKB1 sont régulierement décrites
dans le syndrome de PEUTZ-JEGHERS. Par ailleurs, hors contexte mutationnel, des
variants ARNm sont décrits, par exemple la délétion des exons V-VII et de la partie
proximale du VIII [220], ou la conservation dans ’ARNm de I'intron IV [221]. La
signification fonctionnelle de ces variants transcriptionnels n’est pas connue.

3.1.4 Aspects cliniques du syndrome de Peutz-Jeghers

Le syndrome de PEUTZ-JEGHERS est une maladie familiale autosomique do-
minante assez rare dont l'incidence est comprise entre 1 : 50000 et 1 : 200000
naissances. Il comporte trois volets cliniques différents [222].

Des lésions pigmentées cutanéomuqueuses sont observées dans 95% des
cas et apparaissent au cours de I’enfance autour de la bouche, sur les levres, les
narines, dans la zone périanale, sur les doigts et orteils ainsi que sur les faces
palmaires et dorsales des mains et des pieds. Elles peuvent disparaitre a la puberté
sauf pour les lésions de la région buccale. Elles ne sont pas spécifiques car elles
peuvent étre observées dans d’autres syndromes génétiques comme le complexe
de CARNEY. Leur physiopathologie reste obscure mais ces lésions pourraient étre
secondaires a un blocage du transfert de mélanine entre les mélanocytes et les
kératinocytes.

Les polypes intestinaux peuvent se situer tout au long du tractus digestif
mais ils sont beaucoup plus fréquents dans l'intestin gréle et le colon. Excep-
tionnellement, ils peuvent se localiser dans des sites extra-intestinaux comme la
vésicule biliaire, les bronches, 'uretere et la vessie. Ils peuvent se compliquer de
saignements, d’infarcissement et d’invagination intestinale aigué. Les polypes ap-
paraissent dans 'enfance avec une prévalence de 33% a 'age de 10 ans et de 50%
a 'age de 20 ans. L’aspect anatomopathologique de ces polypes et les contro-
verses associées a leur risque de transformation maligne seront détaillés dans la
sous-section suivante.

Enfin, le syndrome de PEUTZ-JEGHERS est reconnu comme syndrome de pré-
disposition au cancer avec un risque relatif d’environ 18 par rapport a la popu-
lation générale [223, 224]. Les cancers les plus fréquents sont les adénocarcinomes
du tractus intestinal (estomac, colon, intestin gréle), les carcinomes pancréatiques
et les carcinomes mammaires. Dans une moindre mesure, il existe également un
sur-risque de cancer de '’endometre, de I'ovaire, du testicule et du col de 'utérus.
Les carcinomes de la sphere digestive n’ont pas de caractéristiques anatomopa-
thologiques particulieres. Cependant, un type de tumeurs de 'ovaire parait étre



3.1. LE SYNDROME DE PEUTZ-JEGHERS 83

préférentiellement associé au syndrome de PEUTZ-JEGHERS : il s’agit de la tumeur
des cordons sexuels avec tubules annulaires. Un tiers de ces tumeurs est associé
au syndrome de PEUTZ-JEGHERS ; elles sont alors volontiers bilatérales, calcifiées,
sous la forme de tumorlets dispersés dans le parenchyme ovarien plutét que d’une
masse individualisée ; I’évolution est indolente. De méme, le syndrome de PEUTZ-
JEGHERS apparalt comme s’associant préférentiellement aux tumeurs a cellules
de SERTOLI du testicule et aux adénocarcinomes a déviation minime (adenoma
malignum) du col utérin [96, 222].

3.1.5 Corrélations génophénotypiques dans les syndrome
de Peutz-Jeghers

Certains auteurs ont suggéré que le tableau clinique des patients atteints d’un
syndrome de PEUTZ-JEGHERS pouvait varier en fonction du type de l'altération
germinale de LKB1. Cependant, la plupart des études menées 'ont été sur des
effectifs limités de patients, limitant I'impact des conclusions proposées. Certaines
sont reprises dans le tableau suivant.

Effectif Type de mutation Phénotype Réf
32 Mutation non sens Symptomatologie tardive [225]
41 Alt. non sens exons [-VIA Peu associées au cancer  [226]
Alt. faux sens exons VIB-VIII Associées au cancer
Mutations tronquantes Cancer du sein
170 Pas de corrélation [227]
297 Pas de corrélation [223]

Tableau 3.1 — Corrélations génotype phénotype dans le syndrome de PEUTZ-
JEGHERS. Alt. : Altération génétique.

Ainsi, aucune corrélation génotype phénotype ne peut étre clairement établie,
méme si certaines études suggerent que la position génique de 'altération sur LKB1
peut influencer le risque de développer un cancer, suggérant que les différentes
parties de la protéine n’ont pas forcément les mémes propriétés suppressives de
tumeur.

3.1.6 Le polype de Peutz-Jeghers.

Les polypes de PEUTZ-JEGHERS ont un aspect morphologique particulier, gé-
néralement facilement identifiable. Ils peuvent se voir tout le long du tractus in-
testinal, par ordre de fréquence : jéjunum, iléon, colon, estomac, duodénum et
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appendice ceecal. L’aspect macroscopique est peu spécifique : les polypes sont pé-
diculés ou sessiles, ont une surface externe lisse et lobulée et peuvent mesurer de
quelques millimetres a 7 cm.

Au microscope, ces polypes correspondent & des hamartomes®. La composante
épithéliale est du méme type que la muqueuse avoisinante. Les polypes gréliques,
fers de lance de la description, sont constitués de cryptes, glandes et villosités de
taille variable séparées les unes des autres par une arborescence de faisceaux muscu-
laires lisses. A la maniére des ramifications d'un arbre, architecture est complexe
et I’épaisseur des faisceaux musculaires décroit a mesure qu’ils se rapprochent de
la surface du polype. La prolifération musculaire lisse n’est pas spécifique des po-
lypes de PEUTZ-JEGHERS car elle peut s’observer non rarement dans des polypes
d’autre nature, comme les adénomes colorectaux ou les polypes juvéniles [228]. Le
chorion est d’aspect normal. Les glandes peuvent prendre un aspect kystique ou
parfois festonné. L’épithélium est généralement constitué d’entérocytes, de cellules
caliciformes et de cellules de PANETH selon une répartition comparable a la mu-
queuse saine adjacente ; un certain type cellulaire, surtout les cellules caliciformes,
peut néanmoins prédominer en certains secteurs. La surface externe est souvent
érodée avec réaction inflammatoire aigiie et aspect régénératif de 1'épithélium ©.

Les polypes coliques ont généralement le méme aspect mais avec une arbo-
rescence souvent moins complexe et une prédominance de cellules caliciformes.
Récemment, un nouveau critere diagnostique a été proposé pour ces polypes co-
liques. L’arborisation complexe caractéristique est en effet absente dans plus de
la moitié des cas dans cette localisation. Au contraire, comme élément distinc-
tif, était observée une organisation lobulaire des glandes hamartomateuses. Ces
lobules étaient circonscrits par un délicat réseau de fibres musculaires lisses, qui
nécessitait, parfois, une étude immunohistochimique complémentaire pour étre mis
en évidence. Alors que des lelomyocytes en nombre augmenté peuvent aussi étre
observés dans des polypes coliques d’autres natures comme les adénomes tubuleux
conventionnels, ils ne prennent jamais cette disposition arciforme autour des lo-
bules glandulaires. Cette architecture lobulée n’est cependant observée que dans
la moitié des polypes de PEUTZ-JEGHERS gréliques [229]. Les polypes de PEUTZ-
JEGHERS présentent donc généralement, quelle que soit leur localisation, une mor-
phologie distinctive, avec une étroite relation topographique entre les composantes
épithéliale et musculaire lisse.

Deux types de remaniements, classiques, peuvent faire porter a tort un diag-
nostic de transformation maligne. Il s’agit de 'aspect régénératif de 1’épithélium
apres son érosion mécanique, et les faux aspects infiltrants en cas de malposition

5. Agencement anormal de cellules normales normalement présentes dans le tissu atteint, en
proportion similaire.
6. qui ne doivent pas étre pris pour des lésions dysplasiques.
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épithéliale dans la paroi digestive [228, 230]. Ces phénomenes de pseudo-invasion
ou de malposition épithéliale peuvent s’observer dans les polypes, notamment greé-
liques (10% des cas) sous la forme de glandes, non dysplasiques, s’étendant a la
sous-muqueuse, a la musculeuse voire a la sous-séreuse. La composante luminale
exophytique peut méme parfois étre manquante, la 1ésion étant réduite a un no-
dule mural ou a des raptus mucineux pariétaux; on parle alors d’enteritis cystica
profunda. Elle pourrait étre secondaire a un enfouissement glandulaire suite a un
traumatisme du polype. Il parait important de prendre en compte ces potentiels
écueils diagnostiques lors de la lecture des articles décrivant la potentielle trans-
formation maligne des polypes de PEUTZ-JEGHERS.

3.1.7 Apport des modeles murins.

Des modeles murins d’inactivation constitutive (dans toutes les cellules de 1'or-
ganisme) de Lkbl ont été créés. Le knock-out des deux alléles (souris Lkb1—/7)
s’accompagne d’une létalité embryonnaire vers e8.5 — €9.5 avec des anomalies dé-
veloppementales de ’aorte, du tube neural et du placenta. La signalisation VEGF 7
est apparue comme impliquée dans ce phénotype [231-234].

En revanche, lorsqu’un seul allele de Lkb1 est invalidé, également de facon
constitutive (souris Lkb17/7)8 les souris naissent viables et développent un phé-
notype proche du syndrome de PEUTZ-JEGHERS, avec 'apparition de nombreux
polypes hamartomateux intestinaux vers ’dge de 8 mois [231, 232, 234, 235]. Si l'as-
pect morphologique des polypes était superposable a celui observé chez ’homme,
la distribution le long du tractus intestinal était différente, avec une nette prédo-
minance gastrique, alors que la localisation est plutdt grélique chez 'homme?.

Une des grandes questions qui ont été posées sur ces modeles murins d’inactiva-
tion monoallélique de Lkb1 est la suivante. L’inactivation du second allele est-elle
nécessaire a la genese des polypes? Les réponses apportées ont été contrastées.
La plupart des auteurs ont observé que le niveau d’expression de Lkbl dans les
polypes murins était d’environ la moitié de celui observé dans le tissu normal ad-
jacent, suggérant que l'inactivation du second allele n’était pas requise et qu'une
simple haploinsuffisance de Lkb1 était suffisante pour la polypogenése [231, 232,
235]. Cependant, un autre groupe a montré qu’environ un quart des polypes obser-
vés avaient perdu le second allele de Lkb1 et que, dans la moitié des autres polypes,
I’expression protéique de Lkb1 était nulle, suggérant une inactivation épigénétique

7. Vascular Endothelial Growth Factor

8. reproduisant la génétique du syndrome de PEUTZ-JEGHERS

9. Les modeles murins de délétion monoallélique d’Ape, géne responsable de la polypose adé-
nomateuse familiale, s’accompagne également d’une distribution différente des polypes adéno-
mateux le long du tractus intestinal, soulignant la non compléte fidélité aux maladies humaines
des modeéles murins de polypose [236].
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du second allele de LkbI. Selon cette derniere équipe, 'invalidation du second al-
lele est apparue comme importante, mais non absolument nécessaire, pour induire
la polypogenese [234].

Ces différents modeles ont été menés avec des invalidations constitutives et non
conditionnelles du gene, ne permettant pas de répondre a une seconde question
majeure : quel est le type cellulaire a 1’origine de ces polypes ? Une étude a montré
qu’une invalidation monoallélique de LkbI spécifiquement dans les cellules mus-
culaires lisses était suffisante pour induire la polypogeneése [237]. Ainsi, a 'image
de I'aspect microscopique des polypes de PEUTZ-JEGHERS montrant une étroite
relation topographique entre les contingents épithélial et musculaire lisse, ce mo-
dele murin souligne la nature hamartomateuse de ces polypes et leur genese non
cell-autonomous, impliquant un dialogue entre différents types cellulaires.

Quelles voies moléculaires sont impliquées dans la polypogenese de ces diffé-
rents modeles ? La voie mTORCI1 est inhibée par ’AMPK, principale cible positive
de LKB1. De facon intéressante, elle est activée dans la plupart des polypes issus
des modeles murins Lkb1*/~ [238] et dans certains polypes de PEUTZ-JEGHERS
humains [230]. Le traitement par la rapamycine (un inhibiteur pharmacologique
de mTORC1) s’accompagne d’une nette réduction de la taille des polypes chez la
souris [238]. Une autre voie incriminée est celle du TGF 3, impliquée notamment
dans le dialogue entre le tissu mésenchymateux et le tissu épithélial [239]. Dans le
modele de délétion monoallélique de Lkb1 spécifiquement dans le tissu musculaire
lisse, une production diminuée de TGFf par les cellules musculaires lisses était
observée, résultant en une diminution de I’état de phosphorylation de sa cible po-
sitive Smad2 dans les cellules épithéliales avoisinantes. La méme observation a pu
étre faite sur des polypes de PEUTZ-JEGHERS humains, avec une inactivation de
la signalisation TGFS dans les cellules épithéliales au contact des fibres muscu-
laires lisses [237]. La signalisation LKB1 serait donc capable, dans certains types
cellulaires, d’inhiber la sécrétion de TGF/j3, responsable d'une activité non cell-
autonomous. Cependant, le dialogue entre les voies mTORC1 et TGF S n’est pas
encore clairement établi [240], ce qui aurait permis de lier ces deux voies dans la
polypogenése de PEUTZ-JEGHERS .

3.1.8 Une séquence hamartome—cancer dans le syndrome
de Peutz-Jeghers ?
Comme mentionné, les patients porteurs d’un syndrome de PEUTZ-JEGHERS

ont un risque accru de développer des cancers, notamment du tractus intestinal.
A Timage de la séquence adénome—cancer dans le cancer colorectal sporadique

10. Ces deux voies ne sont par ailleurs pas associées aux CHC mutés CTNNB1 dans les diffé-
rentes études transcriptomiques.
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et chez les patients porteurs d’une polypose adénomateuse familiale [241], il est
tentant de considérer le polype de PEUTZ-JEGHERS comme une lésion précurseur
de I'adénocarcinome intestinal chez ces patients.

Cependant, dans les modeles murins LkbIt/~, aucun adénocarcinome intesti-
nal n’est survenu; de plus, les polypes observés ne présentaient jamais de lésions
dysplasiques ou adénomateuses [234], allant contre 'hypothése d’une séquence
hamartome—cancer dans ces modeles.

Chez I'homme, deux visions s’opposent. Celle, classique, et la plus acceptée,
considere que les adénocarcinomes intestinaux chez les patients atteints d’un syn-
drome de PEUTZ-JEGHERS ne se développent pas directement a partir des polypes
hamartomateux, ceux-ci n’étant que des épiphénomenes annexes a la carcinoge-
nese [228, 242]. En effet, méme s’ils sont parfois de grande taille, les polypes ne
présentent presque jamais de zone de dysplasie et de transformation adénomateuse
[228, 243, 244], rendant le polype hamartomateux peu & méme d’étre le précurseur
de la lésion carcinomateuse. La fréquence de la transformation adénomateuse au
sein d'un polype de PEUTZ-JEGHERS est estimée a 2% [230]. De plus, les adé-
nocarcinomes intestinaux survenant chez les patients porteurs d’un syndrome de
PEUTZ-JEGHERS ne présentent généralement pas de reliquat d’un potentiel ha-
martome précurseur [230].

Les partisans de I'hypothese inverse rappellent que, chez les patients porteurs
d’un syndrome de PEUTZ-JEGHERS, la fréquence relative des cancers le long du
tractus intestinal suit la distribution des polypes (i.e. plus souvent gréliques que
colorectaux) alors que les adénocarcinomes intestinaux sporadiques sont dans la
grande majorité des cas colorectaux. L’existence, méme peu fréquente, de lésions
adénomateuses au sein d’'un polype de PEUTZ-JEGHERS plaide en faveur de 'ac-
quisition secondaire d'un second hit génétique pour induire la carcinogenese.

Ce second hit n’est pas la mutation gain-de-fonction de KRAS ni un phéno-
type d’instabilité microsatellite car ceux-ci sont rarement observés dans les ha-
martomes et les adénocarcinomes chez les patients porteurs d’un syndrome de
PEUTZ-JEGHERS [230, 234, 245], contrairement aux adénocarcinomes colorectaux
sporadiques. Ce n’est pas non plus l'invalidation d’APC' car les rares fois ou une
activation de la voie Wnt/fS-caténine est observée dans les polypes et adénocar-
cinomes chez les patients porteurs d’un syndrome de PEUTZ-JEGHERS elle est
secondaire a des mutations activatrices de CTNNBI [230, 245, 246]. Ceci suggere
que I'histogenese moléculaire des adénocarcinomes intestinaux des patients por-
teurs d’'un syndrome de PEUTZ-JEGHERS passe par des voies différentes que celles
observées dans les adénocarcinomes colorectaux sporadiques ; elle semble notam-
ment indépendante de lactivation de la voie Wnt/S-caténine.

Ce second hit pourrait étre 'inactivation du second allele de LKB1, soit par
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LOH!", soit de facon épigénétique par hyperméthylation du promoteur. Comme
nous ’avons vu, la réponse a cette question n’a pas été claire dans les modeles mu-
rins et une conclusion acceptable qui peut étre actuellement retenue est que la perte
du second allele n’est pas requise pour la polypogenese méme si cette perte pour-
rait éventuellement conférer un avantage de croissance au polype. Chez 'homme,
les résultats ont également été treés variables, avec une fréquence de LOH comprise
entre 25 et 38% dans les polypes de PEUTZ-JEGHERS et entre 50 et 100% dans les
adénocarcinomes intestinaux survenant chez les patients porteurs d’un syndrome
de PEUTZ-JEGHERS (revue en [247]). Ainsi, la perte du second allele de LKBI
pourrait étre a l'origine d’au moins une partie des adénocarcinomes intestinaux
survenant chez les patients porteurs d’un syndrome de PEUTZ-JEGHERS.

Cette inactivation secondaire du second allele de LKB1 se produit-elle pour
autant au sein du polype hamartomateux et pas en muqueuse non polypoide ?
Peu d’études sont disponibles car elles sont techniquement difficiles du fait de
la rareté des lésions adénomateuses au sein des polypes dePEUTZ-JEGHERS et
de la nécessité d’utiliser des méthodes de microdissection. Une LOH du locus
LKB1 a pu étre néanmoins observée dans 3/5 cas dans le foyer adénomateux
du polype. Si des mutations de TP53 avec LOH et accumulation nucléaire de la
protéine pouvaient étre observées, aucune mutation de KRAS n’a pu étre mise
en évidence. De méme, un immunomarquage nucléaire de [-caténine n’était que
rarement observé. Les conclusions qui peuvent étre portées sur cette micro-série
est que la perte du second allele de LKBI n’est pas absolument requise pour
I’apparition des foyers adénomateux au sein des polypes; la genese moléculaire
semble de plus passer préférentiellement par l'inactivation de TP53 plutot que
par les autres voies habituellement impliquées dans la carcinogenese colorectale
sporadique (perte d’APC, mutation gain de fonction de KRAS) [230].

Ainsi, les données disponibles actuellement plaident plutot contre une séquence
hamartome—cancer dans le syndrome de PEUTZ-JEGHERS. Les foyers de trans-
formation adénomateuse qui sont trés rarement observés dans les polypes hamar-
tomateux ne seraient que fortuits. A noter que, outre le polype adénomateux, au-
cune lésion précurseur de l'adénocarcinome intestinal survenant chez les patients
atteints d’'un syndrome de PEUTZ-JEGHERS n’a pus étre identifiée, de méme que
dans les cancers extra-intestinaux survenant chez ces patients.

3.1.9 Une théorie possible pour expliquer la carcinogenéese
intestinale.

Un élégant modele pour expliquer la carcinogenese intestinale chez les pa-
tients porteurs d’'un syndrome de PEUTZ-JEGHERS a été récemment proposé par

11. Loss Of Heterozygoty
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MARNIX JENSEN. Il s’est basé sur le postulat que, au sein d’'une méme crypte
intestinale, différents clones progéniteurs coexistent pour donner naissance aux
différentes lignées cellulaires différenciées [248]. Cependant, ces différents clones
subissent entre eux un processus de compétition, faisant émerger au sein de chaque
crypte un clone prédominant [249]. M. JENSEN a pu observer que dans une mu-
queuse intestinale non hamartomateuse issue de patients porteurs d’un syndrome
de PEUTZ-JEGHERS, le compartiment progéniteur était étendu en hauteur, avec
une sélection clonale diminuée. Cet état des choses était vu comme pouvant fa-
voriser statistiquement la carcinogenese intestinale car il induirait une incidence
accrue de mutations stochastiques non sélectionnées dans le compartiment progé-
niteur, augmentant le risque d’acquisition d’'une mutation oncogénique conférant
ainsi un avantage prolifératif au sein d’un clone progéniteur [228]. LKB1 serait
donc requis pour le contrdle spatial du compartiment intestinal souche. Ce mo-
dele est essentiellement théorique mais permettrait aisément d’expliquer la genese
des lésions adénomateuses au sein des polypes de PEUTZ-JEGHERS et surtout des
adénocarcinomes sur muqueuse saine chez les patients porteurs d'un syndrome
de PEUTZ-JEGHERS. Allant également dans le sens d’une participation centrale
des cellules souches intestinales, a été 'observation d’une différenciation anormale
dans les polypes de PEUTZ-JEGHERS gastriques et intestinaux qui présentaient
une raréfaction de certaines lignées cellulaires [250].

Pour conclure sur cette section, LKB1 a été identifié dans le bien caracté-
risé syndrome de PEUTZ-JEGHERS, de surcroit adossé a des modeles murins assez
fideles. Contrastant avec ceci, de trés (trop?) nombreuses inconnues subsistent
concernant les mécanismes de la carcinogenese chez ces patients. LKB1 ne respec-
terait peut-étre pas les canons des genes suppresseurs de tumeurs et les mécanismes
de la carcinogenese médiée par la perte de LKB1 ne suivraient pas ceux habituelle-
ment impliqués dans le carcinome colorectal sporadique, faisant de LKBI un gene
suppresseur de tumeurs tout a fait singulier.

3.2 L’axe LKB1/AMPK.

Le syndrome de PEUTZ-JEGHERS constitue un modele particulierement intéres-
sant de I’étude de LKB1 mais n’a pas permis d’appréhender un des roles majeurs de
LKB1 qui est le controle du métabolisme énergétique cellulaire via I’AMPK. Nous
détaillerons ici les quelques données prouvées concernant les mécanismes d’acti-
vation de LKB1 et de ses roles dans le contrdle de TAMPK et de ses fonctions
physiologiques.
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3.2.1 Régulation transcriptionnelle de I’expression de LKB1.

Etrangement, peu de données existent quant & la régulation transcriptionnelle
de LKBI. Seules les signalisations oestrogene ERa et androgene ont été mon-
trées comme pouvant moduler I'expression transcriptionnelle de LKBI. Cepen-
dant, les différentes conclusions ont montré que cette régulation était dépendante
du contexte cellulaire. Dans la lignée mammaire MCF-7, le 173-cestradiol diminue
le niveau d’expression transcriptionnel et protéique de LKB1 [251] et le knock-
out de ESR1 (gene codant ER«) augmente le niveau d’expression de LKB1 [252].
Cependant, dans I'adipocyte, le 173-cestradiol augmente 1'expression de LKB1 de
fagon dose dépendante [253]. La signalisation androgeéne joue un role superposable
a celle d’ERa dans 'adipocyte.

Dans le contexte du cancer, il a aussi été montré que I'hyperméthylation du
promoteur de LKBI1 pouvait étre observée, s’accompagnant d’un diminution de
la transcription du gene. Ceci a été montré dans des lignées cellulaires [254, 255],
dans des modeéles murins [234], dans des tumeurs issues de patients porteurs du
syndrome de PEUTZ-JEGHERS [255] ainsi que dans certains cancers sporadiques
[256].

Si la méthylation du promoteur peut étre un mécanisme d’inactivation de LKB1
dans le cancer, le peu de données obtenues sur sa régulation transcriptionnelle
dans un contexte physiologique laissent a penser que sa régulation fonctionnelle
est essentiellement post-transcriptionnelle.

3.2.2 DModifications post-traductionnelles de LKB1.

LKB1 est sujet a plusieurs modifications post-traductionnelles. Tout d’abord,
plusieurs résidus peuvent étre phosphorylés. Cependant, méme si ces résidus sont
pour la plupart bien conservés entre les especes, leur état de phosphorylation
ne semble pas modifier de maniére majeure Pactivité kinase de la protéine [216].
Quatre sites sont autophosphorylés par LKB1 (Thr185, Thr189, Thr336 et Ser404)
et quatre autres (Ser31, Ser325, Thr366 et Ser431) sont phosphorylés par des ki-
nases en amont telles que ATM, PRKACA et RP6KA3. Seules les invalidations
du site d’autophosphorylation Thr336 et du site de phosphorylation Ser431 par
PRKACA et RP6KA3 sont capables d’inhiber la croissance de la lignée mélano-
mateuse G361 [217, 257, 258|. La phosphorylation du site Thr366 est dépendante
d’ATM et nécessite une exposition aux radiations ionisantes pour étre effective
[216]. Dans la signalisation glucagon, la phosphorylation par PRKACA permet
d’activer LKB1 dans un modele de foie de rat perfusé [259].

Un site de farnésylation est présent dans le domaine C-terminal de la protéine,
permettant un adressage membranaire. La prénylation de LKB1 ne semble cepen-
dant pas jouer de réle majeur dans le contrdle de I'activité de la protéine [258, 260].
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Cependant, des travaux récents suggerent que LKB1 est surtout présent a 1’état
farnésylé dans la cellule et que cette farnésylation est importante pour 'activation
de PAMPK mais pas des autres kinases en aval de LKB1 [261].

Une acétylation de la protéine est également possible sur différentes lysines,
dont le résidu K78. Cette acétylation semble réguler I'interaction de LKB1 avec
ses partenaires, dont STRAD. La déacétylase SIRT1 régule trés probablement le
niveau d’acétylation de la protéine [262]. Les conséquences fonctionnelles varient
en fonction du tissu. SIRT1 régule négativement LKB1 dans la cellule endothé-
liale [263] mais positivement dans les cellules rénales embryonnaires 293T [262],
hépatomateuses HepG2 et hépatocytaires primaires [264].

Aussi, il apparait que le principal mode de régulation de LKB1 passe par le
contrdle de sa stabilité et de son interaction physique avec ses partenaires et ses
cibles. Comme nous allons le voir dans la sous-section suivante, I'activité de LKB1
est également contrélée par sa localisation intracellulaire, nucléaire ou cytoplas-
mique.

3.2.3 LKBI1 dans un complexe.

LKBI1 peut étre localisée dans le noyau, ot elle est considérée comme inactive 2
et dans le cytoplasme, ot elle est considérée comme active car située dans le méme
compartiment cellulaire que ses cibles [265]. La translocation de LKB1 est médiée
par deux partenaires que sont STRAD (surtout STRADA) et Mo25 [213, 266].
LKBI1 ne semble étre active que liée a ces deux partenaires sous la forme d’un
complexe hétérotrimérique 1 : 1 : 1. L’importance de la localisation nucléaire de
LKBI1 est cependant remise en question actuellement. En effet, cette localisation
nucléaire s’observe dans des expériences de surexpression de LKB1 alors que la
protéine endogene semble étre majoritairement cytosolique et membranaire. En ce
sens, alors que le gene LKBI1 est tres conservé dans le régne animal, la séquence
de localisation nucléaire n’est pas présente dans les homologues de LKB1 chez la
drosophile et Caenorhabditis elegans. Plusieurs données suggerent par ailleurs que
LKB1 est constitutivement active et que la régulation des différents mécanismes
physiologiques qu’elle contrdle dépend de sa localisation subcellulaire [267].

STRAD, dont il existe deux isoformes (STRADa et STRADS !3), est une pseu-
dokinase. Elle est catalytiquement inactive [268] mais conserve des sites de liaisons
a ’ATP et a ’ADP, qui peuvent lui attribuer un rdle de senseur énergétique [269].
Mo25, dont il existe également deux isoformes (Mo25a et Mo253 1) est une pro-
téine d’échafaudage interagissant directement avec LKB1 et STRAD, stabilisant

12. tout du moins en ce qui concerne son activité catalytique...
13. codées par les génes STRADA et STRADB respectivement.
14. codées par les génes CAB39 et CAB39L respectivement.
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'interaction entre ces deux partenaires du complexe d’activation de LKB1 [266,
270].

Outre le classique complexe d’activation LKB1 : STRAD : Mo25, d’autres com-
plexes sont décrits (revus en [271]). D’importance, figure 'interaction de LKB1
avec HSP70'® et CDC37, permettant la stabilisation cytoplasmique de LKB1 et
empéchant sa dégradation protéasomale [272-274]. Cependant, il semble que, pa-
radoxalement, la liaison de LKB1 a HSP70 et CDC37 inactiverait son activité
catalytique [272].

Ainsi, STRAD et Mo25 d’'une part et HSP70 et CDC37 d’autre part, sont
capables de stabiliser LKB1 dans le cytoplasme, mais avec des conséquences diffé-
rentes sur 'activation de la protéine.

3.2.4 P AMPK, principale cible de LKB1.

Une des principales cibles de LKB1 est 'TAMPK. Pour reprendre une compa-
raison de GRAHAME HARDIE ¢, la cellule comporte, comme tout appareil électro-
nique, une batterie rechargeable. Cette batterie est formée des nucléotides ATP et
ADP, interchangeables selon la réaction chimique AT P <> ADP + Pi. Le cata-
bolisme cellulaire et la chaine respiratoire mitochondriale permettent de recharger
cette batterie, qui sera déchargée par la cellule pour les réactions nécessitant de
I’énergie. La génération d’ATP devrait étre équivalente a son utilisation et un
mécanisme de mesure des concentrations en ATP et ADP est nécessaire. Les adé-
nylates kinases permettent de régénérer ’ATP a partir d’ADP, mais en produisant
de 'AMP (2ADP < ATP + AMP). Ainsi, l'utilisation d’ATP se traduit par
une augmentation des concentrations cellulaires en ADP et AMP. Méme si les
concentrations cellulaires en ADP sont presque toujours supérieures aux concen-
trations en AMP, la cinétique d’apparition de I’AMP est plus rapide (voir figure 3.2
page 94). Aussi, un systeme efficace de détection du stress énergétique devrait étre
capable de suivre a la fois le rapport ADP/ATP et le rapport AMP/ATP. Ceci
est réalisé au niveau cellulaire par 'AMPK 7. Basiquement, le rdle de FTAMPK
est d’orchestrer la réponse cellulaire au stress énergétique en inhibant les voies
métaboliques consommatrices d’énergie et en activant celles qui en produisent.
Sa régulation est bien entendu tres complexe et nous allons en présenter ici les
principaux mécanismes.

Dans la cellule, ’AMPK se présente sous la forme d'un complexe hétérotrimé-
rique (voir figure 3.1 page ci-contre) constitué :

— d’une sous-unité catalytique «, a activité Ser/Thr kinase. Il existe deux

isoformes, al et a2. Trois domaines sont présents : un domaine catalytique

15. heat shock 70kDa protein
16. un des spécialistes actuels de TAMPK
17. AMP-activated protein kinase.
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FIGURE 3.1 — Les différentes isoformes des sous-unités «, 5 et v de TAMPK. 1ssu

de [275].

comportant un site de phosphorylation sur le résidu Thr172, un domaine

d’autoinhibition et un domaine de liaison a la sous-unité [.

— d’une sous-unité régulatrice § dont il existe deux isoformes, 51 et $2. Deux
domaines sont reconnus : un domaine de liaison au glycogene dont la signifi-
cation n’est pas encore bien établie et un domaine de liaison aux sous-unités
a et . Il existe aussi dans le domaine N-terminal un site de myristoylation.

— et d’une sous-unité 7y, dont il existe trois isoformes, 1, 72 et 3. Dans

chacune de ces isoformes, quatre domaines CBS (CBS1 et CBS2, CBS3 et

CBS4) répétés en deux tandems sont présents; ils forment deux domaines

BATEMAN et leur role est de lier les nucléotides ATP, ADP et AMP.

Chacune des isoformes des sous-unités «, 3 et v sont codées par des genes différents

avec des profils d’expression variant en fonction des tissus [276], avec douze com-

binaisons théoriques **. Des variants d’épissage sont également possibles. Ce profil

18. Cependant, seulement certaines sont observées physiologiquement.
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d’expression particulier permettrait d’adapter I'activité et les modes d’activation
de 'AMPK en fonction du tissu et de ses contraintes énergétiques.

3.2.5 Activation de ' AMPK.

L’activation de 'AMPK dépend de deux mécanismes coopératifs (voir figure 3.2)
[276-278].

a a-kinase domain ATP

( [T *’*?F! X T
© 00

Protein
phosphatase

Thr172 phosphorylation
| or dephosphorylation

® ATP ® ATP ®
CEE | ADPT F sl ([ AMPT PSR [

| Allosteric activation

ATP

600" §66 7 §66

MNucleatide concentration

Unstressed cell Stressed cell S-mfe}ely stressed cell
ADP/ATP concentration

MNature Reviews | Molecular Cell Biology

FIGURE 3.2 — Schéma classique de 'activation de ’AMPK a : Activation progressive de
’AMPK de facon allostérique par fixation différentielle des nucléotides ADP et AMP sur les différents sites CBS
de la sous-unité régulatrice v et par phosphorylation du résidu Thr172 de la sous-unité catalytique a par LKB1
ou CAMKK2. Le nombre d’étoiles indique le niveau d’activité kinase de TAMPK. b : Variation des concentrations

intracellulaire en ATP, ADP et AMP en fonction du stress énergétique. Issu de [277].
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Le premier est la fixation différentielle des différents nucléotides ATP, ADP et
AMP sur les différents sites CBS de la sous-unité v de 'TAMPK. Le site CBS2 n’a
pas la capacité de se lier & un de ses nucléotides et le site CBS4 est toujours lié a
I’AMP. En revanche, le site CBS1 peut lier 'ATP ou ’AMP et le site CBS3 peut
lier 'ATP ou ’ADP. Les sites CBS1 et CBS3 constituent donc respectivement les
senseurs des ratios cellulaires AMP/ATP et ADP/ATP. A DIétat basal, ces deux
sites CBS1 et CBS3 sont liés a PATP. Un premier niveau d’activation survient
lors d’un stress énergétique modéré avec élévation du ratio ADP/ATP : ’ATP est
remplacé par ’ADP sur le site CBS3. Cette modification va permettre la phospho-
rylation de la Thr172 de la sous-unité a, nous y reviendrons ci-dessous. Un second
niveau d’activation survient dans des conditions de stress énergétique plus marqué
avec de forts ratios ADP/ATP et AMP/ATP : 'ATP du site CBS1 est remplacé
par une molécule d’AMP, augmentant encore plus 'activité kinase de ’AMPK.

Selon ce modele, ’'ADP et 'TAMP agissent comme des activateurs allostériques de
I’AMPK.

Le second mécanisme nécessaire a ’activation de 'AMPK est la phosphory-
lation du résidu Thrl172 de la sous-unité «. Cette phosphorylation ne peut se
produire qu’apres I’échange nucléotidique AT P — AM P sur le site CBS3. Cette
phosphorylation est assurée par LKB1 et accessoirement par CAMKK2. Elle per-
met d’augmenter d’'un facteur 100 le niveau d’activité de TAMPK. LKB1 a une
activité basale importante [279] et la phosphorylation sur le résidu Thr172 se pro-
duit quand le site CBS est lié a 'ATP. En revanche, CAMKK2 nécessite une
augmentation du contenu intracellulaire en Ca?* pour phosphoryler ce résidu.

Le retour a I’état basal se fait par le remplacement progressif des nucléotides
échangés sur les sites CBS1 et CBS3 par des nucléotides ATP, ce qui permet la
déphosphorylation du résidu Thr172 [277].

