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Résumé français 

Stéatose hépatique non alcoolique : implication du stress de réplication dans la progression de 

la maladie 

La prévalence de la stéatose hépatique non-alcoolique (Non-Alcoholic Fatty Liver Disease – 

NAFLD, en anglais) est en augmentation constante dans les pays industrialisés. La NAFLD se 

caractérise par une stéatose hépatique induite par une surcharge chronique d’acides gras, qui 

entraîne une lipotoxicité. Celle-ci est considérée comme un des « hits » majeurs conduisant à 

la stéatohépatite (NASH). Les hépatocytes effectuent des cycles de lyse-régénération induits 

suite à une mort chronique suivie d’une prolifération compensatoire. Ces cycles, associés à de 

la fibrose et une réponse immunitaire, contribuent à augmenter le risque de développer un 

carcinome hépatocellulaire. Le laboratoire a précédemment démontré, à l'aide de modèles 

murins de NAFLD, que la division des hépatocytes stéatosiques active la réponse aux 

dommages de l'ADN (DNA Damage Response – DDR, en anglais), ce qui empêche l'activation 

de la kinase mitotique (CDK1-cycline B) et conduit à un cycle d’endoréplication. Ces cycles sont 

considérés comme un programme de division alternatif, sans mitose, dans un contexte de 

stress génomique. L'objectif de mon doctorat était de déterminer les stigmates de dommages 

de l'ADN induisant l’activation du DDR et la conséquence sur la progression de la maladie. En 

utilisant différents modèles murins de NAFLD (High-Fat-High-Sucrose et Choline-Deficient 

/High-Fat diet), nous avons montré par analyse transcriptomique que la réplication des 

hépatocytes gras est associée à un ensemble de gènes enrichis dans le point de contrôle G2/M 

associé à la réparation de l'ADN. Des analyses plus fines par peignage moléculaire montrent 

que les hépatocytes NAFLD présentent un stress de réplication (SR). Ceux-ci exhibent une 

réduction de la vitesse de réplication associée à la présence de fourches de réplication à l’arrêt. 

Concernant la présence de cassures de l'ADN, les hépatocytes NAFLD en cours de réplication 

affichent des niveaux élevés de γH2AX avec un marquage pan-nucléaire. Des analyses 

moléculaires révèlent une activation de la voie ATR via la phosphorylation de CHK1s317 et de 

RPAs33, spécifique des cassures de l'ADN associées à la réplication (dit « simple-brin »). Il est 

intéressant de noter que seuls les hépatocytes CD-HFD en division présentent des cassures 

d'ADN double-brin (marquage 53BP1). Par chromatographie liquide combinée à de la 

spectrométrie de masse, nous montrons que les pools de nucléotides et de dNTPs sont 

déséquilibrés lors de la division des hépatocytes gras. La supplémentation en dNTPs suffit à 

diminuer partiellement le SR. Enfin, nous démontrons que le stress de réplication induit 

l'activation de la voie cGAS-cGAMP-STING menant à une réponse pro-inflammatoire de 

l'interféron de type I. De façon intéressante, nous avons récemment observé la même 

signalisation dans les hépatocytes NASH humains, associée à des dommages de l'ADN.  Dans 

l'ensemble, mon doctorat a permis de mettre en évidence la présence d’un stress de réplication 

associé à des dommages génomiques lors de la division des hépatocytes gras. De plus, 

l’activation d’un programme inflammatoire par la voie STING pourrait favoriser la progression 

de la pathologie. 

Mots clés : Foie, Hépatocytes, Stéatose hépatique non-alcoolique, Stress de Réplication, DNA 

Damage Response, Pool de nucléotides, cGAS-STING 



 

Abstract 

 

The pathogenesis of NAFLD: How replication stress participates to disease progression? 

The prevalence of Non-Alcoholic Fatty Liver Disease (NAFLD) is increasing in industrial 

countries. NAFLD is characterized by hepatic steatosis associated with chronic substrate 

overload resulting in lipotoxicity: an important mechanism leading to steatohepatitis (NASH). 

Chronic hepatocyte cell death and compensatory proliferation during NASH with 

mild/advanced fibrosis and immune response contribute to increased hepatocellular 

carcinoma risk. We previously demonstrated using mouse models of NAFLD that dividing fatty 

hepatocytes activate the DNA Damage Response, which precludes the activation of the mitotic 

kinase (CDK1-cyclinB) and leads to endoreplication. Interestingly, endoreplication is considered 

as an alternative division program (without mitosis) in a context of genomic stress. The goal of 

my PhD was to determine DNA damage stigmata inducing the DDR in fatty hepatocytes and the 

outcome in terms of disease progression.  Using different mouse models of NAFLD (High-Fat-

High-Sucrose and Choline-Deficient/High-Fat diets), we showed by transcriptomic analysis that 

replicating fatty hepatocytes harbored an enriched gene set involved in G2/M checkpoint 

associated to DNA repair. DNA combing and Comet assay show that NAFLD hepatocytes harbor 

Replication Stress (RS). In fact, we observed a reduction in replication speed with the presence 

of stalled fork. Regarding the presence of DNA breaks, replicating NAFLD hepatocytes display 

high levels of γH2AX with a pan-nuclear pattern staining. Molecular analyses reveal a selected 

activation of p-ATR/p-RPAS33, specific for single-strand-DNA Breaks. Interestingly, only dividing 

NASH hepatocytes present double-strand breaks DNA (53BP1 labeling). Liquid Chromatography 

combined with Mass Spectrometry analyses reveal that nucleotides and dNTP pools are 

imbalanced during fatty hepatocyte division. Importantly, dNTPs medium-supplementation 

partially rescued the RS. We finally demonstrated that single-stranded DNA fragments are 

released in the cytosol of damaged fatty hepatocytes and induce the activation of the cGAS-

cGAMP-STING pathway leading to a pro-inflammatory type I interferon response. Importantly, 

we recently observed the same signaling in human NASH hepatocytes associated to DNA 

damage.  Altogether, my PhD shed new light on the mechanism by which dividing fatty 

hepatocytes might promote NASH progression. 

 

Key words: Liver, Hepatocytes, Non-alcoholic steatohepatitis, Replication stress, DNA Damage 

Response, Nucleotide pool, cGAS-STING 
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4-HNE : 4-HydroxyNonEnal 

8-OHdG : 8-HydrOxyDeoxyGuanosine 

53BP1 : p53-Binding Protein 1 

-   A   -  

ACC : Acétyl-CoA Carboxylase 

ACP : Acyl-Carrier Protein 

ADN (m) : Acide DésoxyRibonucléique 

(mitochondrial) 

AG : Acides Gras 

ALIOS: American Lifestyle-Induced Obesity 

Syndrome 

APC: Adenomatous Polyposis Coli 

APE : Apurinic-aPyrimidinic Endonuclease 

ApoB100: apolipoprotéine B100 

ATF6 : Activating Transcription Factor 6 

ATM : Ataxia Telangiectasia Mutated 

ATP: Adénosine TriPhosphate 

ATR : ATm and Rad3-related protein 

-   B   -  

BER/NER: Base/Nucleotide Excision Repair 

(Réparation des Bases ou des Nucléotides par 

Excision)  

BLM : Bloom (Helicase/syndrome) 

-   C   -  

CD: Choline-Deficient (Déficience en choline) 

CDK : Cyclin Dependent Kinases  

(Kinases dépendantes des cyclines) 

cGAS : cyclic GMP-AMP Synthase 

cGAMP : cyclic GMP-AMP 

CHC : Carcinome HépatoCellulaire 

CHK : CHeckpoint Kinase 

ChREBP: Carbohydrate Response Element 

Binding Protein 

 

CIN: Chromosomal Instability  

(Instabilité chromosomique) 

CKI : : Cyclin dependent Kinases Inhibitor 

CLD : Chronic Liver Disease  

(Maladies chroniques du foie) 

CldU : chlorodeoxyuridine 

CLR : C-type Lectin Receptor 

CtIP : CtBP-Interacting Protein 

-   D   -  

DAMPs : Damage-Associated Molecular Pattern 

DDR : DNA Damage Response  

(point de contrôle des dommages de l’ADN) 

DEN: DiEthylNitrosamine 

DGAT2: Diacylglycerol Acyltransferase 2 

DSB : Double-Strand Breaks  

(Cassures double-brin de l’ADN) 

DMXAA: 5,6-DiMethylXanthenone-4-Acetic Acid 

(Activateur de STING chez la souris) 

DNA-PK : DNA-dependent Protein Kinase 

DNc : DiNucléotide cyclique 

(d)NDPs: (Déoxyribo)Nucléotides DiPhosphate 

dNTPs: DéoxyriboNucléotides TriPhosphate 

-   E   -  

εdA : Exocyclic-DNA Adducts like 1,N(6)-etheno-

2'-deoxyadenosine 

EGF: Epidermal Growth Factor 

-   F  & G -  

FAS : Fatty Acid Synthase 

GST : Gènes Suppresseurs de Tumeurs 

-   H   -  

H2AX : variant X de l’histone H2A 

HFD: High-Fat Diet  

HFHC : High-Fat High-Cholesterol 

HFHS : High-Fat High-Sucrose 
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HGF : Hepatocyte Growth Factor 

HR (RH) : Recombinaison Homologue 

HU : Hydroxyurée 

-   I   -  

IdU : Iododeoxyuridine 

IFN: Interférons 

IFNAR: IFNa Receptor 

IGF: Insulin-Growth Factor 

IR: Insulino-Résistance 

IRF3: Interferon Regulatory Factor 3 

IRE1: Inositol-Requiring Enzyme 1 

ISG: Interferon-Stimulated Gene 

-   J -> L  -  

JAK: Janus Kinase 

JNK : c-Jun N-terminal Kinase 1  

LDN: Lipogenèse de novo 

LPS: Lipopolysaccharide 

LT: Lymphocyte T 

-   M   -  

MAFLD: Metabolic Associated Fatty Liver 

Disease 

MAPK: Mitogen Activated Protein Kinases  

MCD: Methionin-Choline-Deficient 

MCL-1: Myeloid Cell Leukemia-1 

MD2 : Myeloid Differentiation factor 2 

MDM2: Murine Double Minute 2 

MEC : Matrice ExtraCellulaire 

miARN: microARN 

MMR : MisMatch Repair 

MTP : Microsomal Triglyceride Transfer Protein 

MRN: Complexe protéique MRE11, RAD51, NSB1 

-   N   -  

NAC: N-Acétyl-Cystéine 

NAD+ : Nicotinamide Adenine Dinucleotide 

NAFLD : Non-Alcoholic Fatty Liver Disease –

Stéatose hépatique non alcoolique 

NAS: NAFLD Activity Score 

NASH: Non-Alcoholic SteatoHepatitis - 

StéatoHépatite 

NF-κB: Nuclear Factor Kappa-B 

NHEJ: Non-Homologous End-Joining 

NK(T): Natural killer (T) 

NLR: Nod-Like Receptor 

NLRP(3/6) : NOD-Like Receptor family, Pyrin 

domain containing 3/6 

-   O   -  

OMS: Organisation Mondiale de la Santé 

-   P   -  

PAMPs: Pathogen-Associated Molecular Pattern 

PD-L1: Programmed cell Death 1 Ligand 1 

PERK: PKR-like ER Kinase 

PI3K : Phosphatidyl Inositide 3 Kinase 

PIKKs: PhosphoInositide 3-Kinase (PI3K)-related 

Kinases 

PPAR: Peroxisome Proliferator-Activated 

Receptors 

PRR : Pattern Recognition Receptor 

-   R   -  

Rb : Rétinoblastome 

RNAseq : RNA sequencing (Séquençage des 

ARN) 

RNR : RiboNucleotide Reductase 

RE : Réticulum Endoplasmique 

ROS : Reactive Oxygen Species  

(Espèces Réactives de l’Oxygène - ERO) 

RPA : Replication Protein A 
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-   S   -  

SAC : Spindle Assembly Checkpoint  

(Point de contrôle d’attachement des 

chromosomes aux kinétochores) 

SAG : Syndrome Aicardi-Goutières 

SAHF: Senescence Associated Heterochromatin 

Foci 

SASP : Senescent- Associated Secreted 

Phenotype 

SR: Stress de réplication 

SGLT2: Sodium-GLucose Transport protein 2 

SREBP1c: Sterol Regulatory Element-Binding 

Protein 1c 

ssDNA: Single Strand DNA (AND simble-brin) 

STAT: Signal Transducer and Activator of 

Transcription 

STING (gt): Stimulator of INterferon Genes 

(Golden Ticket) 

 

-   T   -  

TBK1: TANK-Binding Kinase 1 

TCR: T Cell Receptor 

TMEM173: TransMEMbrane protein 173 

TNFa: Tumor Necrosis Factor a 

TG : TriGlycérides 

TGF: Tumor Growth Factor 

TLR: Toll-Like Receptor 

 -   U   -  

uPA: urokinase Plasminogen Activator 

UPR : Unfolded Protein Response 

URI : Unconventional prefoldin RBP5 Interaction 

-   V   -  

VIH : Virus de l’Immunodéficience Humaine 

VLDL : Very-Low Density Lipoproteins 

VRAC : Volume-Regulated Anion Channels 

-   W - X   -  

WD : Western Diet 

XP : Xeroderma Pigmentosum 
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Avant-propos 
 

L’équipe, dans laquelle j’ai effectué mes travaux de thèse, s’intéresse depuis de 

nombreuses années aux processus de polyploïdisation du tissu hépatique dans des contextes 

physiopathologiques. Avant mon arrivée, l’équipe avait mis en évidence l’existence d’un 

phénomène physiologique de polyploïdisation des hépatocytes lors du développement post-

natal chez la souris. Ces travaux montraient que la genèse d’hépatocytes binucléés se produit 

par un mécanisme de cytodiérèse incomplète. Celle-ci étant notamment induite par une 

altération de la réorganisation du cytosquelette d’actine au niveau du plan de division (Margall-

Ducos et al., 2007). Par la suite, le laboratoire a mis en évidence que ce mécanisme est contrôlé 

par l’insuline, hormone connue pour sa régulation métabolique du glucose (Celton-Morizur et 

al., 2009).  

Dans le même temps, la communauté internationale scientifique mettait en lumière 

une pathologie induite majoritairement par l’obésité et/ou le diabète: la stéatose hépatique 

non-alcoolique (NAFLD) capable d’évoluer vers un cancer du foie (Cohen et al., 2011). Dans 

cette pathologie, la voie de l’insuline est retrouvée dérégulée. Dans ce contexte, et au vu de 

ses travaux, mon équipe souhaitait analyser les possibles variations de la polyploïdisation. De 

façon très intéressante, le laboratoire a mis en évidence qu’un changement de mode de 

polyploïdisation se met en place. Des hépatocytes mononucléés apparaissent dans le tissu de 

modèles murins NAFLD mais également chez les patients présentant la pathologie. Ces cellules 

sont générées suite à l’activation d’un point de contrôle des dommages à l’ADN : le DNA 

Damage Response (DDR) (Gentric et al., 2015a). Les mécanismes moléculaires et cellulaires 

responsables de la progression de cette pathologie ont fait l’objet de très nombreux travaux de 

recherche ces dix dernières années. Des centaines d’acteurs ont été identifiés mais beaucoup 

de mécanismes restent encore obscurs. Dans ce contexte, le projet de recherche qui m’a été 

confié lors de mon arrivée, visait à comprendre pourquoi le DDR se met en place lors de la 

division de l’hépatocyte stéatosique. 
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Ce manuscrit se compose d’une introduction bibliographique organisée en quatre 

grands axes majoritaires : L’incroyable polyploïdie hépatocytaire, La stéatose hépatique non-

alcoolique - NAFLD, La réponse aux dommages de l’ADN et enfin la voie cGAS/STING. Les 

travaux de thèse seront ensuite introduits puis présentés sous forme de manuscrit en anglais. 

Enfin, ce manuscrit s’achèvera sur une discussion des résultats et sur les perspectives 

envisagées pour la suite de ce projet. 

 

En annexe de ce manuscrit, vous trouverez trois revues (1. – 3.) que j’ai co-écrites avec 

ma directrice de thèse ainsi qu’un article scientifique du laboratoire pour lequel j’ai participé. 

 

1. « Polyploidy in liver development, homeostasis and disease ». Donné R, Saroul-Aïnama M., 

Cordier P., Celton-Morizur S., Desdouets C. Nature Review Gastroenterology and Hepatology 

2020., doi.org/10.1038/ s41575-020-0284-x 

 

2. « Cellular and Molecular Mechanisms Controlling Ploidy ». Donné R, Bou-Nader M and 

Desdouets C. Ref module in Life science, 2018  

 

3.« Hepatic polyploidy: Dr Jekyll or Mr Hyde ». Donné R, Saroul M, Maillet V, Celton-Morizur S, 

Desdouets C. Médecine Science 2019., doi: 10.1051/ medsci/2019094. 

 

4. « Hepatospecific ablation of p38α MAPK governs liver regeneration through modulation of 

inflammatory response to CCl4-induced acute injury ». Fortier M, Cadoux M, Boussetta N, Pham 

S, Donné R, Couty JP, Desdouets C & Celton-Morizur S. Scientific Report. 2019 Aug 29. »  

doi.org/10.1038/s41598-019-51175-z 

 

En quatrième de couverture vous trouverez un poster présenté lors de la fête de la 

science (2017-2018) à l’institut Cochin. Ce poster a été réalisé par Manon Fortier et moi-même. 
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I. L’incroyable polyploïdie hépatocytaire 

1 Généralités sur le foie 

 

1.1 La structure du foie : Organisation spatiale et diversité cellulaire 

Le foie, organe le plus volumineux de l’organisme, est composé de deux lobes chez 

l’Homme (le gauche et le droit) et de deux supplémentaires chez la souris (le médian et le 

caudé) (Abdel-Misih and Bloomston, 2010). La structure du foie est complexe. Les différentes 

cellules du foie sont agencées en unités structurales hexagonales appelées « lobules ». Chaque 

lobule s’organise autour d’une veine centrolobulaire, définissant l’espace périveineux, et d’où 

partent des travées d’hépatocytes jusqu’à atteindre une triade portale (l’espace périportal) 

composée d’une veinule porte, d’une artériole hépatique et d’un canal biliaire (Figure 1) 

(Rappaport, 1980).  

 

 

FIGURE 1. LA STRUCTURE DU FOIE 

A. Coloration Hémalun-éosine. L’hexagone défini en noir montre un lobule hépatique hexagonal. B. 

Représentation d’un lobule hépatique et de son espace porte à l’aide d’une coloration Hémalun-éosine. 
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L’une des particularités du foie est sa vascularisation, lui permettant de recevoir plus 

d’une centaine de litres de sang par heure. Celle-ci se présente sous la forme d’un système à 

double entrée, le foie est irrigué à la fois par la veine porte (80% de l’apport sanguin) et l’artère 

hépatique (20%). La veine porte apporte du sang provenant de l’intestin, c’est-à-dire, pauvre 

en oxygène, riche en nutriments, toxines et antigènes bactériens ; alors que l’artère hépatique 

apporte du sang provenant du cœur, riche en oxygène. Après avoir circulé dans les différents 

lobes, le sang épuisé en oxygène et nutriments, se déverse dans la veine centrolobulaire afin 

de rejoindre la veine cave. Le sang circule le long des travées d’hépatocytes à travers des 

capillaires sanguins appelés sinusoïdes hépatiques. Ces capillaires sont constitués d’une 

monocouche de cellules non jointives et sans lame basale, et possèdent de surcroit de 

nombreux pores transcytoplasmiques formant une barrière perméable aux macromolécules. 

Cela forme un espace, appelé « espace de Disse », et permet des échanges bidirectionnels 

entre les hépatocytes et le sang. On peut également retrouver des cellules présentatrices 

d’antigènes comme les cellules dendritiques (Sheth and Bankey, 2001) (Figure 2).  

 

 

FIGURE 2. ORGANISATION SPATIALE DES CELLULES HEPATIQUES 

Représentation schématique des différents types cellulaires : Hépatocytes, Cellules biliaires, Cellules 

endothéliales, Cellules étoilées et Cellules immunitaires. Les échanges entre le sang et les hépatocytes 

ont lieu grâce à la présence de fenestrations au niveau des cellules endothéliales. Adaptée d’après 

(Adams and Eksteen, 2006). 
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La vaste hétérogénéité de cellules permet au foie d’assurer de très nombreuses 

fonctions tissulaires. Dans le foie adulte, deux populations cellulaires sont distinguées : les 

cellules parenchymateuses et non-parenchymateuses. Le premier groupe est constitué des 

hépatocytes, qui représentent 60% de l’ensemble des cellules hépatiques et 80% du poids de 

l’organe ; et les cholangiocytes (moins de 1% des cellules). Le deuxième groupe est composé 

des cellules immunitaires (20%), des cellules endothéliales sinusoïdales (environ 20%) et des 

cellules étoilées (moins de 1%) (Rappaport et al., 1954).  

Les hépatocytes sont les cellules majoritaires du foie et assurent les principales 

fonctions de cet organe : métabolisme hépatique (glucidique, lipidique, protéique et de l’urée) 

et détoxification du sang. Ils hébergent notamment un réticulum endoplasmique granuleux et 

un appareil de Golgi imposants leur conférant des propriétés sécrétoires essentielles : 

endocrines (sécrétion hormonale ; IGF (Insulin Growth Factor), angiotensine et 

thrombopoïétine) et exocrine (sécrétion de la bile) (Weibel, 1969). Il est intéressant de noter 

que la demi-vie d’un hépatocyte est d’environ 200 jours chez le rongeur et de 400 jours chez 

l’Homme, expliquant le caractère quiescent du foie et le fait que l’indice mitotique soit 

extrêmement faible en condition homéostatique (Macdonald, 1961).  

Les cholangiocytes forment un épithélium simple qui constitue les canaux biliaires. 

Leurs tailles (de 6 à 15 μm de diamètre) et leurs formes (aplaties ou cubiques) varient en 

fonction de la largeur du canal biliaire qu’ils composent (Tabibian et al., 2013). Les flux 

vasculaire et biliaire sont antiparallèles et se croisent au niveau de la triade portale. La bile, 

produite par les hépatocytes, est recueillie dans les canalicules biliaires, fusionnant par la suite 

pour former le canal hépatique commun. La bile est ainsi acheminée jusqu’à la vésicule biliaire 

où elle y est concentrée et stockée (Rappaport, 1980). Les cholangiocytes sont également 

impliqués dans la modification de la composition de cette bile, de par la sécrétion de facteurs 

de croissance et de peptides mais aussi en absorbant des ions, des acides biliaires, des acides 

aminés ou encore du glucose. De manière intéressante, les cholangiocytes et les hépatocytes 

ont la même origine embryonnaire, et sont différenciés à partir d’un précurseur bipotent 

commun : l’hépatoblaste (Shiojiri et al., 1991). 

Les cellules étoilées constituent la population de cellules la moins nombreuse dans le 

foie, mais présentent un rôle essentiel dans le métabolisme de la vitamine A, stockée dans des 

gouttelettes lipidiques puis réabsorbée au niveau de l’intestin. Elles montrent des rôles très 

importants dans la régénération et la fibrose hépatique, en synthétisant notamment du 
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collagène. Lorsque le foie est lésé, les cellules étoilées reçoivent des signaux provenant des 

hépatocytes endommagés et des cellules immunitaires, entrainant leur transdifférenciation en 

myofibroblastes. L’activation prolongée des cellules étoilées induit la production de matrice 

extracellulaire entrainant la formation de tissu fibrotique, comme c’est le cas lors de la cirrhose 

(Yin et al., 2013). Par ailleurs, les cellules étoilées activées sécrètent des cytokines pro et anti-

inflammatoires mais aussi des chimiokines permettant le recrutement des lymphocytes, leur 

conférant ainsi une fonction importante dans la tolérance immunitaire (Hsieh et al., 2015). 

Les cellules immunitaires représentent 20% des cellules hépatiques totales et se 

répartissent de façon particulière. Contrairement au sang périphérique, les cellules Natural 

Killer (NK) et Natural Killer T (NKT) sont majoritaires par rapport aux lymphocytes T et B. De 

plus, des cellules présentatrices d’antigènes résidentes - les macrophages de Kupffer - sont 

également présentes (Sheth and Bankey, 2001). Ces cellules de l’immunité innée et adaptative 

confèrent au foie des propriétés spécifiques notamment en tant qu’organe tolérogène, mais 

aussi en permettant une réponse immunitaire rapide et efficace.  

 

1.2 Fonctions particulières hépatiques 

Le foie assure un large éventail de propriétés physiologiques essentielles, dont la 

principale est d’ordre métabolique. Ces fonctions vitales peuvent être regroupées en trois 

classes principales : le métabolisme, la détoxification et la sécrétion.  

 

Le métabolisme. Le foie est le siège du métabolisme glucidique et lipidique. Nous 

reviendrons par la suite sur cette fonction particulière, puisqu’elle est retrouvée dérégulée lors 

de l’installation d’une stéatose hépatique non-alcoolique (voir paragraphe suivant). 

 

La détoxification. Le foie est considéré comme le filtre de l’organisme. De par sa 

perfusion sanguine particulière, le foie reçoit une partie du sang par la veine porte, riche en 

composés toxiques endogènes et exogènes. Les toxines liposolubles, l’ammoniaque, la 

bilirubine, les déchets métaboliques mais encore une majorité des médicaments et l’alcool sont 

pris en charge par le foie afin de les transformer pour les éliminer. L’ammoniaque, produit 

dérivé de la synthèse protéique, est pris en charge par le cycle de l’urée au niveau des 

hépatocytes, ce qui permet la production d’urée, facilement éliminée dans les urines 
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(Shambaugh, 1977). L’hémoglobine, libérée par la mort des hématies, est convertie en 

pigments biliaires qui sont ensuite excrétés dans la bile. C’est ce qui lui donne cette couleur 

jaunâtre. Son accumulation est notamment toxique pour les cellules nerveuses. Concernant 

l’alcool, l’éthanol ainsi que son produit de métabolisation, l’acétaldéhyde, très toxique pour les 

organes, sont transformés en acétyl-CoA. Celui-ci est notamment utilisé pour la synthèse des 

acides gras (AG). C’est pourquoi, une consommation excessive d’alcool peut entraîner une 

stéatose hépatique (Lieber, 1965). Enfin, les médicaments peuvent être éliminés suite à des 

réactions enzymatiques différentes qui les rendent, dans la majorité des cas, hydrosolubles et 

donc facilement éliminables dans les urines ou la bile (Guengerich, 1999). 