Une étude récente vient un peu nuancer cette vision des choses. Il semble que
ce soit ’AMP et non ’ADP sur la sous-unité ~ qui soit capable d’induire la phos-
phorylation du résidu Thr172 par LKB1. De méme, I’AMP semble plus efficace que
I’ADP pour inhiber la déphosphorylation de ce résidu [280]. L’AMP serait donc le
régulateur central de TAMPK : activateur allostérique, favorisant la phosphoryla-
tion et inhibant la déphosphorylation.

Plus récemment, un nouveau paradigme semble se dessiner (voir figure 3.3 page
suivante). Si la phosphorylation de 'AMPK par LKB1 peut se faire simplement in
vitro, rendant ce mécanisme indépendant des organelles cellulaires, quelques tra-
vaux récents suggerent que cette interaction est facilitée quand 'AMPK et LKB1
sont adressés a la membrane du lysosome. En effet, une équipe a montré que la
phosphorylation de "AMPK par LKB1 était facilitée par le recrutement de ces deux
protéines sur ’AXINT1 et que la mise en place de ce complexe AMPK/LKB1/AXIN
était initiée par 'AMP [281]. De plus la méme équipe a montré que le complexe



96 CHAPITRE 3. LKBI : KINASE MULTI-TACHES

lysosomal v-ATPase-ragulator, un activateur de mTORCI1, était essentiel pour
Iactivation de TAMPK. Selon leurs données, en condition de stress énergétique,
le complexe v-ATPase-ragulator recrute AXIN/LKB1 au lysosome facilitant la
phosphorylation de 'TAMPK par LKB1. Dans le méme temps, I’Axine inhiberait
l'activité GEF 12 de ragulator, inactivant mTORC1. Ces données offrent une place
de choix au lysosome pour la régulation du métabolisme cellulaire, orchestrant le
switch entre anabolisme et catabolisme en conditions de stress énergétique [282].

High Energy ‘
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FiGURE 3.3 — v-ATPase-Ragulator orchestre le switch entre les signalisations
mTORC1 et AMPK a la membrane lysosomale. Quand les nutriments sont abondants dans le
cellule, la v-ATPase est active et stimule lactivité GEF de Ragulator envers Rags. mTORC]1 est donc activé, or-
chestrant un programme anabolique. En condition de stress énergétique, la v-ATPase et Ragulator sont inactifs et
accessibles a une fixation de I’Axine qui va inhiber l'activité GEF de Ragulator, dissociant le complexe mTORC1
du lysosome. Les concentrations élevées d’AMP accompagnant le stress énergétique facilitent la liaison de 'TAMPK
au complexe LKB1/Axine et sa phosphorylation sur le résidu Thr172 par LKB1. Une partie de PAMPK est donc

recrutée au lysosome pour étre activée, orchestrant un programme catabolique. Issu de [282].

Les roles propres de I’AMPK sont nombreux et concernent aussi bien le métabo-
lisme glucidique, lipidique et protéique que la biogenese mitochondriale, ’autopha-

19. guanine nucleotide exchange factor
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gie, la polarité cellulaire, le cycle cellulaire, etc. Ils sont détaillés dans d’excellentes
revues [276-278] et seront en partie repris dans la section suivante.

3.3 Une kinase multi-taches

3.3.1 Controle des kinases de la famille ARK

Outre 'AMPK, LKB1 est capable d’activer au moins douze autres kinases (voir
figure 3.4 page suivante). Ces kinases appartiennent toutes a la famille de TAMPK
dans le dendrogramme du kinome, leur valant le nom générique d’AMPK-related
kinases (ARK). En particulier, elles partagent la méme séquence peptidique que
I’AMPKa dans leur boucle d’activation. De fagon intéressante, 'activité cataly-
tique de ces différentes kinases est augmentée d'un facteur 50 suite a leur phospho-
rylation par LKBI1, est quasiment nulle dans les cellules n’exprimant pas LKB1
et n’est pas modifiée par des activateurs classiques de ’AMPK comme la phenfor-
mine ou PAICAR [283, 284]. Cette découverte a permis de placer LKB1 au rang
de kinase maitre, en amont de tout un réseau de kinases aux fonctions physiolo-
giques différentes. Ces kinases sont les suivantes : BRSK12°, BRSK2 2!, NUAK1 22,
NUAK2 23, SIK1, SIK2?*, SIK3?°, MARK1, MARK2, MARK3, MARK4 et SNRK.
Huit autres kinases de la famille ARK ne sont pas phosphorylées par LKB1. Une
raison possible pour leur non activation est qu’elles ne possedent pas la séquence
préférentielle de phosphorylation par LKB1, laquelle est la présence d’un résidu
leucine en position 7 — 2 du résidu thréonine a phosphoryler [216].

3.3.2 Controle du métabolisme glucidolipidique.

LKBI1 joue un role majeur dans le métabolisme énergétique cellulaire, en or-
chestrant la réponse métabolique au stress énergétique. Ce role est essentiellement
relayé par '’AMPK, principal senseur énergétique de la cellule et cible positive
canonique de LKB1 (voir figure 3.5 page 99). Cette action se fait essentiellement
par phosphorylation ou par régulation directe d’enzymes du métabolisme :

— T"AMPK favorise I'import de glucose dans la cellule. Le transporteur de
glucose GLUT4, exprimé dans le muscle squelettique et le tissu adipeux,
n’est pas constitutivement actif. Il est en effet présent a 1’état basal au sein
de vésicules cytoplasmiques, qui sont transloquées a la membrane suite a

20. aussi appelée SAD-A
21. aussi appelée SAD-B
22. aussi appelée ARK5
23. aussi appelée SNARK
24. aussi appelée QIK

25. aussi appelée QSK
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FIGURE 3.4 — Activation de la famille des AMPK-related kinases par LKB1. A

N

gauche : Dendrogramme de la branche des AMPK-related kinases dans le kinome humain. En haut et a
droite : Alignement multiple des séquences peptidiques de la boucle d’activation des différentes AMPK-related
kinases. En vert foncé, les résidus totalement conservés. En vert clair, les résidus conservés dans plus de 50%
des séquences. Les astérisques marquent les résidus thréonine et serine de la boucle d’activation, et la téte de
fleche indique le résidu leucine conservé dans toutes les cibles de LKB1. En bas et a droite : Représentation
schématique de 'activation des deux isoformes de TAMPKa et des douze autres AMPK-related kinases par le

complexe LKB1 :STRAD :Mo25. Issu de [216].
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FIGURE 3.5 — Roles métaboliques de 'AMPK. 1ssu de [277].

une stimulation insuline. Il a été montré que ’AMPK, en I’absence d’insu-
line, pouvait également activer I’exocytose de GLUT4. En effet, 'AICAR et
I’exercice musculaire favorisent I'entrée du glucose selon un mécanisme in-
dépendant de la voie PI3BK/AKT. Ceci passe notamment par le controle de
Rab GTPases [276]. Dans le muscle, "TAMPKa2 peut transloquer au noyau,
notamment lors d’un exercice prolongé; cette isoforme pourrait avoir des
effets d’activateurs transcriptionnels sur le gene GLUTY [276, 277, 285].
— T"AMPK favorise la glycolyse. En effet, ’AMPK est capable d’activer par
phosphorylation 'activité phosphofructokinase-2 de I’ enzyme bifonction-
nelle, permettant la phosphorylation du fructose 6-phosphate en fructose
2,6-bisphosphate, lequel est un puissant inducteur de ’activité phospho-
fructokinase -1 (enzyme clé de la glycolyse). Cet effet est cependant limité
aux isoformes II (cardiaque) et III (ubiquitaire) de I’enzyme bifonctionnelle
et non a l'isoforme hépatique qui est controlée par 'insuline et le glucagon
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286, 287].

— I’AMPK inhibe la glycogénogenese et active la glycogénolyse. En effet,
I’AMPK est capable d’inhiber par phosphorylation la glycogene synthase,
enzyme de la glycogénogenese et d’activer par phosphorylation la phospho-
rylase kinase, enzyme de la glycogénolyse [276, 288].

— I"AMPK favorise 'import des acides gras en favorisant la translocation a la
membrane du transporteur CD36, selon un mécanisme non encore élucidé
289].

— T"AMPK active la S-oxydation des acides gras et inhibe la lipogenese. Ceci
est secondaire a l'inhibition par phosphorylation des deux isoformes de
lacétylCoA-carboxylase, enzyme clef de la biosynthese des acides gras. Le
produit réactionnel de ces enzymes, le malonyl-CoA est un puissant inhi-
biteur allostérique de la carnitine palmitoyltransferase CPT1A. La CPT1A
favorise I'import mitochondrial des acides gras qui est ’étape limitante de
la B-oxydation [290, 291].

— I"AMPK inhibe l'estérification des acides gras en inhibant ’activité glycérol
3-phosphate acyltransférase (GPAT) [292].

— I"AMPK inhibe la biosyntheése du cholestérol, en inhibant par phosphoryla-
tion 'HMGCR, enzyme clef de la voie du mévalonate [293].

Cependant, il a été montré que I'implication de ’AMPK dans le métabolisme
passait également par un controle cette fois transcriptionnel de I'expression de
différentes enzymes. L’AMPK est en effet capable de phosphoryler et d’inactiver
SREBF1 (SREBP-1c) dont le role est d’induire un programme transcriptionnel fa-
vorisant la biosyntheése des acides gras?® [294]. De méme, I’AMPK phosphoryle et
inactive CRTC2, co-activateur transcriptionnel de CREB1, lequel controle un pro-
gramme de néoglucogenese 27 [128, 295]. Un niveau supplémentaire de complexité
réside en l'inactivation par phosphorylation des HDAC?® de classe Ila, résultant
en leur séquestration cytoplasmique par liaison aux protéines 14-3-3. En réponse
au glucagon, ces HDAC peuvent étre déphosphorylées et, une fois dans le noyau,
induisent la déacétylation des facteurs de transcription de la famille FOXO, a 'ori-
gine d’'un programme transcriptionnel de néoglucogenese [296]. L’AMPK active
également une autre HDAC qui est SIRT12. Cette activation semble étre secon-
daire & 'augmentation de la concentration cellulaire en NADT 30, Une des fonctions
métaboliques de SIRT1 est de déacétyler et d’activer le facteur de transcription
PPARGCIA, impliqué dans la biogenese mitochondriale et dans la néoglucogenese

297].

26. induction de FASN et ACACA

27. induction de PCK1 et de G6PC

28. Histone DeACetylases

29. SIRT1 fait partie de la classe 11T des HDAC.

30. car la -oxydation est activée par ’AMPK dans un contexte de stress énergétique
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L’ensemble de ces données suggere que '’AMPK, en aval de LKB1, orchestre
un programme métabolique de réponse au stress énergétique en favorisant le ca-
tabolisme et en inhibant ’anabolisme. Cependant, plusieurs modeles murins ont
montré que les choses n’étaient pas si simples et que les roles physiologiques in
vivo de Lkb1 et de I’Ampk n’étaient pas complétement superposables (pour revue
[285, 298, 299]. Par exemple, dans le muscle strié squelettique, les roles méta-
boliques de Lkbl semblent étre relayés par Ampka2 et non par Ampkal [298].
De plus, la délétion hépatospécifique de Lkb1 s’accompagne d’une diminution de
I'activité Ampk et d’une hyperglycémie. Cette hyperglycémie est secondaire a une
production hépatique de glucose accrue suite a la non séquestration cytoplasmique
de Crtc2. De plus, 'hyperglycémie ne répondait pas a la metformine, activateur
de ’Ampk [128]. En revanche, la délétion de Lkb1 spécifiquement dans le muscle
s’accompagne d’une meilleur tolérance au glucose et d’une meilleure sensibilité a
I'insuline [300]. De méme, l'invalidation de LkbI spécifiquement dans le foie ou
le muscle strié s’accompagne respectivement d’une augmentation [128] et d’une
diminution [300] de I'expression de Ppargcla. Si ceci peut peut-étre se voir comme
secondaire a la distribution tissu-spécifique des différents hétérotrimeres afvy de
I’AMPK [285], il est également possible que tous les effets métaboliques de LKB1
ne passent pas exclusivement par ’AMPK, mais impliquent au contraire les dif-
férentes autres kinases de la famille ARK en aval de LKB1 et qui ont aussi une
distribution variable en fonction des tissus [238, 301]. L’expression de LKBI va-
rie également en fonction des organes et du stade de développement [216]. Pour
aller dans ce sens, 'invalidation hépatospécifique d’Ampk (sous-unités al et a2)
[302] ne phénocopie pas celle de Lkb1 [128] décrite ci-dessus : en effet, alors que
lactivité d’Ampk est quasi nulle, les animaux présentent une glycémie normale
que ce soit a jeun ou a 1’état nourri et répondaient comme les animaux controle
a la metformine alors que l'invalidation de Lkbl s’accompagne également dune
activité Ampk quasi nulle mais les animaux présentent une hyperglycémie insen-
sible a la metformine. Pour expliquer ce fait, des données récentes suggerent que
I'inhibition de la néoglucogenese hépatique induite par LKB1 serait en fait relayée
par les kinases de la famille SIK et non par ’AMPK [303].

Les modeles murins ont montré un réle important de 'axe LKB1/AMPK hé-
patique et musculaire pour le controle du métabolisme a ’échelle de 1’organisme
entier. Il en est de méme pour le pancréas ou Lkbl a été montré comme régulant
négativement la taille/masse des cellules 3 et la sécrétion d’'insuline. Les animaux
Lkb1 KO montraient une meilleure tolérance au glucose et des insulinémies plus
élevées [304, 305]. De méme 'axe LKB1/AMPK est impliqué dans le controle de
la prise alimentaire au niveau central [277, 278]. Enfin, 'axe LKB1/AMPK est
impliqué dans le dialogue métabolique interorgane médié par les hormones comme
I'adiponectine, la leptine, la ghréline et le systéme activine/resistine [276].
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Il apparait que LKB1 est également impliqué dans le controle des réserves
énergétiques de I'organisme. Une étude chez Caenorhabditis elegans a montré que
par-4, 'homologue de LKB1, était important lors d’un stade larvaire particulier
appelé dauer. Pendant ce stade, la larve est soumise a des conditions environne-
mentales difficiles et entre dans un état de diapause. Avant d’entrer dans cette
phase, les larves constituent d’importantes réserves glucidiques et lipidiques. Pen-
dant la phase dauer, elle reste active et mobile mais ne se nourrit plus et restreint
ses stocks énergétiques avec augmentation de la durée de vie. L’invalidation to-
tale de par-4 s’accompagne d’'un épuisement tres rapide des réserves énergétiques,
notamment en lipides avec un net raccourcissement de la survie [306]. Le méme
mécanisme a été montré chez le poisson zebre (Danio rerio) chez lequel 'invalida-
tion totale de [kbI induisait une épuisement rapide des réserves énergétiques et la
mort des animaux une fois les réserves du sac vitellin échues [307]. Ainsi, dans ces
deux organismes modeles, LKB1 est nécessaire pour le rationnement des réserves
énergétiques en cas de stress métabolique.

Chez les mammiferes, il est difficile de connaitre la réponse a cette question car
I'invalidation constitutive de Lkb1 est 1étale in utero. En revanche certains signaux
nous indiquent que Lkb1 pourrait avoir le role inverse, i.e. de favoriser 'amaigris-
sement. En ce sens, des souris invalidées pour la tyrosine kinase Fyn présentent
une réduction de leur masse grasse associée a une [-oxydation et une dépense
énergétique accrues avec activation de I’Ampk dans le tissu adipeux et musculaire
strié squelettique [308]. Il a été montré que Fyn était capable de phosphoryler Lkb1
sur les résidus Tyr261 et Thyr365, séquestrant Lkb1l dans le noyau et empéchant
son export cytoplasmique. L’inhibition de Fyn résulterait en la translocation au
cytoplasme de Lkbl et en l'activation de I’Ampk et de la dépense énergétique,
induisant "amaigrissement [309].

LKB1 joue également un role important dans le contréle de 1’autophagie, no-
tamment de la mitophagie. La voie moléculaire particulierement impliquée est la
voie AMPK/ULK1 [310]. L’autophagie est le processus cellulaire de recyclage des
composants cytoplasmiques qui sont dysfonctionnels ou surnuméraires, par leur
encerclement dans des vacuoles autophagiques qui fusionnent secondairement avec
les lysosomes. Le processus est particulierement important en conditions de stress
énergétique ou de jeline pour subvenir aux besoins cellulaires en acides aminés et
substrats énergétiques catabolisables. Parallelement, I'axe LKB1/AMPK favorise
également la biogenese mitochondriale, notamment via 1'induction transcription-
nelle de PPARGC1A (PGCla). Les mécanismes possibles sont nombreux et encore
flous [310]. D’un point de vue finaliste, 'axe LKB1/AMPK jouerait donc un rdle
important dans le controle de la masse mitochondriale intracellulaire, pourvoyeuse
a la fois d’acides aminés et de substrats énergétiques via la mitophagie et d’ATP via
la biogenese mitochondriale et ’'augmentation de la capacité globale de la chaine
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respiratoire [310]. Dans le muscle, I'activation de '’AMPK conduit & une biogenese
mitochondriale accrue avec une meilleure endurance a Ueffort [311].

3.3.3 Controle de la polarité cellulaire.

LKBI1 est un acteur essentiel pour la mise en place de la polarité cellulaire et de
la division asymétrique chez Caenorhabditis elegans [212, 312] et Drosophilia mela-
nogaster [313, 314]. Chez le mammifere, une expérience princeps a été réalisée sur
la lignée carcinomateuse colique LS174T qui n’exprime presque pas LKB1 et qui
ne présente pas de polarisation épithéliale, méme a confluence. Apres transfection
de ces cellules avec un plasmide codant STRADA, inductible par la doxycycline,
et un plasmide codant LKB1, I'ajout de doxycycline au milieu de culture permet
I’accumulation cytoplasmique de LKB1 et la mise en place d'une complete pola-
risation apicobasale avec formation d’une bordure en brosse au péle apical. Cette
polarisation cellulaire se fait en dehors de tout contact intercellulaire, de facon cell
autonomous. De plus, il existe une ségrégation correcte des marqueurs apicaux et
basolatéraux de méme que des complexes jonctionnels autour de la bordure en
brosse (voir figure 3.6 page suivante) [315].

De la méme maniere, LKB1 est nécessaire a la formation d’axones dans des
neurones en culture [316] mais aussi dans des modeles murins d’invalidation neuro-
spécifique de Lkb! ou de deux kinases en aval, (Brsk! et Brsk2) [317]. Un autre
exemple dans lequel LKB1 a montré ses roles dans la polarité cellulaire est ce-
lui du pancréas. La délétion de Lkb1 spécifiquement dans le pancréas entraine le
remplacement progressif des structures acineuses du pancréas exocrine en struc-
tures canalaires; il existe de plus une certaine altération de la polarité cellulaire
qui, sans étre completement perdue, montre quelques défauts d’adressage mem-
branaire de certains marqueurs apicaux ou basolatéraux [318]. Dans les cellules
[-langerhansiennes, la perte de LkbI induit une modification de la polarité cel-
lulaire, qui passe d'un type hépatocytaire a un type apicobasal simple. Dans ce
modele, la taille des cellules est augmentée, et des modifications de la position du
noyau et du cil primaire sont observées. Les fonctions métaboliques sont égale-
ment modifiées car ce phénotype de polarité s’accompagne d’une hypersécrétion
d’insuline par ces cellules [304]. LKB1 joue également un rdle important dans le
controle de la migration cellulaire en inhibant notamment la polymérisation des
microtubules [319].

Cependant, en dehors de ces quelques exemples, le role de LKB1 dans la pola-
rité cellulaire semble étre assez modeste chez les mammiferes. En effet, 'invalida-
tion constitutive de LkbI est 1étale in utero sans que les embryons ne présentent
de défauts évidents de polarisation cellulaire [233]. De méme, dans les différents
modeles murins de syndrome de PEUTZ-JEGHERS, méme au sein des polypes ha-
martomateux, il n’est pas observé d’altération de la polarité épithéliale. En culture



104 CHAPITRE 3. LKBI : KINASE MULTI-TACHES
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FIGURE 3.6 — Polarisation cellulaire induite par LKBI. La lignée cellulaire intestinale colo-
rectale LS174T n’exprime pas LKB1 et ne présente pas de polarité cellulaire en culture. Aprés transfection avec
un plasmide codant LKB1 et un plasmide inductible par la doxycycline codant STRADA, ’ajout de doxycycline
permet 'apparition d’une bordure en brosse. A : Marquage de la villine et de I’actine en présence et en l’absence
de doxycycline. B : microscopie électronique par transmission avec cryofracture et immunomarquage de l’actine
(particule d’or), montrant I'apparition de microvillosités apres traitement par la doxycycline. C : microscopie
électronique a balayage, montrant l'apparition de microvillosités apres traitement par la doxycycline. Issu de

[315].
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cellulaire, I'invalidation de LKB1 dans deux lignées hautement polarisées, MDCK
et CaCo2, ne s’accompagne que d’un retard modéré dans la mise en place de la
polarité cellulaire [267].

D’une fagon générale, a part pour 'axonogenese qui semble passer via BRSK1
et BRSK2, les signaux de polarité induits par LKB1 sont essentiellement relayés
par Pactivation des kinases de la famille MARK 3! [298]. Cependant I’AMPK est
aussi apparue comme étant impliquée, dans certaines conditions, dans la mise en
place de la polarité épithéliale, liant polarité et métabolisme.

Par exemple, chez la drosophile, lkbl n’est nécessaire a la polarisation des
cellules épithéliales folliculaires ovariennes qu’en conditions de stress énergétique
(restriction en glucose et en extrait de levure), et ce d’'une maniére ampk dépen-
dante [320]. Les cellules LS174T sont capables de se polariser, également d’une
maniere AMPK dépendante, quand elles sont traitées avec du 2-deoxy-D-glucose,
un inducteur du stress énergétique [321]. De plus, dans ces cellules, et chez la
drosophile, I'invalidation de LKB1 phénocopie celle de I’ AMPK, indiquant que les
deux acteurs fonctionnent de concert [321]. LKB1 semble donc important dans la
polarité cellulaire en condition de stress énergétique, selon une modalité passant
par 'AMPK.

Le fait que les différents modeles murins d’invalidation de Lkb1 ne présentent
pas de phénotype majeur en termes de polarité cellulaire peut s’expliquer par la
certaine redondance du systéme moléculaire contrdlé par Lkbl et/ou par Ampk
[322]. En effet, des quatorze kinases contrdlées par LKB1, toutes ont virtuellement
la capacité d’activer la mise en place ou la maintenance de la polarité cellulaire,
notamment les deux isoformes de la sous-unité a de 'TAMPK, BRSK1, BRSK2 et
les 4 membres de la familles MARK [323]. De plus, ’AMPK peut étre activée par
CAMKK2 en I'absence de LKB1, en intégrant la signalisation C'a?* 32,

Les roles de LKB1 dans la polarité hépatocytaire ont surtout été étudiés dans
des modeles de culture primaire « en sandwich » d’hépatocytes de rat (revus en
[326]). Dans ce modele, 'invalidation de LkbI empéche la formation d'un réseau
canaliculaire biliaire, d'une fagcon dépendante de ’AMPK car le 2-deoxy-D-glucose
et 'AICAR, activateurs de ’AMPK, sont capables de corriger ce phénotype. In
vivo, le phénotype dépend du moment auquel LkbI est invalidé. Quand LkbI est
invalidé dans le foie adulte, aucun phénotype de polarité hépatocytaire n’est ob-
servé [128]. Quand il l'est au cours du développement, le phénotype de polarité
hépatocytaire est discret, caractérisé par une dilatation canaliculaire et un défaut
d’adressage membranaire de certains marqueurs comme la radixine ou des trans-

porteurs biliaires [327]. S’y associe une cholestase biologique 3.

31. MAP/microtubule affinity-requlating kinase

32. Ceci a été tres bien montré dans le modele de calcium switch dans la lignée rénale canine
MDCK (MADIN DARBY canine kidney) [324, 325].

33. Cette cholestase est cependant essentiellement & bilirubine libre, laissant a penser que
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Si LKB1 semble étre requis pour la polarité cellulaire en conditions de stress
énergétique, il semble que ce soit également le cas en conditions de stress on-
cogénique. De plus certaines données suggerent que la polarité cellulaire induite
par LKB1 exerce des fonctions anti-prolifératives. En effet, les cellules mammaires
MCF10A développent des structures acineuses quand elles sont cultivées dans du
Matrigel. L’invalidation de LKB1 par interférence par I’ARN conduit a une perte
de la polarité de ces cellules; cette perte de polarité s’accompagne alors de la levée
d’un frein sur la prolifération cellulaire induite par MYC'. La perte de leur polarité
est ainsi nécessaire a leur prolifération par 'oncogene MYC [328]. Ce rdle parti-
culier de LKB1 n’est cependant pas observé quand ces cellules sont cultivées en
deux dimensions (culture conventionnelle sur plaques) [329].

3.3.4 Controle de la croissance et de la prolifération cellu-
laires.

Les roles négatifs de LKB1 sur la croissance cellulaire ont surtout été bien
caractérisés dans 'inhibition de la voie mTOR. mTOR est une Ser/Thr kinase qui
est présente dans le cytoplasme au sein de deux complexes différents (voir figure 3.7
page ci-contre) :

— le complexe mTORC1, comprenant MTOR, RPTOR (Raptor), AKT1S1,
MLSTS8 et DEPTOR, est partiellement inhibé par la rapamycine. mTORC1
inteégre de nombreux signaux transduisant 'activité de facteurs de crois-
sance et les quantités locales en nutriments et énergie pour promouvoir la
croissance cellulaire quand les conditions sont favorables, ou le catabolisme
en condition de stress énergétique. Les activités biologiques contrdlées po-
sitivement par mTORCI sont la traduction de protéines, la résistance a
I’autophagie, la biogenese ribosomale, le métabolisme mitochondrial et la
lipogenese.

— le complexe mTORC2, comprenant MTOR, RICTOR, MLST8, MAPKAP1
(Sinl), PRR5 et PRR5L (Protor-1 et -2) et DEPTOR. Il promeut, entre
autres, la survie cellulaire en activant AKT. La rapamycine est capable
également d’inactiver mTORC2, cependant seulement en administration
chronique et dans certains types cellulaires [330].

La signalisation mTOR est impliquée dans de nombreux mécanismes physio-
pathologiques dont le cancer, les maladies cardiovasculaires et métaboliques [331].
Suite a son activation par AKT, mTORCI1 phosphoryle deux cibles importantes
impliquées dans la traduction des ARN : I'activateur traductionnel RPS6KB1 (p70
S6 kinase) est activé suite a sa phosphorylation alors que le répresseur traduction-

I'origine de ’hyperbilirubinémie n’est pas uniquement secondaire & un défaut de sécrétion hépa-
tocytaire de bile.
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nel et EIFAEBP1 (4E-BP1) est inhibé par sa phosphorylation. L’activation de
mTORCI résulte donc en une induction de la synthese protéique, notamment de
protéines oncogéniques comme MYC, HIF1A et CCND1 (cycline D1).

mTORCI est régulé négativement par le complexe TSC134/TSC23% /TBC1D7.
Ce complexe est inhibé par sa phosphorylation par AKT, MAPK ou RSK, trans-
duisant la signalisation de différents facteurs de croissance comme EGF, IGF et
insuline. A I'inverse, ce complexe est activé suite a sa phosphorylation par TAMPK,
empéchant I'activation de mTORCI1 en conditions de stress énergétique. AMPK
inhibe également mTORC1 en phosphorylant RPTOR. Cependant, I’activation de
mTORCI1 ne peut avoir lieu qu’en présence de quantités suffisantes d’acides ami-
nés, notamment en leucine. Les mécanismes cellulaires impliqués dans le sensing
des acides aminés sont encore mal caractérisés ; ils impliquent notamment les GT-
Pases Rag, le complexe Ragulator et la v-ATPase, tous localisés a la membrane

34. hamartine
35. tubérine
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lysosomale [332]. Cette régulation complexe de mTORC1 permet que son activa-
tion par les facteurs de croissance et la signalisation AKT ne soit effective qu’en
présence de conditions favorables en termes d’énergie et de contenu intracellulaire
en acides aminés.

Le principal role de mTORC2 est de phosphoryler AKT sur le résidu Ser473,
augmentant fortement son activité. L’autre résidu dont la phosphorylation est
requise pour lactivation d’AKT est la Thr308, phosphorylé par la PI3Kinase.
mTORC2 phosphoryle et active également PRKCA (PKCa) et SGK1. La résul-
tante est une stimulation de la croissance et de la prolifération cellulaires. mTORC?2
est également impliqué dans le cytosquelette. Sa régulation est encore peu connue;
'insuline semble 'activer mais les intermédiaires ne sont pas encore définis [332].

Des mécanismes de rétro-controle négatif existent. mTORC]1 est capable de
freiner la signalisation des facteurs de croissance en promouvant la dégradation
d’TRS1 ou la stabilisation de GRB10, un frein a la signalisation des facteurs de
croissance. RPS6KB1, cible positive de mTORC1 exerce un rétrocontrole négatif
en inhibant par phosphorylation la PI3K et le complexe mTORC2 (sur RICTOR
et MAPKAP1 (Sinl)).

In vivo, il a été montré que LKB1, via ’AMPK, controle négativement la voie
mTORCI1. La délétion de LkbI spécifiquement dans le pancréas s’accompagne
d’une augmentation du volume des cellules p-langerhansiennes, phénomene dis-
paraissant suite & un traitement par la rapamycine, inhibiteur de mTORC1 [304,
305]. Le méme phénomene est observé quand Lkb1 est invalidé spécifiquement
dans le coeur avec apparition d’un phénotype d’hypertrophie myocardique, corrigé
également par la rapamycine [333]. De méme, la voie mMTORCI est activée dans les
polypes de PEUTZ-JEGHERS [238, 334, 335] et dans les cancers du poumon avec
perte-de-fonction de LKBI1 [336, 337].

Les roles de LKB1 dans le contrdle de la croissance et de la prolifération cel-
lulaires ne se limitent pas au controle négatif du complexe mTORC1. LKB1 est
impliqué dans I'apoptose en contrdlant positivement TP53 [338] et CDKN1A 36
[339, 340] selon des mécanismes actuellement peu clairs. D’autres acteurs sont
également identifiés [240, 323]. A noter qu’ATM, kinase impliquée dans le check
point du dommage de I’ADN, est capable d’activer LKB1 par phosphorylation
[257].

Enfin, des réoles de LKB1 dans le processus mitotique en tant que tel ont aussi
été rapportés et semblent passer essentiellement via ’AMPK. L’AMPK est en effet
capable de bloquer la phase .S du cycle cellulaire quand les conditions énergétiques
sont défavorables et est apparue également comme régulateur de la phase M,
avec une implication dans l'orientation du fuseau mitotique et dans la cytokinese
(cytodiérese) et une association topographique au centrosome et au fuseau [341—

36. qui code, P21, inhibiteur de kinases cycline-dépendantes.
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344]. De fagon importante, la perte de fonction de 'ampk chez la drosophile induit
aneuploidie et instabilité chromosomique [320, 321].

3.3.5 LKBI1 : oncogéne ou gene suppresseur de tumeur ?

Les roles physiologiques de LKB1 sont de limiter ’anabolisme, la croissance et
la prolifération cellulaires tout en favorisant le catabolisme et la polarité. L’inté-
gration du contexte énergétique cellulaire permet a LKB1 de lier ces différentes
fonctions a I’état nutritionnel de la cellule. S’agissant la de fonctions cellulaires ca-
noniques classiquement dérégulées dans le cancer [345], il n’est pas surprenant d’ob-
server que LKB1 est considéré comme un gene suppresseur de tumeurs. Concep-
tuellement, différents auteurs ont attribué les réles de LKB1 dans la polarité [346],
le métabolisme [310] et la croissance cellulaire [323] comme autant de freins po-
tentiels a la tumorigenese.

Chez 'Homme, plusieurs points supportent ce role de suppresseur de tumeurs.
Tout d’abord, l'invalidation germinale de LKBI cause le syndrome de PEUTZ-
JEGHERS, syndrome de prédisposition au cancer avec un risque relatif d’environ
18 par rapport a la population générale [223, 224]. Le sujet épineux de la nécessité
de I'invalidation du second allele a déja été abordé précédemment. De plus, LKB1
est également muté de fagcon somatique dans certains cancers sporadiques comme
les adénocarcinomes bronchopulmonaires (environ 10 — 40%) [337, 347-351], les
adénocarcinomes biliaires et pancréatiques (environ 5%) [352] ou les carcinomes
épidermoides du col de 'utérus (environ 20%, avec une progression tumorale plus
rapide) [353]. Les mutations de LKB1 restent rares dans les autres types tumoraux
[240]. Les études anciennes souffrent cependant de limites méthodologiques pour la
détection des mutations®” [240]. L’invalidation épigénétique de LKB1 par hyper-
méthylation de son promoteur est également une modalité classique d’inactivation
de LKBI1 dans les cancers [255] mais n’a malheureusement pas été étudiée de fagon
extensive. A noter que les mutations des génes codant les protéines situées en aval
de LKB1, sont rarissimes dans le cancer, probablement en raison de la redondance
fonctionnelle de ces différents acteurs [323].

L’apport des modeles murins a cependant nuancé ce role suppresseur de tu-
meurs de LKB1 (pour revue [354]). En effet, le modele Lkb1*/~ constitutif s’ac-
compagne d’'une polypogenese hamartomateuse intestinale, mais sans apparition de
cancers intestinaux [231, 232, 234, 235, 237, 238]. Des cancers touchant d’autres or-
ganes surviennent cependant, mais avec une pénétrance faible et une latence assez
longue (voir tableau 3.2), suggérant que d’autres hits oncogéniques sont nécessaires
pour induire la carcinogenese.

37. La technique MLPA (Multiplex Ligation-dependant Probe Amplification) est le gold stan-
dard actuel [240].
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Organe Pénétrance Age Commentaires  Réf.

Foie 70%(9) 40 semaines LOH [355]
20%(Q) Morphologie variée*

Endometre 25 —50% 50 semaines AK bien diff.** [356]

Os 2 —-100% 40 semaines T. ostéogéniques?  [357]

Tableau 3.2 — Tumeurs malignes chez les souris Lkb1+/~. *CHC et adénomes.** Adénocar-

cinomes bien différenciés.

Avec des approches spécifiques d’organe, I'invalidation totale (biallélique) de
Lkb1 dans I'endometre (pénétrance : 65%, latence : 36 semaines) [356] et le sein
(pénétrance : 20%, latence : 46-85 semaines) [358] s’accompagne de I'apparition de
carcinomes infiltrants ; cependant, dans la prostate [359] et le pancréas [318, 340],
seules des tumeurs bénignes ou de simples 1ésions pré-néoplasiques sont observées,
et dans d’autres organes, aucun processus tumorigene ne se produit.

En revanche, la perte de Lkb1 accélere la tumorigenese induite par la perte de
fonction de genes suppresseurs de tumeurs comme Tp53 et Pten ou par le gain
de fonction d’oncogenes comme Kras muté. Les exemples incluent le carcinome
bronchopulmonaire (modele Lkb1!e*/+ / Lkbilov/lor . Kras@2P + AdV-Cre® en
aérosols ) [337], le CHC (modele Lkb1*/~; Tp53~/~4%) [360], 'adénocarcinome
pancréatique (modele Lkb1'%/+; Krast'?P: Pdxi-Cre*) [340], les tumeurs papil-
laires urothéliales (modele Lkb1'o*/'ov . Ptepler/lor . Ah-CreERT?) [240], etc.