 

La sécrétion. Le foie est considéré comme une glande amphicrine homotypique capable 

de sécrétions endocrines et exocrines. La fonction exocrine du foie consiste en la production 

de la bile, par les hépatocytes. Environ un litre de bile est produit par jour. Elle est composée à 

97% d’eau, d’acides biliaires, de sels biliaires, de phospholipides, de bilirubine et d’ions. Les sels 

biliaires ont une propriété détergente qui permet la solubilisation des lipides et du cholestérol 

(Boyer, 2013). Le foie synthétise également des hormones telles que  l’ « Insulin Growth Factor 

1 » (Sjögren et al., 1999), et des protéines, comme l’érythropoïétine (facteur de croissance des 

précurseurs érythrocytaires) (Göpfert et al., 1997) et la thrombopoïétine (hormone qui stimule 

la prolifération des mégacaryocytes, cellules productrices de plaquettes) (Wolber and 

Jelkmann, 2002).  

 

La zonation métabolique. L’arrangement spatial des lobules hépatiques se fait selon 

l’axe porto-centrolobulaire. Il existe ainsi une hétérogénéité des fonctions physiologiques et 

biochimiques appelée « zonation métabolique » (Gebhardt and Matz-Soja, 2014). Celle-ci 

assure l’existence d’un gradient d’oxygène, de nutriments, d’hormones ou encore de cytokines 

qui permet une régulation des fonctions hépatiques. Par exemple, les mécanismes de β-

oxydation et de néoglucogenèse s’articulent en zone périportale, tandis que les processus de 

lipogenèse, de glycolyse et de détoxification se produisent en zone périveineuse (Birchmeier, 

2016). La signalisation Wnt/β-caténine est l’un des régulateurs essentiels de cette zonation et, 

est considérée comme le gardien de la zonation hépatique. Cette voie est activée dans les 

hépatocytes localisés du côté périveineux alors qu’elle est réprimée du côté périportal 

(Benhamouche et al., 2006) (Figure 3).  
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FIGURE 3. LA ZONATION HEPATIQUE 

Représentation schématique de la zonation métabolique hépatique. La veine centrale (zone 

péricentrale) est située à gauche de l’image et la triade portale est représentée à droite. Les flux de sang 

et de bile vont dans des sens opposés. Les fonctions hépatiques se répartissent au sein du lobule selon 

l’axe porto-centrolobulaire. Adapté de (Ben-Moshe and Itzkovitz, 2019).  

 

1.3 Mythe de Prométhée & Régénération hépatique 

Le foie est aussi un organe doué d’une capacité de régénération lui permettant de 

rétablir sa masse cellulaire lorsqu’il subit une agression (résection chirurgicale, nécrose 

cellulaire, etc..) (Taub, 2004). Cette propriété est connue depuis la Grèce Antique et a permis 

la formulation du fameux mythe de Prométhée. Dans la mythologie, Prométhée a dérobé le feu 

sacré de l’Olympe et en a fait don aux Hommes. Cependant, pour cette trahison, Zeus le 

condamne à un rituel de torture quotidien. Il l’enchaîne à un rocher des montagnes du Caucase 

pour qu’un aigle vienne lui picorer le foie chaque jour. Son foie, repoussant la nuit, permet de 

nourrir cet aigle quotidiennement et de torturer Prométhée éternellement. 

Bien que différenciées et quiescentes, les cellules hépatiques sont capables de 

proliférer lors d’agressions, c’est ce qu’on appelle « la régénération hépatique ». Ce 

phénomène unique permet au foie de retrouver sa masse initiale en quelques jours. Dans un 

cadre temporel bien défini, les différents types cellulaires prolifèrent par vagues successives. 
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Ces vagues sont induites par la sécrétion séquentielle de signaux mitogéniques hépatiques 

différents (Michalopoulos and DeFrances, 1997). Durant les quarante-huit premières heures, 

les hépatocytes sont les premières cellules à rentrer en prolifération et de manière 

synchronisée. Les jours suivants, les autres types cellulaires, les cholangiocytes, les cellules de 

Kupffer puis les cellules endothéliales vont également se diviser de manière synchronisée 

(Stöcker and Heine, 1971). Afin de permettre la régénération complète du tissu hépatique, les 

hépatocytes se divisent à partir de trois phases successives (Figure 4) : (1) La phase de 

« priming », (2) La phase de prolifération, et (3) La phase de terminaison. La première phase 

définit la sortie de quiescence des hépatocytes et initie la réponse proliférative des 

hépatocytes. Suite à l’hépatectomie, la modification du flux sanguin favorise l’augmentation de 

la concentration de LPS (Lipopolysaccharide) arrivant par la veine porte depuis les intestins, et 

conduit à l’activation des cellules de Kupffer (Cornell, 1985). En réponse, ces macrophages 

produisent du TNFα (Tumor Necrosis Factor α), qui par une boucle d’activation autocrine induit 

la synthèse d’IL6 (Interleukine 6), via la signalisation NF-κB (Nuclear Factor κ B). Par une action 

paracrine, l’IL-6 se fixe à son récepteur sur l’hépatocyte, ce qui entraine l’activation de la voie 

JAK/STAT (Janus Kinase/Signal Transducer and Activator of Transcription) par une cascade de 

phosphorylations en chaîne, ayant pour finalité l’activation du facteur de transcription STAT3. 

Cet événement conduit à la transcription des gènes cibles appelés « gènes précoces » (« 

Immediate early genes ») permettant la transition G0 vers G1 du cycle cellulaire. L’activation 

de la b-caténine permet aussi de réguler positivement un grand nombre de gènes impliqués 

dans la prolifération (Cressman et al., 1995; Fausto et al., 2006; Tan et al., 2005). Lors de la 

deuxième phase, c’est la sécrétion d’EGF (Epidermal Growth Factor), de TGFα (Tumor Growth 

Factor α) et d’HGF (Hepatocyte Growth Factor) qui favorise le passage de la phase G1 vers la 

phase S. L’EGF est sécrété par le duodénum et les glandes salivaires, le TGFα par les 

hépatocytes et l’HGF par  les cellules endothéliales et étoilées (Pediaditakis et al., 2001; Skov 

Olsen et al., 1988). En parallèle, une stéatose transitoire s’installe dans le parenchyme 

hépatique, définissant la phase métabolique (Delahunty and Rubinstein, 1970). Cette 

accumulation de triglycérides semble être à la fois une réserve énergétique et une source de 

phospholipides pour la formation des membranes plasmiques lors de la prolifération 

hépatocytaire. De façon intéressante, la régénération ne peut se produire sans cette stéatose 

physiologique, alors qu’une stéatose pathologique déjà installée conduit à un défaut de 

régénération après hépatectomie partielle (Rudnick and Davidson, 2012). Après la transition 
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G1/S, les hépatocytes progressent en phase S, G2 et mitose, indépendamment de cytokines ou 

de facteurs de croissance. Après un à deux cycles de division, la masse hépatique est restaurée, 

la sécrétion de TGFb par les cellules étoilées ainsi que la signalisation des intégrines, 

permettent de terminer le processus (Gilgenkrantz and Collin de l’Hortet, 2018). 

Différents modèles in vivo ont été développés pour étudier ces différents mécanismes : 

(1) La régénération dite physiologique induite suite à une hépatectomie partielle qui 

reconstitue une ablation clinique ou (2) celle induite de façon pathologique à la suite 

d’administration de produits chimiques pouvant mimer des hépatites fulminantes induites par 

des composés médicamenteux comme le paracétamol (Fortier et al., 2019; Mao et al., 2014). 

 

 

FIGURE 4. LA REGENERATION HEPATIQUE 

Schéma illustrant la signalisation cellulaire et moléculaire à la suite d’une hépatectomie partielle 

pour la prolifération des hépatocytes. La phase de priming est nécessaire à la sortie de quiescence de 

l’hépatocyte. Les cellules de Kupffer vont initier la phase en sécrétant l’IL-6. Ensuite, les cellules étoilées 

sécrétrices d’HGF permettent la prolifération des hépatocytes en synergie avec l’EGF sécrété par les 

glandes salivaires et duodénum et le TGFa sécrété de façon autocrine par l’hépatocyte. Enfin, la 

sécrétion de TGF-b par la cellule étoilée permet le retour en quiescence de l’hépatocyte. Adapté de 

(Taub, 2004). 
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2 La polyploïdie hépatocytaire 

2.1 Généralités 

Le chromosome est le support de l’information génétique propre à chaque être vivant. 

On le retrouve sous deux formes : circulaire chez les bactéries et linéaire chez les eucaryotes. 

Chez ces derniers, les chromosomes sont logés dans le noyau et leurs nombres diffèrent en 

fonction des espèces. A titre d’exemple, la levure (Saccharomyces cerevisiae) possède n=8 

chromosomes, la souris (Mus musculus) possède n=20 chromosomes, l’Homme (Homo sapiens) 

possède n=23 chromosomes et le rat piscivore d’Équateur (Anotomys leander) possède n=46 

chromosomes. Toutes ces espèces sont diploïdes (2n), c’est-à-dire qu’elles possèdent deux jeux 

de chaque chromosome. On désigne par « n » le nombre de jeu(x) de chaque chromosome, 

définissant ainsi la « ploïdie ». Par définition, on appelle haploïde une cellule qui possède une 

seule copie de chaque chromosome (n) ; et diploïde (2n), une cellule qui contient deux copies 

(Figure 5A) (O’Brien S, 2006).  

Dans le règne animal, la diploïdie est retrouvée de façon majoritaire, et est considérée 

comme « l’état normal » de ploïdie. Chez les mammifères, la polyploïdisation d’un organisme 

entier est rare, car elle entraîne une létalité précoce, ainsi que des avortements spontanés ou 

des résorptions embryonnaires (Creasy and Alberman, 1976; Kaufman, 1991). Cependant, il 

existe deux exceptions. En effet, deux rongeurs cousins possèdent des génomes tétraploïdes : 

il s’agit du rat viscache (Tympanoctomys barrerae) et du rat viscache doré (Pipanacoctomys 

aureus). Toutefois dans le règne végétal, il n’est pas rare de trouver des espèces tétraploïdes 

(Gallardo et al., 1999).  

La présence de jeux additionnels de chromosomes (>2n) définit la polyploïdie (triploïde, 

tétraploïde, etc…). La polyploïdisation ou « duplication génome-entier » peut être induite par 

deux mécanismes différents : (1) L’autopolyploïdisation, par duplication d’un même génome 

parental ou (2) L’allopolyploïdisation, par fusion de deux génomes issus d’espèces ou de 

cellules différentes (hybridation). Attention toutefois de bien dissocier la polyploïdie de 

l’aneuploïdie, qui se caractérise par des modifications numéraires (gain ou perte) et/ou 

structurelles (réarrangements) d’un ou plusieurs chromosomes (pour un génome diploïde :      

2n ± x) (Davoli and de Lange, 2011). 
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Il est également intéressant de noter que les espèces diploïdes possèdent des stigmates 

d’une polyploïdie ancestrale. En effet, des événements de polyploïdisation sont intervenus au 

cours de l’évolution des vertébrés, notamment dans la période qui a suivi l’extinction des 

dinosaures (Van de Peer et al., 2009, 2017). Cette paléo-polyploïdie, semble expliquer les 

nombreux paralogues de certains gènes rencontrés dans les génomes de mammifères, tels que 

Hox (Schughart et al., 1989), E2F ou Rb (protéine du rétinoblastome) (Cao et al., 2010). Chez 

l’Homme, il semblerait même que 74% des gènes de signalisation descendent de ces 

événements de duplication du génome complet (Huminiecki and Heldin, 2010).  

Enfin, la polyploïdisation peut avoir lieu au sein d’un organisme entier mais également 

à l’échelle cellulaire, au niveau de certains tissus. Chez les mammifères diploïdes, on retrouve 

dans différents organes, la présence de cellules polyploïdes. Ces variations du nombre de 

chromosomes peuvent se situer au sein d’un seul noyau définissant la ploïdie nucléaire (cellule 

polyploïde mononucléée) ou au sein de la cellule par une augmentation du nombre de noyaux 

(cellule polyploïde binucléée/multinucléée) (Figure 5B) (Gentric et al., 2012). 

 

FIGURE 5. DEFINITION DE LA PLOÏDIE 

A. Schématisation de l’état de ploïdie. B. Schématisation des types de ploïdie : Nucléaire et Cellulaire. 

Adapté de (Donne et al., 2020). 
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2.2 Les mécanismes de polyploïdisation 

La fusion cellulaire est le seul mécanisme qui n’est pas induit par un défaut dans le cycle 

de division de la cellule. Les trois autres, qui sont l’endocycle, l’endomitose et la cytodiérèse 

incomplète mettent en jeu une altération de la division cellulaire.  

 

2.2.1 La fusion cellulaire 

Il existe de nombreux organismes (levures, nématodes, mammifères) et types 

cellulaires (gamètes, myoblastes, macrophages, cellules épithéliales, …) capables d’effectuer 

des fusions cellulaires afin de maintenir l’homéostasie tissulaire. La reconnaissance des cellules 

se fait  par l’intermédiaire de ligand(s) et de récepteur(s) (Chen et al., 2007). Un premier signal 

permet aux cellules de rentrer dans un état de « compétence fusionnelle » et de créer des 

interactions entre de nombreuses protéines de la membrane plasmatique (fusogènes). 

L’ensemble de ces interactions active des voies de signalisation qui conduisent à des 

modifications du cytosquelette et finalement à la fusion des membranes plasmiques (Figure 

6A) (Aguilar et al., 2013). Ce mécanisme mène le plus souvent à̀ la formation d’une cellule 

multinucléée hautement différenciée (Gruenbaum-Cohen et al., 2012; Laurin et al., 2008; 

Millay et al., 2013).  Par exemple, lors de la différenciation du tissu musculaire au niveau 

embryonnaire, les myoblastes effectuent des fusions homotypiques pour former des syncitia 

de myoblastes appelés myotubes (Hindi et al., 2013; Schejter, 2016). La fusion cellulaire peut 

également survenir lors d’infections virales. Par exemple, l’infection par le Papillomavirus 

humain, responsable des cancers du col de l’utérus, induit l’apparition de cellules tétraploïdes 

binucléées par ce phénomène (Hu et al., 2009).  

 

2.2.2 L’endoréplication : Endocycle et Endomitose 

 Chez les mammifères, le cycle cellulaire comporte quatre phases successives : G1 (Gap 

1), S (Réplication), G2 (Gap 2) et M (Mitose). L’ensemble de ces étapes est contrôlé par une 

famille de protéines : les sérine/thréonine kinases dépendantes des cyclines (CDK – Cyclin 

Dependent Kinases) dont l’activité est dépendante de l’association avec des protéines appelées 

cyclines. Ces complexes Cyclines/CDK régulent les différentes étapes du cycle : Les S-CDK (CDK2 

– Cyclines E/A) permettront l’entrée en réplication et les M-CDK (CDK1 – Cyclines A/B) induiront 

l’entrée en mitose (Hochegger et al., 2008). Le cycle cellulaire est finement contrôlé, la mitose 



 52 

ne pourra commencer qu’après la réplication complète du génome (Hartwell and Weinert, 

1989) (Figure 6B).  

L’endoréplication est un cycle cellulaire alternatif dans lequel la cellule réplique son 

ADN mais n’effectue ni caryodiérèse (séparation des chromosomes) ni cytodiérèse (division 

cellulaire). Le mécanisme général de l’endoréplication résulte de régulations différentielles 

depuis la phase S (Endocycle) jusqu’au début de la mitose (Endomitose) (Table 1).  

L’endocycle nécessite deux évènements essentiels : (1) l’inhibition de la transition G2/M 

par la protéolyse de la cycline B1, et (2) l’oscillation de l'activité des CDK, afin d’initier une 

nouvelle réplication génomique en l'absence de division cellulaire. Ces régulations moléculaires 

ont des causes différentes mais conduisent à la genèse d’une cellule polyploïde mononucléée. 

Lors de l’endocycle, la cellule alterne les phases G et S sans jamais initier la mitose (Figure 6C). 

Les cellules géantes trophoblastiques murines sont des cellules polyploïdes différenciées à 

partir du trophectoderme lors de l’embryogenèse. C’est la privation du facteur de croissance 

FGF4 qui a pour conséquence une augmentation de l’expression de l’inhibiteur de CDK (CKI) 

p57Kip2. Cette CKI inhibe l’activité du complexe M-CDK (CDK1/Cycline B) ce qui conduit à la 

genèse d’une cellule tétraploïde mononucléée. L’oscillation concomitante de S-CDK 

(CDK2/Cycline E) et p57Kip2 conduit à une ré-initiation de la phase S puis à une sortie de cycle 

par endocycle. Cette oscillation aboutit à la formation de cellules trophoblastiques géantes 

dont la ploïdie peut atteindre 512n. Ce processus semble crucial pour l’implantation du 

blastocyste à l’endomètre (Hattori et al., 2000; Ullah et al., 2008). 

 L’endomitose permet l’entrée en mitose, mais la cellule n’effectue pas les étapes 

d’anaphase et de cytodiérèse (Figure 6D). C’est l’activation du « Spindle Assembly Checkpoint » 

(SAC) qui entraîne une dégradation progressive de la cycline B1. Le SAC est activé à la suite d’un 

problème d’attachement des microtubules aux kinétochores des chromosomes (Edgar and Orr-

Weaver, 2001). L’activation prolongée du SAC conduit soit à une catastrophe mitotique (mort 

par apoptose dépendante d’erreurs en mitose), soit à un échappement de la mitose et un 

retour en G1 par le phénomène de glissement mitotique (ou « mitotic slippage »). Dans le cas 

d’un cancer, ces deux mécanismes induisent de façon respective, la mort des cellules 

cancéreuses et une rémission, ou, un échappement par le glissement mitotique et donc une 

progression tumorale (Kang et al., 2010). Ce mécanisme est souvent retrouvé dans les cancers, 

comme dans le cancer colorectal. Les cellules cancéreuses mutées pour le gène APC 

(Adenomatous Polyposis Coli), dont la protéine est importante pour le maintien des fuseaux de 
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microtubules mitotiques, effectuent un glissement mitotique. On retrouve ainsi des cellules 

polyploïdes mononucléées dans ce cancer (Dikovskaya et al., 2007). 

 

2.2.3 La cytodiérèse incomplète 

 La cytodiérèse est la dernière étape de la division cellulaire. Elle permet la 

séparation de la cellule mère en deux cellules filles avec une séparation du matériel génomique 

et cytoplasmique. Cet événement finement contrôlé fait intervenir quatre phases essentielles : 

(1) La définition du plan de division, (2) La formation du plan de division, (3) La contraction de 

l’anneau d’actomyosine, et (4) L’abscission permettant la séparation des deux cellules filles 

(Figure 6E). Une anomalie lors de ce processus induit un arrêt appelé « cytodiérèse 

incomplète » et la formation d’une cellule polyploïde binucléée (Lens and Medema, 2019). Cet 

arrêt peut être induit de différentes façons : (1) une obstruction physique ayant lieu au niveau 

du site de clivage par un chromosome mal ségrégé ; (2) Une altération dans l’expression des 

gènes régulant la cytodiérèse (Lens and Medema, 2019). Ce processus peut toutefois 

apparaître dans certains tissus comme dans le cœur et le foie à l’état physiologique (Table 1) 

(Clubb and Bishop, 1984; Guidotti et al., 2003a; Oparil et al., 1984). La croissance du cœur 

commence durant l’embryogenèse selon un phénomène d’hyperplasie (prolifération). 

Cependant, après la naissance, les cardiomyocytes perdent leur capacité de prolifération et 

vont croître par un phénomène d’hypertrophie (binucléation) qui permet une augmentation 

de leur volume d’environ 30 fois (Clubb and Bishop, 1984; Oparil et al., 1984). Ce phénomène 

est retrouvé dans diverses espèces et couvre 85% des cardiomyocytes chez les rongeurs et 30% 

chez l’Homme (Bergmann et al., 2015). Li et ses collaborateurs ont mis en évidence que la 

région « midbody » reste connectée entre les cellules filles, sans rupture, et conduit à la 

régression du fuseau mitotique. Malgré la présence de l’anneau d’actomyosine, celui-ci ne 

semble pas suffisamment efficace pour permettre la séparation des cellules filles (Li et al., 

1996). 
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FIGURE 6. LES MECANISMES DE FORMATION D’UNE CELLULE POLYPLOÏDE 

A. La fusion cellulaire induite par un virus ou par une association récepteur-ligand conduit à la genèse 

d’une cellule multinucléée. B. Schématisation de la division cellulaire et des phases nécessaires à la 

séparation des chromatides sœurs (Métaphase & Anaphase). C. L’endocycle et D. l’endomitose 

conduisent à la genèse d’une cellule mononucléée polyploïde suite à des reprogrammations en phase 

G2 ou lors de la métaphase, respectivement. E. La cytodiérèse incomplète conduit à une cellule 

binucléée suite à des reprogrammations en Anaphase ou Télophase. Adapté de (Donne et al., 2020). 
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Organisme Système/Organe Type cellulaire
Type de 

polyploïdisation
Fonction ?

Réponse face aux 

dommages

Arabidopsis

Feuilles et sépales Cellules géantes Endocycle (16C)
Contrôle de la courbure des 

feuilles et des sépales

Endoréplication induits par 

UV pour réparer

Feuilles Trichomes Endocycle (32C)
Formation et branchements des 

trichomes

Nématode 

C. elegans
Hypoderme

Cellules 

hypodermales

(Hyp7)

Endocycle (12C) Taille du ver

Drosophile

Système nerveux
Glie 

subpérineuriale

Endocycle et Endomitose 

(32C)
Maintien barrière sang/cerveau

Intestins Papilles anales Endocycle (8C)

Nécessaire pour la formation des 

papilles et l’absorption des sels et 

de l’eau

Expositions cytotoxiques: 

Stimulent la prolifération des 

cellules souches

Ovaires

Follicules Endocycle (16C) Synthèse de la coquille d’œuf

Nurse cells Endocycle (512C)
Synthèse et transport des stocks 

maternels vers l’ovocyte

Limace et 

Aplysia
Système nerveux Neurones géants

Endocycle ? (10 000 et 

200 000C respectivement)
Innervation

Souris

Cœur Cardiomyocytes
Cytodiérèse incomplète 

(4C-8C)

Croissance et réponse aux 

dommages

Barrière pour la réparation 

après lésions

Sein Cellules alvéolaires
Cytodiérèse incomplète 

(4C)
Lactation

Rongeurs Placenta Cellules géantes Endocycle (512C) Barrière placentaire ?

Mammifères 

(dont Homme)

Sang Mégacaryocytes Endomitose (128C) Production des plaquettes

Peau Kératinocytes
Endocycle et endomitose 

(12C)
Barrière et protection ?

Foie

Hépatocytes
Cytodiérèse incomplète et 

Endocycle (8C)
?

Vague de polyploïdisation 

après régénération

Macrophages Endocycle et Endomitose Conséquence de l’infection à M.Tuberculosis
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2.3 La polyploïdie hépatocytaire physiologique 

2.3.1 Mécanisme de polyploïdisation hépatocytaire 

Le foie des mammifères est un organe physiologiquement polyploïde (Geschwind et al., 

1958). L’existence d’hépatocytes polyploïdes a été mise en évidence en 1925 par W. Jacoby. 

De façon physiologique, deux vagues de polyploïdisation se produisent : la première à la 

transition allaitement-sevrage et la deuxième lors du vieillissement. L’émergence 

d’hépatocytes de différentes ploïdies est due à une modification du cycle cellulaire. Le degré 

de polyploïdisation varie selon les espèces, de 90% chez le rongeur adulte à 30 % chez l’Homme 

(Bou-Nader et al., 2019; Kudryavtsev et al., 1993; Seglen, 1997; Toyoda et al., 2006). 

Dans le foie de rat, au 14ème jour de vie embryonnaire (stade E.14), la majorité des 

hépatoblastes sont bipotents et peuvent ainsi se différencier soit en hépatocytes soit en 

cellules biliaires (Germain et al., 1988; Shiojiri et al., 1991). Néanmoins, au stade E.15 et 

jusqu’aux quatre premières semaines de vie, la plupart des hépatoblastes sont promis à un 

lignage hépatocytaire. Cette période coïncide également avec un sévère déclin de leur 

prolifération (Viola-Magni, 1972). Au cours du développement post-natal et jusqu’au 21ème 

jour (D.21), la majorité des hépatocytes diploïdes se divisent classiquement en donnant 

naissance à deux cellules filles diploïdes. Après le sevrage, la proportion d’hépatocytes 

diploïdes diminue au profit d’hépatocytes binucléés tétraploïdes (2x2n) et mononucléés 

tétraploïdes (4n) (Gerlyng et al., 1993; Guidotti et al., 2003b; Margall-Ducos et al., 2007; Nadal 

and Zajdela, 1966). Ces cellules 2x2n peuvent par la suite effectuer un nouveau cycle de division 

et former deux hépatocytes tétraploïdes mononucléés (4n) ou un hépatocyte octoploïde 

binucléé (2x4n) (Figure 7). La polyploïdisation hépatocytaire physiologique atteint un plateau à 

trois mois de vie chez le rongeur mais une seconde vague de polyploïdisation se produit au 

moment du vieillissement. Chez la souris, cette deuxième vague est associée à l’augmentation 

du contingent octoploïde binucléé (2x4n), alors que chez l’Homme de 50 ans, elle est associé à 

une augmentation des cellules binucléées 2x2n et mononucléées 4n (Kudryavtsev et al., 1993; 

Severin et al., 1984). A 90 ans, le foie humain est composé à 27% de cellules polyploïdes. 

Les mécanismes de la polyploïdisation hépatocytaire sont maintenant largement 

connus. Une étude du laboratoire a montré que la rupture du programme de cytodiérèse est 

la conséquence d’un défaut de réorganisation du cytosquelette d’actine au niveau du plan de 

division lors de la transition anaphase/télophase. Les microtubules du fuseau mitotique ne 



 

 57 
 

 

 

connectent par le cortex équatorial, ce qui a pour conséquence d’empêcher l’activation de la 

signalisation moléculaire nécessaire à la formation du sillon de division et de l’anneau 

contractile. Ainsi, la GTPase RhoA, acteur majeur de la cytodiérèse, ne se concentre pas au 

niveau du plan de division et la cytodiérèse n’a pas lieu (Margall-Ducos et al., 2007).  

La polyploïdisation hépatocytaire se produit lors de la transition allaitement-sevrage, 

période associée à de nombreux changements comportementaux, hormonaux et 

métaboliques. L’insuline via la voie PI3K/AKT a été identifiée comme un acteur important dans 

la genèse des hépatocytes 2x2n. Une autre étude du laboratoire a notamment montré, chez le 

rat, que l’injection répétée d’insuline à la transition allaitement/sevrage augmente la 

population hépatocytaire tétraploïde binucléée (2x2n). A l’inverse, l’injection de 

streptozotocine (détruisant les cellules béta-pancréatiques sécrétrices d’insuline) avant le 

sevrage, conduit à une réduction drastique du taux d'insuline circulante et est associée à une 

diminution de ce contingent 2x2n. La diminution d’insuline ou l’inhibition de la protéine AKT 

permet une correcte localisation de la protéine RhoA au niveau du plan de division et 

l’induction d’une cytodiérèse permettant la division de la cellule (Celton-Morizur et al., 2009). 

D’autres facteurs contrôlant la binucléation des hépatocytes ont également été 

identifiés. C’est le cas des facteurs de transcription de la famille E2F qui contrôlent des gènes 

clés dans la progression du cycle cellulaire. Ces facteurs se répartissent en trois groupes : Les 

activateurs de transcription (E2F1-E2F3), les répresseurs (E2F4-E2F6) et les atypiques (E2F7-

E2F8). Ces derniers ont un niveau d’expression relativement élevé lors des sept premières 

semaines de vie, coïncidant avec la mise en place de la binucléation (Pandit et al., 2012). Ces 

facteurs répriment l’expression de gènes impliqués dans la cytodiérèse, favorisant la 

cytodiérèse incomplète. Des études utilisant des souris inactivées pour les gènes E2f7 et E2f8 

ont montré que les hépatocytes E2f7/E2f8ko sont diploïdes (Chen et al., 2012; Wilkinson et al., 

2019). A l’inverse, l’ablation du gène E2F1 provoque une augmentation de la polyploïdie 

hépatocytaire (Chen et al., 2012). 

De même, certains microARN (miARN) sont capables de contrôler la binucléation. Les 

miARN sont exprimés de façon organe-dépendant et âge-dépendant. miR-122 est l’un des 

microARN les plus exprimés dans le foie à l’âge adulte, et inhibe des facteurs favorisant la 

cytodiérèse comme RhoA. miR-122 favorise donc la binucléation. Sa suppression entraine par 

conséquent une diminution de la polyploïdie hépatocytaire (Hsu et al., 2016a). 
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FIGURE 7. LA POLYPLOÏDISATION PHYSIOLOGIQUE DU FOIE 

A. Représentation schématique des deux vagues de polyploïdisation hépatique (développement post-

natal et âge adulte). Lors du développement post-natal, les hépatocytes peuvent soit se diviser de façon 

« normale », soit effectuer des cycles de cytodiérèse incomplète et donner naissance à une cellule fille 

tétraploïde binucléée. Cette dernière peut à nouveau rentrer dans un cycle de division et se diviser soit 

par cytodiérèse complète (naissance de deux cellules filles mononucléées tétraploïdes), soit par 

cytodiérèse incomplète (naissance d’une cellule fille binucléée octoploïde). Ainsi, ce processus peut se 

répéter, mais ne donnera que très rarement naissance à une cellule fille mononucléée 16n. B. 

Immunofluorescences représentant une cytodiérèse complète (panneau de gauche) ou incomplète 

(panneau de droite). Adapté de (Donne et al., 2020). 
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2.3.2 Conséquences et fonctions de la polyploïdisation hépatocytaire 

La polyploïdisation de certaines espèces a permis leur survie sur les derniers millénaires 

écoulés (Van de Peer et al., 2009). Nous pouvons donc facilement imaginer que la genèse 

d’hépatocytes polyploïdes engendre une conséquence fonctionnelle dans le tissu hépatique.  

 

Stade terminal de différenciation et arrêt de prolifération  

Historiquement, les données de la littérature montraient que les hépatocytes 

polyploïdes présentaient des capacités prolifératives réduites, et étaient donc plutôt engagés 

dans un stade terminal de différenciation (Gerlyng et al., 1993; Kudryavtsev et al., 1993; 

Rajvanshi et al., 1998). De plus,  ces hépatocytes polyploïdes générés lors de la deuxième vague 

de polyploïdisation montrent des marqueurs de sénescence associés à la présence de 

dommages de l’ADN ainsi qu’à l’activation de protéines inhibitrices du cycle cellulaire (p53, p21 

et p16ink4a) (Wang et al., 2014a). Des souris âgées de 18 mois exhibent 25% et 75% 

d’hépatocytes tétraploïdes et octoploïdes avec des marqueurs de dommages de l’ADN. Par 

ailleurs, l’ensemble des études s’accordent à dire que l’émergence de contingents de fortes 

ploïdies (>8n) est limitée dans le foie, suggérant ainsi un mécanisme de contrôle des niveaux 

de ploïdie. Bien que les mécanismes moléculaires ne soient pas encore clairement définis, p53 

semble jouer un rôle clé dans cette restriction de polyploïdisation (Kurinna et al., 2013). Les 

travaux de Ganem et al., montrent que la cytodiérèse incomplète associée à la diminution 

d’activité de RhoA déclenche l’activation de la voie Hippo/Lats2/p53. Cette voie permet 

notamment de restreindre la prolifération des hépatocytes tétraploïdes. En effet, la 

suppression de p53 permet de restaurer la prolifération des hépatocytes tétraploïdes (Ganem 

et al., 2014). Par ailleurs, une étude a montré que le PIDDosome (complexe Caspase-2, PIDD et 

RAIDD) est activé après l’échec de cytodiérèse, et conduit à l’activation de p53 qui limite la 

polyploïdisation hépatocytaire (4n-8n). La suppression d’un des complexes de la voie suffit à 

induire une augmentation des profils de ploïdie mimant celle d’une inactivation de p53 (Fava 

et al., 2017). Récemment, il a été montré que c’est la présence de centrosomes surnuméraires 

qui est responsable de l’activation du PIDDosome (Sladky et al., 2020).  

Cependant, de nouveaux outils technologiques et de nouveaux modèles, ont permis de 

mettre en évidence que ces contingents polyploïdes sont capables de répondre à des stimuli 

de prolifération. Dans l’étude de Wang et al, bien que les populations polyploïdes témoignent 

de marqueurs de sénescence, après plusieurs séries de transplantations dans un modèle murin 
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de repeuplement, ces contingents sont capables de se diviser à nouveau pour repeupler le foie 

et perdent ces marqueurs de sénescence (Wang et al., 2014a). L’étude de Pandit et al., a été 

l’une des premières à montrer que les hépatocytes polyploïdes répondent de façon identique 

aux cellules diploïdes face à un événement de régénération. A l’aide du modèle murin E2F7-/-

/E2F8-/-, dont les foies sont majoritairement constitués d’hépatocytes diploïdes, les auteurs 

montrent qu’après hépatectomie partielle ces foies régénèrent de façon identique à ceux de 

souris contrôles (constitués d’une ploïdie physiologique hépatocytaire) (Pandit et al., 2012). 

Ces dernières années, deux équipes américaines se sont intéressées à mieux caractériser la 

capacité proliférative de ces contingents. Toutes deux ont utilisé des modèles de souris dont 

les foies sont constitués principalement de cellules diploïdes (hépatocytes E2F7-/- et/ou E2F8-/-

) ou de cellules polyploïdes (sevrage précoce, Anilline-/-). Dans un contexte de régénération 

aigüe (hépatectomie partielle ou hépatotoxines), ils ont montré que les foies Anilline-/- (2*2n) 

et E2F8-/- (2n), présentent la même capacité de survie, de régénération et de prolifération que 

des foies contrôles physiologiquement polyploïdes (Zhang et al., 2018). L’équipe de A.Duncan 

confirme que les foies contrôles ou E2F7/E2F8-/- diploïdes repeuplent le foie de façon identique 

(Wilkinson et al., 2019). Toutefois, bien que les hépatocytes diploïdes et polyploïdes répondent 

de façon similaire à la stimulation par des mitogènes, les hépatocytes diploïdes entrent plus 

précocement et progressent plus rapidement dans le cycle cellulaire que les hépatocytes 

polyploïdes. De façon intéressante, des différences sont également observées entre les 

différents contingents polyploïdes : les hépatocytes tétraploïdes entrent plus rapidement dans 

le cycle que les hépatocytes octoploïdes. Les auteurs suggèrent ainsi que la régulation du cycle 

cellulaire au sein des différentes populations cellulaires n’est pas identique (Lin et al., 2020; 

Wilkinson et al., 2019). Très récemment l’équipe de Markus Grompe, a confirmé ces résultats 

dans un modèle murin très élégant, le Rosa-Confetti, qui permet de tracer la ploïdie suite à 

l’expression d’un des quatre transgènes permettant l’expression d’une protéine fluorescente 

verte, rouge, bleue ou jaune (GFP, RFP, BLP, YFP) (Matsumoto et al., 2020). Les différents types 

de ploïdie peuvent être caractérisés et triés en fonction de la présence d’une seule couleur 

(diploïde) ou de plusieurs (polyploïde).  

L’ensemble de ces études suggère que l’hépatocyte polyploïde, même s’’il possède des 

caractéristiques de différenciation terminale est toujours capable de répondre à des stimuli 

mitogéniques afin de régénérer la masse hépatique. 
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Booster la fonction hépatique 

Depuis la connaissance de la polyploïdie physiologique hépatique, de nombreuses 

équipes cherchent à comprendre s’il existe une conséquence sur les fonctions du parenchyme 

hépatique. L’une des études princeps de la caractérisation de cette polyploïdie est basée sur la 

génération d’un modèle murin particulier qui permet d’enrichir très fortement le foie en 

hépatocytes polyploïdes par un phénomène d’endoréplication. Ce modèle permet 

l’invalidation du gène Cdk1 au niveau hépatocytaire (Diril et al., 2012). Après hépatectomie 

partielle les hépatocytes Cdk1-/- deviennent polyploïdes (mononucléés 4n et 8n), et présentent 

une expression diminuée des gènes mitochondriaux ainsi que de la synthèse lipidique de novo, 

comparativement à des hépatocytes physiologiquement polyploïdes. En revanche les gènes de 

la glycolyse sont plus fortement exprimés (Miettinen et al., 2014). Ces résultats corroborent 

avec des études menées à large échelle sur des tissus diploïdes et polyploïdes murins et 

humains par l’équipe de A. Vinogradov. A partir de données de transcriptomique, l’étude 

montre que les hépatocytes polyploïdes possèderaient des capacités accrues de certaines 

fonctions principalement métabolique (métabolisme de l’azote et des xénobiotiques, synthèse 

des protéines sanguines, maintien de la balance d’oxydo-réduction) et immunitaire (Anatskaya 

and Vinogradov, 2007, 2010). Ces mêmes études révèlent également que les cellules 

polyploïdes présenteraient un métabolisme plutôt anaérobie, associé à la production d’ATP 

(Adénosine TriPhosphate) via le métabolisme des carbohydrates plutôt que de celui des acides 

gras. 

Récemment afin de mieux caractériser ces cellules, certaines équipes se sont 

intéressées à savoir si elles pouvaient être localisées à des endroits particuliers du lobule 

hépatique, et notamment le long de l’axe porto-centrolobulaire qui présente une zonation 

métabolique bien définie. A partir de reconstructions spatiales de foies murins, les régions 

périportales et périveineuses semblent enrichies en hépatocytes tétraploïdes et présentent 

une faible proportion d’hépatocytes octoploïdes. A contrario, la région mid-lobulaire présente 

un enrichissement de cellules 8n et peu de cellules 4n. Les auteurs suggèrent que la mise en 

place de la polyploïdie hépatocytaire opère en plusieurs vagues spatiales (Morales-Navarrete 

et al., 2015; Tanami et al., 2017). Actuellement ces équipes utilisent des approches in situ 

innovantes qui nous permettrons peut-être de définir le programme transcriptomique, 

métabolique et protéique de ces différentes populations cellulaires à l’échelle cellulaire.  
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Dans cette première partie, nous avons dans un premier temps décrit l’organisation 

hépatique et caractérisé les différentes populations cellulaires présentes au stade physiologique. 

Nous avons ensuite abordé les rôles primordiaux qu’interprète le foie dans l’homéostasie 

tissulaire, grâce à ses fonctions de détoxification, de synthèse et de régénération.  

Le foie est également un organe polyploïde doté de différents contingents hépatocytaires 

polyploïdes. Bien que leurs fonctions apparaissent encore mystérieuses, ils sont de réels acteurs 

actifs dans l’homéostasie hépatique, et sont capables de participer à la régénération hépatique. 

Deux évènements de polyploïdisation se produisent au cours de la vie, au sevrage et au cours du 

vieillissement. L’émergence du contingent majoritaire sous la forme tétraploïde binucléée (2x2n) 

est définie comme une polyploïdie physiologique. A la transition allaitement-sevrage, l’émergence 

de ces hépatocytes 2x2n est sous contrôle de la voie de l’insuline. 

Au regard de « l’épidémie » du syndrome métabolique, caractérisée par une stéatose 

hépatique associée à une perte de sensibilité de l’insuline ; l’équipe s’est alors intéressée à 

analyser la polyploïdie dans ce contexte.  
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II. La stéatose hépatique non-alcoolique – NAFLD 

1 La NAFLD : une maladie chronique du foie 

Les maladies chroniques du foie (CLD pour « Chronic Liver Disease ») regroupent un 

ensemble de facteurs étiologiques conduisant souvent au développement d’un cancer du foie 

: infections par des virus, intoxication à l’aflatoxine, consommation d’alcool prolongée, 

désordres métaboliques ou encore altérations génétiques et maladies auto-immunes (Figure 

8). Ces facteurs contribuent à l’installation d’une inflammation chronique conduisant à un 

cercle vicieux de lyse-régénération induit par la mort cellulaire et une prolifération 

compensatoire des cellules du parenchyme hépatique. La cirrhose est l’un des stades finaux de 

la maladie, et résulte d’une rupture quasi-totale de l’architecture hépatique avec la formation 

de nodules de régénération entourés de matrice extracellulaire (collagène) conduisant souvent 

au développement d’un cancer du foie (Sharma and Nagalli, 2020). D’après la dernière étude 

épidémiologique globale de 2018, le cancer du foie représente la 6ème cause de cancer et la 

4ème cause de cancer par mortalité (WHO, 2018).  

 

FIGURE 8. REPARTITION MONDIALE DES CANCERS DU FOIE EN FONCTION DE L’INCIDENCE 

Cartographie des cancers du foie dans le monde. La correspondance du code couleur est attribuée en 

bas à droite de l’image. Les pays/régions situé(e)s dans les encadrés sont des zones fortement touchées 

par une affection hépatique caractéristique, responsable en majorité des cas de cancers hépatiques 

Adapté d’après (Llovet et al., 2016). 
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2 La stéatose hépatique non-alcoolique : présentation de la pathologie 

2.1 La stéatose hépatique non-alcoolique 

La stéatose hépatique non-alcoolique, ou « Non-Alcoholic Fatty Liver Disease - NAFLD » 

a été décrite pour la première fois en 1980 (Ludwig et al., 1980). La stéatose est définie par 

l’accumulation de triglycérides (TG), sous forme de gouttelettes lipidiques, dans le cytoplasme 

d’au moins 5 à 10% des hépatocytes (Burt et al., 1998). Il s’agit d’une atteinte bénigne puisque 

le foie continue d’assurer l’ensemble de ses fonctions. D’un point de vu clinique, la NAFLD est 

la représentation phénotypique de troubles associés au syndrome métabolique, défini par la 

présence d’au moins trois des symptômes suivants : obésité abdominale, hypertriglycéridémie, 

taux sériques bas de cholestérol HDL, hypertension artérielle et glycémie plasmatique à jeun 

élevée. Depuis maintenant quelques années, la communauté scientifique tente de faire évoluer 

le terme NAFLD en MAFLD pour « Metabolic Associated Fatty Liver Disease », décrit comme 

une maladie métabolique accompagnée d’une stéatose hépatique provoquée par une 

surcharge pondérale, un diabète de type 2 ou des dérégulations métaboliques. Cela permet 

notamment d’éliminer les effets induits par les médicaments et de prendre en compte d’autres 

critères comme le tour de taille, la pression artérielle, les triglycérides plasmatiques, la 

concentration plasmatique de CRP (protéine C réactive) et le score d’insulino-résistance 

(HOMA) (Balmer and Dufour, 2011; Eslam et al., 2020; Tilg and Effenberger, 2020).  

La NAFLD suit une séquence d’évolution dans laquelle est retrouvée une multitude 

d’altérations cellulaires et tissulaires (Figure 9). L’accumulation de lipides (stéatose) peut, après 

quelques années, se mouvoir dans un stade inflammatoire chronique appelé stéatohépatite ou 

NASH (« Non-Alcoholic Steatohepatitis »). Ce terrain devient alors propice à l’installation d’une 

fibrose, acteur conduisant à la transformation de la pathologie en cirrhose et/ou en carcinome 

hépatocellulaire (CHC). La cirrhose se caractérise par l’accumulation de fibrose qui va délimiter 

des nodules hépatocytaires, détruisant ainsi l’architecture hépatique (Paradis et al., 2009). 
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FIGURE 9. SEQUENCE D’EVOLUTION DE LA STEATOSE HEPATIQUE NON-ALCOOLIQUE 

Coloration Hémalun-éosine de foie de patients aux différents stades de la maladie. Pour chaque stade, les 

différentes altérations moléculaires et cellulaires sont indiquées. LT : Lymphocyte T, NKT : cellules Natural 

Killer T, PRR : Pattern Recognition Receptors. Adapté de (Anstee et al., 2019; Paradis et al., 2009). 

 

2.2 La prévalence de la NAFLD 

La prévalence de la stéatose hépatique non-alcoolique (NAFLD), est en constante 

augmentation dans le monde. L’augmentation de la prévalence est plus rapide dans les pays 

industrialisés, et a pour cause deux phénomènes distincts : (1) Les traitements contre les 

infections des virus B et C (vaccination et thérapie, respectivement) qui diminuent les affections 

hépatiques induites par ces virus et donc le nombre de personnes contaminées, (2) La 

malnutrition et le manque d’activité physique. En 2020, la NAFLD sera l'indication la plus 

fréquente de greffe du foie aux États-Unis (Charlton et al., 2011). 

Une étude épidémiologique américaine a montré qu’entre 1988 et 1994, la prévalence 

de la NAFLD était de 5,5 % ; qu’entre 1999 et 2004, elle était de 9,8 % ; et qu’entre 2005 et 

2008, elle atteignait 11 %. Cela représente environ 60% des maladies chroniques du foie au 

cours de cette dernière période (Younossi et al., 2011). La prévalence de la NAFLD est 

actuellement estimée à 24 % de la population générale en Europe et aux États-Unis, à 27 % en 

Asie, à 30 % en Amérique du Sud et à 32 % au Moyen Orient. Elle est plus faible en Afrique avec 

13 % (Younossi et al., 2019) (Figure 10). Dans la population mondiale générale, on estime la 

prévalence de la NASH entre 1,5 % et 6,45 % (Younossi et al., 2019).  
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En France, la prévalence de la NAFLD a été récemment estimée à partir d'une cohorte 

de 118 664 participants, représentative de la population française, à 16,7 % avec des variations 

selon les régions (allant de 10,5 % à Paris jusqu'à 23,5 % dans l'Yonne). La même étude montre 

que la prévalence de la Stéatohépatite (NASH), est estimée à 59,1 % chez les personnes 

présentant une NAFLD (Vallet-Pichard et al., 2019).  

Il est important de noter que près des deux tiers des patients obèses ont une stéatose 

hépatique. La prévalence de la NAFLD suit une tendance similaire et parallèle à celle continue 

de l’obésité, dont la prévalence a doublé entre 1980 et 2014. Elle peut atteindre plus de 90 % 

chez les patients très obèses. En 2016, l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) rapporte que 

39 % des adultes (38 % des hommes et 40 % des femmes) sont en surpoids dans le monde, soit 

1,9 milliard d’adultes. L’obésité atteint 13% de la population pour un total d’environ 650 

millions de personnes (GBD 2015 Obesity Collaborators et al., 2017). De plus, la prévalence de 

la NAFLD est augmentée chez les patients atteints de diabète de type 2 et concerne 50 à 75 % 

des patients (Younossi et al., 2018a).  

 

 

FIGURE 10. LA PREVALENCE DE LA NAFLD DANS LE MONDE 

Planisphère de la prévalence de la NAFLD par zones géographiques. Adapté de (Younossi et al., 2019).  
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Enfin, l’étude du coût de la NAFLD par pays est intéressant. Les patients font notamment 

l’objet de suivis hospitaliers réguliers. Une étude française récente a montré que les patients 

atteints du syndrome métabolique sont hospitalisés en moyenne 3 fois par an durant sept 

années de suivi (Boursier et al., 2019; Vallet-Pichard et al., 2019).  La NAFLD constitue donc un 

fléau économique mondial dont les coûts ont été estimés à 103 et 35 milliards de dollars aux 

États-Unis et en Europe, respectivement, avec un coût par patient entre 354 à 1163 dollars 

(Younossi et al., 2018b). 

Si nous transformons l’ensemble de ces données en nombre annuel de morts d’ici 

l’horizon 2030, Estes et al, prédisent qu’environ 1,83 millions de personnes mourront des suites 

du développement d’une NAFLD (Estes et al., 2018). 

 

2.3 Les modèles d’études de la NAFLD 

Aujourd’hui, l’étude des mécanismes moléculaires et cellulaires de la NAFLD est réalisée 

majoritairement à l’aide de modèles murins. Les études sur l’Homme restent limitées puisqu’il 

s’agit d’une maladie asymptomatique, et que l’obtention d’échantillons ne peut être effectuée 

que par biopsie, méthode très invasive (Anstee et al., 2019; Febbraio et al., 2019; Oligschlaeger 

and Shiri-Sverdlov, 2020). Il existe aujourd’hui une multitude de modèles, tous ne récapitulent 

pas correctement la pathologie humaine et il est donc difficile de transposer les résultats sur 

l’Homme (Jahn et al., 2019). En effet, ces modèles précliniques doivent au mieux imiter les 

caractéristiques de la NAFLD et sa progression, spécifiquement d’un point de vu histologique, 

récapitulant l’installation de la stéatose, de l’inflammation, du balloning et de la fibrose. Ces 

critères sont mesurables par le NAFLD Activity Score (NAS), qui permet l’évaluation de 14 

caractéristiques histologiques dont 4 semi-quantitatives : la stéatose (0-3), l’inflammation 

lobulaire (0-2), le « ballooning » hépatocytaire (0-2) et la fibrose (0-4). Les neufs autres étant 

répertoriés comme présent ou absent (macrophages pigmentés, mégamitochondries, etc…) 

(Kleiner et al., 2005).  

 

Il existe différents types de modèles murins que nous allons développer : (Table 2)  

Les modèles génétiques. Les plus populaires, ob/ob et db/db, présentent une absence 

d’activation de la signalisation de la leptine (gène de la leptine ou du récepteur de la leptine 

respectivement muté). La leptine est l’hormone de satiété sécrétée par le tissu adipeux. Son 
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absence de signalisation provoque l’hyperphagie des souris sous un régime « normal » et 

permet le développement d’une obésité associée à une stéatose, une hyperlipidémie et une 

insulino-résistance. Toutefois, bien que ces souris développent une stéatose, la pathologie ne 

progresse pas vers le stade de NASH (Hummel et al., 1966; Mayer et al., 1951). De plus, la 

déficience en leptine n’est pas un facteur observé chez les patients NAFLD (Uygun et al., 2000). 

D’autres modèles favorisent l’évolution vers les formes graves (NASH et CHC) ; notamment la 

délétion de facteurs impliqués dans le métabolisme (SREBP-1c transgénique, PTENKO, PPAR-

aKO) mais les souris ne témoignent pas d’obésité (Febbraio et al., 2019).  

 

Les modèles toxiques. Les modèles appelés « toxiques » comme le Methionine-Choline-

Deficient (MCD) ou le Choline-Deficient (CD), sont des régimes alimentaires spécifiques 

engendrant un dérèglement de la balance anti-oxydante (absence de méthionine) et un 

blocage de l’export lipidique (absence de choline qui ne permet pas la formation des 

lipoprotéines de très basse densité (VLDL - Very-Low Density Lipoprotein). Le modèle MCD est 

par exemple capable d’induire une stéatohépatite sévère, d’un point de vu histologique, dès 

trois semaines de régime. Cependant, la déficience en méthionine entraine une perte de poids 

des souris, qui montrent également une diminution de la glycémie associée à une 

augmentation de la sensibilité à l’insuline (Rinella and Green, 2004; Yao and Vance, 1988). Le 

modèle CD est, lui aussi capable de récapituler le développement de la NASH avec une 

augmentation des transaminases hépatiques. Ces souris peuvent aussi présenter le 

développement d’une fibrose dans les 10 semaines de régime, et même le développement 

d’un CHC après un an (Matsumoto et al., 2013; Wolf et al., 2014). Toutefois, il est important de 

noter qu’il n’est jamais observé de déficience en méthionine ou choline chez les patients 

NAFLD. 