Ces différents modeles illustrent le role suppresseur de tumeurs de LKB1 es-
sentiellement dans le cadre d’'une oncogenese médiée par la perte d'un autre gene
suppresseur de tumeurs ou par l'activation d'un oncogene. Isolément, son invali-
dation biallélique ne semble pas suffisante pour induire 'apparition de cancers.
En ce sens, les mutations de LKB1 dans les adénocarcinomes bronchopulmonaires
humains sont tres souvent associées a des mutations inactivatrices de TP53 ou
activatrices de KRAS [337, 347-351]. Ils permettent en outre d’appréhender une
question actuellement encore en suspens : qui de la perte totale ou de I’haploin-
suffisance de LKB1 est importante dans 'oncogenese ? Les divergences de réponses
apportées dans la littérature peuvent s’expliquer en partie par des écueils métho-
dologiques : microdissection ou non des cellules tumorales, technologie employée
(immunohistochimie, western blot, expression des ARNm...). Certains auteurs pro-
posent que c’est finalement le dosage absolu en LKB1 qui serait important, la perte

38. Adnéovirus codant la recombinase Cre

39. Par rapport aux souris hétérozygotes, les souris homozygotes pour 'invalidation de Lkb1!
présentent une latence diminuée pour l'apparition des cancers pulmonaires, avec un spectre
microscopique plus large

40. Probable LOH Lkb! dans les CHC

41. Absence de LOH Lkb! dans les tumeurs infiltrantes
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totale s’accompagnant éventuellement d’une progression plus rapide mais I’hémizi-
gotie n’étant pas pour autant complétement neutre [298]. LKBI ne suivrait donc
pas stricto sensu un modele d’invalidation « a la KNUDSON » caractérisant les
genes suppresseurs de tumeurs classiques mais plutot une modulation progressive
de son niveau d’expression a la maniére d’un rhéostat [361].

A Dinverse, certains travaux suggérent que LKBI peut également se comporter
dans certaines situations comme un véritable oncogene. En effet, les fibroblastes
embryonnaires (MEF) issus d’embryons de souris Lkb!~/~ sont résistants a la
transformation induite par différents oncogenes comme HRAS ou l'antigene T'
de SV40 [234]. De méme, LKB1 semble également étre requis pour la survie des
cellules tumorales en conditions de stress énergétique comme une privation en
glucose du milieu de culture [362, 363].

Le métabolisme des tumeurs est souvent différent de celui de leur tissu d’ori-
gine. Le terme générique d’« effet WARBURG » a été proposé pour illustrer un type
d’adaptation métabolique particulier par les cellules tumorales. De facon schéma-
tique, l'effet WARBURG permet la redirection des différents substrats métaboliques
non pas vers le catabolisme, producteur d’énergie, mais vers I’anabolisme, produc-
teur de biomasse. En effet, la croissance tumorale dépend plus de la biodisponibi-
lité en substrats bioformateurs*? qu’en substrats énergétiques®. Le switch entre
catabolisme et anabolisme implique de nombreux mécanismes différents, aboutis-
sant basiquement & une glycolyse accrue non couplée au métabolisme oxydatif
mitochondrial, méme en conditions aérobies. On parle volontiers de « glycolyse
aérobie ». En d’autres termes, les atomes de carbone des différents substrats ne
sont pas dirigés vers 'oxydation et leur transformation en COy dans la mitochon-
drie, mais vers la synthese de précurseurs bioformateurs protidiques, lipidiques et
nucléotidiques dans le cytoplasme [364].

Comme principal régulateur du switch anabolisme—catabolisme en conditions
de stress énergétique, plusieurs travaux décrivent I'implication de 'axe LKB1/AMPK
dans I'adaptation métabolique de la cellule cancéreuse (revus en [365]). La perte
de l'activité AMPK est observée dans plusieurs types tumoraux et coopere avec
les altérations moléculaires oncogéniques drivers pour faciliter la croissance et la
prolifération cellulaire en favorisant ’anabolisme. La perte de LKB1 permet de
promouvoir 'effet WARBURG dans les cellules tumorales [366]. En revanche, 'ac-
tivation de ’AMPK peut aussi conférer, dans certains contextes, un avantage de
survie aux cellules tumorales en permettant une plasticité de ’adaptation méta-
bolique cellulaire, notamment en conditions de stress énergétique. De telles condi-
tions peuvent s’observer quand la néovascularisation tumorale n’est pas encore

42. pour permettre les syntheéses protéiques, lipidiques, nucléotidiques, etc. nécessaires a la
formation de deux cellules filles & partir d’une seule cellule mére.

43. les besoins énergétiques d’une cellule tumorale sont en effet généralement moindres qu’une
cellules spécialisée non-tumorale.
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mise en place ou alors fonctionnellement incompétente pour subvenir aux besoins
métaboliques de la cellule tumorale. En effet, dans différentes lignées cellulaires
carcinomateuses, le stress énergétique induit I’apoptose ds cellules invalidées pour
LKB1 ou AMPK [367, 368].

D’un point de vue conceptuel, LKB1 /AMPK peut étre considéré comme jouant
un role duel dans la tumorigenese (voir figure 3.8) :

de par le contréle négatif de LKB1 sur la croissance et ’anabolisme et la
prolifération cellulaire et son réle positif sur la polarité cellulaire et la struc-
ture épithéliale, 'invalidation biallélique de LKBI1 serait importante pour
permettre I'acquisition d’un phénotype prolifératif, invasif et métastatique.
Un switch métabolique vers ’anabolisme aux dépens du catabolisme et 1’ac-
tivation de mTORC1 participerait également a la formation de la biomasse
tumorale, selon 'effet WARBURG.

cependant, LKB1 pourrait étre requis dans d’autres contextes afin de per-
mettre I'adaptation métabolique et la survie de la cellule cancéreuse en
conditions de stress énergétique.

enfin, I’hémizygotie LKB1 constituerait un état intermédiaire entre ces deux
situations, ou la question du « dosage » cellulaire en LKB1 pourrait inter-
venir.

AMPK “ON" AMPK “OFF"

. Megative
A onie
LEB1 Agonist R dirtnr

Inhibitor

Pro-tumor Anti-tumor Pro-turnor Anti-turmor
= Mitophagy = p63 Checkpoing » TGrowth (mTOR) «lMetabolic Masticity
« FAD » LGrowth (mTOR) s ThMatabalism (HIF-1a) = NADPH / Redox
» Coll Survival » TProliferation (p53) sJAutophagy

FIGURE 3.8 — Roles duels de 'axe LKB1/AMPK dans le cancer. Issude [365].

Ce modele pourrait expliquer les discordances qui sont parfois observées entre
les différents modeles murins et la longue latence de I'apparition de cancers consti-
tués dans les modeles murins haploinsuffisants ou hypomorphes pour Lkb1.
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3.3.6 LKBI1 et autres voies

Différentes études ont fait état d’'un dialogue entre la signalisation LKB1 et
d’autres voies de signalisation comme les voies Wnt/f-caténine, Notch et Hippo.
Certaines données suggerent également que LKB1 pourrait se localiser au cil pri-
maire, participant a la signalisation Sonic/Hedhehog [369, 370]. Les éléments bi-
bliographiques seront développés dans les parties « Résultats » et « Conclusion »
de ce mémoire.
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Chapitre 4

Hypothese de travail et plan
expérimental

Le chapitre 2 de cette introduction nous a permis de présenter 'incroyable di-
versité morphologique et moléculaire des CHC et de définir le groupe des CHC
porteurs d’une mutation activatrice de CT'NNB1 comme constituant une entité
morphologique a part, tres homogene. Homogene sur le plan moléculaire car consti-
tuant invariablement un groupe distinct de tumeurs dans les analyses a haut débit
et dans les études moléculaires plus ciblées. Homogene également sur le plan mor-
phologique avec un phénotype propre contrastant nettement avec celui des autres
CHC. Ce phénotype se caractérise notamment par :

une absence d’instabilité chromosomique,

une non-association statistique aux facteurs étiologiques du VHB et de la
NASH,

I’appartenance a un groupe transcriptomique caractérisé par une signature
« métabolisme des acides aminés » et une régulation négative de la signature
« stress »,

la possible apparition sur un foie non cirrhotique,

la non association aux signatures / groupes de CHC « AKT/mTOR » et
« progéniteur »,

une architecture microtrabéculaire ou acineuse avec acquisition d’une pola-
rité apicobasale de type simple dans les structures acineuses,

un métabolisme particulier conduisant a 1’absence d’accumulation intracy-
toplasmique de lipides (absence de stéatose),

un relatif meilleur pronostic, méme si cela reste incertain.

Comme nous 'avons vu dans la section 2.4.5 page 76, ce phénotype est peu a
méme d’étre directement expliqué par la seule activation de la S-caténine dans ces
tumeurs, pointant la nécessité d'un acteur intermédiaire.
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Par approche candidate, nous avons émis ’hypothése que ce candidat pouvait
étre LKB1.

En effet, LKB1 pourrait a lui seul expliquer ’ensemble du tableau morphomolé-
culaire des CHC mutés CTNNB1, par ses roles physiologiques dans le métabolisme,
la polarité et la croissance cellulaires et dans le maintien de l'intégrité génomique.
De plus, LKB1 étant habituellement considéré comme un gene suppresseur de tu-
meurs, son activation dans les CHC mutés CTNNBI pourrait expliquer leur relatif
meilleur pronostic.

Peu d’études ont analysé 'implication de LKB1 dans le CHC. Le modele murin
Lkb1%/~ permet I'apparition de CHC au bout de 40 semaines avec une pénétrance
de 20 & 70% en fonction du sexe. De maniere intéressante, le spectre morpho-
logique est trés varié, incluant méme des adénomes hépatocytaires. Cependant,
le délai assez long de 'apparition des tumeurs sous-entend que l'invalidation de
Lkb1 facilite 'apparition ou la progression de tumeurs mais qu’elle n’est pas pour
autant suffisante et requiert des hits oncogéniques supplémentaires. En ce sens,
quand Tpb3 est invalidé, la délétion de Lkbl permet une oncogenese plus rapide
(modele Lkb1+/~: Tp53~/~). Chez 'homme, contrairement aux carcinomes bron-
chopulmonaires, les mutations de LKB1 sont tres rares dans le CHC. Le CHC ne
figure notamment pas comme un des cancers classiquement associés au syndrome
de PEUTZ-Jeghers. Dans une série de 80 CHC, une seule mutation faux sens de
LKB1 a été observée; la perte allélique du locus LKB1 était observée dans 22%
des cas et alors toujours associée a une étiologie VHB [371]. Malheureusement,
aucune précision quant a la morphologie de ces tumeurs n’a été apportée. De plus,
I’hyperméthylation du promoteur de LKB1 semble étre un évenement rarissime
dans le CHC [372]. Cependant, une étude plus récente a montré par immunohisto-
chimie qu’environ 40% des CHC présentaient une perte de 'expression protéique
de LKB1; ces tumeurs étaient associées a une moins bonne survie, a des grades et
stades plus élevés ainsi qu’a la présence d’une invasion vasculaire [373]. L’ensemble
de ces données tend a suggérer que dans une partie des CHC, LKB1 se comporte
comme un gene suppresseur de tumeurs. Cependant, il n’est pas connu si ce groupe
de CHC inclut ceux mutés CTNNBI.

Selon notre hypothese, les mutations activatrices de CTNNB1 dans le CHC
induiraient 'activation de LKB1 dans les cellules tumorales pour conférer a ces
tumeurs leurs caractéristiques phénotypiques propres. LKB1 serait requis pour
I’hépatocarcinogenese médiée par les mutations activatrices de CTNNBI, ne jouant
donc pas un role de gene suppresseur de tumeurs. Cette hypotheése sous-entend
deux questions différentes :

— Existe-t-il un dialogue entre les voies de signalisation Wnt/[-caténine et
LKB1 dans I’hépatocyte normal et tumoral 7 En d’autres termes, S-caténine
est-elle capable d’induire I'activation de LKB1 et LKB1 est-il nécessaire a
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la signalisation de [3-caténine dans le foie et les CHC mutés CTNNB1 ?

— Les réles de LKB1 dans le foie sont-ils compatibles avec le phénotype des
CHC mutés CTNNB1 ? En d’autres termes, LKB1 est-il capable d’empé-
cher I'accumulation de lipides (i.e. 'apparition d’une stéatose) dans le foie
normal et les CHC mutés CTNNB1?

Pour répondre a la premiere question, nous avons utilisé plusieurs approches
qui nous ont permis de discerner un lien fort entre les deux voies de signalisa-
tion, (-caténine et LKB1. Le dialogue entre ces deux voies est cependant apparu
comme étant fonction du type cellulaire, du stade de développement et du contexte
oncogénique. Les résultats sont présentés dans le premier chapitre de la partie
« Résultats ».

La seconde question a été abordée grace a deux modeles murins d’invalidation
hépatospécifique de Lkb1, I'un dont 'invalidation se produit au cours du dévelop-
pement embryonnaire, ’autre dont I'invalidation se produit dans le foie adulte. Les
résultats obtenus ont identifié, comme attendu [128], un role répresseur de Lkbl
sur la néoglucogenese et la biosynthese des acides gras. Cependant, les voies mo-
léculaires impliquées dans ces fonctions n’ont pas été celles habituellement en aval
de Lkbl comme ’Ampk. Au contraire, nous avons mis en évidence un dialogue
inattendu avec la voie Insuline/Akt. Ces données sont présentées dans le second
chapitre de la partie « Résultats ».

Enfin, le troisieme chapitre des « Résultats » présente la caractérisation biochi-
mique et fonctionnelle d’une nouvelle isoforme de LKB1 que nous avons identifiée
(AN-LKB1). Les roles différentiels de cette isoforme sur l'activité de l'isoforme
habituelle de LKB1 en termes de polarité, de métabolisme et de prolifération cel-
lulaire, nous ont permis de lui attribuer des réles physiologiques et oncogéniques
particulierement intéressants dans certains tissus. Cependant, méme si nous I’avons
initialement mise en évidence dans des lignées hépatomateuses comme controlée né-
gativement par $-caténine, elle ne semble pas jouer de réle majeur dans le contexte
de I'hépatocarcinogenése car nous n’avons pas pu la mettre en évidence dans des
CHC humains, quel que soit leur statut mutationnel CTNNBI .
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Chapitre 1

Dialogue entre LKB1 et la voie
Wnt / 5-caténine dans le foie.

1.1 Introduction

Ce chapitre décrit les résultats que nous avons obtenus concernant 1’existence
éventuelle d'un dialogue entre les voies de signalisation LKB1 et Wnt/j-caténine
dans le foie. Selon notre hypothese de travail, 'activation de [-caténine devrait
étre en effet capable d’induire I'activité LKB1 dans les CHC mutés CTNNBI afin
de leur conférer leurs caractéristiques phénotypiques propres.

Dans une petite série de quatorze CHC humains (sept mutés CTNNBI et
sept non mutés) avec pour chacun un fragment apparié de tissu hépatique non
tumoral, nous avons tout d’abord observé par western blot une fréquente induction
de 'expression protéique de LKB1 et de son partenaire Mo25 dans les CHC mutés
CTNNBI1 par rapport au tissu non tumoral adjacent, alors qu’une telle induction
était rarement observée dans les CHC non mutés CTNNBI (Figure 1A).

En utilisant des ARN interférents dirigés contre CTNNB1 dans deux lignées
hépatomateuses humaines comportant des altérations gain-de-fonction du gene
CTNNBI1, HuH6 et HepG2, nous avons pu montrer que l’expression protéique de
LKBI1 diminuait suite a I'inactivation de [-caténine oncogénique dans ces lignées,
selon un mécanisme post-transcriptionnel (Figure 2). Cette expérience nous a de
plus permis d’identifier une nouvelle isoforme de LKB1 qui sera détaillée dans le
3¢ chapitre des « Résultats ».

Pour aller un peu plus loin dans la compréhension de ce dialogue entre LKB1 et
la voie Wnt/f-caténine, nous avons développé deux modeles murins d’invalidation
hépatospécifique de LkbI selon la stratégie Cre/LoxP :

— T'un permettant l'invalidation fonctionnelle de Lkb1 dans le foie embryon-

naire, vers el10.5, alors que les cellules ciblées sont au stade hépatoblaste.
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Dans ce modele, les exons III & VI de LkbI' sont flanqués de sites LoxP
[234] et une recombinase Cre constitutivement active est placée sous le
contrdle transcriptionnel d’un promoteur hybride Albumine-afetoprotéine
[374](AlFp-Cre), réalisant le modele Lkb1'/1°%: A[Fp-Cre, ci-aprés nommé
LKBKQ#vemb,

— le second modele permet l'invalidation fonctionnelle de LkbI dans le foie
adulte, apres injection de tamoxifene. La construction LkbI est la méme que
dans le modele précédent mais la recombinase Cre utilisée est inductible par
le tamoxifene et est placée sous le controle transcriptionnel du promoteur
hépatospécifique de la transthyrétine [375] ( Ttr-CreERT?), réalisant le mo-
dele Lkb1low/lo . Ttr-CreER™?, ci-aprés nommé LKBKO!™ad,

Le phénotype observé entre ces deux modeles était tres différent. Si les ani-
maux LKBKO!™¢ ne présentaient pas de phénotype global patent, si ce n’est
une hyperglycémie modérée a jeun, les animaux LKBKO"™ naissaient de facon
mendélienne mais présentaient un retard de croissance postnatale s’installant vers
I’age de 12 jours et mourraient entre J25 et J30 dans un contexte de cachexie et
de cholestase biologique (Figure 3A-D).

Le degré de prolifération hépatocytaire (immunomarquage Ki67) était égale-
ment différent entre les deux modeles. Si elle était induite chez les animaux KO
dans le modele LKBKO" en accord avec le role suppresseur de tumeur connu
pour LKBI, elle était inhibée dans le modele LKBKO"™e™ (Figure 3E-F).

Par analyse transcriptomique, 122 genes étaient différentiellement exprimés
(p<0.05 et fold change>1.2) entre KO et controles dans le modele LKBKQ!%vad 2
et 253 (p<0.01 et fold change>1.5) dans le modele LKBKO!"em 3 Seuls 5 génes
étaient communs aux deux listes*, dont Agzt (impliqué dans le métabolisme éner-
gétique des acides aminés et dont nous reparlerons dans le 2¢ chapitre des « Ré-
sultats » (Figure 3G).

L’ensemble de ces données indique que les roles de LKB1 dans le foie ne sont
pas les mémes au cours du développement et a 'age adulte, la délétion de Lkb1
dans I’hépatoblaste ne conduisant pas au méme phénotype que sa délétion dans
I’hépatocyte mature.

Nous avons ensuite étudié les conséquences de 'invalidation de LkbI sur 'ac-
tivation de [-caténine dans nos deux modeles, afin de savoir si Lkbl était requis
a la signalisation [-caténine dans le foie.

Concernant le zonage lobulaire hépatique dépendant de [-caténine, dans le
modele LKBKO!24 ] n’était pas observé d’anomalie de la distribution zonale de
Iexpression de Glul, géne cible classique de [-caténine dans le foie et d’expres-

qui codent la majeure partie du domaine kinase de Lkbl.

sacrifice une semaine apres injections de tamoxifene et apres 16h de jefine.
sacrifice a 5 jours de vie.

Agzt, Ces3a, Esrl, Gramdlc et Slpi.

= N
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sion habituellement péricentrolobulaire (Figure 4C). A l'inverse, dans le modele
LKBKO!emb  Pexpression centrolobulaire de Glul était presque absente (Figure
4A-B), indiquant que l'invalidation de LkbI pourrait avoir des conséquences fonc-
tionnelles importantes sur le programme transcriptionnel hépatique de [-caténine
si effectuée au stade d’hépatoblaste et non a un stade d’hépatocyte mature.

Parallelement, par RT-PCRq, le programme transcriptionnel de [-caténine
était profondément affecté dans le modele LKBKO! ™ dgs 8 jours de vie et en-
core plus a I'dge de 14 jours, avec répression des génes cibles positifs ® et induction
des genes cibles négatifs® de S-caténine (Figure 4E).

Dans le modeéle LKBKO!*%  ce programme n’était altéré que pour un set parti-
culier de genes cibles de S-caténine ; de plus, ce programme spécifique était directe-
ment dépendant du statut nutritionnel, avec un plus grand nombre de genes cibles
de -caténine qui étaient altérés”, et de facon plus marquée, chez les animaux a
I’état nourri par rapport aux animaux a jeun (Figure 4D).

Ceci est particulierement intéressant car, chez des souris normales, Azin2 et Sps
montrent une expression transcriptionnelle tres dynamique en fonction de ’état
nutritionnel avec une expression plus forte a jeun qu’a 1’état nourri; I'expression
de Nkd1 est quant a elle plus stable (Figure supplémentaire 1).

Ainsi, LKB1 est apparu comme requis pour l'activation complete du pro-
gramme transcriptionnel de [-caténine dans le foie mais de facon dépendante du
stade de développement et du contexte nutritionnel.

Afin d’expliquer la cholestase biologique de type obstructif observée dans le
modele LKBKO!%*m (Figure 5A-B), nous nous sommes penchés sur le réseau ca-
nalaire biliaire intrahépatique de ces animaux. A I'age de 3 semaines de vie, les
structures biliaires portales demeuraient a un état immature de « plaque ductale »
(Figure 5C). Pour en savoir un peu plus, des femelles gestantes issues du modele
LKBKO!"emb ont été sacrifiées vers e17.5-¢18.5. A ce stade de développement em-
bryonnaire, les animaux LkbI KO présentaient une maturation biliaire portale
bloquée a un stade de « plaque ductale » et de canaux asymétriques, alors que
les animaux controles présentaient un engagement beaucoup plus avancé vers la
tubulogenese biliaire avec présence de canaux symétriques (Figure 5D et Figure
supplémentaire 2). En ce sens, les acteurs clés de la tubulogenese biliaire, et dont
I'invalidation dans le foie embryonnaire conduit a un phénotype de paucité des
voies biliaires (Hnflb [376], Hnf6 [377], Yap [160] et la voie Notch [55-57] (voir
page 1.1.4 page 22 et suivantes)) n’étaient exprimés que sur le versant portal des
canaux biliaires asymétriques chez les animaux mutants alors que ce marquage
était circonférentiel dans les structures biliaires des animaux controles (Figures

5. Azin2, Sp5, Glul, Lect2, Cyp2el, Nkd1 et Agp9.
6. Gis2, Hal et Argl.
7. dont Axin2, Sph, Lect2, Cyp2el, Argl et Gls2, mais pas Glul ni NkdI.
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supplémentaires 3 et 4). Il n’était cependant pas possible de déterminer, sur la
base de 'analyse morphologique, si la distribution asymétrique de ces différents
acteurs était secondaire ou causale u blocage de la maturation des canaux biliaires
intrahépatiques chez les animaux KO.

Nous nous sommes intéressés a la voie Notch car nous avons observé par RT-
PCR quantitative que I'expression de genes cibles positifs de la voie Notch (Hes1,
Heyl, Heyl et Nrarp) était diminuée chez les animaux LKBKO"*™ KO & 8 et
14 jours de vie par rapport aux contrdles (Figure 6A). Pour aller plus loin, nous
avons sacrifié a 5 jours de vie des souris invalidées pour la voie Notch dans le
foie embryonnaire (modele Rbpj'®/'®; AlFp-Cre [55, 57], nommé NotchKOQ!vem®
par la suite) ainsi que des souris du méme age issues du modele LKBKO!"e™ . De
facon intéressante, I'expression protéique de Lkb1 était diminuée dans le foie des
souris NotchKO!™e™ K par rapport aux souris controles (Figure B). Des puces
transcriptomiques ont été réalisées et ont révélé la présence de 253 genes diffé-
rentiellement exprimés entre souris sauvages et KO dans le modele LKBKOQ!vemb
(voir précédemment) et 237 pour le modele NotchKO! "™t : de fagon intéressante,
un grand nombre de génes (55 genes, soit environ 20 — 25% de chaque liste) étaient
communs aux deux listes (Figure 6C). Nous avons alors étudi¢ par GSEA® ces
deux modeles et avons observé que la signature « LkbIl » était significativement
enrichie dans le profil génique des souris NotchKO'"e™ et vice versa (Figure 6D).
Ces données suggerent que LKB1 et la voie Notch dialoguent entre elles dans le
foie embryonnaire, notamment pour la mise en place de la tubulogenese biliaire.

Apres avoir montré que [-caténine activée controlait I'expression protéique
de LKB1 et que LKBI1 était nécessaire a l'activation complete du programme
transcriptionnel de S-caténine dans le foie, nous avons cherché a savoir si LKB1
était également requis pour la survie hépatocytaire dans un contexte [-caténine
activé, comme il peut se voir dans les CHC mutés CTNNB1. Pour répondre a cette
question, nous avons croisé le modele LKBKO!*™ avec un modeéle dans lequel
I'exon IIT de Ctnnb1? est flanqué de sites LoxP [378], aboutissant en un modele
dans lequel une activation du signal S-caténine coexiste avec une invalidation de
Lkb1. Alors que la probabilité mendélienne était de 1/4, aucun animal n’est né
avec le double génotype parmi 21 souriceaux nés. En sacrifiant une femelle gestante,
nous avons observé que le double génotype induisait une mortalité in utero avant
el7.5 avec présence de foyers de nécrose hépatocytaire (Figure 7TA), indiquant
la nécessité de la présence dans le foie de Lkbl dans ce contexte embryonnaire
hépatique [-caténine activé.

Nous avons aussi croisé le modele LKBKO" avec un modele murin de car-
cinome hépatocellulaire. Dans ce dernier modele, 'oncogene Myc est placé sous

8. Gene Set Enrichement Analysis
9. qui code le domaine de dégradation de [-caténine.
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le controle transcriptionnel du promoteur de l'isoforme hépatique de la pyruvate
kinase (Pklr-Myc) [379]. Ces souris développent des carcinomes hépatocellulaires
dont la grande majorité présente des mutations activatrices de Ctnnb! [175]. Nous
avons obtenu des souris Lkb1'%/"%  Ttr-Cre ERT? ; Pkir- Myc dans lesquelles I'inva-
lidation de LkbI peut étre obtenue dans les tumeurs hépatiques apres injection de
tamoxifene. Parmi les tumeurs que nous avons analysées, la perte de Lkb1 s’ac-
compagnait d’'une grande altération de la cytologie avec fréquente apoptose des
cellules tumorales, confirmant 'importance de I'expression hépatocytaire de Lkb1
dans un contexte tumoral [-caténine activé (Figure 7B).

Enfin, les orthologues humains ont été attribués a la liste des 253 genes diffé-
rentiellement exprimés dans le modele LKBKO!*™ et nous avons intégré 3 souris
Lkb1 KO et 3 souris sauvages pour LkbI a un jeu librement accessible de don-
nées transcriptomiques de CHC annotés sur le plan mutationnel [116]. De fagon
intéressante, les 3 souris sauvages pour Lkb1 étaient retrouvées dans le groupe
des CHC mutés CTNNBI alors que les 3 souris Lkbl KO 1'étaient dans celui des
CHC non mutés C'TNNB1, montrant la présence d’une signature transcriptionnelle
d’activation de LKB1 dans les CHC mutés CTNNB1 (Figure 1B).

1.2 Reésultats

Les résultats détaillés sont présentés sous la forme d’un article en prépara-
tion.
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Abstract

Background & aims:

Hepatocellular carcmomas (HCC) with activating mutations of the gene encoding for beta-
catenin (CTNNBI) constitute a very homogeneous group of tumors. In a candidate approach,
we tested if liver kinase B1 (LKBI1) encoded by the STK /! gene, could be a potential mediator
of the singular phenotype of CTNNBI-mutated HCCs.

Methods

We used hepatoma cell lines to knock down CTNNBI with small interfering RNA and
developed two transgenic mouse models in which Lkbl was specifically deleted i the liver
both during development and in the adult after tamoxifen injections. The phenotype of these
mice were analyzed by biological analysis, immunohistochemistry and micro-arrays.

Results

We showed that the proteic expression LKBI is controlled by beta-catenin signaling, and that,
m return, LKBI1 drives a specific CTNNBI genetic program in the embryonic and adult lver.
We also demonstrated that LKBI1 is required for the development of the hepatic metabolic
zonation, but is dispensable in the adult although it differently impacted the beta-catenin
transcriptional program during different nutritional stages. We also observed that LKBI1 is
required for the intrahepatic bile duct development during the tubulogenesis step. Finally our
result indicated that LKB1 is required for the survival of beta-catenin-activated embryonic
hepatoblasts as well as beta-catenin-activated tumor hepatocytes.

Conclusion

These data showed that LKBI is required for full activation and repression of a subset of beta-
catenin target genes in the liver, pointing out a complex cross-talk between LKB1 and beta-

catenin signaling depending on the developmental stage and nutritional status.



Introduction

Among the large histological and molecular heterogeneity of hepatocellular carcinomas (HCC),
tumors with activating mutations of the gene encoding beta-catenin (CTNNBI) constitute a very
homogeneous subgroup of tumors [1]. Indeed, CTNNBI-mutated HCCs frequently display a
microtrabecular or acinar growth pattern, with acquisition of a simple-type apico-basal polarity
and are almost never steatotic [1]. Oppositely, non CTNNBI-mutated HCC are often
macrotrabecular, with conservation of a hepatocyte-type polarity, or complete loss of cell
polarity, and are frequently steatotic [1]. About one third of HCC carry CTNNBI activating
mutations [2] and these tumors were also described to be well-differentiated, cholestatic [1],
chromosomally stable [3, 4, 5] and to have a relatively better prognosis [6]. They are not
associated with hepatitis B virus infection [3] and can arise in non-cirrhotic livers [7].

The role of beta-catenin signaling i the liver physiology is important and varies depending on
the developmental stage (for review [8]). In the adult liver, it is a key actor of the liver lobular
zonation inducing the peri-venous metabolic fate of hepatocytes while mhibiting the periportal
one [9]. In the liver development, the impact of the Wnt/beta-catenin pathway is less understood
[10]. It has been shown that beta-catenin signaling impedes on the cell fate of hepatoblasts
mnducing therr commitment to the cholangiocyte lineage [11].

In a candidate-gene approach, we identified liver kinase Bl (LKB1), encoded by the STK/I
gene, as a potential mediator of the singular phenotype of CTNNBI-mutated HCCs. LKBI1, in
a heterotrimeric complex LKB1/STRAD/Mo25, is a multi-task serine/threonine kinase that
controls cell metabolism, polarity and proliferation (for review [12]). One of the main targets
of LKBI1 in the control of metabolism is the AMP-kinase. In a context of energetic stress, a
high AMP/ATP ratio induces AMPK activation to favor energy-producing catabolic pathways
and to inhibit energy-consuming anabolic pathways. In that sense, LKB1 negatively controls

the synthesis of lipid in the liver although the exact mechanism is still unclear [13]. In addition,



LKBI is a pivotal determmant of apical epithelial cell polarity [14] in a cell-autonomous
manner [15]. Fmally, LKBI1 is implied in the control of cell proliferation, growth and death
through at least the AMPK/mTOR and TP53 pathways [12]. Thus, the morphologic specificities
of CTNNBI-mutated HCCs (the lack of steatosis and the presence of an apical polarity) suggest
that LKBI1 could be a bona fide candidate to explain theirr singular phenotype. Furthermore,
STK11 is recognized as a tumor-suppressor gene [16] and could thus account for the better
prognosis of CTNNBI-mutated HCCs. In our hypothesis, n CTNNBI-mutated HCCs, activated
beta-catenin signaling would induce LKBI1 expression to confer to these tumors their singular
phenotype.

In this work, we showed that a LKB1 signature is indeed expressed n CTNNBI-mutated HCCs
and we describe a complex cross-talk between beta-catenin and LKBI signaling pathways in
the liver. We found that activation of LKBI1 is required for the survival of CTNNBI-activated
hepatic progenitors as well as CNNTBI-activated tumor hepatocytes. We also found LKBI1 as

anew actor of bile duct morphogenesis, through a probable crosstalk with the Notch pathway.



Patients, material and methods

Tumor specimens

We retrospectively selected fourteen patients treated for liver cancer in Cochin Hospital (Paris,
France). All tumor samples were frozen after surgery in accord with French law and ethical
guidelines. The mutational activation status for CTNNBI gene was assessed both by the
characterization of the mutation and by the induction of glutamine synthetase expression by
immunostaining of paraffin sections, as previously described [1]. For each patients, both tumour
and non-tumour liver samples were studied.

Animals

Mice carrying two floxed alleles on the exons III to VI of the LkbI gene (Stk11™*)[19] were
mterbred with Ttr-CreER” (LKB1™9) [9] or AIFp-Cre (LKBI1™m) [20] mice. Stkl1'¥;Ttr-
CreER" mice were also crossed with Pklr-Myc transgenic mice, which express the oncogene c-
myc in the liver under the control of liver pyruvate kinase regulatory regions [2]. All animal
procedures were carried out according to French legal regulations and approved by an ethical
committee. All mice were kept in well-controlled animal housing facilities and had free access
to tap water and food pellets (A03 diet, SafeDiets), except otherwise specified. Intra-peritoneal
Tamoxifen mjections (1.5 mg/day, 3 consecutive days) were performed i inducible models
both in mutant and control mice and sacrificed by cervical dislocation at indicated times. Only
male mice were studied in the LKB1"™* model.

Cell culture, transfection assay

HepG2 and HuH6 cells were grown in Dubelcco’s modified Eagle’s medium (DMEM, Gibco,
Life Technologies, Carlsbad, CA) with 4.5g/L glucose supplemented with 10% heat-inactivated
fetal bovine serum (FBS) and 100U/ml penicillin/streptomycin at 37°C in 5% CO2. For siRNA
transfections, cells were seeded in 6-well plate (0.3x106 cells per well) and reverse-transfe cted

with 100 pmol of siRNA in the presence of Lipofectamine RNAimax reagent (Life



Technologies), according to the procedure provided by the manufacturer. The siRNA obtained
from Life Technologies were for CTNNBI Stealth Selected RNAIiTM siRNA
named HSS102460, HSS102461, HSS102462. StealthTM RNAi negative control duplex
(referred as SC) was used as negative control for sequence independent effect. Cells were
collected 72h after transfection. Protein and mRNA were respectively extracted in 2X Laemmli
buffer (Sigma) and Trizol reagent (LifeTechnologies), according to the manufacturer
mstructions.

RNA extraction and RT-PCR.

Total RNA was extracted from mouse tissues and cell lmes with Trizol Reagent (Life
technologies) according to manufacturer’s protocol. Reverse transcription was performed from
1 pg of total RNA using Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche Diagnostics)
and random hexamer as primers. Quantitative PCR reactions were run using the Light Cycler
480 Sybr Green I Master kit (Roche) and specific primers (Eurogentec) on a Light Cycler 480
thermocycler (Roche). Values were normalized with Rnl8s ribosomal RNA.

Primers sequences are indicated in the following table.

Species | Gene Sequence

Human | AXIN2 | Fwd gctgacggatgattccatgt

Rv actgcccacacgataaggag

Human | S7TK/I! | Fwd | caacgaagagaagcagaaag

Rv tttcctgeatgecacaca

Mouse | Axin2 | Fwd gagagtgagcggcagage

Rv cggctgactegttctect

Mouse Sp5 Fwd | aggacaggaaactgggtcgt

Rv gatggctcggactttgga

Mouse Glul | Fwd ctegetetectgacctgtte




Rv ttcaagtgggaacttgetga
Mouse Lect2 | Fwd | cccacaacaatcctcatttca
Rv gitagcccatggtcctgeta
Mouse | Cyp2el | Fwd | ccaccagcacaactctgagata
Rv cccaataaccctgtcaatttett
Mouse Nkdl | Fwd cactgttggtcgaggceact
Rv cacttctagggggaagtc gtc
Mouse Agp9 | Fwd | cctgaagagctgtctggcetaa
Rv gettgagcaatagagecaca
Mouse Gls2 Fwd | gtatgacttctcgggccagt
Rv tcctgacacagetgacttgg
Mouse Hal Fwd | ttcatgatagcccactgcac
Rv agatgaagggtgocacagag
Mouse Hesl Fwd | tgccagctgatataatggagaa
Rv ccatgataggctttgatgacttt
Mouse Heyl Fwd | catgaagagagctcacccaga
Rv cgccgaactcaagtttce
Mouse Heyl Fwd | catgaagagagctcacccaga
Rv cgccgaactcaagtttee
Mouse | Nrarp | Fwd gectacacatcgecgcettt
Rv ttggccttggtgatgagata

Immunoblot analysis




Total protein extracts from various mouse and human tissues were obtained from 20-200 mg of
frozen tissue that was bead-mill homogeneized m lysis buffer (50 mM Tris-HCl pH 7,4, 150
mM NaCl, | mM EGTA, 1 mM DTT, 0,1 mM AEBSF, 1% Triton X-100, supplemented with
a mixture of protease and phosphatase inhibitors (Roche) in a 10ul/ug ratio using a
TissueLyser disruption system (Qiagen, Hilder, Germany). Samples were centrifuged at 13,000
g for 10min at 4°C and supernatant was collected and keptat -80°C until analysis. Proteins were
resolved by SDS—PAGE, transferred to nitrocellulose and blocked with 5% BSA or 5% milk.
Blots were incubated with specific primary antibodies overnight at 4°C, washed, incubated with
the corresponding horseradish peroxidase-conjugated secondary antibodies (CellSignaling) and
developed by enhanced chemiluminescence (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA). Images
were recorded using a super CCD camera of 3.2 megapixels driven by the LAS 4000 mini
device (GE Healthcare). Primary antbodies were from SantaCruz (LKBI, clone Ley37D/G6),
Cell Signaling Technologies (LKBI, clone D60CS5, M025, gamma-tubulin and beta-actn) and
BD Biosciences (beta-catenin and glutamine synthase).