 

Les modèles de régime. On retrouve aujourd’hui un grand nombre de modèles « High-

Fat Diet » (HFD). Ces régimes ont l’avantage de reproduire le comportement humain : 

alimentation riche en graisses et sucres et apport de sucres additionnels par les sodas. Ils 

induisent une obésité associée à une intolérance du glucose et une insulino-résistance. D’un 

point de vu histologique, une stéatose apparaît dès quelques mois de régime. Cependant, la 

plupart de ces régimes ne provoquent pas d’inflammation et de fibrose dans une fenêtre de 

temps raisonnable. Il faut très souvent attendre plus d’un an avant de voir s’installer quelques 
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marques d’inflammation et de fibrose. Par ailleurs, il est important de noter que leur 

composition en nutriments peut être très différente. L’apport lipidique peut provenir d’huiles 

végétales ou animales et varier de 40% à 60%. Le cholestérol peut varier de 0 à 2%, et le type 

de sucre utilisé ainsi que sa concentration fluctuent (Jahn et al., 2019). Aujourd’hui, les 

principaux régimes utilisés ont un apport de 40% en graisses associé à 0-0,2% de cholestérol et 

le sucrose (=saccharose = glucose-fructose) est la principale source de sucres (Western Diet ou 

High-Fat High Sucrose - HFHS) (Verbeek et al., 2015). L’ajout de cholestérol (0,75%) dans un 

régime HFD permet d’induire des dommages hépatiques plus sévères avec l’installation d’une 

fibrose et d’une inflammation dès 16 semaines de régime (Mells et al., 2015). L’ajout de 

fructose entraîne une déplétion d’ATP associée à la génération d’acide urique, qui a de 

nombreux effets hépatiques indésirables comme l’augmentation de l’accumulation de TG 

(Triglycérides) et l’activation de l’inflammasome (Jensen et al., 2018). Chez l’Homme, l’apport 

de fructose (comparativement à du glucose) provoque l’activation de la lipogenèse de novo 

(Faeh et al., 2005), associée à l’installation d’une dysbiose intestinale et une rupture de la 

barrière intestinale (Bergheim et al., 2008). Ces modèles de régime semblent donc être un bon 

moyen de reproduire la pathologie humaine puisque en faisant varier certains paramètres, la 

pathologie peut évoluer vers des stades plus inflammatoires. Ainsi l’étude des transitions 

Stéatose/NASH et NASH/CHC est plus facile bien qu’elle soit plus longue. Toutefois, il faut 

garder à l’esprit que certains de ces régimes artificiels sont excessivement enrichis, et qu’il est 

important de maintenir une balance correcte afin de mimer au mieux le comportement 

occidental.  
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Les modèles mixtes. Le modèle CD-HFD (Choline-Deficient High-Fat Diet) permet de 

contrebalancer la perte de poids du modèle CD, par l’ajout d’un régime HFD. De plus, ce modèle 

présente l’avantage de montrer l’apparition de CHC dès 1 an de régime (Wolf et al., 2014). Le 

modèle toxique STAM est basé sur la destruction des cellules béta-pancréatiques, produisant 

l’insuline, par la streptozotocine. Ces souris traitées à la streptozotocine puis placées sous 

régime HFD permet le développement d’une NASH en 7 semaines et l’évolution en CHC à 16 

semaines (Fujii et al., 2013). De même, l’injection d’un carcinogène – le Diethylnitrosamine 

(DEN) – suivi d’une mise sous HFD permet le développement de CHC sur fond de stéatose par 

la production locale de cytokines pro-inflammatoires (IL-6 et TNF) (Park et al., 2010a). De façon 

différente, le modèle DIAMOND est basé sur deux critères, l’utilisation d’une souche murine 

particulière (B6/129) et l’apport d’un régime Western diet (High-Fat + High Fructose), ce qui 

récapitule rapidement la NASH et montre une forte incidence tumorale (Asgharpour et al., 

2016). Enfin, le modèle MUP-uPA + HFD est basé sur l’action de l’urokinase plasminogen 

activator (uPA) exprimée durant les six premières semaines de vie des hépatocytes. Cela induit 

un stress du réticulum endoplasmique et des dommages hépatiques contribuant à l’évolution 

vers la NASH et le CHC. Ce modèle récapitule fidèlement les altérations histologiques 

retrouvées dans la NASH. De plus, d’un point de vu transcriptomique, ce modèle partage 

certains alignements avec le profil de patients NASH alors que la plupart des autres modèles 

(HFD, HFHS, Western diet, MCD, STAM et PTEN) ne récapitulent pas fidèlement le 

transcriptome des patients NASH (Shalapour et al., 2017). Cependant l’utilisation de ces 

modèles reste limitée à l’étude la carcinogenèse sur NASH. Il est également important de noter 

que le développement des tumeurs se fait de façon extrêmement rapide et peut ne pas 

représenter les phénomènes moléculaires et cellulaires se produisant chez l’Homme sur les 

plusieurs années de développement de la pathologie. 
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TABLE 2. MODELES MURINS PERMETTANT DE RECAPITULER LA NAFLD 

Tableau récapitulant les principaux modèles murins utilisés ainsi que leur capacité à présenter une 

obésité, un syndrome métabolique (SM), une insulino-résistance (IR), une inflammation et un stress du 

réticulum endoplasmique (Inflam SRE), une NASH, une fibrose et l’apparition de carcinomes 

hépatocellulaires (CHC). Le code couleur indique l’état de développement des différentes 

caractéristiques (Rouge : Forte, Orange : Moyenne, Vert : Faible). CDAA : Choline-Deficient, L-amino-

acid-defined). Adapté d’après (Anstee et al., 2019; Febbraio et al., 2019). 

 

 

Depuis quelques dizaines d’années maintenant, l’utilisation de modèles cellulaires in 

vitro et ex vivo devient plus courante, notamment pour les études du métabolisme et des 

médicaments. Cela permet de travailler sur des cellules humaines et de réduire 

l’expérimentation animale. Ces modèles sont multiples, ils se rangent de la simple culture 

cellulaire 2D exposée aux lipides et cytokines, à des modèles plus sophistiqués comme la 

culture en 3D telle que les co-cultures, les organoïdes et les coupes ex vivo issus de patients. 

 

Culture in vitro de lignées cancéreuses (2D) : L’utilisation des cultures primaires 

d’hépatocytes peut être un moyen d’étudier certains mécanismes sur le court-terme. En effet, 

l’hépatocyte primaire a une durée de vie limitée de l’ordre de plusieurs jours, et montre une 

diminution de l’expression de certaines enzymes clés du métabolisme comme les cytochromes 

après 48h de culture (Boess et al., 2003). Cela n’est donc pas suffisant pour valider de 

potentielles cibles thérapeutiques. Ainsi, l’utilisation de lignées immortalisées (aML12) ou 

cancéreuses (HepG2, Huh7, Hepa1-6) peut sembler être un meilleur choix (Kanuri and 

Bergheim, 2013). De nombreuses études ont étudié des phénomènes métaboliques à partir de 

Inflam

SRE

ob/ob  ou  db/db

PTENko

MUP-uPA Tg

High-Fat 1% à 1 an
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lignées immortalisées ou cancéreuses traitées avec des combinaisons d’acides gras 

(généralement oléate et palmitate au ratio 2:1) (Malhi et al., 2006; Mun et al., 2019). Il est 

notamment montré que l’acide oléique montre des capacités stéatogéniques alors que le 

palmitate induit l’apoptose. La combinaison des deux au ratio 2:1 (favorable pour l’oléate), 

permet de contrebalancer l’apoptose et de mieux mimer les conséquences moléculaires ayant 

lieu dans l’hépatocyte stéatosique (Ricchi et al., 2009). Toutefois, l’utilisation de cellules 

cancéreuses reste une limite à l’étude de la stéatose puisque de nombreuses modifications 

génétiques, épigénétiques et métaboliques interviennent. Ainsi, depuis quelques années, 

l’utilisation des cellules HepaRG® ne cesse de croître. Ces cellules, isolées d’un patient 

présentant un cholangiocarcinome, possèdent des caractéristiques de cellules progénitrices 

hépatiques mais gardent toutes les caractéristiques moléculaires et métaboliques d’un 

hépatocyte différencié (Gripon et al., 2002). Grâce à ces propriétés, elles ont permis la 

caractérisation du métabolisme des xénobiotiques et de l’infection par le virus B (Ashraf et al., 

2019; Li et al., 2020). Elles sont aujourd’hui également très demandées pour caractériser les 

altérations moléculaires et métaboliques se produisant dans la NAFLD. Des études de 

métabolomiques ont montré que l’ajout de 0,5mM d’acides gras (oléate – palmitate, ratio 2:1) 

induit les mêmes dérégulations métaboliques rencontrées chez le patient NAFLD, comme 

l’insulino-résistance, la présence d’un stress oxydant et des altérations du métabolisme 

mitochondrial (Brown et al., 2013; Le Guillou et al., 2018).  

 

Culture organotypique. Il y a une dizaine d’années, les approches ex vivo consistaient à 

mettre directement en culture des échantillons tissulaires. Cela offrait la possibilité d’étudier 

l’action de médicaments sur une architecture hépatique entière associée aux interrelations 

cellulaires (Graaf et al., 2007). Cependant, ces cultures mourraient par nécrose après quelques 

jours d’utilisation ce qui limitait la fenêtre d’étude (Neupert et al., 2003). Ainsi, d’autres 

approches de cultures cellulaires ont vu le jour. De façon très simple, il a d’abord été mis en 

culture des hépatocytes avec des cellules non-parenchymales hépatiques, des cellules étoilées, 

des cellules inflammatoires résidentes et/ou des cellules endothéliales hépatiques (Riccalton-

Banks et al., 2003). Ce type de co-cultures améliore notamment les fonctions et la durée de vie 

des hépatocytes. Les cellules étoilées quiescentes sécrètent des mitogènes hépatiques tels que 

l’HGF (Hepatocyte Growth Factor) et l’EGF (Epidermal Growth Factor) améliorant les fonctions 

hépatocytaires. Par la suite, l’évolution de ce type de co-cultures vers des approches 
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organotypiques a vu le jour afin de reproduire l’architecture hépatique (Dash et al., 2012). La 

co-culture, peut dans certains cas, remodeler une architecture 3D permettant la polarisation 

des hépatocytes, les interactions entre cellules et la microperfusion du tissu avec un apport en 

oxygène et nutriments adéquat (Lin et al., 2015). La société HemoShear a développé un 

système d’étude de la lipotoxicité à l’aide de cultures 3D d’hépatocytes primaires humains et 

de sinusoïdes hépatiques. Les hépatocytes sont cultivés en présence de niveaux physiologiques 

de glucose et d’insuline et répondent à des concentrations de traitements telles que retrouvées 

en clinique (Dash et al., 2013). Ce système a par la suite été adapté à l’étude de la 

stéatohépatite avec l’ajout de macrophages et de cellules étoilées primaires humaines ainsi 

que des combinaison d’acides gras (oléate/palmitate, ratio 2:1) (Feaver et al., 2016). Afin de 

mimer l’architecture hépatique, les hépatocytes sont cultivés en sandwich de collagène. Les 

macrophages et cellules étoilées sont positionnés sur le dessus du sandwich, séparés des 

hépatocytes par une membrane. Les trois types cellulaires communiquent ainsi soit par 

contacts directs soit par des facteurs sécrétés. Après plusieurs jours de culture, les hépatocytes 

présentent une diminution de la réponse à l’insuline, accompagnée d’une accumulation de 

lipides intracellulaires, une lipotoxicité ainsi que la production de marqueurs inflammatoires et 

fibrogéniques (Feaver et al., 2016). L’ajout de TNFa au milieu de culture modifie le sécrétome 

des cellules, qui se rapproche alors de celui des patients NASH (Cole et al., 2018; Feaver et al., 

2016). Ces dernières années, de nombreuses équipes de recherche essayent également de 

réaliser des cultures en 3D sous la forme de sphères, appelées sphéroïdes ou organoïdes (Baze 

et al., 2018). Cela permet de mimer réellement l’architecture hépatique, notamment en terme 

de polarisation cellulaire et d’interactions, puisqu’elles autorisent le mélange des différents 

types cellulaires (Bell et al., 2016). De façon très intéressante, la durée de vie de ces sphères 

est de plusieurs semaines, et l’on retrouve la formation de canalicules biliaires fonctionnels à 

l’intérieur ainsi qu’une expression stable de l’albumine et de la synthèse d’urée (Tostões et al., 

2012). Récemment, l’étude de Kozyra et al. a réussi à reproduire un modèle de NAFLD en 

sphéroïdes issus d’hépatocytes primaires humains, suite à l’apport d’acides gras 

(oléate/palmitate, ratio 1:1), d’insuline et de sucres permettant l’accumulation lipidique sous 

forme de gouttelettes. Après 48h de culture, les sphéroïdes sont insulino-résistantes et les 

enzymes de la lipogenèse sont fortement exprimées (Kozyra et al., 2018). Par ailleurs, la société 

Organovo (ExVive™ Human Liver Tissue) a mis au point un modèle de bio-impression hépatique 

à partir d’hépatocytes primaires humains, de cellules étoilées et de cellules endothéliales. Les 
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différents types cellulaires sont mélangés et cultivés dans une matrice brevetée permettant de 

mimer très fidèlement l’architecture native du foie. Les fonctions hépatiques métaboliques 

correspondent à celles retrouvées dans un foie sain, et les cultures peuvent s’étendre jusqu'à 

quatre semaines. De façon encore plus impressionnante, l’ajout de cellules de Kupffer et 

l’exposition à des acides gras stéatogènes permettent la formation d’une inflammation et 

l’installation d’une fibrose dans les tissus bio-imprimés (Organovo, 2018, 2019). 

Actuellement, de nouveaux outils technologiques offrent une alternative aux cultures 

cellulaires déjà existantes. La culture organotypique est capable de récapituler l’architecture 

hépatique ainsi que le métabolisme hépatocytaire et les interactions entre les différents types 

cellulaires. Bien que l’usage de ces techniques très prometteuses permet d’approfondir 

certains mécanismes moléculaires, il reste encore quelques verrous techniques et 

mécanistiques. En effet, les différentes étapes de la NAFLD ne sont pas encore correctement 

reproduites. De plus, il sera important dans le futur de s’assurer de la présence et l’activation 

du microenvironnement immunitaire, avant de pouvoir utiliser ces modèles dans le cadre de 

nouvelles thérapies. 
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3 La stéatose hépatique : une reprogrammation métabolique 

La pathogenèse de la NAFLD est multifactorielle. Depuis quelques années, il est 

maintenant admis que la progression de la NAFLD se déroule de façon consécutive avec 

plusieurs altérations cellulaires et tissulaires (appelée « multiple-hits »). Jusque-là, la théorie 

du « two hits hypothesis » prédominait. On considérait alors que la première étape 

d’accumulation lipidique, associée à la lipotoxicité et induite par l’insulino-résistance, 

permettait l’installation de l’inflammation chronique. Celle-ci était favorisée par la présence 

d’un stress oxydant, la diminution d’ATP et la présence d’endotoxines. Aujourd’hui il est bien 

démontré que la maladie s’installe suite à un ensemble de dérégulations tissulaires et 

cellulaires dont la lipotoxicité est l’acteur central de la maladie. La dysbiose intestinale ainsi que 

la dérégulation métabolique du tissu adipeux sont des facteurs promoteurs de la dérégulation 

hépatique (Buzzetti et al., 2016).  

Afin de mieux comprendre la pathogenèse, il sera dans un premier temps abordé 

certaines notions de régulations métaboliques hépatiques. Par la suite, en relation avec mes 

travaux de thèse, nous axerons les caractéristiques de la NAFLD sur le développement de la 

lipotoxicité et la mise en place du stress de certaines organelles et l’activation de 

l’inflammation. 

 

3.1 Le métabolisme hépatique en condition physiologique 

3.1.1 Le métabolisme en période postprandiale 

Lors de cette période, les carbohydrates sont digérés au niveau tractus digestif en 

monosaccharides, ce qui conduit à la production de sucres simples comme le glucose. Celui-ci 

est alors transporté dans le sang, ce qui élève la glycémie et permet la production et la 

libération de l’insuline par le pancréas. Au niveau des organes, ce glucose va être converti en 

glucose-6-phosphate et entrer dans une voie particulière, appelée la glycolyse, permettant la 

production d’énergie sous forme d’adénosine triphosphate (ATP) (Han et al., 2016).  

Cependant, au niveau du foie et plus particulièrement dans les hépatocytes, ces sucres 

en excès, vont alors pouvoir être stockés de deux façons : (1) Sous forme de glycogène, par la 

voie de glycogenèse qui permet l’empilement des glucoses entre eux, et un stockage plus facile 

et plus compact au sein de la cellule. (2) Sous forme d’acides gras, par la voie de lipogenèse de 

novo, en utilisant l’acétyl-CoA généré par la glycolyse (Figure 11A) (Han et al., 2016). Le contrôle 
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des enzymes de la lipogenèse s’effectue de manière transcriptionnelle. Le glucose et l’insuline 

en sont les principaux acteurs et induisent l’activation des facteurs de transcription ChREBP 

(carbohydrate response element binding protein) et SREBP1c (sterol regulatory element-

binding protein 1c) respectivement (Eberlé et al., 2004; Postic and Girard, 2008; Shimano and 

Sato, 2017). 

Dans le même temps, les lipides provenant de l’alimentation circulent sous forme de 

vestiges de chylomicrons jusqu’au foie. L’hydrolyse des TG issus des chylomicrons se fait par la 

lipoprotéine lipase et permet la libération des AG non estérifiés dans le sang. Ceux-ci se lient 

alors à l’albumine plasmatique, ce qui permet leur passage dans l’hépatocyte via les 

transporteurs FATP et CD36 (Doege and Stahl, 2006).  

L’ensemble des acides gras, issus de la lipogenèse de novo et de l’hydrolyse des 

chylomicrons, sont alors inclus dans des vacuoles contenant des lipoprotéines, appelées VLDL. 

Elles sont ensuite sécrétées dans la circulation sanguine et permettent le stockage des lipides 

(et des TG) dans les tissus périphériques comme les muscles squelettique et cardiaque et le 

tissu adipeux (Ipsen et al., 2018). Ces particules de VLDL sont des lipoprotéines riches en TG 

(55%), composés phospholipidiques (18%) et cholestérol (19%) (Gibbons, 1990). Le nombre de 

TG par VLDL peut varier d’un VLDL à un autre (Kawano and Cohen, 2013). Elles sont formées 

au niveau du réticulum endoplasmique, où est incluse une apolipoprotéine B100 (ApoB100) 

par la MTP (Microsomal Triglyceride transfer Protein) afin de stabiliser la particule (Hussain et 

al., 2003). Elles transitent ensuite par l’appareil de Golgi pour être maturées puis sont 

exocytées. L’insuline joue un rôle important dans la régulation de l’assemblage des VLDL : (1) 

Elle promeut la dégradation de l’ApoB100 par un mécanisme d’autophagie, et, (2) régule 

négativement l’expression de MTP (Ginsberg and Fisher, 2009; Kamagate and Dong, 2008). 

 

3.1.2 Le métabolisme en période de jeûne.  

Lors de cette période, le foie a pour rôle de maintenir l’homéostasie en stabilisant le 

niveau de glycémie et ainsi assurer les fonctions tissulaires. Lorsque la glycémie diminue en 

dessous d’un certain seuil, une hormone pancréatique est sécrétée : le glucagon. C’est à partir 

de cette hormone qu’une cascade de signalisation va alors se mettre en place et induire la 

transformation du glycogène en glucose par la voie de glycogénolyse (Figure 11B). Cependant, 

lorsque cette période de jeûne perdure, le glycogène est épuisé et le foie doit trouver d’autres 

issues afin de maintenir cette homéostasie. Ainsi, une seconde voie se met alors en place, la 
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néoglucogenèse ; qui permet la production de sucres à partir de matières « non-

carbohydrates » comme les acides aminés, l’acide lactique, le fructose ou encore le galactose. 

Le foie est également le lieu de la β-oxydation (lipolyse). Elle se produit majoritairement 

dans la matrice mitochondriale ou le peroxysome en fonction de la taille des AG. Les 

triglycérides sont alors transformés en acétyl-CoA, ce qui permet la production d’ATP et de 

corps cétoniques ce qui est essentiel au maintien du taux de TG hépatiques (Ipsen et al., 2018). 

 

 

FIGURE 11. LE METABOLISME HEPATIQUE  

 A. En phase postprandiale, le glucose provenant de l’alimentation et donc du tractus gastro-intestinal, 

est stocké dans le foie sous forme de glycogène. Le glucose, via la glycolyse est aussi utilisé pour la 

synthèse des acides gras via la lipogenèse de novo. Les acides gras ingérés par l’alimentation sont 

véhiculés au foie sous la forme de vestiges de chylomicrons. Les acides gras sont alors estérifiés en 

triglycérides, puis exportés vers les tissus périphériques par l’intermédiaire des VLDL. B. Lors du jeûne, 

le foie libère du glucose à partir des stocks de glycogène (glycogénolyse). La lipolyse du tissu adipeux 

fournit des acides gras qui seront oxydés par β-oxydation. Cela permet de générer des substrats 

nécessaires pour la néoglucogenèse et la formation de corps cétoniques.  
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3.2 Dérégulations métaboliques lors de la stéatose hépatique 

 L’accumulation de lipides intra-hépatiques chez les patients NAFLD se présente 

majoritairement sous forme de triglycérides, qui sont issus de l’estérification d’une molécule 

de glycérol et de trois molécules d’acides gras (AG). Les TG sont ensuite stockés dans des 

gouttelettes lipidiques et entourés de protéines structurales comme les périlipines, régulant 

les mécanismes de stockage (Fujii et al., 2009). Il semblerait que l’accumulation sous forme de 

TG soit un mécanisme de protection qui empêcherait la production de lipides toxiques. Par 

exemple, l’inhibition de l’enzyme DGAT2 (Diacylglycerol acyltransferase 2), impliquée dans la 

formation de TG, provoque la réduction de TG intrahépatiques et empire la NASH, dans le 

modèle murin MCD (Yamaguchi et al., 2007). 

Chez les patients NAFLD, l’accumulation des TG hépatiques est due à 60% à l’absorption 

des AG non estérifiés de la circulation, 27% à la lipogenèse de novo et 15% à l’alimentation 

(Donnelly et al., 2005). Les causes de cette accumulation lipidique reflètent donc le déséquilibre 

entre réception, synthèse et export lipidique. L’identification de signatures lipidiques 

spécifiques à partir de biomarqueurs sériques pourra bientôt permettre de définir l’installation 

d’une stéatose simple ou l’évolution vers la NASH (Alonso et al., 2017). 

 

3.2.1 L’absorption des acides gras 

Le transport des acides gras est assuré par un panel de transporteurs allant des FATP 

transporteurs à CD36. Dans des modèles murins d’obésité, la délétion de FATP2 ou FATP5 

permet de diminuer considérablement la surcharge en lipides et de surcroit la stéatose 

hépatique, indiquant un rôle de ces transporteurs dans l’installation de la pathologie (Doege et 

al., 2006, 2008; Falcon et al., 2010). Chez l’Homme, des études contradictoires ont été publiées 

concernant le rôle de ces transporteurs (Westerbacka et al., 2007; Zhu et al., 2011). Cependant, 

il est clairement démontré que le récepteur CD36 joue un rôle causal dans l’installation de la 

maladie. Chez la souris, sa surexpression induite par l’intermédiaire d’un adénovirus permet 

d’augmenter l’apport et l’accumulation lipidique, alors que sa suppression dans des modèles 

d’obésité génétique ou nutritionnellement-induite, diminue la stéatose (Koonen et al., 2007; 

Wilson et al., 2016). Chez l’Homme, il a été rapporté que les niveaux de transcrits de CD36 sont 

augmentés chez les personnes obèses (Greco et al., 2008) et les patients NAFL et NASH 

comparativement à des sujets contrôles (Miquilena-Colina et al., 2011). D’un point de vue 
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histochimique, cette même étude a montré que les patients NAFL/NASH présentent une 

localisation de CD36 à la membrane, alors qu’elle est majoritairement cytoplasmique dans des 

hépatocytes humains sains, suggérant une translocation à la membrane de CD36 dans la 

pathologie. Par ailleurs, des dérégulations de la protéine FABP1 ont été montrées dans la 

pathologie. Il s’agit d’une protéine impliquée dans le transport, le stockage et l’utilisation des 

AG exerçant une activité anti-lipotoxique de par sa fixation possible aux AG libres cytotoxiques. 

En les fixant, elle permet leur oxydation puis leur incorporation à des TG, afin de les stabiliser 

(Wang et al., 2015). De façon intéressante, l’expression de FABP1 est augmentée chez le patient 

obèse stéatosique et pourrait ainsi jouer un rôle tampon de la lipotoxicité, d’autant plus qu’elle 

est retrouvée fortement diminuée dans la NASH, stade pathologique marqué par un fort niveau 

de lipotoxicité endommageant les organelles (Charlton et al., 2009). 

 

3.2.2 La synthèse de novo.  

Des études utilisant des isotopes stables ont permis de montrer que les patients NAFLD 

présentent une lipogenèse de novo (LDN) anormalement élevée lors de la période 

postprandiale, et sont par conséquent incapables de réguler la LDN lors des stades de 

transitions nutritionnels (Diraison et al., 2003; Lambert et al., 2014). Comme nous l’avons vu, 

la LDN est régulée par deux facteurs de transcription : SREBP1c, qui est activé par l’insuline et 

LXRa ; et ChREBP, qui est activé par les carbohydrates. L’expression de SREBP1c est retrouvée 

plus élevée chez les patients NAFLD (Kohjima et al., 2007) ; et les souris surexprimant ce facteur 

présentent des niveaux de TG hépatiques plus élevés (Shimano et al., 1997). De plus, 

l’augmentation des niveaux de SREBP1c corrèle avec l’augmentation d’expression de ces cibles 

en aval, aussi bien dans des modèles murins de stéatose que chez des patients NAFLD (Perfield 

et al., 2013; Postic and Girard, 2008; Xie et al., 2010). Par ailleurs, la délétion de ChREBP chez 

des souris réduit la LDN de 65% mais promeut également une insulino-résistance, et induit une 

sévère intolérance vis-à-vis des carbohydrates, de part une forte diminution de la glycolyse 

(Iizuka et al., 2004). Cependant, le ciblage des deux facteurs, SREBP1c ou ChREBP, provoque 

également une augmentation du métabolisme du cholestérol pouvant aggraver la pathologie. 

Notamment la suppression de SREBP1c provoque une compensation par le facteur SREBP2, 

acteur principal dans le métabolisme du cholestérol. Cibler ces deux acteurs d’un point de vu 

thérapeutique semble donc difficile (Ipsen et al., 2018). 
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3.2.3 L’export des lipides.  

Comme nous l’avons vu, la sécrétion des VLDL est le seul moyen d’exporter les lipides 

dans le sang. Chez des patients mutés pour les gènes codant les protéines ApoB100 

(hypobétalipoprotéinémie) (Tanoli et al., 2004) ou MTP (abétalipoprotéinémie) (Berriot-

Varoqueaux et al., 2000), la formation de VLDL n’a pas lieu, et une accumulation de TG se 

produit, ce qui amène au développement d’une stéatose hépatique. Ces observations ont été 

confirmées dans des modèles murins présentant une délétion du gène Mtp. A l’inverse, des 

souris présentant une surexpression de MTP au niveau hépatique montrent une surproduction 

de VLDL et une augmentation des niveaux plasmatiques de TG (Raabe et al., 1999; Tietge et al., 

1999). De façon surprenante, une surproduction de VLDL est observée chez les patients NAFLD, 

qui s’explique par l’augmentation de la lipogenèse de novo ainsi que de la lipolyse hépatique et 

adipocytaire (Fabbrini et al., 2008). De plus, l’assemblage des VLDL est augmentée de part (1) 

la disponibilité lipidique, et (2) l’incapacité de l’insuline à stopper la production des VLDL. Dans 

ce cas, l’ApoB100 n’est pas dégradée et l’expression de MTP n’est pas jugulée. Toutefois, cette 

surproduction de VLDL ne semble pas due à une augmentation du nombre de VLDL, mais plutôt 

par la sécrétion de VLDL contenant plus de TG (Choi and Ginsberg, 2011). A contrario, d’autres 

études ont montré que les niveaux d’expression de MTP ou de l’ApoB100 sont identiques entre 

des patients NAFLD et sains (Nagaya et al., 2010) voire même diminués (Charlton et al., 2002).  

 

3.3 Les acteurs de la pathogenèse 

3.3.1 La lipotoxicité 

La lipotoxicité se définit comme une dérégulation de l’environnement lipidique et/ou 

de la composition en lipides intracellulaires entraînant l’accumulation de composés lipidiques 

toxiques pour la cellule. Ceux-ci peuvent induire une défaillance des organelles, des dommages 

cellulaires pouvant même aller jusqu’à la mort cellulaire. La lipotoxicité est associée à une 

inflammation chronique et prédispose au développement d’un syndrome métabolique (Marra 

and Svegliati-Baroni, 2018). Celle-ci conduit à la genèse d’un stress oxydant et d’un stress du 

réticulum endoplasmique, responsable de l’activation de réponses inflammatoires. Les 

dommages hépatocellulaires déclenchent la mort des hépatocytes qui libèrent alors des 

molécules pro-inflammatoires capables d’activer les cellules immunitaires et les cellules 

étoilées pro-fibrosantes (Figure 12) (Parthasarathy et al., 2020).  
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Les acides gras (AG) sont constitués d’une fonction acide carboxylique et d’une chaîne 

carbonée dont le nombre de carbone (C) définit leur longueur. On distingue les AG à chaîne 

courte (C<8), à chaîne moyenne (8<C<16) et à chaîne longue (C>16). Ils sont divisés à nouveau 

en fonction de la présence ou non de double liaisons entre les atomes de carbone, définissant 

ainsi l’état de saturation de l’acide : les AG saturés (pas de doubles liaisons), les AG mono-

insaturés (une double liaison) et les AG polyinsaturés (plusieurs doubles liaisons) (N.Marieb, 

2010). Le palmitate (C16:0) est un AG à longue chaîne fortement retrouvé dans le foie lors de 

la NAFLD, et est notamment identifié comme toxique pour l’hépatocyte (Hirsova et al., 2016). 

Des expériences réalisées sur la lignée cellulaire cancéreuse HepG2, montrent que le 

traitement par du palmitate induit l’apoptose des cellules, tandis qu’un traitement par de 

l’oléate (C18:1) promeut l’estérification sous forme de triglycérides (Ricchi et al., 2009). De 

façon intéressante, le traitement de souris avec un régime MCD et de l’oléate permet de 

prévenir l’apparition de la fibrose et de l’inflammation, suggérant des propriétés protectrices 

de l’oléate (Lee et al., 2011). Bien qu’il soit rapporté que les AG mono- et polyinsaturés sont les 

moins toxiques, ils contribuent tout de même au développement de la stéatose (Mato et al., 

2019). L’accumulation lipidique n’est donc pas toujours synonyme de lipotoxicité. 

Le cholestérol apparaît également comme un acteur important de la lipotoxicité, 

notamment sous sa forme non estérifiée (libre). Sa présence dans les membranes 

mitochondriales favorise l’installation d’un stress oxydant en perturbant le potentiel 

membranaire et en réduisant le niveau de glutathion mitochondrial (Marí et al., 2006). De plus, 

il a été montré l’existence d’une corrélation positive entre accumulation de cette forme libre 

de cholestérol et aggravation de la NASH (Savard et al., 2013). Dans cette étude, des souris 

placées sous régime HFD + 1% de cholestérol (High-Fat High-Cholesterol – HFHC) présentent 

une stéatose hépatique et une inflammation plus importantes que les souris placées sous HFD 

sans cholestérol. De plus, les souris HFHC témoignent de la présence de fibrose périsinusoïdale 

associée à une inflammation du tissu adipeux. Le cholestérol libre peut s’agglomérer et former 

des cristaux au sein des gouttelettes lipidiques (Mashek et al., 2015), pouvant activer une 

réponse pro-inflammatoire induite par l’inflammasome NLRP3 et le recrutement des cellules 

de Kupffer productrices de TNF-a (Ioannou et al., 2013). Enfin, l’administration de 

médicaments hypocholestérolémiants dans un modèle de souris placées sous régimes HFHC, 

permet de diminuer la formation des cristaux, et est associée à une réduction de la réponse 
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inflammatoire (Ioannou et al., 2015). Ces résultats montrent donc que le cholestérol libre est 

un activateur de la réponse pro-inflammatoire dans la NASH.  

Les céramides jouent également un rôle important dans la mise en place de la 

lipotoxicité. Ce sont en fait des précurseurs de sphingolipides essentiels pour la composition 

des membranes plasmiques et des organelles. Ils régulent aussi la signalisation de l’insuline par 

l’activation des protéines en aval du récepteur. L’inhibition de la synthèse de céramides à l’aide 

d’un dérivé de la vitamine A – le fenretinide – chez des souris sous régime HFD permet 

d’améliorer la sensibilité à l’insuline et améliore la stéatose (Bikman et al., 2012). 

 

FIGURE 12. DEREGULATIONS METABOLIQUES LORS DE LA STEATOSE 

Illustration de l’hypothèse du « multiple-hits ». L’obésité et les facteurs génétiques induisent une 

élévation des acides gras plasmatiques qui s’accumulent dans le foie. Ceux-ci ont pour effet de 

promouvoir l’insulino-résistance, qui va amplifier le phénomène en promouvant la lipogenèse de novo 

(LDN) et diminuer l’oxydation des AG et la dynamique des VLDL au niveau du foie. De plus, l’insulino-

résistance périphérique entraine une lipolyse du tissu adipeux qui va augmenter l’apport d’AG. La 

dysbiose et la perméabilité intestinale ainsi que les adipokines conduisent à la production de cytokines 

pro-inflammatoires. Cet ensemble (accumulation des AG et inflammation) conduit à une lipotoxicité 

chronique. En parallèle, le changement de métabolisation entraîne un stress oxydant et la production 

de ROS (Reactive Oxygene Species) ainsi qu’un stress du RE. Ces facteurs conduisent à l’évolution de la 

maladie. Adapté d’après (Buzzetti et al., 2016). 
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3.3.2 Dysfonctions mitochondriales et Stress oxydant. 

La mitochondrie exerce un rôle essentiel dans le métabolisme hépatique. Elle permet 

notamment la production d’énergie sous forme d’ATP et, est la centrale respiratoire de la 

cellule. En respirant, elle génère de façon physiologique des espèces réactives de l’oxygène 

(ERO – ROS pour Reactive Oxygen Species), qui participent alors à de nombreuses fonctions 

cellulaires (prolifération induite par des facteurs de croissance, maintien de la barrière 

intestinale par renouvellement des cellules souches, stimulation et prolifération des 

lymphocytes T, etc…) (Holmström and Finkel, 2014). Cependant, lorsque la balance est 

dérégulée, l’accumulation de ces ROS devient délétère et peut avoir de nombreuses 

conséquences cellulaires : Cassures et mutations de l’ADN, peroxydation lipidique (oxydation 

des lipides insaturés) et inactivation protéique. Ces événements peuvent aller jusqu’au 

déclenchement de la mort cellulaire ou la transformation cellulaire (Ray et al., 2012). 

Lors de la NAFLD, il est maintenant largement rapporté que des altérations structurales 

et fonctionnelles affectant les mitochondries se produisent chez le patient. Une déplétion 

d’ADN mitochondrial ainsi que des altérations de la chaîne respiratoire et de la b-oxydation se 

produisent (Sanyal et al., 2001). De plus, la biogenèse des mitochondries est diminuée chez le 

patient NASH et les mitochondries endommagées ne sont pas dégradées par l’autophagie   

(Koliaki et al., 2015) (Figure 13A).  

Dans un premier temps, l’accumulation lipidique induit une augmentation de l’activité 

mitochondriale afin de contrer l’accumulation d’AG libres. Cependant cette adaptation 

fonctionnelle n’est pas suffisante. Dans un modèle murin de NAFLD induit par une déficience 

en choline, il a été montré que la capacité de la phosphorylation oxydative est augmentée 

jusqu’à 12 semaines puis est perdue à 16 semaines (Teodoro et al., 2008). A ce stade la 

mitochondrie présente des altérations dans les complexes de respiration, dans son potentiel et 

sa perméabilité membranaire et enfin montre une réduction de synthèse d’ATP. Cela conduit 

à la production de ROS capables d’attaquer les macromolécules comme les acides nucléiques 

et les organites (Begriche et al., 2013; Holmström and Finkel, 2014). De plus, dans d’autres 

modèles murins de NAFLD ainsi que des biopsies de patients, il a été montré que la quantité 

des enzymes du système antioxydant est diminuée (glutathion, superoxide dismutase, etc…), 

ce qui créé un cercle vicieux dans lequel la production de ROS conduit à une déstabilisation de 

la balance anti-oxydante, qui favorise davantage l’accumulation de ROS (Figure 13B) (Liu et al., 

2015). L’ADN mitochondrial, de par sa proximité avec les sites de production des ROS mais aussi 
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par son manque de systèmes de réparation, est très sensible aux ROS (Simões et al., 2018). Les 

patients NASH présentent de ce fait une augmentation des dommages oxydatifs (8-

oxoguanosine) de l’ADN mitochondrial mais également nucléaire (Tanaka et al., 2013).  

 

 

FIGURE 13. PRESENCE D’UN STRESS OXYDANT LORS DE LA NAFLD  

A. Microscopie électronique de mitochondries isolées de souris contrôles ou nourries avec un régime 

High-Fat High-Sucrose (HFHS) pendant 24 semaines. La flèche et l’étoile montrent des mitochondries 

gonflées et des structures condensées, respectivement (Einer et al., 2018). B. Schéma illustrant le 

mécanisme conduisant au stress oxydant. IR : Insulino-résistance, AG : Acides Gras, LDN : Lipogenèse de 

novo, ROS : Espèces réactives de l’oxygène. 
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Par ailleurs, chez des souris NAFLD soumises à un régime High-Fat Diet, l’ADN 

mitochondrial est libéré dans le cytoplasme ce qui conduit à l’activation du TLR9 et à l’activation 

d’une voie pro-inflammatoire (Garcia-Martinez et al., 2016). Le stress oxydant est également 

capable d’activer la voie NF-kB permettant la libération de cytokines pro-inflammatoires 

comme le TNF-a, l’IL-1b, l’IL-6 et l’IL-8, contribuant ainsi à l’état de nécro-inflammation 

hépatocytaire (Buzzetti et al., 2016). Enfin, les ROS peuvent également attaquer les lipides de 

la membrane mitochondriale et induire la libération du cytochrome C dans le cytoplasme 

conduisant à une mort par apoptose intrinsèque (Kagan et al., 2005).  

Par ailleurs, le stress oxydant agit de façon concomitante avec le stress du réticulum 

endoplasmique dans l’établissement de la pathologie. Notamment, le premier est capable 

d’induire le deuxième qui, dans un deuxième temps, stimulera la production de vacuoles 

lipidiques et amplifiera le stress oxydant. Cette action induira ainsi une évolution de la 

pathologie vers le stade de NASH (Ghemrawi et al., 2018). 

 

3.3.3 Stress du Réticulum Endoplasmique (RE)  

De façon générale, l’induction d’un stress du RE se traduit par l’activation de la voie des 

UPR (Unfolded Protein Response), qui se décompose en trois senseurs de stress 

transmembranaires (1) l’inositol-requiring enzyme 1 (IRE1), (2) la PKR-like ER kinase (PERK) et 

(3) l’activating transcription factor 6 (ATF6) (Figure 14A). Il est important de comprendre que 

la majorité du métabolisme lipidique hépatocytaire est en lien étroit avec le réticulum 

endoplasmique : La lipogenèse de novo (LDN) est régulée par SREBP1c qui est localisé dans la 

membrane du RE ; les TG sont formés grâce à des acyltransférases (comme la DGAT) qui se 

trouvent également dans le RE ; les VLDL sont assemblés dans le RE avant d’être envoyés dans 

l’appareil de Golgi. L’homéostasie du RE est donc cruciale pour maintenir la composition 

lipidique des membranes mais aussi pour contrôler les niveaux de lipides intrahépatiques et 

plasmatiques (Lebeaupin et al., 2018).  

L’activation de la voie des UPR a été observée chez des patients NASH obèses, ainsi que 

dans de nombreux modèles murins de NASH et est présent dans plusieurs types cellulaires et 

tissus (Figure 14B) (Lebeaupin et al., 2018; Puri et al., 2008). L’utilisation de modèles murins a 

permis de déterminer que les trois régulateurs de l’UPR sont impliqués dans le développement 

de la stéatose en maintenant la LDN, la lipolyse et en réduisant l’oxydation des AG ainsi qu’en 

perturbant la sécrétion des VLDL. (1) L’axe IRE1a-XBP1 est un régulateur positif de la sécrétion 
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de VLDL et de la lipogenèse. L’inhibition d’IRE1 (par la surexpression de son inhibiteur BI-1 : Bax 

Inhibitor 1) promeut la diminution d’expression des enzymes clefs de la lipogenèse (C/EBPa, 

SREBF1, PGC1a) (Bailly-Maitre et al., 2010). De même, la délétion conditionnelle de XBP1 dans 

les hépatocytes diminue la LDN, l’accumulation de TG et de cholestérol plasmatiques et 

diminue la stéatose en réponse à des régimes lipogéniques (Lee et al., 2008). (2) L’axe PERK-

eIF2a-ATF4 est un régulateur de la lipogenèse. Par exemple, la déficience du facteur ATF4 

protège les souris de l’installation d’une stéatose malgré un régime HFD, en atténuant la LDN 

(Xiao et al., 2013). (3) A l’inverse, le régulateur ATF6, une fois activé, semble protéger de la 

stéatose. Il interagit notamment avec PPARa (peroxisome proliferator-activated receptor a) 

afin d’augmenter son activité transcriptionnelle, et ainsi augmenter l’oxydation des AG. La 

surexpression de la forme active d’ATF6 protège de l’installation de la stéatose dans un modèle 

murin de régime induisant une insulino-résistance (Chen et al., 2016b).  

 

 

FIGURE 14. LE STRESS DU RETICULUM ENDOPLASMIQUE DANS LA NAFLD 

A. Mécanisme et acteurs de la voie des UPR. IR : Insulino-résistance. Adapté de (Lebeaupin et al., 2018). 

B. Localisation, causes et conséquences du stress du RE dans la NAFLD. 
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3.3.4 Signaux pro-inflammatoires 

L’ensemble des dérégulations métaboliques mais également le stress du RE peuvent 

conduire à l’établissement d’une inflammation, notamment suite à l’activation des voies de 

signalisation JNK et NF-κB (Ribeiro et al., 2004). L’activation de NF-κB est cruciale dans 

l’induction des réponses inflammatoires et permet dans un premier temps de maintenir la 

survie cellulaire. Cependant, lorsque la NASH est installée, il s’agit d’une arme à double 

tranchant qui promeut également des lésions hépatiques, la fibrose et la progression vers le 

carcinome hépatocellulaire (Luedde and Schwabe, 2011). De nombreuses études supportent 

l’idée que NF-kB aurait un rôle important dans la carcinogène induite dans un contexte 

d’obésité, notamment associée à l’IL-6 et au TNFa, dont l’expression est considérablement 

augmentée chez les patients obèses (Szabo and Petrasek, 2015). 

De façon surprenante, la surexpression hépatocytaire de IKK-β dans un modèle murin, 

conduit à la sur-activation de NF-κB qui promeut alors une inflammation chronique et la mise 

en place d’une insulino-résistance (Cai et al., 2005). Il est maintenant largement établi que les 

patients NASH présentent une inflammation qui corrèle avec des sévérités histologiques avérés 

(Patouraux et al., 2017). 

 

3.3.5 Activation de l’inflammasome 

 L’inflammasome est un complexe multiprotéique cytoplasmique qui consiste en un 

groupement de caspases et de molécules de reconnaissances de dérivés de pathogènes ou de 

cellules lésées. Son activation déclenche un programme pro-inflammatoire. Les PAMPs 

(pathogen-associated molecular pattern) endogènes ou exogènes et les DAMPs (damage-

associated molecular pattern) sont des molécules capables de lier des régulateurs pro-

inflammatoires particuliers appelés PRR (pattern recognition receptors) comme les TLR (Toll-

like Receptors), NLR (Nod-like receptors) ou encore les CLRs (C-type lectin receptors) (Buzzetti 

et al., 2016).  

En plus des signaux microbiens ou viraux, le foie peut être exposé à des stimuli dérivés 

de l’hôte, comme la libération de DAMPs cellulaires dans le tissu : C’est ce qu’on appelle 

l’inflammation stérile. Les DAMPs les plus retrouvés dans le foie agressé sont l’ATP, l’acide 

urique, les cristaux de cholestérol, les ROS et l’ADN cytosolique. Cet ensemble conduit à 

l’activation de l’inflammasome formé de la sérine protéase Caspase 1 et aboutit à la sécrétion 

d’IL-1β et d’IL-18 (Figure 15A). Il existe 3 protéines principales formant le cœur de 
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l’inflammasome : NRLP3, AIM2 et NLRP6 (Szabo and Petrasek, 2015). L’inflammasome NLRP3 

(NOD-Like Receptor family, Pyrin domain containing 3) est celui le plus étudié dans le foie. Il est 

activé chez des patients atteint de syndrome métabolique, et associé à la production d’IL-1β 

(Vandanmagsar et al., 2011). De façon étonnante, plusieurs études basées sur des modèles 

murins, montrent que l’inflammasome hépatique n’est activé qu’au stade de NASH. Les 

modèles de stéatoses ne présentent qu’une légère augmentation de l’expression des gènes des 

composants de l’inflammasome NLRP3 (Nlrp3, Asc et Casp1) sans montrer d’activation 

protéique (clivage de la caspase 1), à l’inverse des modèles de NASH (MCD et HFD) (Csak et al., 

2011a). Dans la NASH, l’inflammasome est présent au niveau des cellules immunitaires et des 

cellules parenchymales comme les hépatocytes. Notamment, la saturation d’hépatocytes 

murins en culture avec de l’acide palmitique augmente l’expression et active l’inflammasome 

jusqu’à la production de l’IL-1β (Csak et al., 2011a). La déficience de NLRP3 dans un modèle 

murin de NASH (CDAA) provoque une diminution de la mort hépatocytaire, de l’inflammation 

et de fibrose (Wree et al., 2014a). Les cellules de Kupffer montrent également une activation 

de l’inflammasome dans la NASH, conduisant à une forte production d’IL-1β. Leurs 

suppressions à l’aide de clodronate améliore la NASH en augmentant l’expression de gènes 

impliqués dans l’oxydation des AG dont PPARa (Stienstra et al., 2010). De plus, l’inflammasome 

joue également un rôle dans l’installation de la fibrose, en étant activé dans les cellules étoilées, 

notamment par la présence de cristaux d’acide urique (Watanabe et al., 2009). De plus, la 

déficience en Caspase 1 ou NLRP3 dans un modèle de NASH (MCD) conduit à l’amélioration de 

la fibrose (Dixon et al., 2013; Wree et al., 2014b) (Figure 15B). 

Par ailleurs, l’inflammasome est retrouvé activé au niveau des cellules épithéliales 

intestinales lors de la NAFLD et a pour conséquence de moduler le microbiote intestinal. En 

effet, une étude a montré que la composition microbienne du tractus intestinal est changée 

chez des souris déficientes en NLRP3 et NLRP6, avec une balance favorable pour le genre 

Prevotellaceae (Henao-Mejia et al., 2012). Ce genre se retrouve notamment augmenté dans un 

modèle de NASH (MCD) et leur abondance est associée à une délivrance augmentée au niveau 

du foie de Lipopolysaccharide (LPS - constituant de la paroi des bactéries à Gram négatif) qui 

provoque une inflammation hépatique exacerbée (Mehal, 2013). Lors de la NAFLD, la barrière 

intestinale est altérée et prédispose à l’inflammation hépatique et au développement de la 

NASH (Rahman et al., 2016). Les PAMPs bactériens, comme le LPS, se retrouvent alors dans la 

circulation sanguine des patients NASH (Farhadi et al., 2008). Ces toxines induisent une réponse 



 

 89 
 

 

 

inflammatoire hépatique par l’activation des cellules inflammatoires (Csak et al., 2011b). De 

façon intéressante, la déficience en TLR2, TLR4, TLR9 ou MYD88 attenue la NASH, notamment 

parce que le LPS arrivant directement depuis le tractus intestinal n’est plus reconnu. Le LPS 

joue un grand rôle dans l’activation inflammatoire lors de la NAFLD (Csak et al., 2011b; Miura 

et al., 2010; Wu et al., 2020).  

 

FIGURE 15. ACTIVATION DE L’INFLAMMASOME DANS LA NAFLD 

A. Schématisation des voies de l’inflammasome et des acteurs impliqués dans son activation. Les PAMPs 

et les DAMPs se fixent à des récepteurs cellulaires en surface ou bien dans la cellule. Les cristaux (urée 

et cholestérol) externes ou internes, ainsi que les pathogènes activent l’inflammasome, NLRP3 et NLRP6 

respectivement B. Les dommages hépatiques induisent la mort hépatocytaire, responsable de la 

libération de DAMPs dans le milieu extracellulaire, ce qui a pour conséquence d’activer les cellules 

immunitaires, les hépatocytes environnants ainsi que les cellules étoilées. En retour, ces cellules 

sécrètent des facteurs stéatogènes, pro-inflammatoires et pro-fibrosants. Il existe également un lien 

important entre intestins et foie. Du fait de la perméabilité intestinale, le LPS se retrouve dans le sang 

puis au niveau hépatique et promeut l’inflammation. Adapté d’après (Szabo and Petrasek, 2015). 
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3.3.6 Recrutement et activation des cellules immunitaires 

Le foie est un organe qui possède un système immunitaire particulier et adapté. Il est 

en contact direct avec les antigènes microbiens et les endotoxines circulantes qui ont pour 

conséquence l’activation des cellules de l’immunité innée (macrophages, neutrophiles, etc…). 

En condition d’homéostasie, de nombreux mécanismes assurent l’immunosuppression des 

réponses immunitaires afin de maintenir une tolérance. Cependant, lors d’agressions, une 

réponse immunitaire peut rapidement se mettre en place. Les cellules parenchymateuses 

(hépatocytes et cholangiocytes) mais également les cellules étoilées et les cellules 

endothéliales sont des senseurs directs d’agressions. Comme nous l’avons vu, les PRR et 

l’inflammasome en sont les acteurs moléculaires. Les macrophages résidents du foie, les 

cellules de Kupffer sont les principaux acteurs inflammatoires hépatiques. De plus, les cellules 

myéloïdes scannent la vascularité hépatique et sont également capables d’infiltrer le foie en 

cas d’agressions. Les cellules dendritiques activent l’immunité adaptative de par leur capacité 

de présentation antigénique (Jenne and Kubes, 2013). En condition physiologique, les cellules 

de Kupffer maintiennent un environnement anti-inflammatoire en sécrétant de l’IL-10 et en 

exprimant à leur surface des molécules inhibitrices des lymphocytes T (LT) comme PD-L1 

(Programmed cell Death 1 Ligand 1), même lorsqu’ils sont stimulés avec du LPS. Ces 

lymphocytes T sont maintenus dans un état de tolérance, mais peuvent être « trappés » via des 

molécules d’adhésions exprimées par les Kupffer et les cellules étoilées afin de déclencher une 

réponse immunitaire (Heymann and Tacke, 2016). La majorité des lymphocytes (40%) 

retrouvés dans le foie sont des cellules Natural Killer (NK) qui exercent des fonctions 

uniquement lorsqu’elles sont activées, notamment par les Kupffer. Les cellules Natural Killer T 

(NKT), elles, patrouillent l’endothélium hépatique et sont activées par les Kupffer, suite à une 

interaction cellule-cellule qui conduit au relargage d’IL-4 et d’IFNg (Jenne and Kubes, 2013).  

 

Lors de la NAFLD, la lipotoxicité hépatique et le stress oxydant conduisent à un 

processus de nécro-inflammation chronique du tissu suite à la libération de cytokines pro-

inflammatoires comme le TNF-a, l’IL-1b, l’IL-6 et l’IL-8, sous le contrôle de la voie NF-kB. Une 

réponse inflammatoire se met alors en place afin d’éliminer les cellules mortes, et induit 

également la régénération du tissu en autorisant la prolifération hépatocytaire. Cette 

prolifération compensatoire a lieu, à bas bruit, et de façon chronique. Elle permet de maintenir 

la structure et les fonctions hépatiques (Nakagawa et al., 2014a; Wolf et al., 2014).  Cependant, 
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lorsque l’inflammation ne parvient plus à contrôler les lésions du tissu hépatique, une réponse 

inflammatoire chronique se met en place, conduisant à des dommages irréversibles du 

parenchyme hépatique, favorisant l’installation d’une fibrose et/ou d’un carcinome 

hépatocellulaire (CHC) (Luedde and Schwabe, 2011). L’étude princeps du laboratoire de 

Michaël Karin, a montré que l’inflammation induite lors de la stéatose représente un terrain 

favorable aux évènements de carcinogenèse. L’administration du carcinogène DEN à des souris 

sous régime HFD induit un développement beaucoup drastique de tumeurs comparativement 

à des souris sous régime standard (Park et al., 2010a). Les facteurs pro-inflammatoires, IL-6 et 

TNF, sont deux facteurs importants pour le développement de la maladie et la transition vers 

le CHC, et sont associés à une augmentation de la quantité de macrophages et de leucocytes. 

La suppression du gène de l’IL-6 suffit à empêcher l’apparition de cancers hépatiques (Park et 

al., 2010a). Il a notamment été rapporté que le TNFa et l’IL-6 sont corrélés avec la NAFLD, et 

plus le stade de la pathologie est sévère, plus les niveaux de ces deux cytokines sont élevés 

(Crespo et al., 2001; Wieckowska et al., 2008). Le TNFa conduit aussi à l’activation de la voie 

NF-kB qui va alors activer un ensemble de réponse pro- ou anti-apoptotique au niveau de 

l’hépatocyte. 

Dans la NAFLD, la pléthore de cellules immunitaires et d’actions immunitaires 

résultantes est donc perturbée. Depuis, de nombreuses études s’intéressent à caractériser les 

modifications du microenvironnement immunitaire hépatique retrouvées dans la NAFLD. On 

retrouve une infiltration de neutrophiles qui viennent soutenir la sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires (Liang et al., 2014). L’implication des Kupffer, des NKT et des lymphocytes a été 

massivement étudiée. Lors de la NAFLD, l’une des premières étapes histologiques est une 

infiltration portale de macrophages qui se produit dans la même fenêtre de temps que la 

stéatose (Gadd et al., 2014). Différentes études ont montré que les cellules de Kupffer se 

localisent autour des hépatocytes endommagés (Kazankov et al., 2019; Lotowska et al., 2013). 