Blood biochemistry

Capillary glucose was measured from tail blood using an AccuCheck device with corresponding
strips. Bilirubin and ALAT levels were measured from plasma using the Bilrubin SF and
ALAT SF kits from Diasys according to the manufacturer mstructions.

Immunohistochemistry and in situ hybridization

Mouse liver were minced in 3mm-thick sections and fixed in 10%formalin for 12 hours and
embedded in paraffin. For morphological analysis, dewaxed 2um sections were stained with
hemalun and eosin. The protocol for glutamine sythetase immunohistochemistry and in situ
hybridization has been previously described [9].

CK19 and Ki67 immunostaining procedures were performed on Sum thick dewaxed tissue

section, boiled in pH6 citrate buffer for 40 minutes and incubated for 1h at room temperature



with primary antibody (CK19: gift from Sylvie Germain, Ki67/MIB1 : Dako). After incubation
with biotinylated secondary antibody, an avidin-biotin amplification step was performed
(Jackson laboratories) followed by a diaminobenzidine-based revelation (Jackson laboratories)
and counterstaining in hemalun.

For immunostaining of developping bile ducts, embryos were fixed at 4°C for 4h in 4%
paraformaldehyde in PBS, washed overnight in PBS and embedded in paraffin. Tissue sections
were retrivaled by boiling for 10 min in pH6 citrate buffer, permeabilized for 15 minutes with
0.3% Triton X-100-PBS, and blocked in 3% mik/10% BSA/0.3% Triton X-100 in PBS for 45
minutes at room temperature. Primary antibodies were purchased from Sigma (Lamin),
SantaCruz (HNF4, HNF6 and HNF1beta), BD biosciences (E-cadherin), Chemicon (S0x9),
R&D systems (osteopontin) and Epitomics (Yap). Anti-HES1 and Notch2-ICD antibodies were
provided by B. Stanger’s lab. Incubation of primary antibodies was performed in 3% milk/10%
BSA/0.3% Triton X-100 in PBS for 1 hour at 37°C. Washes were done with 0.1% Triton X-
100 m PBS three times for 5 minutes each. Secondary antibodies Alexa Fluor® conjugated
(LifeTechnologies). Washes were repeated with 0.1% Triton X-100-PBS three times for 5
minutes each and slides were mounted i Dako® fluorescent mounting medium (Dako).
Fluorescence was immediately observed with a Zeiss Axiovert 200 mverted fluorescence
microscope. All the pictures were taken using a Coolpix 995 digital camera (Nikon).

Genome wide expression analysis

Three hundred ng of total RNA were reverse transcribed following the Genechip Whole
transcript (WT) Sense Target labelling assay kit (Affymetrix). The resulting cDNA was used
for in vitro transcription with T7 RNA pol. After purification, 10 pg of cRNA was used for
reverse transcription with random primers. The cDNA obtained was purified and fragmented.
After the control of fragmentation using 2100 Bioanalyzer, ¢cDNA was end-labelled with biotin

using Terminal Transferase (WT terminal labelling kit, Affymetrix). c¢cDNA was then



hybridized to GeneChip® human Gene (Affymetrix) at45°C for 17 hours. Chips were washed
on the fludic station FS450 following specific protocols (Affymetrix) and scanned using the
GCS3000 7G. The mmage was analyzed with Expression Console software (Affymetrix) to
obtain raw data (cel files) and metrics for Quality Controls.

Statistical analysis of microarray data

Microarray data were analyzed using R-based BRB-ArrayTools. Briefly, differentially
expressed genes were identified by a univariate two-sample t-test with a random variance
model. Individual genes were selected on the basis of both statistical significance (p<0.001)
and fold change difference between the compared groups. Permutation p-values for significant
genes were computed based on 10,000 random permutations. For class comparison analysis,
the false discovery rate was below 0.5%. Class prediction was performed using 7 algorithms
(compound covariate predictor, 1- and 3-nearest neighbors, nearest centroid, support vector
machines and Bayesian compound covariate) and misclassification rate was computed using a
leave-one-out cross-validation method. Multidimensional scaling of tissue samples was done
with BRB using the default options. Clustering analysis was performed with Cluster 3.0
software using the uncentered correlation and average linkage options. Data were further

visualized with TreeView 1.6.



Results

Oncogenic beta-catenin drives LKBI1 expression in liver cancer cells.

We first analyzed LKBI expression in a small series of 14 human HCCs selected from the files
of the pathology department of our institution according to their CTNNBI mutational status (7
with CTNNBI mutation and 7 without CTNNBI mutation). Total proteins were extracted from
cryoconserved tumor samples and from matched non-tumor liver sample for each patient. We
observed that, n CTNNBI-mutated HCCs, the proteic expression of LKB1, as well as its partner
Mo25, was frequently enhanced when compared to matched non-tumor liver samples. The very
high protein expression of glutamine synthase (GLUL), a well-known beta-catenin target in the
liver [17] confirmed that the beta-catenin pathway was indeed activated in these tumors. In non
CTNNBI-mutated HCCs, such findings were rarely observed (figurel A). Our results indicate
that LKB1 protemn is accumulated in a large subset of CTNNBI-mutated HCC.

We then addressed the question of whether mutated beta-catenin was able to control LKBI
expression in liver tumor cells. HuH6 and HepG2 are two hepatoma cell lines with gain-of-
function alterations of CTNNBI (respectively p. G32V mutation and p.25 140 deletion, both in
the DNA sequence encoding for the degradation domain of beta-catenin)>. In both cell lines,
sIRNA against CTNNBI resulted in a decrease of LKBI1 protein expression paralleling beta-
catenin invalidation (Figures 2A and 2C). This was not related to a non-specific effect of the
siRNA strategy because scramble RNA in both cell lines and siRNA number #2 (which targeted
the deleted p.25 140 mRNA CTNNBI sequence) in HepG2 cells did not modify LKBI1 protein
expression when compared to control cells (Figure 2C). beta-catenin silencing also induced a
large increase of the short deltaN isoform of LKBI1 we recently described [18] (Figure 2A).
However, this short isoform should not play any substantial role in the liver physiology and
carcinogenesis because it is not expressed in the normal liver parenchyma neither in HCCs

(Figure 1A). By RT-qPCR, mRNA expression of LKB] did not change upon beta-catenin



silencing while the expression of the canonical beta-catenin-target gene AXIN2 was strongly
reduced (Figure 2B). These results indicate that oncogenic beta-catenin positively controls the

LKBI protein expression in liver tumor cells at a post-transcriptional level



LKBI differently controls the beta-catenin genetic program in the adult and embryonic livers.

To better understand the role of LKB1 in the liver, we specifically deleted LkbI in the
embryonic liver as well as in the adult liver by a Cre-LoxP strategy using dedicated Cre mice.
We used the Lkb1"""x mouse model in which exons III to VI of LkbI (encoding for the main
part of the kinase domain) were flanqued with LoxP sites [19]. In the A/Fp-Cre model, Lkbl
was deleted in embryonic liver as soon as E10.5 [20], animals were named LKBKOUivemb The
adult liver model was created using the tamoxifen-inducible tool, Ttr-Cre-ERT? mice [9] and
produced animals that we named LKBKO"2d mice. After confirming that LkbI was efficiently
deleted in the liver of the two models (Figure 3A), we studied the phenotype of these mice. As
expected, as LKB1 is known to suppress liver neoglicogenesis [13, 21] mutant LKBKOLivad
mice displayed a weak hyperglycemia during fasting but did not reveal major abnormality
(Figure 3D and data not shown). At the opposite, LKBKOMemb revealed a very different and
dramatic phenotype. Mice were born in a mendelian frequency, but showed a severe growth
retardation beginning at post-natal day 12 leading to the early death of the KO mice between
day 25 and day 30 (Figure 3B and 3C). Furthermore, they were cholestatic, as previously
described [22], as evidenced by elevated serum bilirubin levels (Figures 5A and 5B).
Regarding hepatocyte proliferation, as evidenced by Ki67 immunostaining, we observed that
both models also resulted in different phenotypes. Hepatocyte proliferation was induced in
LKBKOM & mutant mice (Figure 3E), in line with the tumor suppressive functions of LKBI,
but was strongly repressed in LKBKOLVemb mytant mice, whereas LKBKOL1Vemb control mice
experienced the normal period of postnatal hepatocyte proliferation (Figure 3F).

We then analyzed by microarray the genetic program controlled by LKBI1 both in the
LKBKOLivemb mice when animals were 5 days old, and in the liver of fasted LKBKOULMV2d mice
one week after Tamoxifen mjection. 253 non redundant genes were found to be differentially

expressed between the mutant and control in the embryonic model (fold change >1.5, p<0.001)



(Supplementary table 1) while 122 were found in the liver of fasted LKBKO"2d mice (fold
change >1.2, p<0.05) (Supplementary table 2). Surprisingly, only five genes including Agxt, a
gene specifically expressed i the liver that is mvolved in the gluconeogenesis from the amino-
acid serine [23], were commonly regulated between the mutant and control mice in both models
(Figure 3G and Supplementary table 3), poimting out the strong implication of the
developmental stage when studying the role of LKBI in the hver.

To address whether LKB1 is required for the beta-catenin signaling in the liver, we examined
the liver zonation in our both models of LkbI liver invalidation. We observed that Lkbl was
required for the development of zonation i the early stage of liver development, but was not
required for its mamtenance in the adult liver. Immunohistochemistry and in situ hybridization
for Glul (glutamine synthase) [9, 17] showed that Lkb1 deletion strongly affected liver zonation
in immature liver of LKBKOVvemb mice, with almost complete loss of the perivenous
expression of Glul (Figures 4A and 4B). Accordingly, by RT-qPCR, the expression of different
positive beta-catenin target genes (Axin2, Sp5, Nkdl, Glul, Cyp2el, Lect? and Agp9) was
strongly reduced in KO mice and the expression of negative beta-catenin target genes was
mnduced (Gsi2, Argl, Hal) (figure 4E), as soon as postnatal day 8 and even more evidently at
postnatal day 14.

In contrast, LKBI1 appeared to be dispensable for the control of liver zonation in the adult liver
as evidenced by a normal glutamine synthase immunostaining in the LKBKOM Y2 mice (Figure
4C). However, we observed that LKB1 affected the beta-catenin transcriptional program in
hepatocytes during the fasted-fed transition. We showed by RT-qPCR that several positive
target genes (Axin2, Sp3, Lect2 and Cyp2el) were strongly reduced and that negative target
genes (Argl and Gls2) were induced n KO mice in the fed state. In contrast, only the expression
of Lect2, Cyp2el, Argl, Gls2 and Hal were perturbed during fasting. A small subset of beta-

catenin target genes (Glul, Nkdl and Agp9)was not impeded by LkbI invalidation whatever the



nutritional status (Figure 4D). Interestingly, in normal mice, the expression of Axin2 and Sp5
(deregulated only in fed LKBKOU"ad mutant mice) showed a very dynamic expression
according to the nutritional cycle, whereas the expression of NkdI (not deregulated in
LKBKOMvad mytant mice whatever their nutritional status) was relatively stable during feeding
and fasting (Supplementary Figure 1).

These data show that LKBI is required for full activation and repression of a subset of beta-
catenin target genes in the liver. These results also point out the complex cross-talk between
the LKB1 and beta-catenin signaling and highlighted the key role of the developmental stage

and nutritional status in this dialog.



LKBI is a new actor of bile duct development.

To investigate the etiology of cholestasis (Figures 5A and 5B) in the LKBKOMvemb model, we
examined the mtrahepatic bile duct system. During the normal development, hepatic progenitor
cells adjacent to the portal vein undergo a ductal commitment and form a monolayer structure
known as the ductal plate. Then, prior to birth, tubulogenesis occurs at discrete points along the
ductal plates giving rise to asymmetric ducts, symmetric ducts and then to mature bile ducts.
Asymmetric ducts are lined by Sox9+/CK19+ (cholangiocyte-like) cells on their portal layer
and by HNF4+ (hepatoblast-like) cells on their parenchymal layer [24]. We stained biliary
epithelial cells with cytokeratine 19, an excellent marker of cholangiocytes. In control livers,
one to two mature bile ducts were integrated mnto the portal mesenchyme of each portal tract at
postnatal day 21. In contrast, CK19-positive cells were visible as ductal plate-like structures in
the mutant animals, indicating that tubulogenesis did not occurred (Figure 5C).

We then analyzed the bile ducts morphogenesis at e18.5, an important developmental stage for
the bile duct development [25]. We observed that at this developmental stage, bile ducts were
symmetric in control mice and mainly asymmetric mn mutant mice (Figure 5D and
Supplementary figure 2). These results identified LKB1 as a new actor of bile duct
morphogenesis, crucial for the transition of asymmetric ducts to symmetric ducts.

Intrahepatic bile duct morphogenesis is a complex developmental process that requires the
cooperation of several actors [10, 24]. Besides Hnflbeta, Hnf6 and Yap, all described to give
rise to a bile duct paucity phenotype when mnvalidated in the embryonic liver [26, 27, 28], the
Notch pathway also plays major roles in the bile duct morphogenesis ; mice nvalidated for
Rbpj, a key component of the Notch pathway, in the embryonic liver display severe cholestasis
with postnatal persistence of ductal plate-like structures and an absence of mature bile ducts
[29, 30, 31]. At el8.5, Hnfo, Hnf4 and Yap were normally expressed in the portal layer of

asymmetric ducts in mutant mice (Supplementary Figure 3) as well as the Notch pathway



components Notch2-ICD and Hesl (Supplementary Figure 4). It was however impossible to
determine by morphological analysis alone if this asymmetric distribution of these different
actors was the cause or the consequence of the altered bile duct tubulogenesis.

We decided to focus on the Notch pathway as several of its target genes (Hes!, Heyl, Heyl and
Nrarp) were down regulated in the liver of LKBKOUMYemb mytant mice at post-natal days 8 et
14 (Figure 6A). To check if LKB1 indeed dialogues with the Notch pathway in the
developmental liver, we used the NOTCHKO'"Vemb model (Rbpjloox:AIFp-Cre) [31]. We
sacrificed mice 5 days after birth while mutant animals were grossly cholestatic. Interestingly,
the proteic expression of Lkbl in the liver of mutant animals was reduced when compared to
control mice (Figure 6B). We analyzed on microarray chips the liver transcriptomics of these
mice and compared it with that of LKBKOUMemP mice sacrificed at the same post-natal day. In
the LKBKOUvemb model, 253 non redundant genes were differentially expressed between
mutant and control mice and 237 in the NOTCHKO'"V*mb model. Interestingly, a large number
of genes (55 genes, i.e. 20-25% of each list) were common between both lists (Figure 6 C). By
a Gene Set Enrichement Analysis (GSEA) approach, the NOTCHKO!Vemb dataset was
significantly enriched in the LKBKO!vembd sionatures, and vice versa (Figure 6D). Such data

highlight an interesting crosstalk between LKB1 and Notch signaling in the developing liver.



LKBI is required for the survival of Ctnnbl-activated hepatocytes both during development

and oncogenesis.

Having shown that CTNNBI mutations were able to positively control LKB1 expression in
human tumor liver cells, we thought to analyze whether LKBI1 was required for the survival of
beta-catenin-activated hepatocytes both during development and tumorigenesis. We crossed the
LKBKOLivemb mice with beta-catenin inducible mice in which Ctnnbl exon 3, which encodes
for the degradation domain of beta-catenin, was flanqued by LoxP sites [32]. This model allows
for simultaneous Stk// mnvalidation and beta-catenin hyperactivation i the embryonic liver.
Among 21 born mice, none had the double genotype of Stkl/ mvalidation and Ctnnbl
activation, whereas the Mendelian expected number should have been five, indicating a
potential embryonic lethality. We sacrificed a pregnant mice atel7.5. Among the 14 embryos,
three were dead and had the double genotype, activation of beta-catenin signaling and
mactivation of Lkbl. Histological analysis of the liver of 2/3 mice was difficult because of
autolytic whole-body processes. The third one had not yet already undergone autolysis and we
observed numerous hepatocyte necrotic foci in the liver whereas other organs were
morphologically normal (i.e. without autolysis) (Figure 7A). These results show that LKBI is
required for the survival of beta-catenin- activated hepatic progenitors.

To know if LKBI was also required for the survival of CTNNBI-activated hepatoctyes in a
tumor context, we used a mouse model of HCC: Pklr-Myc. In this model, a transgene encoding
for the proto-oncogene Myc is controlled by a liver-specific promoter (promoter of the liver
isoform of the pyruvate kinase gene, Pklr). These mice develop HCCs within 6 to 12 months,
which interestingly are CtnnbI-mutated [33]. We crossed these mice with the LKBKOM'2dmice
mn which deletion of Lkb/ is inducible in the adult stage by tamoxifen mjection. When 12
months old, mice were sacrificed 1 week after tamoxifen mjection and tumors were compared

according to their Lkbl1 status. Western blot analysis confirmed that Stk// was invalidated in



tumors from Pklr-Myc; Stk11'°°% Ttr-CreER™ mice and still expressed in tumors from Pklr-
Myc; Stkl11%"x mice. Interestingly, in LkbI control mice, Myc-induced HCCs were well
differentiated, microtrabecular and with little cytological atypia. In contrast, when LkbI was
nvalidated in these tumors, the tumor morphology dramatically changed. Tumor -cells
evidenced marked dystrophic changes and numerous apoptotic cells were observed along the
tumors (Figure 7B). It indicates that LKBI is required for the survival of CTNNBI-activated
hepatocytes also in a tumor context.

Since we observed an accumulation of LKB1 protein in CTNNBI-mutated human HCCs, we
search if we can also find a LKBI transcriptomic signature in such tumors. We integrated the
LKBKOLivemb datasets in a publically available transcriptomic dataset of human HCCs that were
characterized for the CTNNBI status [5]. Among the 253 mouse genes differentially expressed
between control and mutant mice in the LKBKOMvemb mice, we found 135 human orthologous
genes in the human HCCs dataset. An unsupervised analysis was run, integrating three mutant
and three control mice mnto the human HCC dataset. Interestingly, the 3 control mice perfectly
clustered with CTNNBI-mutated HCCs whereas the 3 LKBI/-KO mice perfectly clustered with
non-CTNNBI-mutated HCCs, indicating that a positive LKBI1 liver signature was associated
with CTNNBI mutations i HCCs and suggesting that a LKB1 program is expressed in

CTNNBI- mutated HCCs (Figure 1B).



Discussion

Our results suggest that LKBI1 is required to sustain activated beta-catenin signaling to ensure
tumor cell survival in CTNNBI-mutated HCC. This is of particular mterest as LKBI is known
as a tumor suppressor gene. Indeed, germline heterozygous invalidation of STK/1/ is causative
of the cancer-predisposing Peutz-Jeghers syndrome [34, 35] and STK/! is often found to be
mutated in some sporadic cancers such as lung cancer [36]. However, other works also reported
a potential oncogenic role for LKBI1. For instance, Stk/I-invalidated MEF (mouse embryonic
fibroblasts) are resistant to transformation induced by various oncogenes such as Ha-Ras or LT
from SV40 [19]. Such oncogenic properties for LKB1 could be related to its role in the control
of energy metabolism and substrate utilization [13]. Indeed, it has been shown that LKBI1 is
required for tumor cell survival in a context of energy deprivation [37].

LKBI can be considered as playng adual role in carcinogenesis: it should be required in some
tumor contexts (such as CTNNBI-mutated HCC), or at the first steps of oncogenesis, to allow
the metabolic adaptation of cancer cells. In other contexts, or during tumor progression, LKB1
should be lost because of its tumor-suppressor properties linked to cell growth and polarity [38].
LKBI is a negative regulator of epithelial polarity and is likely a limiting for epithelial-
mesenchymal transition mvolved in tumor mvasion and metastatic course [14].

We have also shown that in HCC, beta-catenin controls LKBI1 protein expression and that a
LKB1 program is reexpressed in CTNNBI-mutated HCCs. We recently described that
CTNNBI-mutated HCCs harbor a specific metabolic program [39]. It is so tempting to suggest
that LKBI is involved in the metabolic control of CTNNBI-mutated HHCs. We also evidenced
a new cross-talk between LKB1 and Notch signaling in the liver that could be crucial for the

mtrahepatic bile ducts development.
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Figures legends

Figure 1: Activation of LKB1 in CTNNBI-mutated HCCs. A: LKBI1 accumulates in a large

subset of CTNNBI-mutated HCCs. WB analysis of LKBI, of its partner Mo25, and GLUL
(glutamine synthase, a beta-catenin target gene in the liver) in 14 HCCs (T) , selected according
to their CTNNBI mutational status. NT indicates matched non tumor liver tissue for each HCC
sample. B: The LKBI1 transcriptomic signature associates with CTNNBI-mutated HCCs. The
transcriptomic data (converted into human orthologues) of six LKBKO'"V*mbmice (3 KO and 3
control) were intergrated into a publically available transcriptomic dataset of Human HCCs [5]
and an unsupervised clustering analysis was run. G1-G6 indicate transcriptomic categories
defined i [5] and CTNNBI indicates CTNNB activating mutations.

Figure 2: Oncogenic beta-catenin drives LKB1 proteic expression. A: beta-catenin drives LKB1

proteic expression and repress deltaN-LKBI1 n HuH6 cells. HuH6 cells were treated with
lipofectamine, scramble siRNA or three different siRNAs agamnst CTNNBI mRNA, and were
collected 72h after transfection. Western blot analysis of beta-catenin, LKBI1 (antbody #1:
clone D60CS, #2: clone Ley37D/G6) and gamma-tubulin (loading control). B: beta-catenin
drives LKBI proteic expression at a post-transcriptionnal level. RT-qPCR analysis of Axin2
and Lkbl gene expression in the same setting as in A. Mean from three independent
experiments. Error bars: standard deviations. C: CTNNBI-controlled expression of LKBI relies
on CTNNBI oncogenic alterations. HuH6 and HepG2 cells were treated as n A and western
blot analysis of beta-catenin, LKB1 and beta-actin (loading control) was performed 72h after
transfection. The panel on the right depicts the localization of the different siRNA along beta-
catenin and the deleted CTNNBI sequence in HepG2 cells.

Figure 3: Lkbl deletion i the liver results i different phenotypes if performed during

development or in the adult mouse. A: LKBKO!Vad and LKBKO'V*mP mouse models results in

an efficient invalidation of Lkbl proteic expression in the liver. Western blot analysis of Lkbl



and beta-actin (loading control) of liver lysates from control and mutant mice in the
LKBKO'vemd  (2_week old mice) and LKBKO'"v2 (one week afier Tamoxifen injection)
models. B: Deletion of Lkb/ in the embryonic liver causes postnatal growth retardation
beginning at day 12. Weight curves from birth to post-natal day 30 in the LKBKO!V*md model.
Mice genotype were determined at postnatal day 5. N=15 control and 8 mutant mice. Error bars:
standard deviations. C: LKBKO!vemb mytant mice are hypomorphic. Gross appearance of a
control and mutant LKBKO!vemb mice at postnatal day 28. D: LKBKO'"V2d mutant mice present
a mid fasting hyperglycemia but without significant liver damage. ALAT (alanine
aminotransferase), bilirubin and glucose blood levels of 16h-fasted LKBKO!2d mice two
weeks after Tamoxifen mjections. n=6 control and 12 mutant mice. Error bars: SEM. E-F:
Differential roles of Lkbl towards hepatocyte proliferation. E: measurement of Ki67-positive
hepatocytes in twenty consecutive high-power fields (x400) in the LKBKO'"V2dmouse model at
the indicated times after Tamoxifen injections. n=4-5 per group. Error bars: standard deviations.
F: Representative images of Ki67 immunostaining in 4-weekold LKBKO!Vemb mice. G: Little
overlap between LKBKO!2d and LKBKO'"vemb models for differentially expressed genes
between control and mutant mice. Venn diagram of differentially expressed genes (p<0.05, fold
change>1.5) on micro-array transcriptomic chips between mutant and control mice in the
LKBKO!vad (one week after Tamoxifen injections) and LKBKO!vemd (5-day old) models.

Figure 4: Lkbl is required for full activation of the beta-catenin program i the liver. A-B:

LKBKO'!vemb pyytant mice have an altered zonation of the liver lobule. Representative images
of Glul (Glutamine synthase) expression by immunohistochemistry (A) and in situ
hybridization (B) in LKBKO!vemb control and mutant 3-week old mice. C: Conserved zonation
of the liver lobule zonation when LkbI is deleted in the adult liver. Representative images of
Glul immunostaining in LKBKO!ad control and mutant 16h-fasted mice, 2 weeks after

Tamoxifen injections. D: Lkbl is required for the expression of a subset of beta-catenin target



genes in the adult liver during feeding. RT-qPCR analysis of different positive (Axin2, SpJ,
Glul, Lect2, Cyp2el, Nkdl and Aqp9) and negative (Argl, Gls2 and Hal) beta-catenin target
genes in the LKBKO'"Va8d model in 16h-fasted and fed (3h after light switched off in a 12h-12h
controlled light cycle) mutant and control mice. Fasted: n=6 control and 12 mutant mice. Fed:
n=4 control and 6 mutant mice. Error bars: SEM. E: Lkbl is required for the activation of the
beta-catenin transcriptional program in the LKBKOQ'vembmodel. RT-qPCR analysis of different
positive (Axin2, Sp5, Glul, Lect2, Cyp2el, Nkdl and Agp9) and negative (Argl, Gls2 and Hal)
beta-catenin target genes in 8- and 14-day old control and mutant LKBKO!Vemb mice, N=3-4
per group. Error bars: SEM.

Ficure 5: Lkbl controls intrahepatic bile duct tubulogenesis. A-B: Obstructive cholestasis in

LKBKO'!vemb mytant mice. A: gross aspect of serum from a control and mutant LKBKQ 'ivemb
mice at postnatal day 19. B: Blood levels of conjugated bilirubin in LKBKQ'"vemb ¢ontrol and
mutant mice at postnatal day 19. n=6 control and 4 mutant mice. Error bars: standard deviations.
C: Lkbl1 is required for intrahepatic bile ducts tubulogenesis. Representative images of 3-week
old control and mutant LKBKO'"vemb mice liver, stained for cytokeratin 19 (cholangiocyte
marker). Note the well-formed and mature bile duct in the control mouse and the ductal plate-
like structure around a portal tract in a mutant mouse. D: Lkbl is required for the transition
from an asymmetric bile duct to a symmetric bile duct in the developing liver. LKBKOQ lvemb
embryos were sampled at e18.5 and liver sections were stained for the hepatoblast marker Hnf4,
and for the cholangiocyte markers Sox9 and E-cadherin. Note the symmetrical localization of
Sox9 and E-cadherin around the bile duct in control mice whereas Sox9 and E-cadherin were
only expressed in the portal layer of the asymmetric bile ducts (and not the parenchymal layer)
n mutant mice.

Ficure 6: Invalidation of Lkbl and Notch in the embryonic liver share common molecular

features. A: Lkbl is required for full activation of Notch signaling in the developing liver. RT-



gPCR of different Notch positive target genes (Heyl, Heyl, Hesl and Nrarp) in 8- and 14-day
old control and mutant LKBKOQ'vemb mice. N=3-4 per group. Error bars: SEM. B: Notch is
required for Lkbl proteic expression i the developing liver. Liver lysates from 5-day old
NOTCHKO!vemb control and mutant mice were analyzed by western blot for Lkbl beta-actin
(loading control) proteic expression. C: NOTCHKOQ'vemb and LKBKO'vemb models share a
common transcriptomic signature. Up: Venn diagram of differentially expressed genes (p<0.05,
fold change>1.5) on micro-array transcriptomic chips between mutant and control mice in the
LKBKOQ'vemb and NOTCHK Q'ivemd (5-day old) models. Down: supervised clustering of the 55-
gene common signature of control and mutant mice of both models. D: The Lkb1 transcriptomic
signature is enriched in the NOTCHKO'"Vemb model and vice versa. Gene Set Enriche ment
analysis according to the different datasets. All gene sets were significantly enriched at nominal
p-value<1%.

Figure 7: Lkbl is required for the survival of beta-catenin-activated hepatocytes. A: LkbI loss

causes embryonic death and liver necrosis when beta-catenin is overactivated in the liver.
Representative  hematein-eosin  stained liver sections from a control mouse and a
Lkb 11ox/lox - Ctnnb Joxex3)wt- A[Fp-Cre mouse at €17.5.Note the foci of hepatoblast necrosis in the
double mutant mouse (dotted line). B: LkbI loss causes apoptosis in Ctnnbl-muated HCCs.
Pklr-Myc +/- LKBKO!Vad were studied when 12-18 months old, one week after Tamoxifen
mjections. Representative images of observed HCCs, without (left) or with (right) Lkb1 genetic
mvalidation. Top: Immunohistochemistry for Glul showing that beta-catenin signaling is
activated in these tumors. Bottom: Hematein-eosin stained sections. Note the dysmorphic atypia

and the numerous apoptotic bodies (arrow heads) in the Lkb/ nvalidated tumors.



Supplementary figures legends

Supplementary Fieure 1: Some beta-catenin target genes in the liver shows dynamic

trasncriptionnal regulation according to the nutritional state. C57Bl6/] normal male mice were

sacrificed at the indicated times during a normal alimentary nycthemeral cycle and prolonged
fasting. TO indicates a 3h-fed condition (3hours after light switched off during a controlled 12h-
12h light cycle). RT-qPCR of positive beta-catenin target genes (Axin2 and SpJ, top) and of
Pck1 (Pepck, phosphoenol pyruvate carboxykinase, as control of feeding and fasting, bottom).
n=5 per group. Error bars: SEM.

Supplementary Figure 2: Asymmetrical bile ducts in mutant LKBKO!vemb mjce, LKBKQ!ivemb

embryos were sampled at €18.5 and liver sections were stained for the cholangiocyte markers
Ostepontin (Opn) and E-cadherin and for basement membrane (Laminin). Note the symmetrical
localization of Opn and E-cadherin in the bile duct of control mice with circonferential laminin
staming. In mutant mice, these markers were only expressed in the portal layer of the
asymmetric bile ducts (and not the parenchymal layer).

Supplementary Figure 3: HNF1beta, HNF6 and YAP expression are restricted to the portal

layer of asymmetrical bile duct in LKBKO'"V*mb mytant mice. LKBKO'"vemb embryos were

sampled at e18.5 and liver sections were stained for the indicated markers.

Supplementary Figure 4: Hesl and Notch2-ICD expression are restricted to the portal layer of

asymmetrical bile duct in LKB1 KO mice. LKBKO!"*mb embryos were sampled at e18.5 and

liver sections were stained for the indicated markers.

Supplementary Figure 5: Effective invalidation of LkbI in tumors from Pklr-Myc:Lkb 1'°¥/1°%: Ttr-

CreER™ mice. Western blot analysis of Lkb1 expression in non-tumor and tumor samples from
Pklr-Myc;Lkb 1'%, Ttr-CreER™and  Pklr-Myc;Lkb1"*"°* mice one week after Tamoxifen

mjections.
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Supplementary table 1: List of 253 non-redundant genes differentially expressed in KO vs WT (LKBKOIlivemb) mice
* p<.001 ; ** fold-change >1.5

Parametric Geom mean of | Geom mean of | Fold-change
Gene symbol Gene name Accession Entrez ID p-value * intensities in intensities in |LKB1 KO/WT
KO LKB1 WT LKB1 *
Cytochrome P450, family 2,
Cyp2c55 subfamily c, polypeptide 55 |NM_028089 72082|< 1e-07 126,43 12,64 10
Secretory leukocyte
Slpi peptidase inhibitor NM_011414 20568|< 1e-07 1170,11 151,28 7,73
Tff3 Trefoil factor 3, intestinal ENSMUST00000024827 21786|< 1e-07 983,32 141,66 6,94
Ubhd Ubiquitin D NM_023137 24108 1,50E-06 89,98 20,83 4,32
Tweety homolog 1
Ttyhl (Drosophila) ENSMUST00000129423 57776 7,00E-07 169,21 39,52 4,28
Stearoyl-Coenzyme A
Scdl desaturase 1 NM_009127 20249 4,50E-06 182,13 42,89 4,25
Glyoxalase domain
Glod5 containing 5 NM_027227 69824| 0,0006232 47,82 13,06 3,66
Serine (or cysteine)
peptidase inhibitor, clade A,
Serpina6 member 6 ENSMUST00000044159 12401 2,00E-07 1302,5 357,97 3,64
Tumor necrosis factor
receptor superfamily,
Tnfrsfl2a member 12a NM_013749 27279 1,00E-07 108,38 31,52 3,44
NIPA-like domain containing
Nipal2 2 NM_145469 223473 4,00E-07 27,17 8,3 3,27
Glutathione S-transferase,
Gstm3 mu 3 ENSMUST00000106678 14864 1,00E-07 126,95 39,46 3,22
Gucy2c Guanylate cyclase 2c NM_001127318 14917 1,00E-07 85,43 26,68 3,2
Cytochrome c oxidase,
Cox7al subunit Vlla 1 NM_009944 12865 7,00E-07 96,74 31,43 3,08
Tissue inhibitor of
Timpl metalloproteinase 1 NM_001044384 21857 2,79E-05 39,69 13,1 3,03
Sytl5 Synaptotagmin-like 5 NM_177704 236643 6,36E-05 45,13 17,86 2,53
Aldehyde dehydrogenase
Aldhla7 family 1, subfamily A7 NM_011921 26358 2,44E-05 80,92 32,36 2,5
Pcdh20 Protocadherin 20 NM_178685 219257 1,02E-05 30,13 12,24 2,46




Calcium channel, voltage-
dependent, N type, alpha 1B

Cacnalb subunit ENSMUST00000070864 12287 9,70E-06 156,17 63,89 2,44
ELOVL family member 7,
elongation of long chain fatty

Elovl7 acids (yeast) NM_029001 74559 1,97E-05 62 25,72 2,41

Jun Jun oncogene NM_010591 16476| 0,0001015 87,09 36,42 2,39
ELOVL family member 6,
elongation of long chain fatty

Elovl6 acids (yeast) NM_130450 170439 1,73E-05 141,1 59,61 2,37
Interferon, alpha-inducible

Ifi2712b protein 27 like 2B NM_145449 217845 6,10E-06 20,6 8,9 2,32

Snord13 NR_028522 0,0004569 397,76 175,12 2,27

BC016579 CDNA sequence, BC016579|NM_145389 212998| 0,0001465 34,25 15,12 2,26
Death associated protein-

Dapll like 1 NM_029723 76747 9,00E-07 26,7 11,8 2,26

Mup20 Major urinary protein 20 NM_001012323 381530| 0,0002115 15,5 7,06 2,2
Guanylate cyclase activator

Gucazb 2b (retina) NM_008191 14916 2,70E-06 46,57 21,24 2,19

Cldn7 Claudin 7 NM_016887 53624 2,13E-05 41,66 19,18 2,17
Fibronectin leucine rich

Firt3 transmembrane protein 3 NM_001172160 71436 8,00E-06 32,95 15,29 2,16
Glutamic pyruvate
transaminase (alanine

Gpt2 aminotransferase) 2 NM_173866 108682 5,99E-05 110,99 51,31 2,16
Aldo-keto reductase family

Akrlb7 1, member B7 NM_009731 11997 1,50E-06 553,19 260,45 2,12

Sstr2 Somatostatin receptor 2 ENSMUST00000106630 20606| 0,0001507 66,87 31,47 2,12
Stearoyl-Coenzyme A

Scd?2 desaturase 2 NM_009128 20250 1,02E-05 261,67 125,49 2,09

Acotl Acyl-CoA thioesterase 1 NM_012006 26897| 0,0004176 98,71 47,38 2,08
Spondin 2, extracellular

Spon2 matrix protein NM_133903 100689 1,83E-05 215,55 107,96 2
CDC42 effector protein (Rho

Cdc42ep5 GTPase binding) 5 ENSMUST00000076831 58804 9,48E-05 40,65 20,44 1,99
Dihydroxyacetone kinase 2

Dak homolog (yeast) NM_145496 225913 0,0001024 914,72 469,63 1,95
Doublecortin domain

Dcdc5 containing 5 BC141310 329482| 0,0003006 32,68 16,78 1,95




Acot2 NM_ 134188 5,10E-05 71,54 36,8 1,94

Ociad2 OCIA domain containing 2  |NM_026950 433904 7,29E-05 95,21 49,41 1,93
Glycosyltransferase-like

Gtdcl domain containing 1 ENSMUST00000049051 227835| 0,0002232 119,59 62,2 1,92
RIKEN cDNA 2510049J12

2510049J12Rik |gene NM_001101431 70291 2,85E-05 146,61 76,6 1,91

C730027H18Rik NR_038040 4,71E-05 29,68 15,53 1,91
UDP-Gal:betaGIcNAc beta
1,4-galactosyltransferase,

B4galt5 polypeptide 5 NM_019835 56336 5,62E-05 246,18 131,5 1,87

Gas?2 Growth arrest specific 2 NM_008087 14453| 0,0001795 96,81 51,68 1,87
Cadherin-related family

Cdhr5 member 5 NM_001114322 72040 3,09E-05 165,6 89,27 1,86
BAll-associated protein 2-

Baiap2I2 like 2 NM_177580 207495 1,39E-05 54,84 29,62 1,85
Roundabout homolog 1

Robol (Drosophila) NM_019413 19876 6,86E-05 251,95 136,39 1,85

Sdsl Serine dehydratase-like ENSMUST00000031594 257635 1,34E-05 122,34 66,28 1,85

Tmema382 Transmembrane protein 82 |NM_145987 213989 4,07E-05 177,27 95,75 1,85
RIKEN cDNA 1700027D21

1700027D21Rik |gene NM_029661 76573| 0,0001245 191,83 104,07 1,84
Solute carrier family 30 (zinc

Slc30a3 transporter), member 3 NM_011773 22784 1,44E-05 67,53 36,89 1,83
Solute carrier family 7
(cationic amino acid
transporter, y+ system),

Slc7a2 member 2 ENSMUST00000057784 11988| 0,0004085 522,56 286,02 1,83
Six transmembrane
epithelial antigen of prostate

Steap?2 2 NM_001103157 74051 0,0001078 72,99 39,9 1,83
Transmembrane 4

Tm4sf4 superfamily member 4 ENSMUST00000029377 229302 9,90E-05 1199,15 657,68 1,82
Patatin-like phospholipase

Pnpla3 domain containing 3 NM_054088 116939| 0,0001643 84,2 46,89 1,8

Zfp827 Zinc finger protein 827 NM_178267 622675 4,13E-05 53,23 29,8 1,79

Olfmll Olfactomedin-like 1 NM_172907 244198| 0,0001845 112,9 63,43 1,78

Epn2 Epsin 2 ENSMUST00000108712 13855 1,42E-05 122,67 69,36 1,77
Histamine N-

Hnmt methyltransferase NM_080462 140483 6,58E-05 26,06 14,74 1,77




Neu3 Neuraminidase 3 NM_016720 50877| 0,0001019 69,4 39,21 1,77
Solute carrier family 25
(mitochondrial carrier,

Slc25a22 glutamate), member 22 NM_026646 68267| 0,0001631 480,12 270,86 1,77
Transmembrane protease,

Tmprss2 serine 2 NM_015775 50528| 0,0001308 80,45 45,4 1,77

Mird67f NR_035420 0,0009883 53,01 30,14 1,76

Prri5| Proline rich 15-like ENSMUST00000107636 217138 2,14E-05 95,68 54,43 1,76

BC090627 NR_004843 0,000247 72,29 41,24 1,75
Nuclear receptor subfamily

Nr4al 4, group A, member 1 NM_010444 15370 0,000243 105,71 60,84 1,74
Short chain
dehydrogenase/reductase

Sdr16c¢5 family 16C, member 5 NM_181989 242285| 0,0001042 11,59 6,68 1,74

Dopey2 Dopey family member 2 NM_027293 70028 1,81E-05 113,28 65,33 1,73
Serum/glucocorticoid

Sgk2 regulated kinase 2 ENSMUST00000018012 27219| 0,0001271 99,1 57,33 1,73

Tmem?27 Transmembrane protein 27 |ENSMUST00000112280 57394 9,28E-05 15,09 8,72 1,73
RIKEN cDNA 1700024P16

1700024P16Rik |gene NM_001162980 242594| 0,0005802 75,75 44,09 1,72
7-dehydrocholesterol

Dhcr7 reductase ENSMUST00000141916 13360 3,23E-05 164,68 95,85 1,72
EGL nine homolog 3 (C.

Egin3 elegans) NM_028133 112407 0,0005152 175,36 102,74 1,71
Cell death-inducing DFFA-

Cidec like effector c ENSMUST00000113091 14311| 0,0007608 44,2 25,99 1,7
UDP-glucose

Ugdh dehydrogenase ENSMUST00000031103 22235 0,000177 124,54 73,34 1,7
RIKEN cDNA C630016N16

C630016N16Rik |gene AK049951 791088 8,90E-05 85,23 50,49 1,69

Tmem98 Transmembrane protein 98 |ENSMUST00000040865 103743] 0,0001015 84,77 50,05 1,69
Coxsackie virus and

Cxadr adenovirus receptor ENSMUST00000023572 13052 5,68E-05 223,79 133,64 1,67

Kl Klotho NM_013823 16591| 0,0008132 26,99 16,19 1,67
Myotubularin related protein

Mtmr7 7 NM_001040699 54384| 0,0002391 29,94 17,93 1,67

Plin5 Perilipin 5 NM_025874 66968| 0,0004831 79,66 47,74 1,67

Bex1 Brain expressed gene 1 NM_009052 19716|] 0,0001535 953,2 573,06 1,66
Disabled homolog 1

Dabl (Drosophila) ENSMUST00000080139 13131| 0,0007441 24,16 14,63 1,65




Farnesyl diphosphate

Fdps synthetase NM_001253751 110196 0,0009014 399,14 241,43 1,65
Glutamate receptor,

Gria3 ionotropic, AMPA3 (alpha 3) [NM_016886 53623| 0,0009677 77,98 47,19 1,65

Myo7b Myosin VIIB ENSMUST00000134663 17922| 0,0001927 65,24 39,44 1,65
Amino carboxymuconate
semialdehyde

Acmsd decarboxylase NM_001033041 266645 0,000591 121,96 74,4 1,64
Bicaudal C homolog 1

Biccl (Drosophila) ENSMUST00000143791 83675 7,05E-05 131,83 80,53 1,64
Cysteine and glycine-rich

Csrp2 protein 2 NM_007792 13008 4,60E-05 176,07 107,5 1,64

Rps11 NM_013725 0,0008517 50,48 30,82 1,64
Adenosine deaminase,
tRNA-specific 2, TAD2

Adat2 homolog (S. cerevisiae) NM_025748 66757 0,0003834 93,61 57,42 1,63
BAll-associated protein 2-

Baiap2I1 like 1 NM_025833 66898 8,13E-05 273,11 167,86 1,63
Retinol saturase (all trans

Retsat retinol 13,14 reductase) ENSMUST00000070597 67442 9,67E-05 353,14 217,22 1,63

Sds Serine dehydratase NM_145565 231691 0,000747 91,64 56,2 1,63
Jun proto-oncogene related

Jund gene d BC094068 16478| 0,0001121 419,49 258,79 1,62
Malic enzyme 1, NADP(+)-

Mel dependent, cytosolic NM_008615 17436] 0,0008051 46,55 28,82 1,62

Chbrl Carbonyl reductase 1 ENSMUST00000039659 12408| 0,0002541 272,58 169,09 1,61

Otudl OTU domain containing 1 NM_027715 71198 0,0004744 59,05 36,75 1,61

Rcan3 Regulator of calcineurin 3 NM_022980 53902| 0,0004771 74,96 46,54 1,61
Neuralized homolog 1b

Neurllb (Drosophila) NM_001081656 240055 0,0001211 28,71 17,99 1,6
ATPase, H+/K+ exchanging,

Atpda gastric, alpha polypeptide NM_018731 11944 0,0008522 43,93 27,56 1,59

Enpep Glutamyl aminopeptidase NM_007934 13809 0,00015 145,47 91,44 1,59
NAD(P) dependent steroid

Nsdhl dehydrogenase-like NM_010941 18194 0,000531 315,52 200,07 1,58
Serum/glucocorticoid

Sgkl regulated kinase 1 NM_011361 20393| 0,0001745 139,02 87,86 1,58

Vcan Versican NM_001081249 13003| 0,0002897 35,56 22,49 1,58




Glutathione S-transferase, pi

Gstpl 1 NM_013541 14870| 0,0002174 2640,33 1678,08 1,57
Inter-alpha (globulin)

Itih inhibitor H5 NM_ 172471 209378| 0,0002634 83,78 53,51 1,57
Harvey rat sarcoma

Rras oncogene, subgroup R NM_009101 20130 0,0005139 199,08 126,93 1,57
Glycerol phosphate
dehydrogenase 2,

Gpd2 mitochondrial NM_001145820 14571 0,0001124 158,77 101,8 1,56
Lipolysis stimulated

Lsr lipoprotein receptor NM_017405 54135| 0,0007803 208,82 133,66 1,56

Myof Myoferlin NM_001099634 226101| 0,0004506 61,25 39,25 1,56
Phosphofructokinase,

Pfkp platelet ENSMUST00000138703 56421| 0,0003677 59,42 38,01 1,56
Receptor (TNFRSF)-
interacting serine-threonine

Ripk2 kinase 2 ENSMUST00000037035 192656 0,0003899 50,56 32,47 1,56

Frmd5 FERM domain containing 5 |NM_172673 228564| 0,0004162 41,18 26,58 1,55
LysM, putative
peptidoglycan-binding,

Lysmd2 domain containing 2 NM_027309 70082| 0,0009181 56,39 36,46 1,55
Neural precursor cell
expressed, developmentally

Nedd9 down-regulated gene 9 NM_001111324 18003| 0,0004137 111,19 71,57 1,55

Carl4d Carbonic anhydrase 14 ENSMUST00000036181 23831 0,0005567 211,79 138,22 1,53
DNA segment, Chr 17,

D17H6S56E-5 |human D6S56E 5 BC027314 110956 0,000832 186,54 121,52 1,53
Pyruvate kinase liver and

Pklr red blood cell NM_013631 18770| 0,0001455 303,45 197,96 1,53
Acyl-CoA synthetase long-

Acsl4 chain family member 4 NM_207625 50790 0,0003735 231,17 152,37 1,52
G protein-coupled receptor

Gpr133 133 NM_001081342 243277| 0,0005968 20,36 13,41 1,52
Alkaline phosphatase,

Alpl liver/bone/kidney NM_007431 11647 0,0005501 154,5 102,45 1,51
Glutathione S-transferase, pi

Gstp2 2 BC094623 14869| 0,0001634 602,25 398,96 1,51
Ubiquinol-cytochrome ¢

Uqgcrb reductase binding protein NM_026219 67530| 0,0003048 56,11 37,08 1,51




Hydroxysteroid (17-beta)

Hsd17b13 dehydrogenase 13 NM_001163486 243168| 0,0003957 1588,63 1057,94 1,5
RIKEN cDNA 1700034123

1700034123Rik |gene NR_045380 73297| 0,0008239 14,01 21,05 0,67

Agp9 Aquaporin 9 ENSMUST00000113570 64008 0,0008393 254,91 382,77 0,67

Dnm3 Dynamin 3 NM_001038619 103967| 0,0007888 8,57 12,88 0,67
Alanine-glyoxylate

Agxt211 aminotransferase 2-like 1 NM_027907 71760 0,0003064 234,49 354,06 0,66
Erythrocyte protein band 4.1-

Epb4.1l4b like 4b NM_019427 54357 0,0002278 27,05 41 0,66
Gamma-aminobutyric acid

Gabbr2 (GABA) B receptor, 2 ENSMUST00000107749 242425| 0,0002223 34,55 52,61 0,66

Lce3b Late cornified envelope 3B |NM_025501 66344| 0,0003553 6,74 10,19 0,66
Mannan-binding lectin serine

Maspl peptidase 1 ENSMUST00000023605 17174] 0,0006394 346,36 520,85 0,66

Rgn Regucalcin NM_009060 19733| 0,0001396 1111,25 1679,68 0,66
RIKEN cDNA 1700039E15

1700039E15Rik |gene NM_001033176 76713 0,0002272 14,27 22,02 0,65
Complement component

Cfh factor h NM_009888 12628| 0,0004201 1047,38 1599,9 0,65

Fgll Fibrinogen-like protein 1 NM_145594 234199| 0,0002301 1203,79 1842,82 0,65
Interferon-induced protein
with tetratricopeptide

Ifit2 repeats 2 NM_008332 15958| 0,0007698 25,69 39,63 0,65
Acyl-CoA synthetase
medium-chain family

Acsm3 member 3 NM_016870 20216 7,28E-05 170,69 268,7 0,64
Cytochrome P450, family 3,

Cyp3a4lb subfamily a, polypeptide 41B|NM_001105159 100041375| 0,0004612 585,58 911,84 0,64
Cytochrome P450, family 4,

Cyp4al0 subfamily a, polypeptide 10 |[NM_010011 13117 0,0001254 652,29 1021,64 0,64

Dpy19I3 Dpy-19-like 3 (C. elegans) |[ENSMUST00000051377 233115| 0,0002315 57,3 88,93 0,64

Gm9992 Predicted gene 9992 NM_001142539 667055| 0,0001052 212,06 332,52 0,64
Nuclear transcription factor-

Nfyb Y beta NM_010914 18045| 0,0002989 101,44 159,38 0,64

Synel Synaptic nuclear envelope 1 [ENSMUST00000056571 64009| 0,0002434 208,48 324,47 0,64

Tcf24 XM_003688767 0,0005665 125,3 195,34 0,64




Arrdc3 Arrestin domain containing 3|NM_001042591 105171] 0,0004778 235,15 374,78 0,63
Hyaluronoglucosaminidase

Hyal5 5 ENSMUST00000031689 74468 0,0006077 9,7 15,38 0,63
Leukocyte cell-derived

Lect2 chemotaxin 2 NM_010702 16841| 0,0001679 762,11 1219,01 0,63

Tgtp2 ENSMUST00000146439 0,0006104 32,45 51,97 0,62

Cesld Carboxylesterase 1D ENSMUST00000034172 104158 0,0003535 115,53 188,54 0,61
Phosphatidylcholine transfer

Pctp protein ENSMUST00000020864 18559 5,37E-05 318,05 522,27 0,61
Phosphatidylinositol 4-

Pidk2b kinase type 2 beta NM_025951 67073| 0,0002318 80,95 132,85 0,61
Glutamate-ammonia ligase

Glul (glutamine synthetase) NM_008131 14645 7,83E-05 985,07 1630,88 0,6

Gm10639 Predicted gene 10639 ENSMUST00000119823 | 100042314| 0,0004439 15,24 25,56 0,6
GRAM domain containing

Gramdlc 1C NM_153528 207798 6,64E-05 64,78 108,3 0,6

Olfr1344 Olfactory receptor 1344 ENSMUST00000168341 257882| 0,0001607 6,12 10,2 0,6
RIKEN cDNA 5830473C10

5830473C10Rik |gene NM_001252661 622307| 0,0006364 184,25 314,02 0,59
Serum amyloid P-

Apcs component NM_011318 20219| 0,0001253 983,11 1667,26 0,59
Cytidine monophospho-N-
acetylneuraminic acid

Cmah hydroxylase NM_001111110 12763 7,46E-05 89,93 151,28 0,59
Cytochrome P450, family 2,

Cyp2al2 subfamily a, polypeptide 12 |[NM_133657 13085| 0,0004839 853,4 1437,55 0,59
Cytochrome P450, family 3,

Cyp3adla subfamily a, polypeptide 41A|NM_017396 53973 7,99E-05 550,61 935,69 0,59
Family with sequence

Fam83f similarity 83, member F NM_145986 213956 0,0008137 27,9 47,28 0,59

Igk-V28 V00810 0,0009467 103,08 173,7 0,59
Aldo-keto reductase family

Akrlcl4 1, member C14 ENSMUST00000118717 105387 0,0001628 105,78 183,25 0,58
Cytochrome P450, family 3,

Cyp3ad4 subfamily a, polypeptide 44 |NM_177380 337924| 0,0009259 90,53 155,52 0,58




Ectonucleotide
pyrophosphatase/phosphodi

Enpp2 esterase 2 ENSMUST00000171545 18606 3,40E-05 203,23 350,33 0,58

Gm3776 Predicted gene 3776 NM_001243092 100042295 8,80E-05 71,09 121,58 0,58

Bach2 BTB and CNC homology 2 |[ENSMUST00000108180 12014 0,000148 47,99 84,2 0,57
Collectin sub-family member

Colec10 10 NM_173422 239447| 0,0002124 92,91 163,3 0,57
Cytochrome P450, family 2,

Cyp2el subfamily e, polypeptide 1 [ENSMUST00000026552 13106 7,72E-05 1451,34 25475 0,57
Solute carrier family 17
(sodium phosphate),

Slcl7a3 member 3 NM_134069 105355 4,14E-05 219,53 386,72 0,57

Vmn1r159 Vomeronasal 1 receptor 159 |[NM_001166758 670857| 0,0001271 138,37 240,66 0,57
Cytochrome P450, family 4,

Cyp4a31l subfamily a, polypeptide 31 |[NM_201640 666168| 0,0004055 385,97 683,83 0,56

F11 Coagulation factor Xl NM_028066 109821 2,91E-05 453,03 812,31 0,56
Interferon-induced protein

Ifi44 44 NM_133871 99899| 0,0001448 21,46 38,04 0,56
2'-5' oligoadenylate

Oas?2 synthetase 2 NM_145227 246728| 0,0006974 32,19 57,91 0,56
Retinoic acid receptor
responder (tazarotene

Rarres1 induced) 1 NM_001164763 109222 0,00058 145,86 261,54 0,56

Zfp125 Zinc finger protein 125 AJ005350 22651| 0,0008605 4,58 8,15 0,56
Acyl-CoA synthetase short-

Acss3 chain family member 3 NM_001142804 380660 0,000125 47,29 86,51 0,55
Cyclin-dependent kinase

Cdknlc inhibitor 1C (P57) NM_001161624 12577| 0,0002839 53,79 97,05 0,55
C-type lectin domain family

Clec9a 9, member a NM_001205363 232414| 0,0002708 46,12 83,96 0,55
Flavin containing

Fmo2 monooxygenase 2 ENSMUSTO00000045902 55990/ 0,0001761 28,94 52,9 0,55
Frizzled homolog 8

Fzd8 (Drosophila) NM_008058 14370| 0,0003285 40,41 73,76 0,55
Cysteine conjugate-beta

Ccbll lyase 1 NM_172404 70266 2,41E-05 96,37 178,39 0,54




C-type lectin domain family

Clec2d 2, member d NM_053109 93694 6,90E-06 499,31 925,98 0,54
Emopamil binding protein-

Ebpl like NM_026598 68177 1,94E-05 240,79 446,96 0,54

Gm16340 XM_003084464 0,0001848 28,92 53,96 0,54

LOC100861693 XR_141399 3,09E-05 615,08 1139,8 0,54

Prok1 Prokineticin 1 NM_001044382 246691 1,26E-05 26,22 48,5 0,54
Solute carrier family 13
(sodium-dependent
dicarboxylate transporter),

Slc13a3 member 3 ENSMUST00000029208 114644 9,79E-05 553,94 1023,06 0,54

4930563F08Rik NR_040704 0,0008144 28,86 54,45 0,53
Alanine-glyoxylate

Agxt aminotransferase ENSMUST00000027491 11611 0,000363 585,45 1105 0,53

Gm19788 XR_105988 9,86E-05 10,08 19,21 0,52
Interferon, alpha-inducible

Ifi2712a protein 27 like 2A NM_029803 76933 4,11E-05 19,59 37,38 0,52
Serine (or cysteine)
peptidase inhibitor, clade A
(alpha-1 antiproteinase,

Serpina7 antitrypsin), member 7 NM_177920 331535 1,00E-05 576,1 1099,83 0,52

Bex2 Brain expressed X-linked 2 |NM_009749 12069| 0,0001206 153,91 301,8 0,51
G protein-coupled receptor

Gpr110 110 ENSMUST00000047399 77596| 0,0002939 74,3 145,84 0,51

Wifl Wnt inhibitory factor 1 NM_011915 24117 6,25E-05 31,67 62,28 0,51
RIKEN cDNA 2010011120

2010011120Rik |gene NM_025912 67017| 0,0002667 141,16 282,45 0,5
Cytochrome P450, family 2,

Cyp2j5 subfamily j, polypeptide 5 NM_010007 13109 9,34E-05 237,52 478,61 0,5
Acyl-coenzyme A amino

Acnatl acid N-acyltransferase 1 NM_001164565 230161 3,90E-06 53,38 108,43 0,49

Tymp Thymidine phosphorylase NM_138302 72962 1,78E-05 88,12 180,13 0,49
RIKEN cDNA A630076J17

A630076J17Rik [gene NM_001256174 319929 6,94E-05 32,19 67,72 0,48
Cytochrome P450, family 2,

Cyp2b13 subfamily b, polypeptide 13 |[NM_007813 13089 0,00021 139,55 291,71 0,48
Growth factor receptor

Grb10 bound protein 10 NM_010345 14783 1,24E-05 334,25 691,63 0,48




Nt5e 5' nucleotidase, ecto NM_ 011851 23959 5,62E-05 76,47 159,52 0,48

A2m Alpha-2-macroglobulin NM_175628 232345| 0,0001357 48,83 103,8 0,47

Gpc3 Glypican 3 NM_016697 14734 9,40E-06 464,08 981,25 0,47

Cml2 Camello-like 2 NM_053096 93673| 0,0008069 14,23 30,97 0,46

Gma8883 NR_027658 8,70E-06 191,77 418,48 0,46

Prir Prolactin receptor NM_011169 19116 1,50E-06 123,88 268,06 0,46

Saa4 Serum amyloid A 4 NM_011316 20211 9,00E-07 149,95 329,2 0,46
Solute carrier family 44,

Slc44a5 member 5 NM_001081263 242259 6,79E-05 10,82 23,32 0,46
Solute carrier family 22
(organic anion transporter),

Slc22a7 member 7 NM_144856 108114 5,09E-05 17,04 39,14 0,44
Solute carrier organic anion
transporter family, member

Slcolb2 1b2 NM_020495 28253 1,48E-05 612,03 1393,92 0,44
RIKEN cDNA 2810007J24

2810007J24Rik |gene NM_175250 76971 2,30E-06 120,41 282,32 0,43

Esrl NM_007956 7,30E-06 44,51 104,37 0,43
Deiodinase, iodothyronine,

Diol type | NM_007860 13370 3,90E-06 45,01 106,66 0,42
Nuclear receptor subfamily

Nrli3 1, group I, member 3 NM_009803 12355 1,52E-05 275,96 653,76 0,42
UDP glycosyltransferases 3

Ugt3a2 family, polypeptide A2 ENSMUST00000072403 223337| 0,0003223 44,86 106,25 0,42
Cytochrome P450, family 3,

Cyp3al6 subfamily a, polypeptide 16 |NM_007820 13114 1,80E-06 158,57 388,34 0,41

Slc22a26 NM_146232 3,49E-05 35,91 86,61 0,41

Tdo2 Tryptophan 2,3-dioxygenase |[ENSMUST00000029645 56720 3,80E-06 241,28 604,74 0,4
2'-5' oligoadenylate

Oaslg synthetase 1G NM_011852 23960 7,28E-05 8,14 21,11 0,39

Miox Myo-inositol oxygenase ENSMUST00000023282 56727 3,30E-06 38,72 100,97 0,38

Susd4 Sushi domain containing 4 |ENSMUST00000085724 96935| 0,0002449 31,7 82,42 0,38
Thiosulfate sulfurtransferase
(rhodanese)-like domain

Tstdl containing 1 NM_001164525 226654 2,70E-06 598,51 1569 0,38
Sulfotransferase family,

Sultlc2 cytosolic, 1C, member 2 ENSMUST00000023886 69083 1,02E-05 25,2 68,04 0,37




Cytochrome P450, family 2,

Cyp2g1 subfamily g, polypeptide 1 |NM_013809 13108 1,70E-06 12,12 33,25 0,36

BC089597 CDNA sequence BC089597 |[NM_145424 216454 1,97E-05 28,65 80,81 0,35
Cytochrome P450, family 2,

Cyp2a22 subfamily a, polypeptide 22 |NM_001101467 233005 7,50E-06 169,88 479,56 0,35
Hydroxysteroid 11-beta

Hsd11b1 dehydrogenase 1 ENSMUST00000016338 15483 1,10E-06 63,79 187,41 0,34

AW549542 NR_045702 1,00E-07 45,1 135,84 0,33
Solute carrier family 22
(organic cation transporter),

Slc22al member 1 NM_009202 20517 4,00E-07 46,59 141,41 0,33
Acyl-coenzyme A amino

Acnat2 acid N-acyltransferase 2 NM_145368 209186 4,90E-06 30,94 98,88 0,31

Ceslf Carboxylesterase 1F NM_144930 234564| 0,0005218 15,62 54,81 0,29
Indolethylamine N-

Inmt methyltransferase ENSMUST00000003569 21743 1,10E-06 231 806,78 0,29
Serine (or cysteine)
peptidase inhibitor, clade A,

Serpina3k member 3K NM_011458 20714 1,25E-05 36,12 129,28 0,28

Pcp4ll Purkinje cell protein 4-like 1 |NM_025557 66425 9,20E-06 98,84 384,34 0,26

Ceslg Carboxylesterase 1G ENSMUST00000044602 12623 3,00E-07 42,39 181,1 0,23
C-type lectin domain family

Clec2h 2, member h NM_053165 94071 0,0003706 19,11 85,32 0,22
Murinoglobulin, pseudogene

Mug-ps1 1 NR_027619 17835 7,60E-06 8,85 42,03 0,21
Hepcidin antimicrobial

Hamp?2 peptide 2 NM_183257 66438 1,00E-07 7,48 37,17 0,2
Cytochrome P450, family 2,

Cyp2c50 subfamily c, polypeptide 50 |[NM_001167877 107141 3,13E-05 8,41 44,57 0,19
UDP-Gal:betaGIcNAc beta
1,3-galactosyltransferase,

B3galtl polypeptide 1 ENSMUST00000042456 26877|< 1e-07 23,96 132,88 0,18
Cytochrome P450, family 2,

Cyp2c69 subfamily c, polypeptide 69 |NM_001104525 100043108|< 1e-07 96,6 582,22 0,17




Cytochrome P450, family 2,

Cyp2c54 subfamily c, polypeptide 54 |[NM_206537 404195|< 1e-07 34,96 218,57 0,16
Predicted pseudogene

Gm10319 10319 NR_003624 381806|< 1le-07 6,57 39,86 0,16
Cytochrome P450, family 1,

Cypla2 subfamily a, polypeptide 2 |NM_009993 13077 9,90E-06 62,98 412,41 0,15

Ces3a Carboxylesterase 3A NM_198672 382053 3,00E-07 246,14 1763,14 0,14

Mugl Murinoglobulin 1 NM_008645 17836|< 1e-07 14,71 339,51 0,043




Supplementary Table 2: List of 122 non-redundant genes differentially expressed in KO vs WT (LKBKOIlivad) mice
* p<.05; ** fold-change >1.2

Gene symbol

Gene name

Accession

Parametric p-
value *

Geom mean of
intensities in
KO LKB1

Geom mean of
intensities in
WT LKB1

Fold-change
LKB1 KO/WT **

Rsph4a

radial spoke head 4
homolog A
(Chlamydomonas)

NM_001162957

0,0010246

215,24

114,25

1,88

Tmem?25

transmembrane protein
25

NM_ 027865

0,0080595

214,2

119,06

1,8

Dnajb9

predicted gene 6568;
Dnad (Hsp40) homolog,
subfamily B, member 9

NM_013760

0,0188509

457,49

257,27

1,78

Esr1

estrogen receptor 1
(alpha)

NM_007956

0,0173303

181,14

105,49

1,72

Cyp4f14

cytochrome P450,
family 4, subfamily f,
polypeptide 14

NM_022434

0,0463215

289,38

173,64

1,67

Nfe2l2

nuclear factor, erythroid
derived 2, like 2

NM_010902

0,0132009

565,91

355,1

1,59

Ppp1r10

protein phosphatase 1,
regulatory subunit 10

NM_001163818

0,0311983

170,58

108,56

1,57

Tsc22d3

TSC22 domain family,
member 3

NM_001077364

0,0258257

184,03

117,7

1,56

Dynll1

similar to cytoplasmic
dynein light chain 1;
predicted gene 11582;
dynein light chain LC8-
type 1; predicted gene
6788

NM_ 019682

0,0055759

287,66

185,35

1,55

Agxt

alanine-glyoxylate
aminotransferase

NM_016702

0,0455319

583,25

384,5

1,52

Prkd3

protein kinase D3

NM_001171004

0,0355399

399,17

262,09

1,52




Gramd1c

GRAM domain
containing 1C

NM_153528

0,0274843

507,38

339,14

1,5

Catsper2

cation channel, sperm
associated 2

NM_ 153075

0,0011373

149,13

100

1,49

Grb7

growth factor receptor
bound protein 7

NM_ 010346

0,0230593

251,44

177,68

1,42

1190005F20Rik

RIKEN cDNA
1190005F20 gene

NM_026876

0,0254138

212,54

150,4

1,41

Sult3a1

predicted gene 4794;
sulfotransferase family
3A, member 1

NM_ 020565

0,0381329

2776,47

1963,08

1,41

Cflar

CASP8 and FADD-like
apoptosis regulator
pseudogene; CASP8
and FADD-like
apoptosis regulator

NM_009805

0,0261969

308,49

220,27

1,4

Cth

cystathionase
(cystathionine gamma-
lyase)

NM_ 145953

0,0426226

1698,92

1212,29

1,4

Nostrin

nitric oxide synthase
trafficker

NM_ 181547

0,0140609

344,61

245,29

1,4

Slc35e2

RIKEN cDNA
A530082C11 gene

NM_177186

0,0054831

258,89

185,11

1,4

Adh6-ps1

alcohol dehydrogenase
6 (class V),
pseudogene 1

NR_033581

0,0235017

160,77

115,74

1,39

Morc2a

microrchidia 2A

NM_001159288

0,0313342

248,38

178,41

1,39

Bst2

bone marrow stromal
cell antigen 2

NM_198095

0,0084645

270,12

196,3

1,38

Tmem147

transmembrane protein
147

NM_027215

0,0365931

338,59

247,39

1,37

Crkl

v-crk sarcoma virus
CT10 oncogene
homolog (avian)-like

NM_007764

0,0253279

160,35

118,23

1,36




G630090E17Rik

predicted gene,
100041085; similar to
Na+ dependent glucose
transporter 1

NM_001173500

0,0274964

211,36

155,05

1,36

Rnf125

ring finger protein 125

NM_026301

0,0130849

381,41

279,91

1,36

Slpi

secretory leukocyte
peptidase inhibitor

NM 011414

0,0300134

141,57

104,47

1,36

Cks2

similar to Cyclin-
dependent kinases
regulatory subunit 2
(CKS-2); CDC28 protein
kinase regulatory
subunit 2; predicted
gene 15452

NM_ 025415

0,029633

154,54

114,37

1,35

Dpy19I1

dpy-19-like 1 (C.
elegans)

NM_ 172920

0,0430057

262,24

195,91

1,34

Kdm6a

4lysine (K)-specific
demethylase 6A

NM_009483

0,019286

201,06

150,33

1,34

Fagy

FGGY carbohydrate
kinase domain
containing

NM_ 029347

0,0386257

325,43

244,46

1,33

Ptpn9

protein tyrosine
phosphatase, non-
receptor type 9

NM_019651

0,0146835

164,95

124,24

1,33

Safb

scaffold attachment
factor B

NM_001163300

0,0459756

194,46

146,39

1,33

Clic4

chloride intracellular
channel 4
(mitochondrial)

NM_ 013885

0,0221766

591,92

448,11

1,32

Lphn2

latrophilin 2

NM_001081298

0,0311407

227,84

173,65

1,31

4921513D23Rik

hypothetical protein
LOC100045622; RIKEN
cDNA 4921513D23
gene

NM_ 001081154

0,0217161

398,12

309,57

1,29

Hnrnph1

heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein H1

NM_ 021510

0,0046065

628,89

488,04

1,29




Mettl6 methyltransferase like 6 [NM_025907 0,0089615 218,04 170,99 1,28
TP53 regulated inhibitor

Triap1 of apoptosis 1 NM_026933 0,0091408 177,08 138,22 1,28

A2ld1 AlG2-like domain 1 NM_145466 0,0193315 204,56 160,52 1,27
LysM, putative
peptidoglycan-binding,

Lysmd3 domain containing 3 NM_030257 0,0354258 176,07 138,34 1,27
signal recognition

Srp9 particle 9 NM_012058 0,0220656 388,76 306,78 1,27

Cd276 CD276 antigen DQ832276 0,0401232 138,5 110,28 1,26

Ces3a NM_198672 0,0474566 1848,58 1468,95 1,26
ankyrin repeat domain

Ankrd13c 13c NM_001013806 0,0346525 134,32 107,45 1,25
G patch domain

Gpatch8 containing 8 NM_001159492 0,0293457 169,51 135,38 1,25
lysocardiolipin

Lclat1 acyltransferase 1 NM_001081071 0,0251626 254,46 203,29 1,25
regulator of calcineurin

Rcan1 1 NM_001081549 0,0495534 150,59 120,45 1,25
RIKEN cDNA

4933424B01Rik [4933424B01 gene NM_138757 0,0300374 158,54 127,64 1,24
RIKEN cDNA

6720456H20Rik |6720456H20 gene NM_172600 0,0136845 131,16 105,76 1,24

Ccenl1 cyclin L1 NM_019937 0,0409223 239,02 193,62 1,23
similar to esterase
D/formylglutathione
hydrolase; esterase
D/formylglutathione
hydrolase; predicted
gene 5456; predicted

Esd gene 2904 NM_016903 0,018682 955,99 775,65 1,23
leucine rich repeat

Lrrc28 containing 28 NM_175124 0,0407359 143,84 116,94 1,23
nuclear receptor
subfamily 2, group C,

Nr2c1 member 1 NM_011629 0,0064401 128,18 104,23 1,23




Atrn

attractin

NM_009730

0,0045154

318,28

261,63

1,22

Sfpq

splicing factor
proline/glutamine rich
(polypyrimidine tract
binding protein
associated); similar to
PTB-associated splicing
factor

NM_023603

0,028474

612,78

503,63

1,22

Whsc2

Wolf-Hirschhorn
syndrome candidate 2
(human)