Les cellules de Kupffer influencent l’inflammation et l’insulino-résistance (McNelis and Olefsky, 

2014), et présentent des marqueurs d’activation chez les patients obèses. Ces marqueurs sont 

notamment corrélés avec la sévérité de la pathologie (Wan et al., 2014). Les Kupffer présentent 

en plus un rôle important dans la mise en place de la fibrose en promouvant l’inflammation par 

le TNFa et le recrutement des leucocytes, dans un modèle murin de NASH (MCD) (Tomita et 

al., 2006). De façon globale, la suppression des macrophages par l’inhibition du marqueur 

CD163+, le clodronate ou l’inhibition de la voie CCL2-CCR2 améliore la NASH (Baeck et al., 2012; 
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Reid et al., 2016; Svendsen et al., 2017). Par ailleurs, les cellules NKT sont accumulées chez les 

patients NASH et sont associées à la sévérité de la maladie, notamment au stade de la cirrhose 

(Syn et al., 2010). L’équipe de Mathias Heikenwälder a montré à l’aide d’une cohorte humaine 

et d’un modèle murin de NASH (CD-HFD) que les NKT peuvent promouvoir la stéatose. La 

sécrétion de la cytokine LIGHT sur l’hépatocyte favorise la prise en charge des AG. Cela rend 

permissif le passage de l’état de stéatose au développement d’un CHC via l’activation des voies 

canoniques et non-canoniques de NF-kB (Wolf et al., 2014). De plus, les NKT peuvent 

directement activer les cellules étoilées par les voies de signalisation Hedgehog et 

ostéopontine, et favorisent ainsi l’installation de la fibrose. La déficience de souris en cellules 

NKT protège de l’apparition d’une fibrose, dans un modèle murin MCD (Syn et al., 2012). De 

même, la propagation de la NASH semble être reliée avec la présence des lymphocytes TH17, 

T CD4+ et T CD8+. Une étude a montré que les TH17 présentent un rôle pro-tumorigène dans 

un système de NASH particulier (surexpression d’un répresseur transcriptionnel – URI). Dans 

ce modèle, les dommages hépatocytaires induits par la NASH permettent l’activation des TH17 

et notamment la sécrétion d’IL17A, qui provoque l’infiltration de neutrophiles dans le tissu 

adipeux. Cela conduit à une augmentation de la lipolyse et donc la libération d’AG libres dans 

la circulation, ce qui aggrave la NASH et induit l’émergence de CHC (Gomes et al., 2016). La 

présence de LT CD8+ cytotoxiques est également un facteur d’aggravation conduisant à la 

carcinogenèse hépatique (Sutti et al., 2014; Tang et al., 2011; Wolf et al., 2014). Cependant, 

une étude du groupe de Michael Karin a montré que des plasmocytes exprimant des IgA 

s’accumulent dans les foies de patients NAFLD et dans des modèles murins de NASH (MUP-uPa 

+ HFD et STAM). Ils exercent une action immunosuppressive sur les LT CD8+ cytotoxiques en 

exprimant les molécules anti-inflammatoires (PD-L1 et IL-10). Dans ces modèles la délétion du 

marqueur CD8, entrainant une déplétion de LT CD8+, accélère la tumorigenèse suggérant que 

les cellules cancéreuses sont éliminées dès leur apparition par les LT CD8+. De façon cohérente, 

la déplétion des plasmocytes IgA+ réduit la carcinogenèse, puisque les LT CD8+ ne sont plus 

immunosupprimés (Shalapour et al., 2017). Les LT CD4+, eux, sont diminués. Cela est cohérent 

avec une étude montrant, dans un modèle de CHC induit sur fond de NASH (expression de c-

Myc en régime MCD), que la déplétion de LT CD4+ accélère la croissance tumorale (Ma et al., 

2016). Enfin, très récemment, le groupe de M. Heikenwälder montre que le nombre de 

plaquettes, l’activation et l’agrégation de celles-ci sont augmentés dans la NASH, aussi bien 

chez le patient que dans de nombreux modèles murins (CDHFD, HFHS, High-cholestérol, 
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Western diets, MCD et URI). L’équipe met en évidence, dans ces modèles, que les plaquettes 

sont les premiers éléments à infiltrer le foie, après seulement quelques semaines de régime et 

qu’elles sont capables d’activer les cellules de Kupffer. Finalement, l’utilisation de médicaments 

antiplaquettaires permet de prévenir la NASH et la survenue de CHC en empêchant l’infiltration 

des cellules immunitaires dans le foie (Malehmir et al., 2019) (Figure 16).    

  

 

FIGURE 16. RECRUTEMENT ET ACTIVATION DU SYSTEME IMMUNITAIRE DANS LA NAFLD 

Représentation schématique du recrutement des cellules immunitaires au niveau du foie. La libération 

de métabolites microbiens et PAMPs de l’intestin vers le foie, l’activation des cellules étoilées et de 

Kupffer par le dérèglement métabolique hépatique contribuent au recrutement et à l’activation des 

cellules immunitaires. L’inhibition des LT CD8+ par les plasmocytes IgA+ favorise la survenue de CHC. 

Adapté d’après (Ringelhan et al., 2018). 
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4 Altération de la capacité proliférative dans la NAFLD 

4.1 Altération de la prolifération 

Le foie est constamment exposé à des agressions intrinsèques et extrinsèques, provenant 

notamment du tractus gastro-intestinal. Pour maintenir les fonctions hépatiques, les 

hépatocytes ont une impressionnante capacité de régénération permettant de palier la mort 

des hépatocytes et même de régénérer le foie ad integrum. Cette régénération hépatique peut 

avoir lieu de façon aigüe ou chronique et dépend de la nature et du temps de l’agression. La 

régénération induite de façon aiguë provoque une synchronisation des réponses cellulaires 

alors qu’un stress chronique forme des cycles de lésions-régénérations similaires à une réponse 

de cicatrisation (Caldez et al., 2020).   

La NAFLD est justement caractérisée par des cycles de lésions-régénération induits suite 

au processus de nécro-inflammation chronique. Cela conduit à la libération de cytokines pro-

inflammatoires permettant une prolifération compensatoire des hépatocytes (Park et al., 

2010a; Wolf et al., 2014). Cependant, il est communément admis que la stéatose hépatique est 

associée à des échecs de procédures chirurgicales et à un risque de mortalité accrue en post-

opératoire notamment après transplantation ou résection hépatique (McCormack et al., 2007). 

En conséquence, malgré le manque d’organes disponibles, les foies présentant plus de 30% de 

stéatose ne sont pas utilisés pour les transplantations hépatiques en raison du trop grand 

risque qu’ils représentent (Dutkowski et al., 2015). Bien que personne n’ait pu étudier 

précisément les mécanismes aboutissant à ces complications en cas de stéatose, des études 

montrent que les hépatocytes stéatosiques présentent une diminution de leurs capacités 

régénératives. L’une des études princeps a montré chez le rat Zucker, que les animaux obèses 

soumis à une hépatectomie partielle présentent des capacités régénératives diminuées, avec 

notamment un retard d’entrée dans le cycle cellulaire suite à un blocage en phase G1. De plus, 

30% de ces animaux ne survivent pas (Selzner and Clavien, 2000). Ces résultats initiaux 

mettaient donc en lumière l’hypothèse que l’accumulation lipidique régulait négativement la 

division cellulaire. Une dizaine d’année plus tard, il a été démontré l’existence d’une corrélation 

inverse entre le niveau de stéatose hépatique et l’expression du récepteur à l’EGF (EGFR) 

hépatique chez le patient obèse (Collin de l’Hortet et al., 2014). Cette même étude décrit, à 

partir de modèles murins (ob/ob et MCD), que la régénération hépatique n’est pas induite suite 

à une déficience dans la signalisation de l’hormone de croissance. L’apport de cette dernière 
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aux souris permet de soutenir partiellement la régénération après hépatectomie partielle. Par 

ailleurs, une autre étude montre que la réplication est également ralentie mais est aussi 

associée à un stress du réticulum endoplasmique dépendant de XBP1. L’apport d’un 

médicament empêchant la mise en place du stress du RE (l’acide tauroursodeoxycholique) 

permet de restaurer la durée physiologique de régénération chez les animaux (Hamano et al., 

2014).  

Au cours de ces dernières années, de nombreuses études se sont intéressées à 

caractériser la présence de marqueurs sénescents dans la stéatose, et à savoir si certaines 

populations sénescentes pouvaient participer à l’évolution de la pathologie (Papatheodoridi et 

al., 2020). Le développement de la NAFLD est associé, comme il a été décrit, a de nombreuses 

défaillances moléculaires et cellulaires, incluant une dérégulation métabolique, une lipotoxicité 

et une réponse pro-inflammatoire. L’ensemble de ces évènements concoure à l’installation 

d’une sénescence cellulaire. La sénescence est définie comme une incapacité cellulaire à 

proliférer, et peut être déclenchée par une pléthore d’évènements : la présence de dommages 

de l’ADN au niveau chromosomique ou télomérique, l’accumulation de ROS, l’expression 

d’oncogènes ou encore les thérapies anticancéreuses (radiations et chimiothérapies). La 

sénescence se subdivise en deux groupes : La sénescence réplicative induite par l’érosion ou le 

raccourcissement des télomères, et la sénescence induite par un stress. Cependant, les deux 

groupes activent la même cascade de signalisation, via l’activation du point de contrôle des 

dommages de l’ADN (« DNA Damage Response - DDR ») initiant l’activation de mécanismes de 

réparation de l’ADN et/ou l’inhibition du cycle cellulaire. La mise en place du DDR sera 

développée dans le prochain chapitre. Il est important de noter que l’activation du DDR conduit 

à l’activation de p53, p21 et p16, trois acteurs importants dans l’arrêt du cycle cellulaire. Les 

deux derniers inhibent notamment la phosphorylation de la protéine du rétinoblastome (Rb), 

ne permettant pas l’activation des facteurs de transcription E2F, et bloquant de ce fait la 

progression dans le cycle cellulaire (Aravinthan, 2015). La cellule sénescente possède des 

caractéristiques bien particulières. En effet, au microscope, elle apparait élargie et aplatie avec 

un noyau gonflé et présente des foci d’hétérochromatines (Senescence-Associated 

Heterochromatin Foci - SAHF). La cellule sénescente n’est pas métaboliquement inactive et 

possède un marqueur enzymatique bien caractéristique : une activité β-galactosidase. Elle 

possède également un sécrétome très particulier appelé SASP (Senescence-Associated 

Secretory Phenotype) incluant la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (IL-1 β, IL-6 et IL-
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8), de chimiokines (Monocyte Chemoattractant Protein 1 - MCP-1) et des facteurs de 

croissance. Ces facteurs ont pour conséquence de participer à l’inflammation du tissu en 

attirant des cellules immunitaires qui éliminent ces cellules sénescentes. Également, par action 

paracrine, ces SASP favorisent la mise en place d’un programme de sénescence sur les cellules 

environnantes (Papatheodoridi et al., 2020; Tchkonia et al., 2013). 

La sénescence hépatocytaire a été démontrée à partir de biopsies de patients NAFLD. 

L’étude d’Aravinthan et al. montre que la taille des télomères est diminuée et est associée à un 

arrêt de prolifération des hépatocytes de façon p21-dépendant. De manière intéressante, le 

marqueur de dommage de l’ADN – ɣH2AX – est positivement corrélé avec le score de stéatose, 

indiquant une association entre activation du DDR et sénescence (Aravinthan et al., 2013). 

Cette étude met en lumière que la sénescence hépatocytaire pourrait être induite de façon 

télomère-dépendante et stress-dépendant. L’expression des messagers p21 et p16 a été 

confirmée dans un modèle de rats soumis à un régime HFD (Zhang et al., 2012). De façon 

intéressante, les rats développant une stéatose plus sévère montrent des niveaux d’expression 

de p16 et p21 plus élevés que les rats ayant une stéatose modérée, qui est associée à une 

diminution de la phosphorylation de la protéine Rb. Il s’agit en fait d’une régulation 

épigénétique autorisant l’expression des gènes p16 et p21 suite à une acétylation et 

deméthylation de leurs promoteurs et de leurs régions codantes (Zhang et al., 2012).  

Par la suite, l’étude d’Ogrodnik et al, montre dans un modèle murin de stéatose, que les 

foies présentent des hépatocytes sénescents ayant en autre des dommages télomériques et 

des SAHF. Par l’utilisation de modèles expérimentaux innovants, les auteurs sont capables de 

supprimer les hépatocytes sénescents dès leur formation, suite à l’expression du marqueur 

p16. Ainsi, il prouve que la suppression de ces cellules améliore la stéatose aussi bien dans des 

modèles d’obésité, de diabète et de vieillissement. A l’inverse lorsque la sénescence est induite 

par une dysfonction d’un système de réparation de l’ADN, la stéatose est augmentée dans ces 

différents modèles. De façon intéressante, des hépatocytes en culture rendus sénescents 

exhibent une diminution de la capacité mitochondriale à oxyder les acides gras et donc à les 

métaboliser. Enfin, en analysant des biopsies humaines de patients NAFLD, les auteurs 

confirment que les dommages télomériques et l’expression de p21 sont associés à la sévérité 

de la maladie (Ogrodnik et al., 2017). 
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4.2 Polyploïdisation pathologique dans la NAFLD 

Pour rappel, le foie des mammifères est principalement composé de cellules diploïdes 

et tétraploïdes binucléés (2x2n). Il existe des différences dans la distribution de ces contingents 

cellulaires au sein des espèces. Le foie d’un jeune rongeur (4 semaines de vie) peut être 

constitué jusqu’à 40% de cellules binucléées alors que seulement 15% de ces cellules sont 

présentes dans le foie humain adulte (Bou-Nader et al., 2019; Pandit et al., 2012). Lors du 

développement post-natal, un programme contrôlé de cytodiérèse incomplète se met en 

place, amenant à la genèse de ces cellules binucléées. Ce processus est sous contrôle de la voie 

de l’insuline (Celton-Morizur et al., 2009). La NAFLD se caractérise notamment par des 

phénomènes d’insulino-résistance, et par conséquent des pertes de sensibilité de cette voie. 

Ainsi, le laboratoire s’est intéressé à comprendre si la dérégulation de la voie de l’insuline 

pouvait entraîner des dérégulations de la polyploïdie physiologique hépatocytaire. 

L’équipe montre dans un premier temps, à l’aide d’analyses in situ, sur des modèles 

murins de NAFLD (ob/ob, PTENko, MCD et HFD) que les contingents diploïdes et binucléés se 

retrouvent diminués, comparativement à des souris contrôles (Gentric et al., 2015b). Dans 

l’étude, les foies des souris contrôles de huit semaines sont constituées à 30% et 43% 

d’hépatocytes diploïdes et binucléés respectivement, alors que les souris ob/ob n’en 

contiennent que 10% et 17%. Cependant, de façon très intéressante, le profil d’hépatocytes 

mononucléés 4n et  ³8n est fortement augmenté passant de 22% à 34% et de 5% à 40% 

respectivement. A l’instar des souris NAFLD, les patients NASH présentent une augmentation 

de cette polyploïdie hépatocytaire nucléaire principalement ³8n. Afin d’analyser le type 

d’altérations moléculaires générant cette modification de ploïdie, l’équipe a utilisé des cultures 

primaires d’hépatocytes murins synchronisés dans le cycle cellulaire. Malgré l’accumulation de 

la cycline B au cours de la phase G2, la M-CDK (CDK1) reste phosphorylée sur la tyrosine 15, ce 

qui empêche le complexe de s’activer, et donc d’initier la transition G2/M. C’est en fait 

l’activation de la signalisation du DNA Damage Response (ATR/p53/p21) qui bloque le cycle 

cellulaire. Les hépatocytes stéatosiques se divisent donc par endoréplication. 

Le lipotoxicité et l’accumulation consécutive des ROS étant l’une des caractéristiques 

majeures se produisant dans l’hépatocyte stéatosique, l’équipe a cherché à comprendre si ces 

éléments pouvaient être une cause de l’endoréplication et de l’activation du DDR. Ainsi les 

souris NAFLD (ob/ob) et les cultures primaires ont été traitées avec un antioxydant (N-Acétyl-
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Cystéine - NAC), de façon à contrebalancer l’accumulation des ROS. Le NAC est suffisant pour 

(1) diminuer l’activation du DDR in vitro et rétablir une cinétique de division correcte et, (2) 

restaurer le cycle de division normal in vivo. Ces résultats suggèrent que l’endommagement de 

l’ADN induit par le stress oxydant, bloque la division des hépatocytes suite à l’activation du 

DDR. Les hépatocytes sortent donc du cycle cellulaire en omettant la mitose et deviennent 

polyploïdes (Figure 17) (Gentric et al., 2015b).  

Il est important de noter qu’une étude plus récente menée chez quelques patients 

stéatosiques ne montre pas d’altérations de ploïdie (Segovia-Miranda et al., 2019). Il semblerait 

donc que chez le patient, la modification du profil de ploïdie soit observée qu’à partir du stade 

NASH ; période pendant laquelle l’accumulation de dommages de l’ADN s’accentue et 

provoque une instabilité génomique (Nakagawa et al., 2014b). 

 

 

FIGURE 17. INSTALLATION D’UNE PLOÏDIE PATHOLOGIQUE DANS LA NAFLD 

Représentation schématique du phénomène de polyploïdisation pathologique lors de la NAFLD. 

L’accumulation des ROS endommage l’ADN ce qui conduit à l’activation du DDR bloquant l’entrée en 

mitose des hépatocytes. L’hépatocyte se divise donc par endoréplication, ce qui génère des hépatocytes 

polyploïdes mononucléés. Une diminution du contingent binucléé tétraploïde (2x2n) et une 

augmentation des contingents mononucléés tétraploïdes (4n) et octoploïdes (8n) sont observées. 

Adapté de (Donne et al., 2020). 
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Dans cette deuxième partie, il apparaît que la NAFLD est un véritable fléau mondial dont 

la prévalence ne cesse d’augmenter. La stéatose hépatique peut notamment évoluer vers une 

forme inflammatoire sévère (la NASH), qui peut elle-même aboutir à l’installation d’une cirrhose 

et/ou d’un carcinome hépatocellulaire. Aujourd’hui, il n’existe malheureusement pas de 

traitements médicamenteux pour cette pathologie. Heureusement, depuis ces dix dernières 

années, un nombre croissant de modèles, principalement murins, permet de mieux caractériser 

la maladie et d’appréhender des mécanismes cellulaires et moléculaires afin d’être 

potentiellement ciblés par des outils thérapeutiques. 

L’installation de la stéatose entraîne de nombreuses dérégulations métaboliques 

conduisant à un phénomène de lipotoxicité qui promeut alors la dérégulation des organelles. Le 

stress oxydant, le stress du réticulum endoplasmique ainsi que l’inflammasome conduisent à une 

dysfonction du tissu adipeux, du tissu hépatique et de la barrière intestinale. L’inflammation joue 

également un grand rôle dans le renforcement de ces dérégulations et l’aggravation de la 

maladie.  

Au niveau de l’hépatocyte, ces acteurs conduisent à la mort cellulaire et à une 

prolifération compensatoire des autres hépatocytes. Cependant, il est communément admis que 

la stéatose hépatique est associée à des échecs de procédures chirurgicales et à un risque de 

mortalité accrue en post-opératoire notamment après transplantation ou résection hépatique. 

Les hépatocytes stéatosiques apparaissent engagés dans une voie de sénescence associée à un 

raccourcissement des télomères, la présence de SAHF et l’activation des protéines p21, p16 et 

p53. De manière intéressante, le marqueur de dommage de l’ADN – ɣH2AX – est positivement 

corrélé avec le score de stéatose, indiquant une association entre dommages de l’ADN, activation 

du DDR et sénescence. De plus, le laboratoire a mis en évidence la genèse d’une polyploïdie 

pathologique, formée de contingents mononucléés polyploïdes. Ces cellules apparaissent à la 

suite de cycles d’endoréplication, induits par l’activation de la réponse aux dommages de l’ADN 

(DDR). Ainsi, l’activation du DDR dans la NAFLD semble être un événement majeur permettant la 

progression de la maladie.  
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III. La réponse aux dommages de l’ADN (DDR) 

La réponse aux dommages de l’ADN fait intervenir un grand nombre d’acteurs dont trois 

principaux (ATM, ATR et DNA-PK) qui permettent la réparation de ces lésions mais qui 

promeuvent également une réponse cellulaire dépendant d’une balance Survie/Mort.  

1 La voie du « DNA Damage Response » 

1.1 Structure protéique des acteurs de la voie 

D’un point de vu protéique, les trois kinases ATM, ATR et DNA-PK, présentent de très 

fortes homologies de séquences. Ce sont d’importants polypeptides (entre 300 et 470 kDa) qui 

contiennent trois grands domaines structuraux : (1) Les répétitions HEAT qui permettent les 

interactions protéines-protéines ; (2) Les domaines FAT et (3) kinases qui peuvent être 

phosphorylés (Figure 18). Ces kinases phosphorylent préférentiellement des résidus 

sérine/thréonine suivis d’une glutamine (S/T-Q). Elles sont également capables de 

s’autophosphoryler malgré des implications toujours très discutées aujourd’hui (Blackford and 

Jackson, 2017). L’autophosphorylation d’ATM permettrait notamment la transition d’une 

forme inactive dimérique en forme active monomérique. Enfin, leur stabilisation dépend de 

cofacteurs protéiques : NBS1 pour ATM ; ATRIP pour ATR et Ku80 pour DNA-PK ; ce qui permet 

de déclencher la réparation des dommages et l’activation de la réponse aux dommages de 

l’ADN (DNA Damage Response – DDR) (Blackford and Jackson, 2017). 

 

 

FIGURE 18. DOMAINES STRUCTURAUX DES PROTEINES ATM, ATR ET DNA-PK 

Représentation des domaines structuraux protéiques sous forme de boîtes colorées des trois protéines. 

Le nom « HEAT » provient de quatre protéines possédant ce type motif : l'huntingtine (H), le facteur 

d'élongation eucaryotique 2 (E), la protéine phosphatase 2A (A) et la kinase Tor1 (T)3. Les sites de 

phosphorylations principales sont marqués d’un « P » entouré (Blackford and Jackson, 2017). 
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1.2 Les acteurs de la voie 

L’ADN nucléaire est le siège de nombreuses attaques et modifications qui se 

répartissent différemment le long du cycle cellulaire. On distingue ainsi les lésions se produisant 

en G0/G1 de celles induites en réplication (phase S). De nombreuses molécules peuvent 

endommager l’ADN comme les ultraviolets, les radiations ionisantes, les inhibiteurs de topo-

isomérases, les ROS et générer ainsi des décalages de séquences (« mismatch »), des adduits 

de l’ADN (fixation d’une molécule), des réticulations (« cross-links ») ou alors des cassures 

simple- ou double-brin de l’ADN. Cependant, afin de répondre à ces attaques, les cellules 

disposent de moyens de protections efficaces permettant (1) de reconnaître le type de lésion, 

(2) d’initier la cascade de réparation associée, et (3) d’activer un point de contrôle 

(« checkpoint ») permettant de ralentir ou de retarder le cycle cellulaire. Afin d’éviter la 

propagation de cellules mutées, les organismes multicellulaires ont développé des réponses 

adaptées permettant la sortie du cycle, conduisant à un mécanisme de sénescence, de 

polyploïdisation ou de mort cellulaire (Blackford and Jackson, 2017).  

La réponse aux dommages de l’ADN (DDR), prend racine au niveau de trois kinases 

senseurs de dommages : ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated), ATR (Ataxia Telangiectasia and 

Rad3-related) et DNA-PK (DNA-dependent protein kinase). Ce sont en réalité des 

phosphoinositide 3-kinase (PI3K)-related kinases (PIKKs) induisant une cascade de signalisation 

par phosphorylations protéiques. 

DNA-PK: Découverte en 1985 de façon non-volontaire en ajoutant de l’ADN double-brin 

à des extraits cellulaires, la DNA-PK est essentielle pour la réparation des cassures double-brin 

de l’ADN par le non-homologous end joining (NHEJ) (Walker et al., 1985). Son activation 

requière la présence des deux sous-unités de la protéine Ku (Ku70 et Ku80) (Gottlieb and 

Jackson, 1993). 

ATM : L'ataxie télangiectasie, aussi nommée syndrome de Louis-Bar, est une maladie rare 

héritée de façon autosomique récessive, qui se caractérise par une dilation des vaisseaux 

sanguins (télangiectasie) et un déclin progressif neurologique provoquant un manque de 

coordination des mouvements volontaires (ataxie). Ces patients présentent aussi une 

immunodéficience et une prédisposition aux cancers, notamment lymphoïdes. Ils sont 

également très radiosensibles au niveau chromosomique suggérant un manque de réparation 

de l’ADN endommagé (Taylor et al., 2015). Au niveau cellulaire, les leucocytes de patients ne 

présentent pas d’induction des points de contrôle du cycle cellulaire lorsque la cellule est 
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irradiée, notamment par un manque d’activation de p53 (Taylor et al., 1975). La déficience de 

la protéine ATM fût identifiée en 1995 chez les patients atteints de ce syndrome (Savitsky et 

al., 1995). 

ATR : Le rôle de la protéine ATR fût découvert chez la levure en 1994, suite à une analyse 

à large échelle protéique permettant d’identifier des protéines impliquées dans la mise en 

place des points de contrôle lors des phases S et G2 (Weinert et al., 1994). Ainsi, les protéines 

MEC1 et RAD3 furent découvertes. Les mutants étant sensibles aux UV, à l’irradiation et à 

l’hydroxyurée (inhibiteur de la réplication). C’est en 1996, que l’homologue de la protéine RAD3 

est découvert chez l’Homme, et est nommée ATR (Bentley et al., 1996). La mutation du gène 

ATR est responsable du syndrome de Seckel induisant des problèmes développementaux avec 

notamment un nanisme microcéphalique (O’Driscoll et al., 2003). 

 

1.3 Les différentes voies de réparation de l’ADN 

Il existe différentes voies de réparation de l’ADN qui couvrent l’ensemble des altérations 

de l’ADN (endommagement des bases et cassures double-brin). La réparation des bases ou des 

nucléotides par excision (RBE/RNE – BER/NER pour Base or Nucleotide Excision Repair) et la 

réparation des décalages (MisMatchs Repair - MMR) reconnaissent différentes altérations des 

bases et nucléotides alors que le NHEJ et la recombinaison homologue permettent la résolution 

des cassures double-brin de l’ADN à des temps différents du cycle cellulaire. Il est important de 

noter que le BER, le NER et le MMR ne provoquent pas l’activation des PIKKs (ATM, ATR et DNA-

PK) et n’engendrent donc pas la réponse du DDR.  

 

1.3.1  BER, NER et MMR 

La réparation des bases ou des nucléotides par excision (BER/NER) permet l’enlèvement 

direct de la base ou du nucléotide endommagé (base alkylée, base oxydée, hélice mal-

configurée, etc …) (Figure 19). Le BER est initié par une ADN glycosylase (ex : alkyladenine-DNA 

glycosylase – AAG) qui excise la base endommagée. Cela génère un site abasique qui est incisé 

par une endonucléase (apurinic-apyrimidinic endonuclease - APE) afin de supprimer le 

groupement 3’OH du côté 5’ et de laisser apparent le groupement 5ʹ-deoxyribose phosphate 

(5ʹ-dRP). La polymérase ADN β (Pol β) ajoute la base correspondante. Enfin, la ligase ADN 

consolide l’ADN en effectuant la liaison de l’extrémité 3’OH libre (Fu et al., 2012).  
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Le NER consiste à enlever une plus grande partie de l’ADN endommagé par les mêmes 

actions que le BER mais avec des protéines différentes. Un site abasique de 27 à 29 nucléotides 

est ainsi généré par une combinaison des protéines Xeroderma Pigmentosum (XP) XPA, XPC, 

XPE, XPG, ERCC1, etc…. Les polymérases Pol δ ou ε ajoutent les nucléotides correspondants et 

la ligase effectuent les liaisons (Fu et al., 2012).  

La réparation des décalages de l’ADN (MMR) induits par des bases alkylées (ex : 

O6meG:T) est initiée par les hétérodimères MUTSα et MUTLα qui diffusent le long de l’ADN afin 

de supprimer l’un des deux brins d’ADN pris en charge par l’exonucléase 1 (EXO1). Celui-ci est 

réparé par Pol δ, Pol ε et une ligase (Fu et al., 2012). 