NM 011914

0,0443608

158,48

129,71

1,22

Depdc6

DEP domain containing
6

NM_001037937

0,0327468

206,78

171,18

1,21

Mthfd1

methylenetetrahydrofola
te dehydrogenase
(NADP+ dependent),
methenyltetrahydrofolat
e cyclohydrolase,
formyltetrahydrofolate
synthase

NM_138745

0,0271195

404,75

334,04

1,21

Rmnd1

required for meiotic
nuclear division 1
homolog (S.
cerevisiae); predicted
gene 5512

NM_025343

0,0211955

349,19

288,55

1,21

Mknk1

MAP kinase-interacting
serine/threonine kinase
1

NM_021461

0,0223859

133,59

111,19

Mrps6

mitochondrial ribosomal
protein S6

NM_ 080456

0,0300694

188,65

157,66

Egfr

epidermal growth factor
receptor

NM_207655

0,0249386

1981,67

1665,42

Chchd6

coiled-coil-helix-coiled-
coil-helix domain
containing 6

NM_025351

0,0103463

115,7

138,5

0,84




Pigyl

phosphatidylinositol
glycan anchor
biosynthesis, class Y-
like

NM_ 001082532

0,0206805

162,51

193,52

0,84

Sat2

spermidine/spermine
N1-acetyl transferase 2

NM_026991

0,0381162

101,31

121,33

0,84

Smad2

MAD homolog 2
(Drosophila)

NM_ 010754

0,0332297

210,52

251,18

0,84

Usp24

ubiquitin specific
peptidase 24

NM_ 183225

0,0339058

107,08

127,7

0,84

Zfp59

zinc finger protein 59;
predicted gene 7452

NM_011762

0,0444567

166,01

198,03

0,84

Ank

progressive ankylosis

NM_ 020332

0,0075982

101,41

121,98

0,83

Golgb1

golgi autoantigen,
golgin subfamily b,
macrogolgin 1

NM_030035

0,031864

109,04

131,34

0,83

Gprchce

G protein-coupled
receptor, family C,
group 5, member C;
similar to G protein-
coupled receptor, family
C, group 5, member C

NM_001110337

0,0346985

110,01

132,33

0,83

Ppp2r2d

protein phosphatase 2,
regulatory subunit B,
delta isoform

NM_026391

0,0212897

228,57

276,02

0,83

Smc4

structural maintenance
of chromosomes 4

NM_ 133786

0,0409468

108,94

131,9

0,83

Ywhah

tyrosine 3-
monooxygenase/tryptop
han 5-monooxygenase
activation protein, eta
polypeptide

NM_011738

0,0073893

148,16

179,5

0,83




amyloid beta (A4)
precursor protein-
binding, family B,

Apbb2 member 2 NM_009686 0,0053129 100,63 122,67 0,82
trans-acting

Sp1 transcription factor 1 NM 013672 0,0385214 109,82 134,26 0,82
ubiquitin-associated

Ubap1 protein 1 NM_023305 0,0480363 263,13 320,89 0,82
zinc finger CCCH type

Zc3h12c containing 12C NM_001162921 0,040809 105,42 129,23 0,82
RIKEN cDNA

4933407C03Rik  [4933407C03 gene NM_001163262 0,007522 124,91 153,74 0,81
ankyrin repeat domain

Ankrd40 40 NM_027799 0,0390826 126,53 156,19 0,81
Rho guanine nucleotide
exchange factor (GEF)

Arhgef11 11 NM_001003912 0,0098701 102,64 127,31 0,81

Cdh5 cadherin 5 NM_009868 0,0211972 105,94 130,16 0,81
protein tyrosine
phosphatase, receptor

Ptpra type, A NM_008980 0,0002222 109,74 135,83 0,81

Rb1 retinoblastoma 1 NM_009029 0,0354336 106,17 131,37 0,81

Svil supervillin NM_153153 0,0029535 100,52 124,47 0,81
predicted gene 5884;
target of myb1 homolog

Tom1 (chicken) NM_011622 0,0267565 113,31 139,68 0,81
ectonucleotide
pyrophosphatase/phosp

Enpp5 hodiesterase 5 NM_032003 0,0354065 103,67 130,17 0,8
hydroxyprostaglandin
dehydrogenase 15

Hpgd (NAD) NM_008278 0,0266 879,38 1103,78 0,8
phospholipase B

Plbd2 domain containing 2 NM_023625 0,0112435 132,39 164,57 0,8

Xpob6 exportin 6 NM_028816 0,0324585 217,08 273,03 0,8
RIKEN cDNA

1810063B05Rik [1810063B05 gene NM_174987 0,0046152 104,6 132,93 0,79




Atxn711

ataxin 7-like 1

NM_001033436

0,0450148

144,35

183,82

0,79

FbxI14

F-box and leucine-rich
repeat protein 14

NM_133940

0,0199108

147,57

185,98

0,79

Hmgb3

predicted gene 11805;
predicted gene 8850;
high mobility group box
3; similar to High
mobility group protein 4
(HMG-4) (High mobility
group protein 2a) (HMG-
2a)

NM_ 008253

0,0306378

131,52

166,12

0,79

Ldb2

LIM domain binding 2

NM_001077398

0,0105367

114,54

144,42

0,79

Socs2

suppressor of cytokine
signaling 2; predicted
gene 8000

NM_007706

0,0061172

100

126,53

0,79

Dynlt1a

NM_ 001166629

0,0146264

284,26

366,53

0,78

Palmd

palmdelphin; similar to
palmdelphin

NM_023245

0,031739

709,26

908,26

0,78

0610010K06Rik

predicted gene 5578;
RIKEN cDNA
0610010K06 gene

NM_027861

0,0027747

154,3

202,38

0,76

Adap?2

ArfGAP with dual PH
domains 2

NM_172133

0,0470875

185,55

244,09

0,76

Dynlt1c

predicted gene,
ENSMUSG0000005625
2; dynein light chain
Tctex-type 1D; dynein
light chain Tctex-type 1;
dynein light chain Tctex-
type 1E; similar to tctex-
1 protein

NM_ 001166630

0,0175682

395,71

519,53

0,76

Mafb

v-maf
musculoaponeurotic
fibrosarcoma oncogene
family, protein B (avian)

NM_ 010658

0,0045126

171,29

228,01

0,75

Ces2d-ps

NR_033726

0,0198517

118,68

162,46

0,73




Dtd1

similar to D-tyrosyl-
tRNA deacylase 1; D-
tyrosyl-tRNA deacylase
1 homolog (S.
cerevisiae)

NM_025314

0,0401879

213,35

297,11

0,72

Hivep1

human
immunodeficiency virus
type | enhancer binding
protein 1

NM_007772

0,0040266

174,68

246,14

0,71

Mpp5

membrane protein,
palmitoylated 5
(MAGUK p55 subfamily
member 5)

NM_019579

0,0057212

138,92

195,07

0,71

Cabyr

calcium-binding tyrosine
(Y)-phosphorylation
regulated
(fibrousheathin 2)

NM_027687

0,0116071

102,81

146,17

0,7

Myadm

myeloid-associated
differentiation marker

NM_001093765

0,0427494

158,86

228,09

0,7

0610008F07Rik

RIKEN cDNA
0610008F07 gene

BC025862

0,0031263

100

148,3

0,67

Gm9909

predicted gene 9909

ENSMUST00000054120

0,0239283

196,83

2949

0,67

Igsf6

immunoglobulin
superfamily, member 6

NM_030691

0,0367715

167,49

248,82

0,67

Cirbp

cold inducible RNA
binding protein

NM_007705

0,0224709

105,68

160,94

0,66

Pgap1

post-GPI attachment to
proteins 1

NM_ 001163314

0,0252828

240,56

369,87

0,65

Phlda1

pleckstrin homology-like
domain, family A,
member 1

NM_009344

0,0408716

286,17

462,83

0,62

D630039A03Rik

RIKEN cDNA
D630039A03 gene

BC095953

0,0349081

117,44

214,55

0,55

Tgtp1

T-cell specific GTPase
2; T-cell specific
GTPase

NM_ 011579

0,023294

113,79

215,72

0,53




aminolevulinic acid

Alas1 synthase 1 NM_ 020559 0,0227644 736,51 1417,04 0,52
myelocytomatosis

Myc oncogene NM_ 010849 0,0055355 166,94 402,35 0,41
one cut domain, family

Onecut1 member 1 NM_008262 0,0443257 184,98 586,99 0,32
serine/threonine kinase

Stk11 11 NM_011492 2,31E-05 105,18 333,09 0,32




Supplementary Table 3:
List of 5 non-redundant genes differentially expressed in both (LKBKOIlivemb) and (LKBKOIlivad) KO vs WT mice

Gene p-value [Fold-change| p-value |Fold-change
symbol Gene name Accession EntrezID | LKBlivemb | LKBlivemb | LKBlivad LKBlivad
KO vs WT * | KO/WT ** [ KOvs WT *| KO/WT **
Alanine-glyoxylate
Agxt aminotransferase ENSMUST00000( 11611 0,000363 0,53| 0,0455319 1,52
Ces3a Carboxylesterase 3A NM_198672 382053 3,00E-07 0,14] 0,0474566 1,26
Esr1 NM_ 007956 7,30E-06 0,43 0,0173303 1,72
GRAM domain
Gramd1ic containing 1C NM_153528 207798 6,64E-05 0,6 0,0274843 1,5
Secretory leukocyte
Slpi peptidase inhibitor NM 011414 20568|< 1e-07 7,73 0,0300134 1,36




Supplementary table 4: List of 237 non-redundant genes differentially expressed in KO vs WT (NOTCKKOIlivemb) mice

* p<.001 ; ** fold-change >1.5

Fold-
. Parametric Ggom mgfin Gepm m.e.an change
Gene symbol Gene name Accession Entrez ID p-value * of intensities [ of intensities RBPJ
in KO_RBPJ |in WT_RBPJ KOMWT **
Hepcidin
Hamp antimicrobial peptide [NM_032541 84506 6,29E-05 743,78 62,83 11,84
Tissue inhibitor of
Timpl metalloproteinase 1 [NM_ 001044384 21857 8,00E-07 84,94 12,02 7,07
Cytochrome P450,
family 2, subfamily c,
Cyp2c55 polypeptide 55 NM 028089 72082 8,30E-06 91,14 16,23 5,62
Stearoyl-Coenzyme
Scdl A desaturase 1 NM 009127 20249 6,00E-07 317,01 56,92 5,57
Gp49a Glycoprotein 49 A ENSMUST00000102894 14727| 0,0002853 78,72 20,1 3,92
Cell death-inducing
Cidec DFFA-like effector c |[ENSMUST00000113091 14311 3,70E-06 91,62 24,17 3,79
Saa2 Serum amyloid A2 [NM 011314 20209 2,20E-06 50,8 13,63 3,73
Chemokine (C-C
Ccl2 motif) ligand 2 NM 011333 20296 8,80E-06 172,34 46,54 3,7
Early growth
Egrl response 1 NM 007913 13653 0,000164 332,23 90,18 3,68
ATPase, H+
transporting,
lysosomal VO subunit
Atp6v0d2 D2 ENSMUST00000029900 242341| 0,0001567 40,45 11,34 3,57
Chemokine (C-X-C
Cxcl10 motif) ligand 10 NM_021274 15945| 0,0003826 182,79 52,09 3,51
Chka Choline kinase alpha [ENSMUST00000128694 12660 1,10E-06 564,62 165,61 3,41
Stearoyl-Coenzyme
Scd2 A desaturase 2 NM_009128 20250 3,00E-07 445,38 131,22 3,39
Calcium channel,
voltage-dependent,
N type, alpha 1B
Cacnalb subunit ENSMUSTO00000070864 12287 5,20E-06 98,34 31,45 3,13




EP300 interacting

inhibitor of

Eid3 differentiation 3 NM_ 025499 66341 2,40E-06 144,93 46,38 3,13
CDNA sequence

AB041803 AB041803 AB041803 232685 1,74E-05 84,06 27,19 3,09

Lss Lanosterol synthase |[ENSMUSTO00000048678 16987 2,44E-05 379,16 124,02 3,06
T cell
immunoreceptor with

Tigit Ig and ITIM domains [NM 001146325 100043314 5,10E-06 25,47 8,53 2,99

Jun Jun oncogene NM_010591 16476| 0,0001122 149,2 51,73 2,88
3-hydroxy-3-
methylglutaryl-
Coenzyme A

Hmgcr reductase NM_008255 15357 4,20E-06 694,95 247,8 2,8
Organic solute

Ostb transporter beta NM_ 178933 330962| 0,0004253 96,67 34,94 2,77

Saal Serum amyloid A1 [NM 009117 20208| 0,0008189 105,91 38,29 2,77
Glycoprotein
(transmembrane)

Gpnmb nmb NM_ 053110 93695| 0,0001379 67,45 24,99 2,7

Selp Selectin, platelet NM 011347 20344 8,90E-06 97,79 36,68 2,67
Farnesyl
diphosphate

Fdps synthetase NM_001253751 110196 1,56E-05 804,63 303,48 2,65
Solute carrier family

Slc41a2 41, member 2 ENSMUST00000039956 338365 2,29E-05 128,22 49,24 2,6
Sterol-C4-methyl

Sc4mol oxidase-like ENSMUST00000034015 66234 1,48E-05 483,13 186,64 2,59
Serum/glucocorticoid

Sgk2 regulated kinase 2 [ENSMUST00000018012 27219 6,00E-06 124,75 48,15 2,59
Nuclear receptor
subfamily 1, group D,

Nrldl member 1 ENSMUST00000064941 217166 5,70E-05 286,52 111,32 2,57




Serine (or cysteine)
peptidase inhibitor,

Serpina3f clade A, member 3F [NM_001168294 238393 3,30E-06 148,29 57,8 2,57
NAD(P) dependent
steroid
Nsdhl dehydrogenase-like |[NM 010941 18194 1,21E-05 585,1 228,12 2,56
H2-Q5 NR_051981 4,79E-05 56,54 22,3 2,54
Gm19409 AK137355 7,20E-06 151,88 60,59 2,51
Leukocyte
immunoglobulin-like
receptor, subfamily
Lilrb4 B, member 4 NM 013532 14728 2,05E-05 348,85 141,45 2,47
C-type lectin domain
Clecde family 4, membere |NM 019948 56619| 0,0004496 19,02 7,75 2,46
Glucose-6-
phosphatase,
G6pc2 catalytic, 2 ENSMUSTO00000005364 14378| 0,0008584 54,09 22,05 2,45
Tumor necrosis
factor receptor
superfamily, member
Tnfrsfl2a 12a NM 013749 27279 3,80E-06 114,89 46,98 2,45
Aldo-keto reductase
Akrlb7 family 1, member B7 |[NM_009731 11997| 0,0001405 340,95 140,49 2,43
Lpin2 Lipin 2 AK048657 64898| 0,0002116 193,48 80,11 2,42
Pyruvate
dehydrogenase
Pdk4 kinase, isoenzyme 4 [NM_ 013743 27273| 0,0001295 589,42 244,56 2,41
Dehydrogenase/redu
ctase (SDR family)
Dhrs9 member 9 ENSMUST00000063690 241452 3,25E-05 69,53 29,09 2,39
Isopentenyl-
diphosphate delta
Idil isomerase NM_145360 319554 7,50E-06 387,08 162,05 2,39
Cd14 CD14 antigen ENSMUST00000061829 12475 4,39E-05 131,79 55,73 2,37




Colony stimulating
factor 2 receptor,
beta 2, low-affinity
(granulocyte-

Csf2rb2 macrophage) NM 007781 12984 4,63E-05 139,89 59,54 2,35
Leucine-rich alpha-2-

Lrgl glycoprotein 1 NM 029796 76905 0,0005851 752,09 320 2,35
Growth
differentiation factor

Gdf15 15 ENSMUST00000110103 23886| 0,0004179 79,4 34,04 2,33
Secretory leukocyte

Slpi peptidase inhibitor |[NM_011414 20568 3,07E-05 246,04 105,82 2,33

TIrl3 Toll-like receptor 13 [NM 205820 279572 0,0004221 42,25 18,12 2,33
Transmembrane

Tmem82 protein 82 NM 145987 213989 2,46E-05 214,98 92,1 2,33
RIKEN cDNA

2210408F21Rik |2210408F21 gene |NR 040259 73652 0,0001742 63,65 27,55 2,31
Cytochrome P450,

Cyp51 family 51 ENSMUST00000001507 13121| 0,0001647 461,55 202,32 2,28
STEAP family

Steap4 member 4 NM 054098 117167 2,95E-05 580,78 255,14 2,28

Saa3 Serum amyloid A3 [NM 011315 20210| 0,0003124 123,21 54,18 2,27
Activating

Atf3 transcription factor 3 |NM_007498 11910 4,42E-05 91,93 40,76 2,26
Oncostatin M

Osmr receptor NM_011019 18414 1,93E-05 53,34 23,6 2,26
OTU domain

Otudl containing 1 NM_027715 71198 4,78E-05 76,85 34,22 2,25
Period homolog 1

Perl (Drosophila) NM_001159367 18626 1,60E-05 270,61 120,37 2,25
Cytochrome P450,
family 27, subfamily

Cyp27al a, polypeptide 1 NM_ 024264 104086 2,94E-05 272,31 121,34 2,24

Gm19622 XR_107259 0,0001143 53,12 23,82 2,23

4930483K19Rik NR_ 045354 7,42E-05 99,59 44,95 2,22

Sqgle Squalene epoxidase |NM_009270 20775 4,60E-05 469,09 213,63 2,2




Frizzled-related

Frzb protein ENSMUST00000028389 20378 4,43E-05 24,02 10,98 2,19
Myotubularin related

Mtmrl11 protein 11 NM 181409 194126 5,15E-05 53,04 24,2 2,19
Reticuloendotheliosis

Rel oncogene ENSMUST00000102864 19696 4,47E-05 154,94 70,86 2,19

AI507597 NR 033566 0,0008956 99,28 45,87 2,16

Duox2 Dual oxidase 2 ENSMUSTO00000053734 214593 0,000317 22,36 10,36 2,16

Mir128-1 NR 029543 0,0001999 17,21 7,99 2,15
Zinc finger and BTB
domain containing

Zbtb16 16 NM_ 001033324 235320 4,30E-05 95,71 45,03 2,13
Potassium channel
tetramerisation

Kctd3 domain containing 3 |[NM_172650 226823 1,77E-05 169,49 79,81 2,12

Zfp36 Zinc finger protein 36 |[ENSMUST00000051241 22695 0,0001047 1358,5 643,63 2,11
Thioredoxin

TXnip interacting protein NM_ 001009935 56338 4,95E-05 900,23 432 2,08
Proprotein
convertase

Pcsk9 subtilisin/kexin type 9|NM 153565 100102 9,92E-05 136,71 66,17 2,07
RIKEN cDNA

A330021E22Rik |A330021E22 gene |BC062906 207686 0,0002512 38,42 18,86 2,04
Hydroxysteroid (17-
beta) dehydrogenase

Hsd17b7 7 NM 010476 15490| 0,0001073 234,35 115,13 2,04
Suppressor of

Socs3 cytokine signaling 3 |[NM_007707 12702| 0,0003426 41,09 20,17 2,04
Matrix

Mmp15 metallopeptidase 15 |[ENSMUST00000034243 17388| 0,0002163 99,95 49,34 2,03

BC090627 NR_004843 3,72E-05 73,64 36,63 2,01
G protein-coupled

Gpr64 receptor 64 NM 178712 237175| 0,0004744 70,11 34,93 2,01
Peter pan homolog

Ppan (Drosophila) BC059277 235036 0,000163 92,33 45,96 2,01




C-type lectin domain

Clec4d family 4, memberd |NM_ 010819 17474| 0,0001213 36,45 18,41 1,98
Chemokine (C-C

Cclé motif) ligand 6 NM_ 009139 20305 4,23E-05 61,75 31,34 1,97
DNA segment, Chr
5, ERATO Doi 579,

D5Ertd579e expressed ENSMUST00000140653 320661| 0,0008307 40,76 20,65 1,97
Retinol

Rdh11 dehydrogenase 11 [ENSMUST00000161204 17252| 0,0001479 160,57 81,39 1,97
Phosphomevalonate

Pmvk kinase NM_ 026784 68603| 0,0002338 284,2 144,68 1,96
Serine (or cysteine)
peptidase inhibitor,

Serpina3h clade A, member 3H |[NR 033450 546546| 0,0003311 23,8 12,18 1,95
Cysteine rich protein

Cyr61 61 NM_ 010516 16007 0,000236 80,09 41,24 1,94
Solute carrier family

Slc25a34 25, member 34 NM_001013780 384071| 0,0006418 51,1 26,52 1,93

4933401B06Rik NR 033580 6,74E-05 8,41 4,37 1,92
Aldo-keto reductase
family 1, member

Akrlc19 C19 ENSMUST00000118663 432720 0,0003495 23,07 12 1,92
Aldolase C, fructose-

Aldoc bisphosphate ENSMUST00000017534 11676] 0,0008894 117,68 61,37 1,92

Gm19773 XR 107093 0,0002888 47,33 24,65 1,92
Prolactin regulatory

Preb element binding NM 016703 50907 3,76E-05 289,3 151,16 1,91
Ras homolog gene

Rhod family, member D NM_007485 11854| 0,0001931 178,69 93,64 1,91
S100 calcium

S100a4 binding protein A4 |[NM_ 011311 20198| 0,0008552 125,42 65,83 1,91
C-type lectin domain

Clec7a family 7, membera |[NM_020008 56644| 0,0002513 80,82 42,43 1,9
WAP four-disulfide

Wfdc3 core domain 3 ENSMUST00000103096 71856 0,0003101 48,88 25,76 1,9




RIKEN cDNA

2510049J12Rik |2510049J12 gene NM 001101431 70291 0,000261 203,41 107,4 1,89

Oorm2 Orosomucoid 2 NM 011016 18406] 0,0003073 28,94 15,32 1,89

Snord16a NR_028548 0,000161 87,78 46,35 1,89
RIKEN cDNA

1700024P16Rik |1700024P16 gene |NM_ 001162980 242594 0,0004115 72,85 38,77 1,88

Gm7334 NR 002700 8,61E-05 74,07 39,33 1,88
Coxsackie virus and

Cxadr adenovirus receptor |[ENSMUST00000023572 13052 8,05E-05 274,69 146,63 1,87

Gm19950 XR_ 142259 0,00052 158,46 84,64 1,87
Tensin like C1
domain-containing

Tencl phosphatase NM 153533 209039| 0,0007379 167,96 90,25 1,86
MAD2 mitotic arrest
deficient-like 2

Mad2I2 (yeast) ENSMUST00000030860 71890 0,000673 211,03 114,82 1,84
Glutathione S-

Gstt2 transferase, theta 2 |NM_010361 14872| 0,0007313 231,2 126,1 1,83
Jun dimerization

Jdp2 protein 2 NM_001205053 81703| 0,0002618 42,24 23,12 1,83
ATP-binding
cassette, sub-family
B (MDR/TAP),

Abcbl11 member 11 ENSMUST00000102709 27413| 0,0003009 1245,49 685,78 1,82
Histocompatibility 2,

H2-Q7 Q region locus 7 NM 010394 15018 0,0001217 1370,51 754,42 1,82
3-hydroxy-3-
methylglutaryl-
Coenzyme A

Hmgcsl synthase 1 NM 145942 208715| 0,0002069 1711,25 938,95 1,82
Milk fat globule-EGF

Mfge8 factor 8 protein NM_008594 17304| 0,0007627 254,12 139,8 1,82
Glucosaminyl (N-
acetyl) transferase 2,

Gcent2 I-branching enzyme |NM 008105 14538 0,000971 158,09 87,51 1,81

Nrgl Neuregulin 1 NM 178591 211323| 0,0003108 39,97 22,14 1,81




Sodium channel,
voltage-gated, type |,

Scnlb beta NM 011322 20266| 0,0005207 87,38 48,3 1,81
Transmembrane
Tmem98 protein 98 ENSMUST00000040865 103743 0,000419 67,56 37,51 1,8
Apolipoprotein B
mMRNA editing
enzyme, catalytic
Apobecl polypeptide 1 NM 031159 11810| 0,0002116 200,2 111,75 1,79
RIKEN cDNA
4933433P14Rik |4933433P14 gene |[NM_ 178613 66787| 0,0009423 58,44 33,05 1,77
Caspase 4,
apoptosis-related
Casp4 cysteine peptidase |[NM_007609 12363| 0,0008036 46,15 26,01 1,77
Fasn Fatty acid synthase |NM 007988 14104| 0,0001421 291,76 164,49 1,77
Interleukin 1
1r2 receptor, type || NM 010555 16178| 0,0005521 35,29 19,96 1,77
LOC100505155 AK041730 0,000957 69,06 38,95 1,77
Plin2 Perilipin 2 NM 007408 11520| 0,0001803 570,71 322,69 1,77
B-cell translocation
Btg3 gene 3 NM 009770 12228| 0,0007282 113,49 64,62 1,76
DmxI2 Dmx-like 2 NM 172771 235380| 0,0004063 108,69 61,92 1,76
V-erb-b2
erythroblastic
leukemia viral
oncogene homolog 3
Erbb3 (avian) ENSMUST00000082059 13867| 0,0002024 151,73 86,52 1,75
Hilpda NM 001190461 0,0003331 136,74 77,98 1,75
Predicted gene
Gm10933 10933 AK148176 100169866| 0,0004603 61,99 35,69 1,74
Mvp Major vault protein  [NM_080638 78388| 0,0005068 117,7 67,9 1,73
Polymeric
immunoglobulin
Pigr receptor NM_ 011082 18703| 0,0006512 61,27 35,47 1,73
Snord4a NR_030702 0,0005574 115,19 66,68 1,73




UDP-
Gal:betaGIcNAc beta
1,4-

galactosyltransferase
B4galt5 , polypeptide 5 NM_ 019835 56336 0,0003577 190,31 111,32 1,71
B-cell
leukemia/lymphoma
Bcl3 3 NM 033601 12051| 0,0004255 208,35 121,82 1,71
Solute carrier family
9 (sodium/hydrogen
exchanger), member
Slc9a6 6 NM_ 172780 236794 0,000736 46,14 27,05 1,71
Aebpl AE binding protein 1 |NM_009636 11568| 0,0008041 107,56 63,16 1,7
Anxab Annexin A5 NM 009673 11747| 0,0003383 590,77 346,57 1,7
Retinol
Rdh9 dehydrogenase 9 NM 153133 103142| 0,0005239 765,61 449,14 1,7
C730027H18Rik NR_038040 0,0005445 35,4 20,9 1,69
Coiled-coil domain
Ccdcl120 containing 120 NM 207202 54648 0,0004078 38,92 23,09 1,69
Glucosaminyl (N-
acetyl) transferase 4,
core 2 (beta-1,6-N-
acetylglucosaminyltr
Gent4 ansferase) NM_ 001166065 218476] 0,0008305 50,8 30,09 1,69
2210403K04Rik NR_030711 0,0002611 173,01 103,11 1,68
7-dehydrocholesterol
Dhcr7 reductase ENSMUST00000141916 13360 0,000674 24424 145,32 1,68
Zinc finger protein
Zfp655 655 NM_001083958 72611| 0,0005663 389,18 231,69 1,68
Interleukin 6 signal
l16st transducer NM_010560 16195 0,0002732 885,73 530,6 1,67
KIf11 Kruppel-like factor 11|NM 178357 194655 0,0005027 110,7 66,76 1,66




Map4k4

Mitogen-activated
protein kinase kinase
kinase kinase 4

NM_001252200

26921

0,0005776

194,92

117,07

1,66

1700017B05Rik

RIKEN cDNA
1700017B05 gene

NM_028820

74211

0,000462

135,62

82,01

1,65

Fkbp11

FK506 binding
protein 11

NM_024169

66120

0,0009719

354,57

214,41

1,65

Nedd9

Neural precursor cell
expressed,
developmentally
down-regulated gene
9

NM_ 001111324

18003

0,0003796

128,81

77,99

1,65

Slc30al

Solute carrier family
30 (zinc transporter),
member 1

NM_009579

22782

0,0009208

245,65

149,86

1,64

Entpdl

Ectonucleoside
triphosphate
diphosphohydrolase
1

NM_009848

12495

0,0004216

124,22

76,15

1,63

Ppap2c

Phosphatidic acid
phosphatase type 2C

NM_ 015817

50784

0,0004822

157,36

97,12

1,62

Slc36a4

Solute carrier family
36 (proton/amino
acid symporter),
member 4

ENSMUSTO00000061568

234967

0,0008258

51,78

31,87

1,62

Txnrdl

Thioredoxin
reductase 1

NM_ 001042523

50493

0,000603

322,41

199,38

1,62

Clu

Clusterin

NM_013492

12759

0,0007918

1164,1

722,05

1,61

Tiparp

TCDD-inducible
poly(ADP-ribose)
polymerase

NM 178892

99929

0,0008494

77,09

48

1,61

Nags

N-acetylglutamate
synthase

NM 178053

217214

0,0004221

167,8

104,59

1,6

ld2

Inhibitor of DNA
binding 2

NM_010496

15902

0,0006482

365,43

230,81

1,58




Glutathione

Gsr reductase NM 010344 14782| 0,0009283 234,69 149,32 1,57
Glutathione S-

Gstm1 transferase, mu 1 NM 010358 14862| 0,0006619 161,74 103,17 1,57
RIKEN cDNA

2610019F03Rik |2610019F03 gene |NM_173744 72148 0,000953 19,02 12,18 1,56
Intercellular

Icaml1 adhesion molecule 1 [NM 010493 15894| 0,0008495 92,14 59,48 1,55
Glutathione S-

Gstpl transferase, pi 1 NM 013541 14870| 0,0009887 3825,86 2493 1,53
Family with
sequence similarity

Fam46a 46, member A NM_001160378 212943| 0,0009704 32,75 52,29 0,63

9830132P13 NR 040552 0,0008222 10,61 17,17 0,62
Complement
component 8,

C8¢g gamma polypeptide |ENSMUST00000040042 69379 0,0007997 532,12 859,65 0,62
Pleckstrin homology-
like domain, family A,

Phldal member 1 NM_ 009344 21664| 0,0006359 127,36 206,28 0,62
ATPase, H+
transporting,
lysosomal VO subunit

Atp6v0e2 E2 NM_ 133764 76252| 0,0003702 23 37,45 0,61
Hydroxyacyl

Hagh glutathione hydrolase|NM_024284 14651| 0,0008041 256,01 418,99 0,61
Hydroxysteroid 11-
beta dehydrogenase

Hsd11bl 1 ENSMUST00000016338 15483| 0,0004827 84,14 138,6 0,61
LETM1 domain

Letmd1l containing 1 NM 134093 68614| 0,0002218 180,03 302,39 0,6

Ly6i NM_020498 0,0004517 4,04 6,68 0,6
Carboxymethylenebu
tenolidase-like

Cmbl (Pseudomonas) NM 181588 69574| 0,0003543 119,42 201,59 0,59




Zfp456

Zinc finger protein
456

AK132547

408065

0,0003335

7,09

11,99

0,59

Ifi44

Interferon-induced
protein 44

NM_133871

99899

0,0002289

28,66

50,38

0,57

Pcp4ll

Purkinje cell protein
4-like 1

NM_025557

66425

0,000199

148,8

259,9

0,57

Plcxd2

Phosphatidylinositol-
specific
phospholipase C, X
domain containing 2

NM_001134480

433022

0,0006432

63,65

112,33

0,57

Fzd8

Frizzled homolog 8
(Drosophila)

NM_008058

14370

0,0003894

35,54

63,17

0,56

Gm16551

NR_ 045284

0,0004297

11,29

20,17

0,56

9030622022Rik

AK018565

0,0007664

65,21

117,68

0,55

Ugt2bl

UDP
glucuronosyltransfer
ase 2 family,
polypeptide B1

NM_ 152811

71773

0,0006585

321,76

585,16

0,55

Ugt3a2

UDP
glycosyltransferases
3 family, polypeptide
A2

ENSMUST00000072403

223337

0,0001556

82,87

150,88

0,55

Cdcpl

CUB domain
containing protein 1

ENSMUST00000039229

109332

0,0002775

21,03

38,64

0,54

Fam154b

Family with
sequence similarity
154, member B

NM_177894

330577

0,0008985

9,33

17,16

0,54

Gm16291

NR 045788

0,0002897

13,17

24,53

0,54

Rarresl

Retinoic acid
receptor responder
(tazarotene induced)
1

NM_ 001164763

109222

0,0005593

49,24

91,93

0,54

Slc13a3

Solute carrier family
13 (sodium-
dependent
dicarboxylate
transporter), member
3

ENSMUST00000029208

114644

0,0004982

511,78

944,68

0,54




Olfactory receptor

Olfr1358 1358 XM_ 981298 258224 0,00051 9,5 17,83 0,53
Purine-nucleoside

Pnp2 phosphorylase 2 ENSMUST00000095925 667034| 0,0007318 6,55 12,46 0,53
Olfactory receptor

Olfr191 191 NM_001011807 258035| 0,0002215 25,41 49,02 0,52
CDNA sequence

BC031353 BC031353 NM 001113283 235493 0,000201 86,68 169,23 0,51
Indolethylamine N-

Inmt methyltransferase ENSMUST00000003569 21743] 0,0005713 211,87 416,09 0,51

Slc22a29 ENSMUST00000113298 0,0001545 11,21 22,07 0,51
Sulfotransferase
family 2A,
dehydroepiandroster
one (DHEA)-

Sult2a2 preferring, member 2[{NM_ 009286 100043194 9,04E-05 116,82 229,11 0,51

Tcf24 XM 003688767 0,0001461 138,91 272,37 0,51
Recombination

Ragl activating gene 1 NM_009019 19373| 0,0001054 16,04 32,09 0,5

Slc22a27 NM 134256 0,0003338 51,88 102,89 0,5
Myo-inositol

Miox oxygenase ENSMUST00000023282 56727 7,94E-05 37,83 77,45 0,49
Serine (or cysteine)
peptidase inhibitor,

Serpina3k clade A, member 3K |[NM_ 011458 20714| 0,0001132 22,73 48,2 0,47
Uridine

Upp2 phosphorylase 2 NM 029692 76654| 0,0002389 158,65 334,57 0,47

I7r Interleukin 7 receptor|NM_008372 16197| 0,0003163 11,4 24,8 0,46
Deiodinase,

Diol iodothyronine, type | [NM 007860 13370] 0,0004279 78,8 176,13 0,45
Interferon, alpha-
inducible protein 27

Ifi2712a like 2A NM_029803 76933| 0,0003395 21,93 48,21 0,45
RIKEN cDNA

2810007J24Rik |2810007J24 gene NM 175250 76971| 0,0003734 63,45 1449 0,44




Aldo-keto reductase
family 1, member

Akrlcl8 C18 NM 134066 105349 7,77E-05 92,25 207,93 0,44
Cytochrome P450,
family 2, subfamily a,
Cyp2a22 polypeptide 22 NM_001101467 233005 0,000259 257,28 588,86 0,44
Cytochrome P450,
family 2, subfamily c,
Cyp2c69 polypeptide 69 NM 001104525 100043108] 0,0001161 141,1 323,84 0,44
Sds Serine dehydratase |NM 145565 231691| 0,0002843 38,66 88,79 0,44
LOC100861992 XR 140601 0,0002261 119,89 279,06 0,43
Olfactory receptor
Olfr441 441 ENSMUSTO00000095954 258649| 0,0002473 3,6 8,45 0,43
Kidney expressed
Kegl gene 1 NM 029550 64697 0,0001707 92,06 220,32 0,42
Protein phosphatase
1, regulatory
Ppplr3c (inhibitor) subunit 3C [ENSMUST00000087321 53412 0,0001605 89,92 213,2 0,42
Solute carrier family
22 (organic anion
transporter), member
Slc22a7 7 NM 144856 108114 0,0001096 54,64 129,55 0,42
Cd209g CD209g antigen NM 027343 70192 4,95E-05 11,58 28,17 0,41
Cytochrome P450,
family 7, subfamily a,
Cyp7al polypeptide 1 NM_007824 13122 6,87E-05 159,32 387,65 0,41
Ppplrl0 ENSMUST00000087211 1,03E-05 58,44 143,92 0,41
Acyl-CoA synthetase
short-chain family
AcCss3 member 3 NM_ 001142804 380660 2,74E-05 29,15 72,52 0,4
Cytochrome P450,
family 3, subfamily a,
Cyp3a44 polypeptide 44 NM_177380 337924 0,0004701 102,54 258,08 0,4
Insulin-like growth
factor binding
protein, acid labile
Igfals subunit ENSMUST00000168131 16005| 0,0002209 118,4 296,54 0,4