 

 

FIGURE 19. REPARATION DE L’ADN PAR BER, NER ET MMR 

Représentation schématique et simplifiée des différentes voies de réparation de l’ADN ne faisant pas 

intervenir des cassures de l’ADN. Adaptée de (Fu et al., 2012). 

Excision de la base

Incision

Synthèse de l’ADN

Ligation

Reconnaissance Reconnaissance

Incision en 5’ Incision en 3’

Synthèse de l’ADN

Ligation

Synthèse de l’ADN

Ligation

Diffusion et excision

BER NER MMR



 104 

1.3.2 Réparation par Non-Homologous End-Joining (NHEJ) 

Dans les cellules de mammifères il existe deux processus de NHEJ : le NHEJ classique 

(cNHEJ) découvert en premier et l’alternatif end-joining (aEJ). Ces deux processus permettent 

la liaison des deux extrémités d’ADN, antérieurement cassées. Le NHEJ alternatif, moins connu, 

permet la liaison des extrémités de façon plus rapide et plus efficace. Le cNHEJ, lui, est initié 

par la fixation des protéines Ku70-Ku80 au niveau des deux extrémités, ce qui conduit au 

recrutement des autres protéines essentielles du NHEJ dont la DNA-PK, la DNA ligase IV (LIG4) 

et les protéines de structures (« scaffold ») : XRCC4, XRCC4-like factor (XLF) et les paralogues. 

Ces protéines se regroupent pour former une synapse temporelle et structurelle permettant 

l’alignement des deux brins et leur liaison (Figure 20) (Scully et al., 2019). Ce sont les deux 

protéines, DNA-PK et 53BP1 (p53-binding protein 1), véritables senseurs de cassures double-

brin (Double Strand DNA breaks – DSB), qui promeuvent et contrôlent la réparation par NHEJ 

(Blackford and Jackson, 2017). Ce phénomène est notamment utilisé de façon physiologique 

lors du développement des lymphocytes afin de permettre l’expression des TCR (T Cell 

Receptor) différents, basée sur la recombinaison V(D)J (Arya and Bassing, 2017). 

 

1.3.3 Réparation par Recombinaison Homologue (RH) 

Contrairement au NHEJ, la recombinaison homologue (RH) n’opère que lors des phases 

S et G2 du cycle cellulaire puisque la matrice permettant la réparation de la cassure n’est autre 

que la chromatide sœur répliquée lors de la phase S. L’ADN comportant la cassure double-brin 

est pris en charge par le complexe MRN (constitué des protéines MRE11, RAD51 et NSB1), qui 

permet l’initiation de la RH et sert de complexe d’activation de la protéine ATM. Initialement, 

le complexe se place en 5’ de la cassure, et ce, jusqu’à 300 nucléotides en amont de la lésion. 

L’activité endonucléase de MRE11 coupe l’ADN et son activité exonucléase 3’-5’ étend la 

coupure. L’activité de MRE11 dépend de l’interaction avec la protéine CtIP (CtBP-Interacting 

Protein). Cette première étape permet d’éloigner les protéines Ku et donc d’inhiber le NHEJ. 

Ensuite, l’exonucléase 1, l’endonucléase DNA2 et l’hélicase Bloom (BLM) ouvrent l’ADN en 5’ 

et digère le brin 5’ afin de former une longue queue d’ADN 3’. Celle-ci est immédiatement fixée 

par le complexe de la protéine de réplication A (Replication Protein A - RPA) (RPA1, 2(=32) et 3) 

permettant de protéger cet ADN simple-brin. La protéine BRCA2 (Breast Cancer 2) permet de 

remplacer les protéines RPA par des protéines RAD51 ce qui contribue à la formation d’un 

filament nucléoprotéique capable d’envahir le brin d’ADN de la chromatide sœur, en formant 
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une D-loop (displacement loop). L’ADN polymérase δ (Pol δ) mais également les polymérases 

translésionnelles étendent le brin en ayant comme matrice le brin d’ADN de la chromatide 

sœur. Plusieurs structures d’ADN complexes peuvent ainsi être formées (Figure 20) (Scully et 

al., 2019). 

Le recrutement initial du complexe MRN sert de plateforme pour l’activation de la 

protéine ATM, notamment suite à sa fixation à NBS1. Cela conduirait notamment à son 

autophosphorylation et son activation, mais ce mécanisme reste encore discuté. Cependant, 

une fois activée, la protéine ATM promeut d’une part la recombinaison homologue, et d’autre 

part l’activation du DDR en phosphorylant le variant X de l’histone H2A sur la sérine 139 (H2AX 

– gH2AX). gH2AX sert ainsi de plateforme pour le recrutement d’acteurs protéiques conduisant 

à une cascade de phosphorylations, ubiquitinylations et modifications post-transcriptionnelles 

comme p53 (Figure 22). Le suppresseur de tumeur p53 subit ainsi une régulation post-

traductionnelle très particulière. En effet, dans un état physiologique, p53 est lié à la protéine 

MDM2 (Murine Double Minute 2) qui empêche son activation, en l’ubiquitinylant et l’adressant 

au protéasome pour dégradation. Cette régulation post-traductionnelle par MDM2 permet de 

répondre très rapidement à des évènements pro-carcinogènes comme la présence de 

dommages de l’ADN. La signalisation ATM, en phosphorylant p53, déstabilise le complexe 

MDM2/p53 ce qui conduit à la libération et l’activation de p53 (Blackford and Jackson, 2017).  

 

FIGURE 20. REPARATION DE L’ADN PAR C-NHEJ ET HR 

Représentation schématique de la réparation par NHEJ et HR. Adapté de (Scully et al., 2019). 
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1.4 Le stress de réplication 

 

1.4.1 La réplication 

Lorsqu’une cellule de mammifère se divise, elle doit intégrer des milliards de 

nucléotides très rapidement afin de former une copie « parfaite » de chaque chromatide. La 

réplication est un phénomène faisant intervenir de très nombreux acteurs protéiques dans un 

cadre spatio-temporel bien déterminé. La Figure 21 permet de visualiser et d’appréhender 

cette dynamique.  

 

 

FIGURE 21. LA REPLICATION 

Représentation schématique des trois « phases » de la réplication. Le « licensing » commence dès la 

fixation des protéines hélicases MCM au niveau de l’origine de réplication, lors de la phase G1. 

L’initiation (ou firing en anglais) débute de façon CDK-dépendante lors de la phase S. Il est important de 

noter que de nombreux complexes MCM sont fixés sur l’ADN mais toutes les origines ne seront pas 

initiées et resteront sous une forme dormante, et pourront être initiées lors de problèmes réplicatifs. 

Les polymérases a, e et d forment la copie de l’ADN grâce au réplisome qui permet leur coordination. 

Adapté de (Gaillard et al., 2015). 
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1.4.2 Le stress de réplication 

De nombreux phénomènes peuvent interférer avec la réplication, et générer un stress 

que l’on appelle « stress de réplication ». Il se caractérise par une diminution de la vitesse de 

synthèse d’ADN pouvant aller jusqu’à une pause réplicative conduisant à une instabilité 

génomique si l’arrêt n’est pas rapidement maîtrisé (mutations, réarrangements 

chromosomiques, etc…). La protéine ATR est la pièce maîtresse contrôlant l’aspect temporel 

de la réplication. Elle permet notamment de coordonner la mise en place du DDR et de 

promouvoir la fin de la réplication lors de problèmes. L’activation du DDR par ATR provoque 

pratiquement la même cascade de phosphorylations qu’ATM, conduisant à l’arrêt du cycle 

cellulaire (Figure 22). 

 

 

FIGURE 22. SIGNALISATION COMMUNE ATM ET ATR 

Représentation schématique de la voie de signalisation activée en réponse à l’activation de la protéine 

ATM lors de cassures double-brin, et de la protéine ATR lors d’un stress de réplication. Adapté de (Piliéet 

al., 2019). 
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1.4.3 Le peignage moléculaire 

Il existe actuellement une seule technique permettant de montrer la présence d’un 

stress de réplication : il s’agit du peignage moléculaire ou « DNA combing/fiber ». Elle permet, 

en réalité, de mesurer la vitesse de progression des fourches de réplication et de visualiser ainsi 

les éventuels ralentissement et pauses réplicatifs. Dans un premier temps, des analogues de la 

thymidine (Iododeoxyuridine (IdU) puis chlorodeoxyuridine (CldU)) sont ajoutés 

successivement aux cellules afin d’être incorporés dans l’ADN néorépliqué. Ces pulses sont de 

même durée mais celle-ci peut varier en fonction de la capacité réplicative du type cellulaire. 

Les cellules sont ensuite récupérées, lysées et l’ADN est inclus dans de l’agarose avant d’être 

étiré puis « peint ». Un immunomarquage anti-IdU et anti-CldU est réalisé puis visualisé. Ainsi 

la longueur des fourches néorépliquées est analysée puis rapportée à une échelle de temps 

(Figure 23). Des analyses de peignage moléculaire ont montré, de façon globale, que les cellules 

de vertébrés non challengées in vitro répliquent à une vitesse de 1 à 2 kb par minute et 

montrent une asymétrie des fourches d’environ 10-20% témoignant de pauses réplicatives 

dites physiologiques (Técher et al., 2013). 

 

FIGURE 23. LE PEIGNAGE MOLECULAIRE 

A. Représentation schématique de la technique. Le temps de chaque pulse (« min ») est déterminé en 

fonction du type cellulaire et de l’expérience. B. Représentation des types de marquages possibles lors 

de l’initiation ou de la terminaison des fourches de réplication. 
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1.4.4 Causes d’un stress de réplication 

Il existe de nombreuses causes susceptibles d’induire un stress de réplication. Elles 

peuvent être d’origines physiologiques, oncogéniques ou encore médicamenteuses. 

Séquences à risque. Il existe deux classes de séquences à risque. (1) Les séquences présentant 

des motifs répétés (micro/mini-satellites, homopolymères, éléments transposables, etc…) aussi 

connues sous le nom de sites fragiles. (2) Les séquences capables de former des structures de 

l’ADN non conventionnelles (Conformations non canoniques l’ADN-B : Triplex d’ADN, tige-

boucles, cruciformes, Quadruplexe-G, etc…) qui sont des barrières structurelles aux hélicases 

et polymérases. Les télomères également, de par leurs motif répété, en font une région 

particulièrement difficile à répliquer (Figure 24) (Técher et al., 2017). 

 

Interférences avec la machinerie de transcription. Afin de maintenir et de faire progresser la 

phase S, un grand nombre de gènes est constamment transcrit. Le partage physique de ces 

portions d’ADN en cours de réplication (machineries présentes en même temps sur le même 

fragment), présente plusieurs risques. (1) Un risque de collisions susceptibles de générer des 

cassures de l’ADN. (2) Un stress topologique issu de la rencontre des hélicases des deux 

machineries. (3) Un stress mécanique issu des structures hybrides ADN-ARN (R-loop) formées 

de façon transitoire. Elles sont résolues par un mécanisme très similaire du NER (Figure 24) 

(Técher et al., 2017). 

 

Déplétion des dNTPs. Il a été estimé que le pool de déoxyribonucléotides triphosphate (dNTPs), 

lors de la phase S, s’épuise en quelques minutes s’il n’est pas renouvelé (Murthy and Reddy, 

2006). Il est important de maintenir une balance positive de production de l’ensemble des 

dNTPs et de façon équitablement répartie entre les quatre dNTPs pour que la réplication 

s’effectue correctement (Poli et al., 2012). L’étape limitante dans la production des dNTPs se 

fait au niveau de l’enzyme RNR (RiboNucleotide Réductase) qui convertit les ribonucléotides 

diphosphate (NDPs) en déoxyribonucléotides diphosphate (dNDPs). Il s’agit d’un complexe 

protéique contenant deux copies de la sous-unité catalytique R1 (RRM1) et deux copies de la 

sous-unité régulatrice R2 (au choix entre RRM2 et RRM2b). R2 est régulée de façon cyclique 

avec un pic lors de la phase S. De façon intéressante, les cellules présentant des lésions de 

l’ADN lors de la phase S présentent une surexpression de RRM2b (Mathews, 2015) (Figures 24 

& 25).  
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Les dommages de l’ADN. La présence de cassures ou de lésions de l’ADN résultant de sources 

endogènes ou exogènes peuvent également être la cause d’un stress de réplication. La 

modifications des bases peut, en effet, représenter une barrière physique aux complexes de 

réplication (Zeman and Cimprich, 2014). Les ROS sont un acteur important conduisant au stress 

de réplication notamment suite à l’oxydation de l’ADN mais également du pool de dNTPs. 

L’étude de Wilhelm et al., montre que des cellules déficientes pour la recombinaison 

homologue présentent un stress de réplication associé à un fort niveau de ROS cellulaire et de 

foci γH2AX. L’ajout d’un antioxydant rétablit une réplication normale sans dommages de l’ADN, 

alors que l’ajout de H2O2 (médiateur de ROS) réduit fortement la vitesse des fourches. De façon 

surprenante, l’ajout de précurseurs de dNTPs à des cellules déjà traitées par de l’H2O2 est 

suffisant pour empêcher l’installation d’un stress de réplication (Wilhelm et al., 2016). Les 

aldéhydes, produits du métabolisme de l’alcool ou de la déméthylation des histones, peuvent 

également générer des crosslinks inter-brins d’ADN ou ADN-protéines (Fragkos and Naim, 

2017). 

 

L’activation d’oncogènes. L’activation d’oncogènes peut perturber l’aspect temporel de la 

réplication en jouant sur l’initiation et la progression des fourches de réplication (Kotsantis et 

al., 2018). L’un des exemples les mieux caractérisés est celui de la sénescence induite par 

l’oncogène Ras. L’étude de Di Micco et al., montre que le DDR (ATM, CHK2, p53, p21, p16) est 

activé immédiatement après l’expression de l’oncogène Ras dans des cellules fibroblastiques 

humaines et conduit à une sénescence cellulaire et donc un arrêt de prolifération (Di Micco et 

al., 2006). Lorsque le DDR est inhibé (inhibition d’un des acteurs du DDR comme CHK2), les 

cellules rentrent alors dans une phase hyper-réplicative dans laquelle les origines de réplication 

sont initiées à de nombreuses reprises. A partir de xénogreffes de cellules mutées pour CHK2, 

les auteurs montrent que l’activation de Ras induit une augmentation du nombre de réplicons 

ainsi que des altérations de la vitesse de progression des fourches. 

 

Les drogues. La réplication de l’ADN est un processus biologique fondamental qui, une fois 

dérégulée, peut conduire à de l’instabilité génomique. Celle-ci est l’une des caractéristiques 

principales du cancer et confère aux tumeurs une diversité génétique permettant son 

évolution. Le cancer est aussi caractérisé par sa forte capacité proliférative. Ainsi, depuis de 

nombreuses années, beaucoup d’études se sont intéressées à cibler la dynamique de la 
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réplication afin d’induire un stress de réplication. Cette propriété a même été décrite comme 

étant le talon d’Achille de la cellule cancéreuse (Kitao et al., 2018). Ainsi, il existe aujourd’hui 

une pléthore de médicaments anti-cancéreux capables de provoquer un stress de réplication 

sur une cellule à forte capacité de division. Par exemple, l’aphidicoline et la camptothécine, qui 

sont respectivement, des inhibiteurs des ADN polymérases de la famille B et de la 

topoisomérase I, sont utilisés en thérapie (Fragkos and Naim, 2017). L’hydroxyurée (HU) a été 

l’une des premières drogues utilisées afin de combattre les tumeurs solides et les syndromes 

myéloprolifératifs, caractérisés par une production anormale d'allure cancéreuse de certaines 

cellules sanguines. En 1967, son autorisation de mise sur le marché aux États-Unis permettait 

de lutter contre le mélanome, le carcinome ovarien ainsi que les cancers de la tête et du cou 

(Bethesda, 2012). L’action du HU est aujourd’hui bien caractérisée. La molécule provoque une 

diminution de la vitesse de réplication de par son action inhibitrice sur l’activité de l’enzyme 

RNR. Ainsi, une déplétion en dNTPs se produit, ne permettant pas d’assurer une réplication 

correcte. L’action du HU permet de bloquer les cellules cancéreuses dans le cycle de façon 

permanente et entraîne de plus l’accumulation de ROS, ce qui conduit à l’activation du DDR et 

leur mort (Singh and Xu, 2016).  

 

 

FIGURE 24. LES CAUSES D’UN STRESS DE REPLICATION 

Représentation schématique montrant des anomalies structurelles (en vert), la collision entre les 

machineries (en bleu), la présence de lésions (en rouge) ou encore la dérégulation du pool de dNTPs, 

responsables d’un stress de réplication. Adapté de (Técher et al., 2017). 
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FIGURE 25. VOIES DE SYNTHESE DES DNTPS 

Représentation schématique des voies de synthèse. L’enzyme limitante, RNR, permet la conversion des 

NDPs en dNDPs. Adapté de (Mathews, 2015). 
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1.4.5 Conséquences d’un stress de réplication 

Le stress de réplication est reconnu comme un problème pouvant porter atteinte à la 

stabilité génomique et la survie cellulaire. Moléculairement, il prend place lorsque l’hélicase 

continue d’ouvrir la molécule d’ADN, en aval, alors que la polymérase est arrêtée ou ralentie, 

en amont. Cela génère ainsi des portions d’ADN simple-brin (ssDNA) qui sont immédiatement 

fixées par les complexes RPA et qui persistent dans le temps. Ils servent de plateforme de 

recrutement aux complexes ATRIP/ATR, qui empêchent alors un collapse des fourches sur 

l’ADN et ainsi la genèse de cassures double-brin (Gaillard et al., 2015). Ce phénomène est 

largement dépendant de la quantité de protéines RPA disponibles. L’exhaustion de RPA conduit 

notamment à une catastrophe réplicative provoquant des effondrements à de nombreux 

endroits et une pulvérisation des chromosomes (Toledo et al., 2017). Les deux marqueurs 

importants de la cascade de phosphorylation induite par ATR sont RPA (Ser 33) et CHeckpoint 

Kinase 1 (CHK1-Ser 345). ATR jugule le stress par de nombreuses actions : (1) en arrêtant le 

cycle cellulaire (via la phosphorylation de CHK1), (2) en supprimant l’initiation des origines de 

réplication tardives (via la voie de Fanconi et l’inhibition des CDK), (3) en stabilisant et 

redémarrant les fourches arrêtées (via RPA), et, (4) en supprimant la recombinaison homologue 

(Zeman and Cimprich, 2014). ATR régule aussi la disponibilité des dNTPs en permettant la 

surexpression de RRM2 (Blackford and Jackson, 2017).  

La voie de Fanconi permet de diminuer la vitesse de polymérisation des fourches (par 

ubiquitinylation de FANCD2) afin de restreindre l’accumulation de ssDNA et l’exhaustion de 

RPA. Aussi l’activation de FANCI inhibe l’initiation des origines de réplication dormantes (Nepal 

et al., 2017). Toutefois, l’activation des origines de réplication dormantes représente une aide 

essentielle permettant de terminer la réplication afin d’éviter une catastrophe réplicative. De 

façon générale, c’est la vitesse des fourches qui dicte le nombre d’origines à initier (Técher et 

al., 2017).  
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2 Pathologies induites par le stress de réplication et le DDR 

Il existe de nombreuses pathologies ayant pour origine des mutations dans les gènes 

nécessaires à la réplication et à la réparation de l’ADN. De manière globale, les phénotypes 

retrouvés pour l’ensemble de ces dérégulations sont principalement des syndromes associés à 

des défauts développementaux, des retards de croissance ainsi que des troubles neurologiques 

(Mazouzi et al., 2014). Comme il a été déjà évoqué, des mutations dans le gène ATR, sont 

responsables du syndrome de Seckel (O’Driscoll et al., 2003). Le syndrome de Meier-Gorlin est, 

lui, associé à des mutations des gènes codants les facteurs du complexe de pré-réplication 

(ORC1, ORC2-6, CDT1, CDC6), ce qui a pour conséquence d’affecter l’initiation des origines de 

réplication (Bicknell et al., 2011). Par ailleurs, des mutations dans les gènes codants des facteurs 

impliqués dans le remodelage de la chromatine lors de la réplication peuvent également 

entraîner des complications lors de la réplication. Des mutations des gènes SMARCAL1 et ATRX, 

sont responsables respectivement de la dysplasie immuno-osseuse de Schimke et de la 

thalassémie alpha (Boerkoel et al., 2002; Clynes et al., 2014). L’anémie de Fanconi est 

également bien connue pour être la représentation phénotypique de différentes mutations 

retrouvées dans les gènes FANC, essentiels pour la réparation de l’ADN et le maintien de la 

réplication. Les patients atteints de cette pathologie souffrent principalement d’anomalies 

développementales mais présentent également une susceptibilité au cancer, notamment des 

tissus présentant de forts taux de prolifération (Tischkowitz and Dokal, 2004).  

De façon intéressante, certains patients atteints de maladies auto-immunes 

rhumatoïdes montrent au niveau sérique la présence d’autoanticorps ciblant certaines 

protéines du DDR comme Ku et DNA-PK (Schild-Poulter et al., 2008). Ces résultats suggèrent 

que la présence de dommages de l’ADN est une étape importante dans le développement de 

réponses auto-immunes. Récemment, de nombreuses études se sont intéressées à mieux 

comprendre le syndrome d’Aicardi-Goutières (SAG) caractérisé par des dérégulations 

neurologiques sévères et l’installation d’une inflammation congénitale comme le lupus 

systémique érythémateux associé à une interféronopathie de type I (Crow and Rehwinkel, 

2009). Le SAG est une maladie génétique qui peut être causée par des mutations dans l’un des 

cinq gènes codants les protéines suivantes : L’exonucléase 3ʹ→5ʹ TREX, l’une des trois protéines 

du complexe de l’endonucléase RNASEH2, et la dNTPase SAMHD1 (Crow et al., 2006b, 2006a; 

Rice et al., 2009). L’endonucléase RNASEH2 dégrade les hybrides ARN/ARN afin d’éviter 

certains conflits lors de la réplication avec la machinerie de transcription (Pokatayev et al., 
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2016). De façon très intéressante, la protéine TREX est impliquée dans la dégradation de l’ADN 

nucléaire retrouvé au niveau cytoplasmique (Yang et al., 2007). La protéine SAMHD1, en 

collaboration avec l’endonucléase MRE11, est elle aussi impliquée dans la dégradation de 

fragments d’ADN, retrouvés libres au niveau du noyau lorsque les fourches de réplication sont 

bloquées (Coquel et al., 2018). L’étude montre également que TREX et SAMHD1 agissent de 

concert pour éviter l’activation de la voie senseur d’ADN cGAS-STING, induisant la production 

d’interférons de type I (IFN). Récemment, une étude a mis en lumière qu’un stress de 

réplication se produit dans les cellules souches de la peau et est associé à l’émergence d’une 

affection cutanée inflammatoire chronique, l’hidradénite suppurée (aussi appelée acné 

inversée) (Orvain et al., 2020). En effet, les cellules souches des follicules pileux isolées de 

patients montrent une accélération de la vitesse de réplication associée à l’activation des 

acteurs du DDR (ATR/CHK1). Cela entraîne la formation de micronoyaux et la présence d’ADN 

nucléaire au niveau du cytoplasme amenant à l’activation de la voie cGAS-STING et la 

production d’IFN de type I. Nous reviendrons dans le prochain chapitre sur la caractérisation 

de cette voie senseur d’ADN. 

 

3 Dommages de l’ADN et activation du DDR dans la NAFLD 

3.1 Comprendre le mécanisme grâce aux modèles murins 

La présence de dommages de l’ADN dans la NAFLD est largement rapportée. La 

lipotoxicité à travers les dysfonctions mitochondriales, la genèse d’un stress oxydant et 

l’accumulation de ROS sont des éléments induisant des lésions de l’ADN. En effet, l’apport 

d’antioxydants permet de réduire significativement les dommages de l’ADN au niveau 

hépatique. Dans un modèle murin HFD, la vitamine E réduit la présence de DSB hépatiques 

(Remely et al., 2017). De la même façon, la mise sous restriction calorique de rats obèses (rats 

Zucker) ou l’induction d’un by-pass gastrique conduit à la diminution du stress oxydant et des 

dommages de l’ADN au niveau hépatique (Bankoglu et al., 2016). En parallèle, le laboratoire a 

montré que la mise sous antioxydants de souris obèses (HFD, MCD, etc…) ne permet pas la 

genèse du contingent polyploïde pathologique, provoqué par l’activation du DDR (Gentric et 

al., 2015b). Bien que les mécanismes liant les ROS aux dommages de l’ADN soient maintenant 

largement rapportés, le rôle des protéines du DDR dans la NAFLD reste discuté.  
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L’étude de Daugherity et al., montre que la présence d’ADN oxydé par la présence du 

marqueur 8-OHdG (8-hydroxydeoxyguanosine) est associée à la phosphorylation d’ATM chez 

les souris HFD sans trop d’accumulation de γH2AX. La déficience d’ATM dans ce modèle permet 

de diminuer l’apoptose hépatocytaire et la fibrose (Daugherity et al., 2012). Dans cette étude, 

le rôle d’ATM n’est pas clairement associé à la présence de dommages de l’ADN mais plutôt à 

la présence des ROS. De façon intéressante, il a été montré que la protéine ATM disposerait de 

domaines de reconnaissance des ROS, ce qui conduirait à son activation (Guo et al., 2010). Le 

rôle de cette protéine apparaît donc essentiel dans la NAFLD aussi bien dans le contrôle des 

ROS que des dommages de l’ADN. Notamment, l’injection de DEN à des souris ATM+/- 

entrainent le développement de CHC à 1 an alors que les souris ATM-/- sont réfractaires à la 

tumorigenèse (Teoh et al., 2010). Ces dernières présentent en fait une activation de p53 

relayée par l’activation d’ATR et de CHK1 qui provoquent l’arrêt du cycle cellulaire et la mise en 

sénescence des cellules mutées. A l’inverse, lorsque la protéine ATM est présente, ATR n’est 

pas exprimée et les cellules vont alors présenter une importante instabilité chromosomique 

(Teoh et al., 2010). La mise en place du DDR, en fonction de la lésion mais également du senseur 

activé, semble agir comme une arme à double tranchant dans la NAFLD et le CHC. Toujours 

dans le modèle DEN, le NHEJ semble être un frein précoce contre la carcinogenèse hépatique. 

Chez la souris, la défaillance du NHEJ (Ku70-/-) participe à la déstabilisation des points de 

contrôle du cycle cellulaire et provoque une instabilité chromosomique accélérant la 

carcinogenèse. Les CHC présentent notamment un nombre important d’aberrations 

structurelles et numériques des chromosomes ainsi qu’une prolifération accrue due à une 

surexpression de la cycline D1, de PCNA et d’ATM et une dégradation continue de p53 (Teoh 

et al., 2008). 