Hydroxyacid oxidase

Hao2 2 NM_019545 56185 8,60E-06 187,66 486,17 0,39
Solute carrier family
34 (sodium
phosphate), member
Slc34a2 2 NM_ 011402 20531 7,30E-06 21,62 57,71 0,37
Immunoglobulin
lambda-like
Iglll polypeptide 1 NM 001190325 16136 4,20E-06 17,55 48,58 0,36
Monocyte to
macrophage
differentiation-
Mmd?2 associated 2 ENSMUST00000037048 75104| 0,0001114 92,5 254,28 0,36
Retinoic acid early
Raetle transcript 1E NM 198193 379043| 0,0002726 23,93 66,02 0,36
Prok1 Prokineticin 1 NM_001044382 246691 9,75E-05 13,91 40,33 0,34
RIKEN cDNA
9030619P08Rik |9030619P08 gene |NM 001039720 105892| 0,0002704 100,86 314,94 0,32
C-type lectin domain
Clec2d family 2, memberd |NM_ 053109 93694 1,30E-06 217,85 675,54 0,32
Mugl Murinoglobulin 1 NM 008645 17836 1,19E-05 114,99 358,8 0,32
Cml2 Camello-like 2 NM 053096 93673| 0,0008911 29,2 93,73 0,31
Tryptophan 2,3-
Tdo2 dioxygenase ENSMUST00000029645 56720 8,30E-06 113,04 364,65 0,31
Cd209f CD209f antigen ENSMUST00000145007 69142 3,68E-05 28,61 93,99 0,3
UDP-
Gal:betaGIcNAc beta
1,3-
galactosyltransferase
B3galtl , polypeptide 1 ENSMUST00000042456 26877 2,60E-06 62,2 247,75 0,25
Secreted
Sppl phosphoprotein 1 NM_ 001204201 20750 4,80E-06 45,53 179,19 0,25
Sulfotransferase
family, cytosolic, 1C,
Sultlc2 member 2 ENSMUST00000023886 69083 5,00E-07 36,13 146,22 0,25
RIKEN cDNA
A630076J17Rik [A630076J17 gene [NM 001256174 319929 5,60E-06 12,35 51,06 0,24




Cesif

Carboxylesterase 1F

NM_144930

234564

7,65E-05

17,78

74,51

0,24

Sult2a6

Sulfotransferase
family 2A,
dehydroepiandroster
one (DHEA)-
preferring, member 6

NM_001081325

629219

9,81E-05

8

36,71

0,22

Ces3a

Carboxylesterase 3A

NM_198672

382053

1,75E-05

103,15

1336,21

0,077




Supplementary table 5:

List of 54 non-redundant genes differentially expressed in both (LKBKOIlivemb) and (NOTCHKOIlivemb) KO vs WT mice
* p<.001 ; ** fold-change >1.5

Fold-change Fold-change
Gene symbol Gene name Accession Entrez ID p‘;vglue\ll_vlfﬁl LKB1 p‘;vglue\ll?vl_%r? RBPJ
Ve KO/WT ** Ve KO/WT **

Tissue inhibitor of

Timpl metalloproteinase 1 NM_ 001044384 21857| 2,79E-05 3,03 8,00E-07 7,07
Cytochrome P450, family 2,

Cyp2c55 subfamily c, polypeptide 55 NM_ 028089 72082 <1le-07 10 8,30E-06 5,62
Stearoyl-Coenzyme A

Scdl desaturase 1 NM_009127 20249| 4,50E-06 4,25 6,00E-07 5,57
Cell death-inducing DFFA-like

Cidec effector ¢ ENSMUST00000113 14311| 0,0007608 1,7 3,70E-06 3,79
Stearoyl-Coenzyme A

Scd2 desaturase 2 NM_ 009128 20250 1,02E-05 2,09 3,00E-07 3,39
Calcium channel, voltage-
dependent, N type, alpha 1B

Cacnalb subunit ENSMUST00000070 12287| 9,70E-06 2,44 5,20E-06 3,13

Jun Jun oncogene NM_010591 16476| 0,0001015 2,39 0,0001122 2,88
Farnesyl diphosphate

Fdps synthetase NM_ 001253751 110196 0,0009014 1,65 1,56E-05 2,65
Serum/glucocorticoid regulated

Sgk2 kinase 2 ENSMUST00000018 27219 0,0001271 1,73 6,00E-06 2,59
NAD(P) dependent steroid

Nsdhl dehydrogenase-like NM 010941 18194 0,000531 1,58 1,21E-05 2,56
Tumor necrosis factor receptor

Tnfrsfl2a superfamily, member 12a NM_013749 27279 1,00E-07 3,44 3,80E-06 2,45
Aldo-keto reductase family 1,

Akrlb7 member B7 NM_009731 11997| 1,50E-06 2,12 0,0001405 2,43
Secretory leukocyte peptidase

Slpi inhibitor NM_011414 20568 < le-07 7,73 3,07E-05 2,33

Tmem82 Transmembrane protein 82 NM_ 145987 213989| 4,07E-05 1,85 2,46E-05 2,33

Otudl OTU domain containing 1 NM_027715 71198| 0,0004744 1,61 4,78E-05 2,25

BC090627 NR 004843 0,000247 1,75 3,72E-05 2,01




RIKEN cDNA 2510049J12

2510049J12Rilgene NM_001101431 70291| 2,85E-05 1,91 0,000261 1,89
RIKEN cDNA 1700024P16
1700024P16Rigene NM_001162980 242594| 0,0005802 1,72 0,0004115 1,88
Coxsackie virus and adenovirus
Cxadr receptor ENSMUST00000023 13052| 5,68E-05 1,67 8,05E-05 1,87
Tmem98 Transmembrane protein 98 ENSMUST00000040| 103743| 0,0001015 1,69 0,000419 1,8
UDP-Gal:betaGIcNAc beta 1,4-
galactosyltransferase,
B4galt5 polypeptide 5 NM_019835 56336| 5,62E-05 1,87 0,0003577 1,71
C730027H18Rik NR 038040 4,71E-05 1,91 0,0005445 1,69
Dhcr7 7-dehydrocholesterol reductase |[ENSMUST00000141 13360 3,23E-05 1,72 0,000674 1,68
Neural precursor cell
expressed, developmentally
Nedd9 down-regulated gene 9 NM_ 001111324 18003| 0,0004137 1,55 0,0003796 1,65
Gstpl Glutathione S-transferase, pi1 |[NM 013541 14870 0,0002174 1,57 0,0009887 1,53
Hydroxysteroid 11-beta
Hsd11bl dehydrogenase 1 ENSMUSTO00000016 15483 1,10E-06 0,34 0,0004827 0,61
Ifi44 Interferon-induced protein 44  |[NM_ 133871 99899] 0,0001448 0,56 0,0002289 0,57
Pcp4ll Purkinje cell protein 4-like 1 NM_ 025557 66425| 9,20E-06 0,26 0,000199 0,57
Fzd8 Frizzled homolog 8 (Drosophila)[NM 008058 14370| 0,0003285 0,55 0,0003894 0,56
UDP glycosyltransferases 3
Ugt3a2 family, polypeptide A2 ENSMUSTO00000072 223337| 0,0003223 0,42 0,0001556 0,55
Retinoic acid receptor
responder (tazarotene induced)
Rarresl 1 NM_001164763 109222 0,00058 0,56 0,0005593 0,54
Solute carrier family 13 (sodium/
dependent dicarboxylate
Slcl3a3 transporter), member 3 ENSMUSTO00000029 114644 9,79E-05 0,54 0,0004982 0,54
Tcf24 XM 003688767 0,0005665 0,64 0,0001461 0,51
Indolethylamine N-
Inmt methyltransferase ENSMUSTO00000003 21743| 1,10E-06 0,29 0,0005713 0,51
Miox Myo-inositol oxygenase ENSMUST00000023 56727 3,30E-06 0,38 7,94E-05 0,49
Serine (or cysteine) peptidase
Serpina3k inhibitor, clade A, member 3K |NM_011458 20714] 1,25E-05 0,28 0,0001132 0,47




Interferon, alpha-inducible

Ifi2712a protein 27 like 2A NM 029803 76933| 4,11E-05 0,52 0,0003395 0,45
Deiodinase, iodothyronine, type

Diol I NM_007860 13370| 3,90E-06 0,42 0,0004279 0,45
RIKEN cDNA 2810007J24

2810007J24Rilgene NM_175250 76971 2,30E-06 0,43 0,0003734 0,44
Cytochrome P450, family 2,

Cyp2a22 subfamily a, polypeptide 22 NM_001101467 233005 7,50E-06 0,35 0,000259 0,44
Cytochrome P450, family 2,

Cyp2c69 subfamily c, polypeptide 69 NM_ 001104525 100043108 < le-07 0,17 0,0001161 0,44
Solute carrier family 22 (organic

Slc22a7 anion transporter), member 7 |NM_ 144856 108114| 5,09E-05 0,44 0,0001096 0,42
Cytochrome P450, family 3,

Cyp3ad4 subfamily a, polypeptide 44 NM_ 177380 337924| 0,0009259 0,58 0,0004701 0,4
Acyl-CoA synthetase short-

Acss3 chain family member 3 NM 001142804 380660| 0,000125 0,55 2,74E-05 0,4

Prok1 Prokineticin 1 NM_001044382 246691| 1,26E-05 0,54 9,75E-05 0,34
C-type lectin domain family 2,

Clec2d member d NM 053109 93694| 6,90E-06 0,54 1,30E-06 0,32

Mugl Murinoglobulin 1 NM 008645 17836 < le-07 0,043 1,19E-05 0,32

Cml2 Camello-like 2 NM_053096 93673| 0,0008069 0,46 0,0008911 0,31

Tdo2 Tryptophan 2,3-dioxygenase ENSMUST00000029 56720 3,80E-06 0,4 8,30E-06 0,31
Sulfotransferase family,

Sultlc2 cytosolic, 1C, member 2 ENSMUST00000023 69083| 1,02E-05 0,37 5,00E-07 0,25
UDP-Gal:betaGIcNAc beta 1,3-
galactosyltransferase,

B3galtl polypeptide 1 ENSMUST00000042 26877 <1le-07 0,18 2,60E-06 0,25
RIKEN cDNA A630076J17

A630076J17Ri|lgene NM 001256174 319929| 6,94E-05 0,48 5,60E-06 0,24

Ceslf Carboxylesterase 1F NM_144930 234564| 0,0005218 0,29 7,65E-05 0,24

Ces3a Carboxylesterase 3A NM 198672 382053| 3,00E-07 0,14 1,75E-05 0,077
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1.3 Discussion

Nos différents résultats ont permis d’asseoir I’existence d’un réel dialogue entre
LKB1 et S-caténine dans le foie. A I'image de S-caténine, LKB1 est apparu comme
jouant des rdles différents en fonction du stade de développement [34, 39, 169]. Vis-
a-vis de (-caténine, LKB1 exercerait plutot un role de morphogene au cours du
développement, nécessaire pour la mise en place du zonage lobulaire par S-caténine
et pour la tubulogenese biliaire. En revanche, dans le foie adulte, LKB1 agirait plu-
tot comme senseur énergétique, permettant de coupler une partie du programme
transcriptionnel de [-caténine au statut nutritionnel. Dans ces deux situations,
LKB1 est apparu comme nécessaire pour l'activation complete du programme
transcriptionnel de (-caténine dans le foie. De plus, dans un contexte tumoral,
I’activation oncogénique de [-caténine semble promouvoir I’expression protéique
de LKB1 qui, en retour, est apparue comme nécessaire a la survie des hépatocytes
(sur-)activés pour f-caténine, réalisant un véritable dialogue coopératif entre ces
deux acteurs.

Concernant le dialogue LKB1/3-caténine, la littérature est cependant assez
pauvre. D’un point de vue mécanistique, certains travaux placent LKB1 en amont
de [-caténine. Chez le xénope, XEEKI1, I'homologue de LKBI1 active la voie
Wnt/f-caténine en phosphorylant et inactivant GSK35 [380, 381], ce dialogue
étant important dans le développement embryonnaire, notamment pour I’axe cranio-
caudal. Un méme type de controle a été observé dans un modele murin de carci-
nomes basocellulaires induits par les rayons UV [382]. Pour d’autres cependant,
LKB1 inhiberait la voie Wnt/S-caténine via I'activation de Mark3 (PARIA) qui
n'interagirait plus avec Dvl [383], via une interaction directe avec APC [384] ou
via V'activation de GSK3p [359, 385, 386]. Dans le polype de PEUTZ-JEGHERS, la
perte (le plus souvent biallélique) de LKB1 s’accompagne parfois de mutations ac-
tivatrices de CTNNBI1 dans les rares cas ou une composante adénomateuse existe
(230, 245, 246].

A Tinverse, d’autres travaux placent S-caténine en amont de LKB1, le contro-
lant négativement. Dans des lignées carcinomateuses épidermoides ORL, I'invali-
dation de (-caténine conduit a une augmentation de ’expression de LKB1 et de
l’apoptose [387].

Au total, les données de la littérature sont quelque peu contradictoires, plagant
a la fois LKB1 en amont et en aval de S-caténine et avec un dialogue soit activateur
soit répresseur. Cette hétérogénéité des données tend a montrer qu’'un dialogue
LKB1//-caténine existe bel et bien dans de nombreuses situations tumorales mais
que les tenants et aboutissants varient en fonction du contexte.

Notre modele apparait comme original vis-a-vis des données de la littérature,
placant LKB1 sous le controle positif de -caténine et comme acteur essentiel pour
I’activation complete du programme [-caténine.
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Aucune étude n’a cependant préalablement étudié un tel dialogue LKB1//3-
caténine dans le foie normal ou tumoral. A notre connaissance, seuls H. MIYOSHI
et coll. ont abordé ce sujet mais selon un angle completement différent du notre. Ils
ont étudié le modele murin Lkb1t/~ qui développe spontanément des nodules hé-
patocytaires dysplasiques au bout de 7 mois de vie et des CHC au bout de 10 mois
de vie [355]. Une activation de -caténine '* a été réalisée dans le foie de ces souris
entre 11 et 14 mois de vie, c’est-a-dire apres I’apparition potentielle des lésions (pré-
)Jcancéreuses hépatiques. Les auteurs ont observé que deux mois apres l'activation
de B-caténine, le nombre de CHC était augmenté par rapport aux souris Lkb1+/~.
Ces CHC présentaient une LOH du locus LkbI et une certaine activation d’un
programme transcriptionnel de type [-caténine; la glutamine synthétase (Glul)
n’était cependant pas exprimée. Leurs résultats indiquent que dans un contexte
d’haploinsuffisance Lkb1, 'activation de [-caténine favorise 'apparition de CHC
[185]. Ces CHC semblent cependant étre assez différents des CHC humains mutés
CTNNB1, notamment en ce sens qu’ils n’exprimaient pas Glul, marqueur sensible
des CHC mutés CTNNBI [2, 30, 173]. Malheureusement, ’aspect microscopique
des tumeurs n’était que peu détaillé dans 'article et leur modele semble étre as-
sez ¢éloigné de la réalité clinique. En effet, les patients souffrant d’un syndrome de
PEUTZ-JEGHERS développent certes de nombreux cancers de la sphere digestive
mais tres rarement des CHC. En accord, les mutations de LKB1 sont rarissimes
dans les CHC sporadiques [371].

Cependant, leurs résultats ont permis de confirmer une de nos observations :
en l'absence de LKBI1, [-caténine est incapable d’induire I'entiereté de son pro-
gramme transcriptionnel. En effet, leurs tumeurs S-caténine+/Lkb1— présentaient
une induction d’un programme transcriptionnel -caténine, mais qui était incom-
plet, sans expression de Glul.

Pour aller plus loin, méme si ce n’est qu'une hypothese, 'activation de (-
caténine dans les CHC induirait un programme métabolique impliquant LKB1
et requérant la synthese de glutamine comme substrat énergétique, anaplérotique
du cycle de KREBS. En revanche, dans un contexte de déficience LKB1, méme si
plus théorique que réel, les CHC mutés CTNNB1 reprogrammeraient leur méta-
bolisme en un circuit indépendant de la glutamine. Cette hypotheése trouvera une
résonance dans le chapitre suivant puisque l'invalidation de LKB1 dans le foie in-
duit une reprogrammation métabolique de I’hépatocyte, laquelle semble impliquer
'utilisation de voies alternatives pour le métabolisme des acides aminés.

Nous avons aussi observé dans le modele LKBKO!™ que Lkbl était surtout
nécessaire a l’activation compléte du programme transcriptionnel de [-caténine
surtout a l’état nourri. Ceci permettrait de lier les fonctions de LKB1 sur j-

10. Modele Lkb1t/~ ;Ctnnb1ter(exd)/wt 4 ipjections d’un adénovirus codant la recombinase
Cre sous le contrdle d’'un promoteur CMV
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caténine au statut nutritionnel. Nous allons voir dans le chapitre suivant que les
fonctions métaboliques de LKB1 varient également en fonction de I’état nutrition-
nel.

Enfin, nous avons établi un nouveau lien entre Lkb1 et la voie Notch dans
le foie embryonnaire, notamment important pour la tubulogenese biliaire.A notre
connaissance, une seule étude a établi un potentiel lien entre ces deux acteurs. Dans
un modele d’invalidation totale de LkbI dans l'intestin murin, la perte de Lkbl
induit une altération de la différenciation des cellules de PANETH et caliciformes,
associée a une modulation de la voie Notch [388].

Comme pour le lien LKB1/S-caténine, nous n’avons malheureusement pas en-
core identifié les intermédiaires moléculaires entre LKB1 et la voie Notch.

Dans un contexte tumoral hépatique, nous avons précédemment vu que, selon
les études, la voie Notch apparaissait soit comme oncogénique soit comme sup-
pressive de tumeurs (voir 2.3.3 page 65 et suivantes). Dans les situations ot la voie
Notch était considérée comme oncogénique, les tumeurs observées avaient généra-
lement une double différenciation hépatocytaire et cholangiocytaire (tumeurs de
type « progéniteur ») ou étaient des cholangiocarcinomes. Dans notre modele d’in-
validation hépatospécifique de LkbI dans le foie embryonnaire, Lkb1 semblait étre
nécessaire a l'activation de la voie Notch. Cette observation irait donc a 1’encontre
du phénotype de type hépatocytaire bien différencié qui caractérise les CHC mutés
CTNNBI1. Cependant, comme LKB1 et S-caténine ont des roles tres différents en
fonction du stade de développement, cette apparente contradiction suggererait que
I'interaction réciproque entre Notch, LKB1 et -caténine serait également comple-
tement fonction du stade développemental (dans un contexte physiologique) et
de la nature de la cellule initiatrice de tumeurs (progénitrice, hépatocytaire ou
cholangiocytaire) dans un contexte tumoral.
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Chapitre 2

Roles métaboliques de LKB1
dans le foie.

2.1 Introduction

Dans ce second volet, nous avons cherché a identifier les roles métaboliques
de LKB1 dans le foie. En effet, pour pouvoir s’intégrer dans notre hypothese de
départ de I'induction de LKB1 dans les CHC mutés CTNNBI pour leur conférer
leurs caractéristiques phénotypiques propres, LKB1 devrait constituer un frein a
I’établissement d'une stéatose, soit en inhibant la lipogenése soit en induisant une
[-oxydation accrue.

Si les roles métaboliques de LKBI1 et surtout de '’AMPK commencent a étre
bien définis d'une fagon générale, peu de données sont disponibles sur leurs roles
spécifiques dans le foie. Une étude d’invalidation hépatospécifique de LkbI dans
un modele murin a été publiée en 2005. Cette étude utilisait un modele Lkb1to/low
dans lequel I'invalidation de Lkb1 était induite dans le foie adulte par une injection
intraveineuse d’un adénovirus codant la recombinase Cre. Les auteurs ont observé
la présence d'une hyperglycémie avec augmentation de la lipogenese et de la néo-
glucogenese hépatiques. Ce phénotype était expliqué par une déphosphorylation
de CRTC2 (TORC2), co-activateur transcriptionnel de CREBI, le rendant actif et
induisant I'expression d’un programme de néoglucogenese médié par PPARGC1A
(PGCla) et [128].

Nous avons initialement essayé de reproduire ces résultats en utilisant le méme
modele. Cependant, entre nos mains, nous avons observé une apoptose des hé-
patocytes infectés par I’adénovirus-Cre, suivie d’une repopulation du parenchyme
hépatique par des hépatocytes non recombinés pour LkbI, empéchant toute ana-
lyse fiable.

215
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2.2 Résultats

2.2.1 Lkb1 joue des réles différents dans le foie embryon-
naire et le foie adulte.

Pour contourner ce probleme, nous avons développé les deux modeles d’inva-
lidation hépatospécifique de Lkb1, LKBKO" et LKBKO'*m® déja présentés
dans le chapitre précédent, et dans lesquels la recombinase Cre a été « appor-
tée » par transgenese additive. Pour rappel, LKBKO/*™ permet I'invalidation de
Lkb1 dans le foie embryonnaire vers E10.5 (AlFp-Cre). Le modele LKBKO™ per-
met I'invalidation de LkbI dans I'hépatocyte adulte, apres injections de tamoxiféne
(1.5mg/j, 3j) (Ttr-CreERT?) (Figure 2.2 page 221). Ces souris ont été élevées, sauf
mention contraire, sous régime standard (A03, Safe Diets©). Par la suite, le terme
« KO » sera utilisé pour mentionner les souris homozygotes pour la construction
lox sur Lkb1 et ayant le transgene Cre. Le terme « WT' » ou « contrdles » sera uti-
lisé pour mentionner les souris ayant tout autre génotype. Seules des souris méales
ont été analysées (sauf pour 1’établissement des courbes pondérales sous différents
régimes dans le modele LKBKO!vemb),

Comme déja mentionné dans le 1" chapitre des « Résultats », le phénotype
était profondément différent entre les deux modeles. Les animaux LKBKOQ!vemb
(figure 2.3 page 222) naissaient de facon mendélienne et sans phénotype appa-
rent mais présentaient un arrét de leur croissance postnatale débutant vers J12 et
aboutissant a la mort entre J25 et J30 dans un contexte de cachexie avec sarcopé-
nie. Les animaux étaient initialement normoglycémiques mais une hypoglycémie
apparaissaient a J22 chez les animaux KO.

A Dinverse, les animaux LKBKO"*¢ (figure 2.4 page 223) ne présentaient pas
de phénotype global apparent si ce n’est une hyperglycémie modérée a jeun. Il
n’existait ni cytolyse ni cholestase biologiques significatives. Les animaux mour-
raient pour la plupart au bout de quelques semaines apres injection de tamoxiféne.
Cependant, la courbe de survie différait en fonction de I’dge des animaux au mo-
ment des injections de tamoxifene, les souris plus agées ayant une survie prolongée
par rapport aux souris plus jeunes.

2.2.2 Lkbl dans le foie contréle I’homéostasie énergétique
globale.

Une hypothese pour expliquer cette différence serait que les souris plus agées
ont des réserves énergétiques plus importantes que les souris plus jeunes. Comme
LKB1 a été montré comme ayant un role majeur dans le rationnement des réserves
énergétiques chez le poisson zebre [307] et chez Caenorhabditis elegans [306], nous
avons alors analysé 1’évolution de la composition corporelle par IRM quantitative
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chez les animaux LKBKO™™ (figure 2.5 page 224). De facon surprenante, ces
animaux présentaient une accumulation progressive de leur masse grasse et une
diminution relative de leur masse maigre sans que leur poids total ne soit différent
de celui des souris controles.

Pour en savoir un peu plus, nous avons soumis ces animaux a une étude de ca-
lorimétrie dans des cages métaboliques (collaboration équipe de S. LUQUET, BFA
EAC 4413, Université Paris Diderot). Les animaux LKBKO" présentaient une
augmentation modérée de leur prise alimentaire associée a une diminution de leur
activité locomotrice ambulatoire (figure 2.6 page 225). Les données de calorimé-
trie indirecte (figure 2.7 page 226) indiquaient que la dépense énergétique était
comparable entre souris KO et controles et que la balance énergétique (prise ali-
mentaire — dépense énergétique) était augmentée chez les animaux KO. Surtout,
I’analyse des flux respiratoires VCO, / VO, indiquait une préférence significative
pour l'utilisation des glucides et non des lipides comme substrat énergétique glo-
bal. Ce ratio VCO, / VO, était plus particulitrement augmenté chez les souris KO
lors de la fin du jetine et au début de la phase de ré-alimentation au cours d’un
cycle nycthéméral normal.

L’ensemble de ces données expliquerait I’'augmentation de la masse grasse chez
ces animaux et indiquerait un réle de LKB1 hépatique dans le contrdle du métabo-
lisme énergétique global (corps entier) et dans le choix des substrats énergétiques.

2.2.3 Lkb1l inhibe la signalisation AKT et la néoglucoge-
nese dans le foie.

Comme mentionné, les animaux LKBKOQO!"% présentaient une hyperglycémie
modérée a jeun. Le test de tolérance au glucose a montré des glycémies capil-
laires plus élevées chez les animaux KO que chez les animaux controles (figure 2.8
page 227). Pour expliquer cette hyperglycémie, nous avons réalisé un test de tolé-
rance au pyruvate qui indiquait une néoglucogenese accrue chez les animaux KO
(figure 2.8 page 227). Ces résultats sont en accord avec les données publiées [128].

Pour poursuivre 'analyse du métabolisme glucidique hépatique, nous avons
analysé le contenu hépatocytaire en glycogéne dans le modele LKBKO!™, TLes
animaux KO présentaient une augmentation du contenu en glycogene des hépa-
tocytes (figure 2.9 page 228).

Pour expliquer cette accumulation de glycogéne, nous nous sommes intéressés
a la signalisation insuline. Dans le modele LKBKO!®™%4  alors que la signalisation
AMPK ne paraissait que peu altérée (figure 2.10 page 229), nous avons observé une
augmentation de la phosphorylation d’AKT que ce soit a jeun ou a 1’état nourri
(figure 2.11 page 230). En aval, les phosphorylations de Gsk3f et de Foxol étaient
également plus importantes chez les souris KO. Cependant, malgré I'hyperglycémie
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des animaux, les taux d’insuline plasmatiques n’étaient pas augmentés, indiquant
que cette activation d’AKT se produisait de fagon cell autonomous (figure 2.12
page 231.

Nous avons testé plusieurs pistes pour déterminer les liens moléculaires entre
LKBI et la signalisation AKT. Cependant, I’expression protéique de phosphatases
capables de déphosphoryler AKT comme Pten, la protéine phosphatase 2A, Phlpp1
et Phlpp2, n’était pas modifiée. De méme, 1’état d’activation de mTORC2, appré-
hendé par la phosphorylation de ses cibles (Prkca (Pkca), Ndrgl et Akt (T450))
ne variait pas entre souris KO et controles (figure 2.11 page 230).

L’existence d’une néoglucogenese accrue en présence d’une signalisation AKT
activée est paradoxale. Nous avons vérifié sur le plan transcriptionnel si les enzymes
limitantes de la néoglucogenese étaient induites chez les animaux KO. Alors que
I'expression de la glucose 6-phosphatase (G6pc) était augmentée a jeun, celle de la
phosphoénolpyruvate carboxykinase (Pepck) ne variait pas (figure 2.13 page 232).
Il ne semblait pas non plus exister d’augmentation de la néoglucogenese dans le
rein (figure 2.14 page 233). FOXO1 est le principal régulateur transcriptionnel
de la néoglucogenese. 1l était activé dans le foie des souris KO comme en témoi-
gnait I'induction transcriptionnelle de ses génes cibles spécifiques (Igfbpl, Agxt112,
Pgcla et Mmd2)(figure 2.13 page 232). La phosphorylation de FOXO1 par AKT
conduit a sa séquestration cytoplasmique. Cependant, l'acétylation de FOXO1 est
aussi capable de le séquestrer dans le cytoplasme et sa déacétylation par des his-
tones déacétylases (HDAC) de classe Ila lui permet d’étre actif dans le noyau [389].
Des études récentes ont montré que 'axe LKB1/AMPK est capable d’inactiver par
phosphorylation les histones déacétylases (HDAC) de classe Ila [296].

Meéme si ceci reste encore a montrer dans notre modele, ’activation de la néo-
glucogenéese ne serait donc pas antinomique avec l'activation d’AKT, car 'invali-
dation de Lkbl pourrait s’accompagner d’une activation des HDAC entrainant la
déacétylation et l'activation de Foxol pour induire un programme de néoglucoge-
nese.

2.2.4 L’invalidation hépatospécifique de Lkb1 induit une
dépendance énergétique aux acides aminés.

Parmi les rares genes différentiellement exprimés entre KO et controles qui
étaient communs entre les modeles LKBKO! et LKBKO"*™ figurait Agxt. Ce
gene code une aminotransférase impliquée dans le métabolisme des acides aminés,
notamment de la sérine qui peut étre catalysée en un substrat glucoformateur selon
une voie by-passant PCK1 (PEPCK) (voir pages 36 et suivantes). L’expression
transcriptionnelle et protéique d’Agxt était augmentée chez les animaux KO a
jeun et a I’état nourri (figures 2.13 page 232 et 2.15 page 234-E), suggérant qu’une
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néoglucogenese importante a partir d’acides aminés pouvait avoir lieu.

L’urémie, témoin du catabolisme des acides aminés, était augmentée chez les
animaux KO (figure 2.15 page 234-A). Nous avons réalisé plusieurs tests de tolé-
rance a différents acides aminés. Le test de tolérance a la L-alanine a montré une
néoglucogenese accrue chez les animaux KO (figure 2.15 page 234-B), de méme que
le test & la L-glutamine mais avec des glycémies inférieures (figure 2.15 page 234-
C). Cette différence pourrait s’expliquer par le fait que la L-alanine soit un acide
aminé plutot glucoformateur dans le foie alors que la L-glutamine le serait plu-
tot dans le rein [390]. De fagon plus intéressante, la serine, substrat d’Agxt, était
également capable d’induire une néoglucogenese accrue chez les animaux KO (fi-
gure 2.15 page 234-D). Ainsi, I'invalidation hépatique de LkbI conduirait & une
néoglucogenese accrue, préférentiellement a partir d’acides aminés, via un circuit
impliquant probablement Agxt. Ceci expliquerait la mort dans un contexte de ca-
chexie avec sarcopénie des animaux LKBKO!™™ et la diminution de la masse
maigre chez les souris LKBKO!ad,

Pour conforter cette hypothese, nous avons tenté un sauvetage phénotypique
des souris dans le modele LKBKO! ™ avec différents régimes alimentaires. Sous
régime standard, les animaux KO présentent un « décrochage » de leur courbe
pondérale vers J12, ce qui correspond a la période de la transition allaitement -
sevrage. Cette période se caractérise par la complete modification du métabolisme
glucidolipidique global et hépatique. L’allaitement pourvoit un apport alimentaire
a peu pres continu et tres riche en lipides alors que le sevrage s’accompagne d’un
fractionnement de la prise alimentaire dont le contenu en lipides diminue fortement
(figure 2.1) [391].
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FIGURE 2.1 — Modifications de la composition alimentaire lors de la transition
allaitement - sevrage. Issu de [391].

Dans notre modele LKBKO!¢™  deux types différents de régimes riches en
lipides n’ont pas permis d’obtenir d’amélioration majeure de la survie et de la prise
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pondérale des animaux KO (figure 2.16 page 235) 1. En revanche, un régime enrichi
en protides permettait une reprise pondérale avec une survie doublée (figure 2.16
page 235).

2.2.5 Roles de Lkbl dans le métabolisme lipidique hépa-
tique.

Concernant le métabolisme lipidique hépatique, les animaux LKBKO" KO
présentaient a jeun des taux sériques en triglycérides comparables aux animaux
controles. En revanche, le cholestérol total et le S-hydroxybutyrate (témoin sérique
de la cétogenese) étaient diminués (figure 2.17 page 236). Le contenu hépatocytaire
en triglycérides était augmenté chez les animaux KO a jeun mais pas a 1'état
nourri.

Sur le plan transcriptionnel, I'expression des genes impliqués dans la lipogenése
était augmentée chez les souris KO a jeun, mais pas a 1’état nourri. En revanche,
I’expression des genes impliqués dans 'estérification des acides gras ne variait pas
a jeun et était diminuée chez les KO a I’état nourri (figure 2.18 page 237).

Concernant les genes impliqués dans la [-oxydation des acides gras et dans la
cétogenese, les résultats ont été plus nuancés (figure 2.19 page 238); cependant
il existait une diminution de I'expression de génes impliqués dans la cétogenese a
jeun et a I’état nourri.

1. Dans I'hypothése d’'une moindre absorption intestinale des lipides chez les animaux KO
en raison de leur cholestase obstructive, nous avons également testé un régime riche en lipides
additionné de 1% d’acide ursodéoxycholique. Malheureusement, ce régime s’accompagnait d’une
diminution de la prise alimentaire avec perte de poids que ce soit chez les animaux KO ou
controles.
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FIGURE 2.2 — Deux modeles murins de délétion hépatique de Lkbl, LKBKQ!ved

et LKBKOlwemb. Démonstration par western blot sur lysats hépatiques de I'invalidation de Lkbl dans le

foie de ces deux modéles.Les animaux KO et controles ont tous regus des injections de tamoxiféne (1,5 mg/j, 3j)

dans le modeéle LKBKOQ!vad,
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FIGURE 2.3 — Phénotype global des animaux LKBKO%*™ A . Courbe pondérale des
animaux de la naissance & J30. Les souris KO mourraient invariablement entre J25 et J30. n=15 WT et 8 KO.
Barres d’erreur : écarts-types. B : Glycémie capillaire aux jours indiqués. n=5 WT et 6 KO. Barres d’erreur :
écarts-types. C : Aspect macroscopique des animaux & J28. Notez la réduction de la trophicité musculaire,

notamment des membres inférieurs, chez les animaux KO.
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FIGURE 2.4 — Phénotype global des animaux LKBKO" A . Courbe de survie des
animaux KO selon KAPLAN-MEIER en fonction de ’age des souris lors des injections de tamoxiféne. p<0.05. B :
Dosages sériques en ALAT, bilirubine directe (=conjuguée) et en glucose, 15 jours apreés injections de tamoxiféne

et apres 16h de jetine. n=6 WT et 12 KO. Barres d’erreur : SEM.
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FIGURE 2.5 — Evolution de la composition corporelle des animaux LKBKO!ad,
A : Evolution pondérale. La fleche indique le moment de linjection de tamoxifene. n=7 WT et 7 KO. Barres
d’erreur : SEM. B : Analyse par IRM de la masse grasse des animaux. La fleche indique le moment de I’injection

de tamoxiféne. n=7 WT et 7 KO. Barres d’erreur : SEM. Méthodes : [392].
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FIGURE 2.6 — Activité locomotrice et comportement alimentaire des souris
LKBKO'™ad 15 jours aprés injections de tamoxiféne. A : activité ambulatoire. B : acti-
vité fine. C : prise alimentaire rapportée au poids total. D : prise alimentaire rapportée & la masse maigre. n=7

WT et 7 KO. Barres d’erreur : SEM. Méthodes : [392].
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FIGURE 2.7 — Données de calorimétrie indirecte chez les animaux LKBKO!? 15
jOllI'S aprés injections de tamoxiféne. A : Dépense énergétique. B : Balance énergétique. C : Ratio
d’échanges respiratoires VCO2/VO2. D : Ratio d’échanges respiratoires VCOz/V Oz au cours d’un nycthémére
type. n=7 WT et 7 KO. Barres d’erreur : SEM. Méthodes : [392].
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FIGURE 2.8 — Tests de tolérance au glucose (A) et au pyruvate (B) chez les ani-
maux LKBKOlwad. Tests réalisés 15 jours apres injections de tamoxiféne chez des animaux & jeun pendant
16h. Mesure de la glycémie capillaire aux temps indiqués aprés injection intrapéritonéale de 2 g/kg de dextrose
ou de pyruvate de sodium. n=6 WT et 12 KO pour le test de tolérance au glucose. n=4 WT et 5 KO pour le test

de tolérance au pyruvate. Barres d’erreur : SEM.
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FIGURE 2.9 — Contenu hépatique en glycogéne dans le modele LKBKO!™, pnalyse
15 jours apres injections de tamoxiféne chez des animaux a jeun pendant 16h. A : Coloration de SCHIFF apres
traitement par 'acide périodique (PAS). B : Dosage du contenu hépatique en glycogéne et glucose 6-phosphate.
Méthode : [393]. n=>5 par groupe. Barres d’erreur : SEM.
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FIGURE 2.10 — Signalisation AMPK dans le modele LKBKOlivad. Analyse par Western

blot 15 jours apres injection de tamoxiféne et apres 16h de jetine.
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FIGURE 2.11 — Signalisation AKT dans le modele LKBKO%% Analyse par Western blot

15 jours apres injection de tamoxiféne et aprés 16h de jetine (& gauche) ou a ’état nourri (3h apres Iextinction

Phlpp2

de la lumiére au cours d’un cycle nycthéméral controlé 12h-12h)(a droite).
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FIGURE 2.12 — Insulinémie dans le modele LKBKQ!vad,

ng/mL

0.104
0.084
0.0
0.0+
0.0

0.0C

N

O

231

Dosages plasmatiques 15j apres

injections de tamoxiféne chez des animaux & jeun pendant 16h. n=6 WT et 12 KO. Barres d’erreur : SEM.

Méthodes :

[393).



232

12

10

S

o]

3,5

2,5

1,5

=

O}

]

CHAPITRE 2. LKBI ET METABOLISME HEPATIQUE
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FIGURE 2.13 — Expression des génes cibles de Foxol dans le modele LKBKO'vaed,

RT-PCR quantitative sur tissu hépatique de souris sacrifiées 15 jours aprées injection de tamoxiféne et aprés un

jetine de 16h (Fasted) ou & Pétat nourri (3h aprés Pextinction de la lumiére au cours d’un cycle nycthéméral

controlé 12h-12h) (Fed). Fasted : n=6 WT et 12 KO. Fed : n=4 WT et 6 KO. Barres d’erreur : SEM.
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FIGURE 2.14 — Expression rénale de Pepck dans le modele LKBKO™. western
blot (A) et RT-PCR quantitative (B) sur tissu rénal de souris sacrifiées 15 jours aprés injection de tamoxiféne et

apres un jetine de 16h. n=5 WT et 10 KO. Barres d’erreur : écarts-types.
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FIGURE 2.16 — Prise pondérale et survie dans le modele LKBKO!#e™ sous diffé-
rents régimes alimentaires. A : Courbe pondérale sous régime riche en lipides (Régime constitué de
60%kCal de lipides sous la forme de saindoux, apport glucidique constitué d’amidon.). Les lipides de ce régime
sont essentiellement des acides gras saturés ou mono-insaturés a chaines longues. n=7 WT et 3 KO. B : Courbe
pondérale sous régime riche en lipides (Régime constitué de 60%kCal de lipides sous la forme d’huile de noix
de coco, ssniff© Ref. 15116.). Les lipides de ce régime sont essentiellement des acides gras saturés & chaines
moyennes. n=13WT et 4 KO. C : Courbe pondérale sous régime riche en protides (Régime constitué de 60%kCal
de protides, ssniff© Ref. 15209.). n=19 WT et 8 KO. D : Age au déces sous ces différents régimes. Barres d’erreur :

écarts-types.
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FIGURE 2.17 — Dosages en triglycérides sériques et hépatiques, en cholestérol total
sérique et en B-hydroxbutyrate sérique dans le modéle LKBKO ¥ paramstres mesurés
15 jours apres injections de tamoxiféne et aprés 16h de jetine (fasted) ou a ’état nourri (3h aprés I'extinction de la
lumiére au cours d’un cycle nycthéméral contrélé 12h-12h)(fed). A : Dosages sériques en triglycérides, cholestérol
total et B-hydroxybutyrate (HBUT). n=6 WT et 12 KO & jeun et n=4 WT et 6 KO & ’état nourri. B : Contenu
hépatique en triglycérides apres chromatographie. n=5 WT et 9 KO & jeun et n=4 WT et 4 KO & ’état nourri.
Méthodes : [394]. Barres d’erreur : SEM.
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FIGURE 2.18 — Expression des genes impliqués dans la lipogenése et 1'estérification
dans le modele LKBKOlivad. RT-PCR quantitative sur tissu hépatique de souris sacrifiées 15 jours
apres injection de tamoxiféne et aprés un jetine de 16h (Fasted) ou & 1’état nourri (3h aprés I'extinction de la
lumiére au cours d’un cycle nycthéméral contr6lé 12h-12h) (Fed). Fasted : n=6 WT et 12 KO. Fed : n=4 WT et
6 KO. Barres d’erreur : SEM.
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B-oxydation and ketogenesis
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FIGURE 2.19 — Expression des genes impliqués dans la S-oxydation des acides gras
et la cétogenése dans le modele LKBKO”vad. RT-PCR quantitative sur tissu hépatique de souris
sacrifiées 15 jours aprés injection de tamoxiféne et aprés un jetine de 16h (Fasted) ou & I’état nourri (3h aprés
Pextinction de la lumiére au cours d’un cycle nycthéméral contr6lé 12h-12h) (Fed). Fasted : n=6 WT et 12 KO.
Fed : n=4 WT et 6 KO. Barres d’erreur : SEM.



2.3. DISCUSSION. 239

2.3 Discussion.

Nos résultats permettent d’établir le role métabolique de LKB1 dans le foie avec
des fonctions inhibitrices sur la glycogénogenese (via 'axe AKT/GSK30), sur la
néoglucogenese (probablement via HDAC/FOXO) et sur la lipogenese. De fagon
surprenante, ces aspects ne semblaient pas passer par 'inactivation de I’Ampk, car
I’état de phosphorylation de ses cibles n’était pas ou peu modifié chez les animaux
KO. Ceci est en accord avec le phénotype métabolique modeste observé apres
invalidation de l'activité Ampk dans le foie murin [302, 303].

Nos résultats indiquent aussi que LKB1 au niveau du foie pourrait controler la
masse musculaire de 'organisme en inhibant la néoglucogenese a partir d’acides
aminés. Le lien moléculaire entre le parenchyme hépatique et le tissu musculaire
n’est pas encore identifié dans notre étude. Cependant, dans nos analyses trans-
criptomiques (modeles LKBKO!™ et LKBKO'%"*m) = Fst est apparu comme un
candidat intéressant. Ce gene code la follistatine, un membre de la super-famille
du TGFf, et qui est considérée comme une hépatokine capable d’inhiber la myo-
statine au niveau musculaire [395, 396].

LKBI1 est aussi apparu comme crucial au cours de deux grands types de tran-
sition énergétique :

— la transition allaitement sevrage, dans lequel LKB1 hépatique est requis

pour la poursuite de la croissance corporelle.

— la transition jetine/renutrition dans le foie adulte. En effet, les expériences
de cages métaboliques, les souris KO présentaient une augmentation du
ratio d’échanges respiratoires VCOy/V Oy (RER) qui était essentiellement
significative a la fin du jetine physiologique et au début de la ré-alimentation.
Nos différentes données ont également montré un role différentiel de Lkbl
dans le métabolisme lipidique entre les animaux a jeun et nourris.

Pour vérifier cette notion, nous avons étudié ’expression de Lkbl dans le foie
de souris normales au cours d'un cycle alimentaire physiologique, d’un jetine pro-
longé, et au cours d’une renutrition glucosée. De facon intéressante, I'expression
protéique de Lkbl augmentait a la fin du jeline et au début de la renutrition.
Cependant, aucune corrélation directe ne pouvait étre faite entre son expression
protéique et son expression transcriptionnelle. Concernant notre candidat Agxt,
son expression transcriptionnelle n’était pas stable au cours du cycle nycthéméral ;
elle n’était pas non plus superposable a celle de la Pepck. De facon intéressante,
son expression transcriptionnelle était la plus importante a la fin de la période de
la prise alimentaire et au début du jetine physiologique, moments lors desquels 1'ex-
pression protéique de Lkbl était la plus basse (Figure 2.20 page suivante). Cette
observation reste a creuser et s’integrerait dans une régulation fine du métabolisme
lors d’étapes nutritionnelles cruciales.

Une autre question qui n’est pas résolue est celle de la localisation de LKB1
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FI1GURE 2.20 — Expression transcriptionnelle et protéique de Lkb1 en fonction de
I’état nutritionnel. Des souris males C57/Black6J ont été sacrifiées & différents temps d’un cycle alimentaire
physiologique (cycle nycthéméral controlé 12h-12h), au cours d’un jeline prolongé et au cours d’une phase de
ré-alimentation (régime standard + eau glucosée 20%). A : Analyse par RT-PCR quantitative de I’expression
transcriptionnelle de Lkb!, Agxt et Pckl (Pepck). n=>5 par groupe. Barres d’erreur : SEM. B : Analyse par

Western blot de 'expression protéique de Lkbl. Deux séries sont présentées.

au sein du lobule hépatique. Les outils immunohistochimiques disponibles actuel-
lement ne sont malheureusement pas convaincants. Une localisation non diffuse de
LKBI1 dans le lobule avec une restriction périportale ou péricentrolobulaire serait
une observation intéressante. L’intégrant a la notion du zonage métabolique lobu-
laire et au contrdle négatif de la signalisation AKT par LKB1, le zonage lobulaire
de LKB1 pourrait apporter des clés pour la compréhension de I'organisation du
métabolisme au sein du lobule et pourquoi pas pour expliquer le paradoxe de I'insu-
linorésistance hépatique. En ce sens, le marquage histochimique in situ de 'activité
des complexes II (succinate deshydrogénase) et IV (cytochrome-c oxydase) de la
chaine respiratoire mitochondriale dans le foie des animaux LKBKO"% montrait



2.3. DISCUSSION. 241

un « rezonage » de ces deux activités métaboliques, avec, pour les souris KO, le
passage d'un marquage périportal de la 'activité succinate deshydrogénase a un
marquage plus diffus dans le lobule, et le passage d’un marquage plutot diffus de
I’activité cytochrome-c oxydase a un marquage restreint au territoire périportal
(figure 2.21).

Control KO

SDH activity

COX activity

FIGURE 2.21 — Activité in situ des complexes II (succinate deshydrogénase) et
IV (cytochrome-c oxydase) de la chaine respiratoire dans le foie des animaux
LKBKOlwad. Les animaux ont été sacrifiés 15 jours aprés injections de tamoxiféne aprés un jetine de 16h.

Méthodes : [397].
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Chapitre 3

Identification d’une nouvelle
isoforme de LKB1 aux roles
singuliers.

3.1 Introduction

Dans la premiere partie des résultats, a été présentée une expérience utilisant
des ARN interférants dirigés contre CTNNB1 dans la lignée hépatomateuse hu-
maine HuH6. L’analyse par western blot de I'expression protéique de LKB1 (clone
d’anticorps Ley37D/G6) dans ce modele a montré que 'invalidation de S-caténine
s’accompagnait d'une diminution de I'expression de l'isoforme conventionnelle de
LKB1, appelée FL-LKB1 et migrant vers 52 kDa. Une bande supplémentaire,
migrant vers 42 kDa a été cependant détectée; cette bande voyait son intensité
augmenter avec l'invalidation de -caténine (figure 3.1 page suivante).

Cette troisieme partie du travail a visé a définir si cette bande supplémentaire
correspondait a une isoforme protéique de LKB1 et a en définir ’activité biologique
potentielle selon les trois grandes fonctions classiques de LKB1 : métabolisme,
polarité et croissance/prolifération.

Nous avons tout d’abord montré que cette bande migrant vers 42 kDa cor-
respondait effectivement a une isoforme protéique de LKB1 en utilisant diverses
approches d’invalidation du gene LKBI qui ont montré la disparition de cette
bande en méme temps que celle de FL-LKBI1.

L’expression tissulaire de la nouvelle isoforme était tres particuliere, restreinte
a certains tissus fortement oxydatifs comme le muscle strié squelettique et le myo-
carde. Elle n’était pas exprimée dans le foie adulte.

In silico, nous avons pu déterminer que cette isoforme résultait en une protéine
LKB1 délétée de ses exons I et II, qui codent le domaine N-terminal de la protéine

243
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FI1GURE 3.1 — Découverte d’une nouvelle isoforme de LKB1. Des cellules hépatomateuses
humaines HuH6 (qui présentent une mutation activatrice de CTNNB1) ont été traitées avec des ARN interférants
dirigés contre CTNNB1. Western blot montrant la diminution de l'isoforme conventionnelle (FL, 52 kDa) de
LKBI1 et 'augmentation de l'expression d’une bande plus courte migrant vers 42 kDa (clone Ley37D/G6).

et une partie de son domaine kinase ; cette isoforme a été nommée AN-LKB1. Nous
avons aussi montré que AN-LKB1 résulterait préférentiellement d’une initiation
alternative de la traduction a partir d’'un codon AUG situé au début de ’exon III.
Apres l'avoir clonée dans un plasmide d’expression pcDNA3, nous avons mon-
tré que l'isoforme AN-LKB1 était bien reconnue par des anticorps dirigés contre
la partie C-terminale de la protéine et non par ceux dirigés contre la partie N-
terminale. De plus, par immunoprécipitation, cette isoforme n’interagissait pas
avec les partenaires STRAD et CAB39 (Mo25). Délétée de ses séquences NLS
situées dans le domaine N-terminal de FL-LKB1, AN-LKB1 était constitutive-
ment localisée dans le cytoplasme. Egalement délétée d'une partie de son domaine
kinase, nous avons observé que AN-LKB1 était catalytiquement inactive.
Concernant sa caractérisation fonctionnelle, AN-LKB1 a montré, de fagon sur-
prenante, un réle de dominant positif sur la phosphorylation (Thr172) et 'acti-
vation de '’TAMPK par FL-LKBI1. Ce role résulterait d’'une tres grande affinité de
AN-LKBI pour la sous-unité o de ’AMPK, notamment pour son domaine autoin-
hibiteur (AID). Conceptuellement, la fixation de AN-LKB1 sur le domaine AID
de la sous-unité o de ’AMPK résulterait en un changement de conformation de
cette derniere, rendant le résidu Thr172 plus accessible a une phosphorylation par
FL-LKB1. Nous avons voulu confirmer in vivo cette observation originale. Quand
exprimée dans le foie murin !, tissu qui ne I'exprime pas, AN-LKB1 induisait une

1. injection d’un adénovirus codant AN-LKB1
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augmentation de 'activation de ’AMPK qui résultait en une oxydation de I’oléate
accrue et en une diminution du contenu hépatocytaire en triglycérides.

Concernant son role sur la polarisation épithéliale, nous avons utilisé le mo-
dele cellulaire de BAAS et coll. dans lequel 'expression de STRAD est inductible
par la doxycycline dans la lignée adénocarcinomateuse colique humaine LS174T
[315]. Quand elles sont transfectées avec un plasmide codant FL-LKB1, ces cellules
passent, de facon cell autonomous, d'un état non polarisé a un état de complete
polarisation apicobasale avec formation d’une bordure en brosse. Dans ce modele,
AN-LKBI n’induisait aucune polarisation des cellules et, quand coexprimée avec
FL-LKB1, AN-LKB1 exercait une fonction de dominant négatif sur la fonction
« polarisante » de FL-LKBI.

Enfin, concernant les fonctions inhibitrices de LKB1 sur la croissance et la pro-
lifération cellulaire, nous avons montré que AN-LKBI1 seule (i.e. en 'absence de
FL-LKBI1) augmentait le nombre de colonies formées dans des tests de clonogéni-
cité sur plaque et en soft agar. Pour confirmer ce role inattendu d’inducteur per
se de AN-LKBI, nous avons tiré parti de la lignée carcinomateuse pulmonaire
humaine NCI-H460 qui exprime AN-LKB1 sans expression de FL-LKB1 (muta-
tion homozygote Q37X de LKB1). L’invalidation de AN-LKB1 dans cette lignée
s’accompagnait d'une diminution de la prolifération cellulaire en culture cellulaire
et d’une croissance tumorale tres diminuée quand ces cellules étaient xénogreffées
chez la souris nude.

3.2 Résultats

Ces résultats sont présentés de fagon détaillé dans 'article suivant, publié dans
Oncogene [394].

3.3 Discussion

Cette nouvelle isoforme de LKB1 exerce ainsi des rdles originaux vis-a-vis de
I'isoforme conventionnelle FL-LKB1. D’une maniere plus générale, elle semble
néanmoins avoir un roéle important dans la physiologie de certains tissus a fort
potentiel oxydatif comme le myocarde et le muscle strié squelettique. Comme for-
tement exprimée dans ces deux tissus et comme augmentant 'activité de FL-LKB1
sur l'activation de TAMPK indépendamment du stress énergétique, AN-LKB1, en
fonction de son niveau d’expression, pourrait agir comme déterminant du destin
glycolytique ou oxydatif des différents types de fibres musculaires. Les données
que nous avons obtenues sur différents types de muscles murins nous indiquent ce-
pendant que ce soit plutot le rapport AN-LKB1/FL-LKBI1 qui serait déterminant
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dans ce contexte. Pour aller plus loin, les roles de dominant négatif de AN-LKB1
sur la polarisation apicobasale induite par FL-LKB1 pourrait aussi déterminer
I’aspect cytologique particulier des cellules musculaires striées squelettiques qui
présentent plusieurs noyaux situés a la périphérie de la cellule 2.

Conceptuellement, AN-LKB1 pourrait exercer des fonctions oncogéniques a
trois niveaux différents :

— Agissant comme dominant négatif sur la polarité épithéliale, elle pourrait
permettre le passage d’un carcinome in situ & un carcinome infiltrant, méca-
nisme impliquant une étape de transition épithélio-mésenchymateuse avec
perte de la polarité épithéliale.

— Agissant comme dominant positif sur 'activation de '’ AMPK par FL-LKBI,
AN-LKBI pourrait favoriser I'adaptation métabolique et la survie de la cel-
lule tumorale face au stress énergétique. Ce type de situation se rencontre-
rait notamment lors de I'initiation tumorale alors que la néovascularisation
du stroma tumoral, pourvoyeuse de substrats énergétiques n’est pas en-
core mise en place. La présence de AN-LKB1 constituerait cependant un
frein dans les étapes ultérieures de la progression tumorale car empéchant
I’anabolisme selon 1'effet WARBURG.

— AN-LKBI a aussi montré des effets pro-prolifératifs méme quand exprimée
en 'absence de FL-LKB1. Ce role participerait également a 1’expansion
tumorale.

De facon intéressante, ces trois propriétés de AN-LKB1 semblent refléter les
différentes étapes de I'initiation et de la progression tumorale [241, 345]. Cepen-
dant, les différents roles de AN-LKB1, soit comme dominant positif sur la régula-
tion métabolique médiée par AMPK, soit comme dominant négatif sur la polarité,
impliquent la présence de FL-LKB1 pour étre effectifs. Les roles de AN-LKB1 sur
la prolifération et la croissance cellulaires semblent néanmoins étre intrinseques a
cette isoforme, s’exergant en 1’absence de FL-LKBI1. Ainsi, le ratio AN-LKB1/FL-
LKBI1 constituerait la meilleure approche pour appréhender les roles de AN-LKB1
dans l'oncogenese.

Un excellent modele d’étude serait les adénocarcinomes pulmonaires dans les-
quels les mutations de LKB1 sont assez fréquentes et dont nombre sont prédites
comme potentiellement & l'origine de AN-LKB1 [337, 347-351]. Ceci serait a
mettre en perspective avec la présence ou non de FL-LKBI1 et avec le stade et
le grade tumoral.

Cependant, « pour revenir a nos moutons » [398], AN-LKB1 n’est pas exprimée
dans le foie adulte ni dans les CHC (voir la premiere partie des résultats). Faut-il
pour autant compléetement oublier AN-LKB1 dans le contexte du foie ? Nous n’en
sommes pas totalement convaincus car des western blots analysant 1’expression

2. un type de polarité donc bien différent de la polarité épithéliale simple.
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de Lkb1l dans le foie embryonnaire a e17.5 ont montré la présence de AN-LKB1
(ainsi que d’autres potentielles isoformes de taille moindre)(figure 3.2). AN-LKB1
aurait donc éventuellement un role au cours de 'organogenese hépatique et aussi,
pourquoi pas, dans l'oncogenese des hépatoblastomes .
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FI1GURE 3.2 — D’autres nouvelles isoformes de LKB1?  Western blot utilisant un anticorps
anti-LKB1 (clone Ley37D/G6) sur lysats de foie murin embryonnaire (E17.5). Des lysats de foie adulte, de coeur

et de testicule murins ont été comigrés comme témoins de taille des isoformes conventionnelle (FL), testiculaire

et AN de LKBI.
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L’ensemble de nos données indique l'existence d’un réel dialogue coopératif
entre LKB1 et [-caténine dans le foie normal et tumoral. Dans les CHC mutés
CTNNBI1, nous avons en effet montré que les mutations oncogéniques de CTNNB1
s’accompagnaient d’une expression accrue de LKB1 qui en retour était nécessaire
a 'expression compléte du programme transcriptionnel de S-caténine et a la survie
des hépatocytes tumoraux et des hépatoblastes présentant une activation consti-
tutive du signal (-caténine.

Nous avons aussi participé a la compréhension des roles métaboliques joués
par LKB1 dans le foie adulte. Nous avons confirmé que l'invalidation hépatique
de LKB1 induisait une néoglucogenese et une lipogenese accrue [128, 303]. Ce-
pendant, de fagon nouvelle, nous avons pu déterminer que cette néoglucogenese
semblait étre préférentiellement alimentée par des acides aminés glucoformateurs
et qu’elle se produisait malgré I'activation aberrante de la signalisation AKT. Si la
phosphorylation de ’AMPK était diminuée, celle de ses cibles ne 1’était pas, indi-
quant que les voies moléculaires impliquées étaient probablement autres [302, 303].
Meéme si nous ne ’avons pas encore montré, LKB1 pourrait notamment contréler
I'activité de FOXO en régulant son état d’acétylation par les histones déacétylases
[296]. Enfin, une donnée inattendue a été celle de la modification de la composition
corporelle et du métabolisme énergétique global suite a l'invalidation hépatospéci-
fiqgue de LKB1. Une hépatokine, peut-étre la follistatine [395, 396], pourrait étre
impliquée dans ce dialogue entre le foie et les organes périphériques, orchestrant,
a l’échelle de 'organisme entier, le métabolisme énergétique global, le choix des
substrats énergétiques et 'utilisation raisonnée des réserves énergétiques de 1'or-
ganisme.

Bien stir, ces données dépassent le cadre du CHC mais ont permis de montrer
que les roles de LKB1 ne sont pas forcément tous joués de fagon cell autonomous
et pourraient impliquer un dialogue intercellulaire si ce n’est interorgane. En ce
sens, le dialogue TGBS médié par LKB1 entre les cellules du chorion et les cellules
épithéliales pour induire la formation de polypes de PEUTZ-JEGHERS [237] ont
valu a LKB1 d’étre qualifié de gene suppresseur de tumeur de type landscaper
[354].

Selon notre perception et nos résultats, LKB1 dans le carcinome hépatocellu-
laire ne se comporterait pas comme un gene suppresseur de tumeur ; au contraire, il
serait nécessaire pour que la $-caténine puisse exercer ses fonctions oncogéniques.
Cependant, nous avons observé que, dans le foie, les fonctions de LKB1 et la na-
ture de son dialogue avec [-caténine dépendaient de deux facteurs primordiaux
que sont :

— le contexte nutritionnel et
— le stade de développement (hépatoblaste versus hépatocyte mature).

Concernant ce premier point, cette donnée est tout particulierement intéres-
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sante car elle suggere que LKB1 dans les CHC mutés CTNNB1 pourrait moduler le
programme transcriptionnel oncogénique de S-caténine pour le coupler aux condi-
tions métaboliques locales, notamment a la biodisponibilité des substrats énergé-
tiques et bioformateurs. Nous avons vu dans la section 3.3.5 page 111 que, dans
certaines situations, LKB1 pouvait se comporter comme un véritable oncogene en
favorisant la survie des cellules tumorales en conditions de stress énergétique [362,
363]. De plus, les données récentes liant LKB1, PTAMPK et I’Axine au complexe
Ragulator du lysosome (voir section 3.2.5 page 95) [281, 282] indiquent que LKB1
est directement impliqué dans I'orchestration du switch entre catabolisme et ana-
bolisme en fonction des ressources énergétiques cellulaires, notamment en acides
aminés. Ainsi, LKB1 pourrait freiner un certain programme transcriptionnel de
[-caténine en conditions énergétiques défavorables, favorisant la survie des cel-
lules hépatocarcinomateuses; a l'inverse, il pourrait aussi l'activer en conditions
énergétiques favorables, favorisant anabolisme et croissance tumorale.

Les liens entre métabolisme et cancer [345] sont de plus en plus étudiés dans la
littérature ; cependant I’angle d’approche est généralement celui de la modification
par la cellule tumorale de la machinerie énergétique intracellulaire pour favoriser
I'effet WARBURG [364]. Le role de LKBI1 dans la cellule cancéreuse serait plutot
inverse, en permettant d’adapter 'activité des oncogenes au contexte nutritionnel.
En ce sens, il est connu depuis longtemps que les conditions nutritionnelles, no-
tamment la restriction calorique, sont capables de moduler I’expression de certains
oncogenes [399].

Concernant le second point, dans nos modeles murins, Lkb1 est en effet apparu
comme jouant des roles différentiels dans 1’hépatoblaste et I’hépatocyte mature,
en particulier en ce qui concerne le controle de la signalisation [-caténine. La
transposition de cette donnée au cancer du foie invite a analyser deux situations
particuliéres : celle du CHC, présumé dériver de I’hépatocyte mature?® et celle
de I’hépatoblastome, présumé dériver de I'hépatoblaste. L’implication de la voie
Wnt /-caténine est fréquente mais tres différente dans ces deux cas, notamment
en ce qui concerne l'expression de deux génes cibles : GLUL* et MYC?®. Dans
le CHC, les mutations activatrices de CTNNB1 sont a l'origine d’un programme
transcriptionnel hépatique de [-caténine quasi complet [30, 39], de type hépato-
cyte mature®, et d’'un aspect morphologique bien différencié [2]. Au contraire, dans
I’hépatoblastome, les mutations gain-de-fonction de CTNNB1 sont tres fréquentes
mais sont a l’origine de deux groupes distincts de tumeurs : I'un de bon pronostic,
avec expression membranaire de [-caténine et cytoplasmique de GLUL, 'autre

3. tout du moins pour les CHC bien différenciés sans signature de type « progéniteur ».

4. glutamine synthase, gene cible canonique de S-caténine dans 'hépatocyte mature

5. gene dont la régulation est complexe, mais qui n’est pas considéré comme un gene cible de
[B-caténine dans le foie normal contrairement a d’autres tissus.

6. notamment avec expression de GLUL (glutamine synthase) et sans expression de MYC
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de moins pronostic avec expression nucléaire de -caténine, induction de MYC et
sans expression de GLUL [174]. Si le premier groupe était vu comme dérivant d’hé-
patoblastes avancés dans leur maturation en hépatocyte, le second 1’était comme
dérivant d’hépatoblastes beaucoup moins avancés dans leur différenciation [174].
Les CHC peu différenciés avec signature de type « progéniteur » et les tumeurs
hybrides hépatocholangiocarcinomateuses, peuvent présenter une signature Wnt
avec expression de MY(C', sans mutation de CTNNBI1 ni d’expression de GLUL
[117, 156, 179, 180]. Ils peuvent donc conceptuellement étre rapprochés du groupe
des hépatoblastomes de mauvais pronostic et dériveraient de cellules progénitrices
hépatiques ou d’'un hépatocyte reprogrammé en cellule progénitrice. Comme nous
avons observé dans nos modeles murins que Lkb1 contrélait positivement ’expres-
sion de Glul par -caténine dans I’hépatoblaste et non dans 'hépatocyte mature,
il serait intéressant de pouvoir observer des roles différentiels de LKB1 dans ces
différentes catégories de tumeurs. Il serait également intéressant de constater que
I’expression de LKB1 soit conservée ou induite dans les hépatoblastomes de type
progéniteur tardif et perdue dans les hépatoblastomes de type progéniteur précoce
et dans les carcinomes hépatocellulaires de type progéniteur. Dans le méme sens,
I’analyse du niveau d’expression transcriptionnelle et protéique de Myc dans nos
différents modeles murins permettrait de savoir comment LKB1 controle (ou pas)
I’expression hépatique de MYC en fonction du stade de développement.

Par ailleurs, il est tout a fait probable que d’autres voies moléculaires soient
également impliquées. Nous avons par exemple discerné un potentiel dialogue entre
Lkb1l et la voie Notch dans le foie embryonnaire, avec un programme transcrip-
tionnel apparenté dans I’hépatocyte et un phénotype similaire sur la tubulogenese
biliaire. La encore, le stade développemental joue un role majeur. En effet, comme
nous ’avons vu dans la section 2.3.3 page 65, Notch est apparu comme jouant un
role suppresseur de tumeurs dans le CHC et, a contrario, un réle oncogénique dans
les CHC de type progéniteur et dans les tumeurs hybrides hépatocholangiocarci-
nomateuses. De plus, Notch joue des roles importants dans le foie adulte pour la
régulation du métabolisme glucidolipidique, favorisant la néoglucogenese et la lipo-
geneése [145, 146]. 1 serait intéressant d’approfondir I’étude de Iinteraction entre
la voie Notch d’une part et LKB1 et la voie Wnt/S-caténine d’autre part dans
nos différents modeles murins et de I'aborder dans différentes catégories de CHC.
Les roles métaboliques de la voie Notch et son role de suppresseur de tumeurs
dans le CHC bien différencié seraient en effet compatibles avec le phénotype et le
comportement clinique des CHC mutés C'TNNBI .

Enfin, une derniere voie semble tout particulierement intéressante car située au
carrefour de ces différentes problématiques (voir section 2.3.3 page 66). Il s’agit
de la voie Hippo/YAP. D’une part, l'activation de YAP est oncogénique dans le
foie embryonnaire, induisant la formation de cholangiocarcinomes et des tumeurs
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hybrides hépatocholangiocarcinomateuses. De plus, YAP promeut, dans le foie
adulte, une sortie de quiescence de 1'hépatocyte et sa reprogrammation vers un
phénotype progéniteur, mécanisme impliquant la voie Notch [158]. Fréquemment
activé dans les CHC peu différenciés et de type progéniteur, YAP serait donc
a l'origine d’'un mode d’hépatocarcinogenese dans le foie adulte passant par une
dédifférenciation de I'hépatocyte mature en une cellule progénitrice. De plus, il
existe un dialogue réciproque entre les voie Hippo et Wnt/[-caténine, notamment
dans le foie [158, 168]. Enfin, YAP dialogue également avec la voie métabolique
AKT/mTOR, avec des interactions réciproquement activatrices. Une étude récente
montre de plus que le stress énergétique, via '’AMPK, induit une inactivation de
YAP et de ses propriétés transformantes [400]. Ainsi, selon notre modele d’étude,
LKBI1 pourrait intervenir dans la régulation de YAP, pour inhiber ses activités
de dédifférenciation hépatocytaire dans les CHC mutés CTNNBI1. Nous initions
actuellement 1’étude de cette hypothese sur nos différents modeles murins.
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RESUME

Les carcinomes hépatocellulaires (CHC) mutés CTNNBI ont des caractéristiques phénotypiques
propres en termes de polarité et de métabolisme (absence de stéatose). Nous avons émis I"hypothése que
ce phénotype pouvait &tre secondaire a ’activation du géne suppresseur de tumeurs LKBI qui code une
Ser/Thr kinase multitdches.

Nous avons tout d’abord montré qu’il existait effectivement un dialogue complexe entre les
voies Wnt/B-caténine et LKB1 dans le foie. Les mutations de CTNNBI sont en effet capables d’induire
I'expression protéique de LKB1 dans des lignées hépatomateuses humaines, etles CHC mutés CTNNBI
présentent une expression protéique accrue de LKB1 et une signature transcriptionnelle d’activation de
LKBI. De plus, dans deux modeles murins d’invalidation hépatospécifique de Lkb1,LLKB1 est apparu
comme requis pour 'activation compléte du programme transcriptionnel de B-caténine mais de fagon
dépendante du stade de développement et du contexte nutritionnel. Enfin, la signalisation LKBI1 est
apparue comme nécessaire a la survie des hépatocytes activés pour B-caténine dans deux modéles murins
différents.

Nous avons aussi caractéris¢ les roles métaboliques de LKB1 dans le foie. L’invalidation
hépatospécifique de Lkb1I induisait une augmentation progressive de la masse grasse corporelle avec
utilisation préférentielle des glucides comme substrat énergétique. Il existait une activation de la
néoglucogenese hépatique avec hyperglycémie et une lipogenése accrue avec accumulation
hépatocytaire de lipides. Enfin, nous avons mis en évidence une activation paradoxale de la signalisation
AKT dans les hépatocytes, méme a jeun, et une dépendance énergétique aux acides aminés.

Enfin, nous avons identifié une nouvelle isoforme protéique de LKB1 délétée de son domaine
N-terminal et d’une partie de son domaine kinase. D’expression tissulaire préférentiellement musculaire
et myocardique, cette isoforme catalytiquement inactive se comportait comme dominant positif sur
Pactivation de ’AMPK par la forme conventionnelle mais comme dominant négatif dans I’activité
polarisation induite par LKBI. Enfin, elle était capable d’induire, en Iabsence de la forme
conventionnelle, la prolifération cellulaire et la tumorigenese chezla souris nude. Elle pourrait exercer
des roles métaboliques particuliers dans les tissus fortement oxydatifs et des réles oncogéniques dans
certains contextes.

ABSTRACT

CTNNBI-mutated hepatocellular carcinomas (HCC) share a specific polarity and metabolic
phenotype without steatosis. We hypothesized that such phenotype could imply the tumor suppressor
gene LKBI that encodes for a multi-task Ser/Thr kinase.

We first demonstrated that a complex crosstalk indeed exists in the liver between LKB1 and the
Wnt/B-catenin pathway. LKB1 proteic expression was controlled by mutant -catenin in hepatomatous
cell line and CTNNBI-mutated HCCs had an enhanced LKB1 proteic expression as well a transcriptomic
signature of LKB1 activation. In two mouse model of liver-specific invalidation of LkbI,we showed
that LKB1 was required for full activation of the B-catenin transcriptomic program, but it depended on
the developmental stage and nutritional context. At least, LKB1 appeared to be required for the survival
of B-catenin activated liver cells in two other mouse models.

Then, we wanted to caracterize the metabolic roles of LKBI1 in the liver. Liver-specific
mvalidation of Lkb1 progressively raised the body fat mass and we observed that carbohydrates were
preferred as whole-body energetic fuel. In the liver, gluconeogenesis and lipogenesis were enhanced,
resulting in mild hyperglycemia and lipid accumulation in the hepatocytes. At least, we identified an
aberrant activation of the AKT signaling in the liver, even during fasting, and an energetic dependence
towards amino acids.

At least, we identified a novel LKB1 proteic isoform that is deleted of its N-terminal domain
and part of its kinase domain. Highly expressed in the muscle and in the heart, this catalytically inactive
isoform however acted as a positive dominant towards AMPK activation by full length LKB1 but as a
negative dominant towards LKB1-induced cell polarization. This isoform is also able to enhance cell
proliferation and to induce tumors in a xenograft model, even when expressed alone. It could play
specific metabolic roles in oxidative tissues and could be oncogenic in some contexts.