La surexpression d’oncogènes, chez la souris, est un phénomène promoteur de la 

carcinogenèse hépatique, bien qu’elle ne soit que peu représentée dans la carcinogenèse 

hépatique humaine. Cependant, elle permet d’étudier les mécanismes moléculaires conduisant 

à la tumorigenèse. La surexpression des URI (unconventional prefoldin RBP5 interaction) chez 

la souris, conduit dès les premières semaines au développement de nodules dysplasiques, 

ressemblant histologiquement à ceux retrouvés lors d’hépatites humaines (Tummala et al., 

2014). A un an, les souris développent des CHC différenciés hautement prolifératifs. Dès huit 

semaines, le foie montre une prolifération compensatoire associée à la présence de dommages 

de l’ADN (phosphorylation d’H2AX, RPA et CHK1) et l’activation de p53 suggérant un stress de 
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réplication et la présence de cassures simple-brin de l’ADN. Dans ce modèle particulier, le stress 

oxydant n’est pas l’acteur principal responsable de l’activation du DDR. Des analyses ingenuity® 

de RNAseq montrent une modification de la voie de synthèse de novo du NAD+ (Nicotinamide 

Adenine Dinucleotide) via la diminution de la voie du catabolisme du L-Tryptophane. Le NAD+ 

est un métabolite important pour la réparation des dommages de l’ADN. Dans ce contexte, les 

systèmes de réparation sont moins efficaces ce qui conduit à l’accumulation de dommages de 

l’ADN. Cette balance est inversée lorsqu’un précurseur du NAD+, le Nicotinamide riboside, est 

ajouté dans la nourriture des souris. Celui-ci permet de restaurer l’apport en NAD+ et protège 

le foie de la présence de dommages de l’ADN et l’apparition des lésions prénéoplasiques ainsi 

que le développement tumoral (Tummala et al., 2014). De façon intéressante, l’homéostasie 

du NAD+ est dérégulée lors de la NAFLD (Katsyuba et al., 2020). Des études menées sur des 

modèles murins de régime HFD (Yoshino et al., 2011), HFHS (Gariani et al., 2016), MCD (Gariani 

et al., 2017), etc… montrent qu’une diminution du NAD+ se produit lors de la stéatose de par 

une diminution de l’expression des enzymes de la voie de biosynthèse du NAD+ (NAMPT) et 

l’utilisation du NAD+ par les enzymes comme les sirtuines (désacétylation des protéines) ou 

PARP (PARylation et réparation de l’ADN). L’ensemble de ces études montre que la restauration 

du pool de NAD+ à l’aide de précurseurs ou d’inhibiteurs des enzymes consommatrices, 

diminue la stéatose, la résistance à l’insuline et réduit le stress oxydant et celui du RE. Elles 

mettent en lumière le crosstalk qui existe entre dérégulations métaboliques et lésions de l’ADN. 

De plus, l’induction de DSB dans le foie normal, à l’aide d’une enzyme de restriction, conduit à 

un phénotype de vieillissement accéléré et la présence d’infiltrats inflammatoires. Un mois 

après l’induction des cassures, un phénomène de prolifération compensatoire se met en place 

et est suivi par la mise en sénescence du tissu, sans apparition de tumeurs (White et al., 2015). 

Ici, l’absence de dérégulations métaboliques semble être protecteur face aux évènements pro-

carcinogènes initiés par les DSB. Ainsi, il apparaît que les dysfonctions métaboliques retrouvées 

dans la NAFLD soient promotrices de la carcinogenèse. 

  



 118 

3.2 Chez le patient NAFLD 

Il est maintenant bien rapporté que les hépatocytes de patients NASH présentent une 

oxydation de l’ADN (8-OHdG), notamment corrélée à la présence du stress oxydant (Seki et al., 

2002). Les patients NASH ayant développé un CHC présentent un niveau de 8-OHdG deux fois 

plus important que les patients NASH sans CHC, au niveau des hépatocytes du tissu non 

tumoral. Cela démontre bien que le niveau d’oxydation de l’ADN est un facteur prédictif de 

l’évolution de la pathologie (Tanaka et al., 2013). De plus, cette oxydation est associée à la 

méthylation de gènes suppresseurs de tumeurs (HIC1, GSTP1, SOCS1, RASSF1, CDKN2A, et APC) 

et représente donc un risque supplémentaire de développer un CHC (Nishida et al., 2016). 

Outre la présence d’ADN oxydé, il a été rapporté une autre modification de l’ADN appelée εdA 

(exocyclic-DNA adducts like 1,N(6)-etheno-2'-deoxyadenosine) chez des patients NASH (Linhart 

et al., 2015). Il s’agit d’une modification des bases (A, C, methyl-C et G) suite à une réaction 

avec le 4-HNE (4-hydroxynonenal) fortement carcinogène. L’étude montre que ces adduits de 

l’ADN peuvent servir de marqueurs prédictifs de la NASH vers le CHC (Teufel et al., 2015).  

Par ailleurs, comme il a été expliqué, les télomères sont associés à un état de 

sénescence hépatocytaire dans la NAFLD. Une étude menée chez des patients a montré qu’il 

existe deux types de patients au regard de la taille de leurs télomères : Ceux ayant une taille 

normale, et ceux ayant une taille fortement diminuée. Ce deuxième groupe présente 

notamment une stéatose et un niveau de 8-OHdG plus élevés (Nakajima et al., 2006).  
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Dans cette troisième partie, nous avons défini la voie de réponse aux dommages de l’ADN 

(DDR) ainsi que les trois acteurs protéiques principaux (ATM, ATR et DNA-PK) qui permettent 

l’arrêt du cycle cellulaire et la réparation lors de dommages de l’ADN. Il a également été expliqué 

la notion de stress de réplication, qui, peut-être généré suite à des erreurs moléculaires d’origines 

physiologiques, la présence d’oncogènes ou la présence de médicaments. Il existe de nombreuses 

pathologies ayant pour origine des mutations dans les gènes nécessaires à la réplication et à la 

réparation de l’ADN. Certaines de ces maladies font état d’une interféronopathie de type I très 

généralement associée à l’activation d’une voie senseur d’ADN, cGAS-STING.  

La présence de dommages de l’ADN dans la NAFLD est largement rapportée. La 

lipotoxicité à travers les dysfonctions mitochondriales, la genèse d’un stress oxydant et 

l’accumulation de ROS sont des éléments induisant des lésions de l’ADN. Les patients NASH 

montrent notamment un fort niveau d’oxydation de l’ADN associé à la présence de lésions de 

l’ADN. Ce niveau d’oxydation de l’ADN est deux fois plus important chez ces patients ayant 

développé un CHC. Cela suggère que la présence de cellules endommagées au niveau de leur ADN 

est un facteur important dans l’évolution de la pathologie. 
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IV. La voie cGAS/STING 

 

Chez les eucaryotes, le maintien de l’homéostasie cellulaire et tissulaire est assuré par 

une batterie de « senseurs », capables de reconnaître et transmettre d’éventuels dangers. Une 

étape cruciale dans le maintien de cet équilibre relève de la communication du stress aux autres 

cellules environnantes, qu’elles soient parenchymateuses ou immunitaires. La plus grande 

menace réside généralement en la présence de pathogènes unicellulaires tels que les virus et 

bactéries. Cependant, il est maintenant bien rapporté que même ces organismes unicellulaires 

sont capables de se défendre face à d’autres pathogènes. L’exemple le plus décrit est la défense 

microbienne face à des virus (bactériophages) par le système CRISPR/Cas9. Chez les eucaryotes, 

ces senseurs sont regroupés dans la famille des PRR (Pattern Recognition Receptor) et 

permettent : (1) De reconnaître un danger, (2) De donner l’alerte et (3) D’initier une réponse 

cellulaire telle que la survie, la sénescence, la mort et/ou une réponse immunitaire. Certains de 

ces senseurs reconnaissent la présence d’acides nucléiques exogènes reflétant la présence 

d’un pathogène dans le cytoplasme. D’autres, reconnaissent la présence d’acides nucléiques 

endogènes hors des compartiments spécifiques, témoignant de la présence d’un 

dysfonctionnement (Vanpouille-Box et al., 2018).  
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1 La voie senseur d’ADN : cGAS-STING 

L’étude de la voie senseur d’ADN cGAS-STING est en plein essor. D’abord caractérisée 

comme une voie de reconnaissance des pathogènes, son activation est maintenant étudiée 

dans les maladies auto-inflammatoires ainsi que le cancer. Ces dernières années, son 

implication dans la NAFLD a également été étudiée, et semble être promoteur de la 

pathogenèse. 

 

1.1 Les acteurs de la voie 

La protéine STING (Stimulator of INterferon Genes) aussi appelée TMEM173 

(TransMEMbrane protein 173) a été découverte en 2008, par deux études indépendantes 

visant à découvrir des ARNs impliqués dans la réponse antivirale (Ishikawa and Barber, 2008; 

Zhong et al., 2008). STING est exprimé dans de nombreux types cellulaires notamment dans les 

cellules hématopoïétiques comme les lymphocytes T, les macrophages et les cellules 

dendritiques et permet d’initier une réponse transcriptionnelle des gènes de l’immunité innée 

en réponse à différents stimuli pathogéniques (virus, bactéries et ADN transfecté) via les 

protéines NF-kB et IRF3 (Interferon Regulatory Factor 3) (Ishikawa and Barber, 2008; Ishikawa 

et al., 2009). STING est activé suite à la fixation d’acides nucléiques particuliers, des 

dinucléotides cycliques, généralement retrouvés conservés chez les bactéries, ce qui active la 

protéine TBK1 (TANK-Binding Kinase 1) (Burdette et al., 2011).  

Ce n’est qu’en 2013, que le deuxième acteur principal de la voie est découvert : La 

nucléotidyle transférase cyclic GMP-AMP Synthase cGAS (MB21D1) (Sun et al., 2013). Il s’agit 

d’un senseur d’ADN cytosolique capable de fixer directement des fragments d’ADN, de 20 à 45 

pb. Lorsque le fragment est lié, la conformation protéique de cGAS est modifiée, ce qui 

déclenche son activité enzymatique, consistant en la transformation de GTP et ATP en cGAMP 

(cyclic GMP-AMP), un dinucléotide cyclique (Civril et al., 2013). La molécule cGAMP peut fixer 

deux molécules STING, ce qui induit une oligomérisation de cette dernière. STING oligomérisé 

peut alors transiter dans l’appareil de Golgi où il sera palmitoylé et finalement activé (Cai et al., 

2014; Gao et al., 2013b). Ce processus permet son interaction avec TBK1, qui contrôle la 

protéine IRF3. STING, TBK1 et IRF3 forment un complexe temporaire et temporel dans lequel 

TBK1 phosphoryle STING au niveau C-terminal afin d’ancrer IRF3 (Saitoh et al., 2009). Celui-ci 

est à son tour phosphorylé par TBK1. IRF3 se dimérise et migre dans le noyau pour induire la 
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transcription de l’interféron b (IFNb). L’IFNb excrété peut alors se fixer aux récepteurs IFNAR 

(IFNa Receptor) de la cellule (signal autocrine) qui conduit à l’activation de la voie JAK/STAT et 

à l’induction de la transcription de plusieurs ISG (Interferon-Stimulated Gene) prévenant la 

réplication, l’assemblage et la libération des virus (Barber, 2015) (Figures 26). De façon 

intéressante, lorsque cGAS est activée, les protéines se transforment en mini-réacteurs 

producteurs de cGAMP. Les protéines cGAS se concentrent sous forme de gouttelettes afin 

d’augmenter de façon exponentielle la production de ce métabolite (Du and Chen, 2018). Enfin, 

cGAS intervient aussi dans la reconnaissance des micronoyaux générés lors de mitoses 

anormales. La rupture de l’enveloppe du micronoyau conduit directement à son activation et 

la mise en sénescence de la cellule (Dou et al., 2017).  

 

FIGURE 26. LA VOIE CGAS/STING 

Représentation schématique de la voie cGAS/STING. cGAS est le senseur d’ADN capable d’activer la 

protéine transmembranaire STING via l’intermédiaire cGAMP (DNc : dinucléotide cyclique). STING 

active alors un programme pro-inflammatoire médié par NF-kB et IRF3. Adapté de (Motwani et al., 

2019).  
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1.2 Activation de la voie 

1.2.1 Par de l’ADN extracellulaire 

Comme nous l’avons abordé, cGAS est le senseur de la voie permettant la 

reconnaissance d’ADN. Il est capable de reconnaître un large panel d’ADN : ADN double et 

simple-brin, ADN synthétique riche en G, hybride ADN-ARN, etc …, ayant différentes origines 

(Hopfner and Hornung, 2020). cGAS reconnaît l’ADN issu des virus à ADN ou des virus à ARN 

effectuant de la rétrotranscription, comme le VIH (Virus de l’Immunodéficience Humaine) (Gao 

et al., 2013a). La protéine reconnait également l’ADN de bactéries intracellulaires (Paijo et al., 

2016). De plus, ces bactéries produisent un dinucléotide cyclique proche de cGAMP, capable 

d’activer STING.  

La voie peut également être activée par de l’ADN du soi d’origine extracellulaire, ayant 

comme véhicule des exosomes ou des microvésicules (Diamond et al., 2018). Des études 

montrent que des cellules tumorales irradiées produisent des exosomes contenant de l’ADN 

du soi. Ceux-ci sont pris en charge par des cellules dendritiques et induisent la production d’IFN 

de type I de façon STING-dépendante ainsi que l’expression de marqueurs de co-stimulation 

des lymphocytes. Cela a pour conséquence d’augmenter l’immunogénicité et de diminuer la 

carcinogenèse. L’ADN mitochondrial tumoral est également phagocyté par les cellules 

dendritiques et permet de déclencher une réponse anti-tumorale de façon STING-dépendante 

(Xu et al., 2017). Enfin, il a été suggéré que les cellules tumorales peuvent libérer cGAMP dans 

le milieu extracellulaire qui va alors être pris en charge par une cellule voisine non tumorale et 

produire ainsi des IFN de type I. Ceux-ci sont capables de recruter et d’activer les cellules NK 

pour freiner la tumorigenèse (Marcus et al., 2018). Cependant le transfert de cGAMP n’a pas 

encore été complétement élucidé. D’autres études montrent que dans un contexte d’infections 

virales in vitro, ce transfert peut avoir lieu à travers les « gap junctions », la fusion membranaire 

ou encore des particules virales (Ablasser et al., 2013; Gentili et al., 2015; Xu et al., 2016). Au 

stade in vivo, le transfert de cGAMP des cellules tumorales vers les astrocytes se fait par les 

« gap junctions », et promeut le développement de métastases cérébrales (Chen et al., 2016a). 

Très récemment, dans un contexte d’infection viral à l’herpès simplex de type I (Herpes Simplex 

Virus 1 - HSV-1), il a été montré que cGAMP peut être exporté et importé hors des cellules par 

un canal anionique sensible au gonflement cellulaire (Volume-Regulated Anion Channels – 

VRACs), le LRRC8 (Zhou et al., 2020).  
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1.2.2 Par de l’ADN intracellulaire du soi 

La voie cGAS-STING peut être activée par de l’ADN intracellulaire du soi, en provenance 

de la mitochondrie ou du noyau. Dans ce dernier cas, l’ADN peut être présenté sous forme de 

micronoyaux ou bien sous forme libre dans le cytosol. 

L’apoptose déclenchée par la voie intrinsèque entraîne une perméabilisation de la 

membrane mitochondriale. Ce phénomène est associé à la libération du cytochrome C et 

l’activation des caspases qui pourront alors déclencher la mort cellulaire. Bien qu’il ait déjà été 

montré que la membrane mitochondriale reste intacte lors de l’apoptose, l’étude de Riley et 

al., montre à l’aide d’une technique d’imagerie de haute résolution que la perméabilisation de 

la membrane mitochondriale est, dans une fenêtre de temps bien définie, capable de libérer 

de l’ADN mitochondrial (Riley et al., 2018). Cela corrèle de façon positive avec l’activation de la 

protéine STING et la production d’IFN de type I.  Par ailleurs, une élégante étude sur la maladie 

de Parkinson a permis de montrer que la fuite de l’ADN mitochondrial dans le cytosol peut aussi 

activer la voie cGAS-STING (Sliter et al., 2018). Cette pathologie est notamment caractérisée 

par un niveau élevé de cytokines pro-inflammatoires qui contribue à l’inflammation tissulaire 

et la perte des neurones dopaminergiques. Des mutations dans les gènes PARKIN et PINK1 sont 

notamment retrouvées. Ces deux protéines interviennent dans l’élimination des mitochondries 

endommagées. A l’aide de souris mutées pour ces deux protéines et soumises à une intense 

activité physique afin d’entraîner un stress mitochondrial, les auteurs montrent que 

l’inflammation est réduite lorsque les souris présentent une inactivation de STING. L’ADN 

mitochondrial (ADNm) est retrouvé au niveau sérique et, est associé à la production de cGAMP. 

Dans un modèle de dégénération plus sévère, la suppression de STING entraîne une disparation 

du phénotype inflammatoire et de la neurodégénération. 

De façon générale, la formation d’un micronoyau intervient suite à la présence de 

dommages de l’ADN nucléaire lors de la mitose. Les portions d’ADN endommagées sont 

regroupées puis encapsulées dans une membrane péri-nucléaire, créant de facto de l’instabilité 

chromosomique. cGAS est l’acteur principal de surveillance de ces structures, et peut co-

localiser avec le marqueur de dommages de l’ADN, gH2AX, au sein du micronoyau mais 

également au niveau de l’ADN nucléaire (Hopfner and Hornung, 2020). L’exposition à des 

composés chimiques anti-tumoraux (cisplatine et étoposide) ainsi que l’irradiation peuvent 

induire la formation de micronoyaux et l’activation de la voie cGAS/STING (Motwani et al., 

2019) . L’activation de la voie est notamment très étudiée dans les cancers et montre des effets 
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différents en fonction des caractéristiques tumorales. L’étude de Bakhoum et al., met en 

évidence chez des patients présentant un carcinome épidermoïde de la tête ou du cou, que les 

métastases tumorales cérébrales possèdent plus d’instabilité chromosomique (Chromosomal 

INstability - CIN) que la tumeur primaire (Bakhoum et al., 2018). Les auteurs comparent les 

caractéristiques phénotypiques et moléculaires de tumeurs ayant une faible ou une forte CIN 

dans un modèle murin d’injections intracardiaques de cellules tumorales. Celles présentant une 

forte CIN présentent une tumorigenèse plus grave associée à un fort nombre de micronoyaux 

et une activation de la voie cGAS-STING. De façon intéressante, la tumeur primaire ne présente 

que peu de CIN et une absence d’activation de la voie cGAS/STING. 

Enfin, comme nous l’avons déjà évoqué dans la partie précédente, le stress de réplication 

peut conduire à l’activation de la voie senseur d’ADN cGAS -STING. Certaines pathologies 

regroupées sous le terme d’« interféronopathies » font état d’une sur-activation de la voie et 

de la production excessive d’IFN de type I. C’est le cas des patients souffrant du syndrome 

d’Aicardi-Goutières, dont les patients présentent des niveaux d’IFN de type I très élevés dans 

le sang et le fluide cérébrospinal. Des mutations sont retrouvées dans le gène de la DNAse 

TREX1, de RNAses ou encore de la dNTPase SAMHD1 (Crow and Manel, 2015). Dans ce 

syndrome, c’est l’accumulation d’ADN nucléaire endogène, au niveau cytosolique, qui conduit 

à la sur-activation de la voie cGAS/STING. Cet ADN a pour origine des produits issus de la 

réplication ou de la réparation de l’ADN (Coquel et al., 2018; Crow and Manel, 2015). Plusieurs 

études ont montré que des cellules humaines mutées pour TREX ou SAMHD1, présentent un 

stress de réplication et accumulent en conséquence de l’ADN simple-brin néorépliqué (Coquel 

et al., 2018; Wolf et al., 2016). Ce produit de réplication aberrant s’accumule au niveau 

nucléaire et est ensuite exporté dans le cytosol. S’ils ne sont pas dégradés à temps par la DNAse 

TREX, ils peuvent se fixer à cGAS et activer la voie (Figures 27).  
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FIGURE 27. LA DEFICIENCE DE SAMHD1 CONDUIT A L’ACTIVATION DE LA VOIE CGAS/STING 

Illustration du phénomène. Lors d’un stress de réplication, la trop grande quantité de protéines RPA 

fixées sur l’ADN simple-brin en attente de réplication conduit à l’activation de la protéine ATR, qui va 

alors activer le DDR. La protéine SAMHD1, agit de concert avec l’exonucléase MRE11 afin d’éliminer 

l’ADN néorépliqué proche du site endommagé. Ce phénomène est important pour le recrutement des 

protéines RPA sur l’ADN, et est donc nécessaire à l’activation du DDR par ATR. Ces interactions 

moléculaires permettent de réinitialiser la fourche de réplication et d’induire une réparation de l’ADN 

par TopBP1 et le complexe 9-1-1 (Rad9–Hus1–Rad1). Lorsque la protéine SAMHD1 n’est pas présente, 

l’ADN néorépliqué est déplacé par l’hélicase RECQ1 puis clivé par l’endonucléase MRE11. Cela a pour 

conséquence la libération de fragments d’ADN dans le noyau, qui sont alors libérés dans le cytoplasme 

et capables d’activer la voie cGAS-STING. Adapté de (Coquel et al., 2018). 
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2 L’activation de la voie cGAS-STING dans la NAFLD 

Ces dernières années, l’activation de la voie senseur d’ADN cGAS-STING a été montrée 

lors la NAFLD. Elle est principalement activée dans les macrophages du tissu adipeux et 

hépatique. Il est important de noter que la présence de la protéine STING dans l’hépatocyte 

est sujet à controverse. Cependant, quelques études ainsi que les données du « Human Protein 

Atlas Project » montrent que dans un foie sain humain, l’expression du messager et de la 

protéine STING sont respectivement faible et nulle. En revanche, la protéine cGAS est, elle, 

exprimée (Figure 28). 

 

FIGURE 28. EXPRESSION DES ACTEURS CGAS ET STING DANS LES ORGANES 

Graphiques extraits de « The Human Protein Atlas project ». A. Expression des messagers à partir du 

« Consensus Normalized eXpression (NX) ». B et C. Expression protéique. * Foie 
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2.1 Activation dans le tissu adipeux 

Dans le tissu adipeux, l’activation de la voie de signalisation cGAS-STING participe à 

l’installation d’une inflammation stérile chronique et au développement de la NAFLD. L’étude 

de Bai et al, montre notamment que la voie cGAS-STING-TBK1-NF-κB-IRF3 est activée chez des 

souris sous régime HFD, dans les adipocytes et les macrophages du tissu, à la suite d’un stress 

mitochondrial libérant l’ADNm dans le cytosol (Bai et al., 2017). De plus, les souris Tbk1KO sous 

HFD ne montrent pas d’insulino-résistance et de prise de poids. Cet effet semble 

principalement dû à une installation plus faible de la pathologie au niveau adipeux (Cruz et al., 

2018; Reilly et al., 2015). L’essai clinique (NCT 01842282) a montré sur six patients obèses et 

diabétiques qu’un traitement de trois mois avec l’amlexanox, un inhibiteur d’IKKe et de TBK1, 

exerce des effets protecteurs face aux effets métaboliques néfastes (Oral et al., 2017). Les 

patients traités présentent une amélioration de l’insulino-résistance (réduction de la glycémie 

et de l’insulinémie en période postprandiale) ainsi qu’une réduction du taux d’acides gras libres 

plasmatiques. A partir de biopsies du tissu adipeux pré- et post-traitement, les auteurs de 

l’étude montrent que les patients présentent un profil d’expression génique différent, associé 

à une reprise de l’activité du tissu adipeux brun (expression de FGF21) et blanc (expression 

d’ADIPOQ et IL4). Cependant, l’étude ne discute pas de l’inhibition de la voie cGAS-STING et 

montre même une augmentation de l’inflammation au niveau du tissu adipeux. 

 

2.2 Activation dans le tissu hépatique 

Des analyses par séquençage de l’ARN (RNAseq) sur du foie total de souris saines ou 

NASH (soumises à un régime HFHS + 2% cholestérol ou MCD) montrent une forte expression 

des gènes de la voie senseur d’ADN (Xiong et al., 2019). Les auteurs montrent que l’expression 

des gènes cGas et Sting sont respectivement augmentés par cinq et deux, et que celle des 

gènes consécutifs à l’activation de la voie sont augmentés d’un facteur trois (Isg15, Ifit1, Ifit3, 

etc…). Ces derniers sont également retrouvés augmentés chez le patient NASH. Cependant, ce 

type d’étude à large échelle ne permet pas de discriminer l’activation de la voie au niveau des 

différentes populations cellulaires.  
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2.2.1 Activation dans les macrophages hépatiques 

Il existe deux principales études ayant décrit le rôle de STING dans la NAFLD. Toutes 

deux utilisent le modèle murin STING golden-ticket (STINGgt), dans lequel le gène Tmem173 

(Sting) possède une mutation non-sens (T596A) au niveau de l’exon 6 du gène ayant pour 

résultat une substitution isoleucine-asparagine (I199N) entraînant l’absence de la protéine 

dans tous les types cellulaires (Sauer et al., 2011).  

La première étude a permis d’analyser l’implication de STING dans la stéatose et la 

NASH par la mise sous régime des souris STINGgt : HFD ou MCD. De façon intéressante, les 

souris STINGgt après 6 mois de régime HFD ne présentent pas d’élévation de leur masse 

pondérale (25g STINGgt vs 27g contrôles). Lorsqu’elles sont soumises à un régime MCD, ces 

souris montrent une diminution significative de la NASH avec une stéatose, une inflammation 

(TNF-α et IL-6) et une fibrose diminuée comparativement aux souris exprimant la protéine 

STING (Yu et al., 2019). Dans les deux régimes, les transaminases, les triglycérides et le 

cholestérol hépatiques sont diminués en absence de STING, notamment due à une diminution 

de l’expression des gènes de la lipogenèse hépatique (SREBP1c, FAS et CD36). De façon 

curieuse, les gènes des IFN de type I (IFN-α and IFN-β) ne présentent pas de modification 

d’expression dans les souris STINGgt. Outre l’effet associé au tissu adipeux, les auteurs montrent 

que les cellules de Kupffer expriment la protéine STING, ce qui n’est pas le cas des hépatocytes. 

La suppression de STING suffit d’ailleurs à diminuer le marqueur F4/80 au niveau hépatique 

dans les modèles HFD et MCD, suggérant un rôle important du macrophage hépatique dans la 

mise en place de la NASH induite de façon STING-dépendante. De façon intéressante, 

l’activation de STING par le DMXAA (5,6-DiMethylXanthenone-4-Acetic Acid) chez des souris 

sous régime standard permet l’installation d’une stéatose et d’une inflammation. D’un point 

de vue moléculaire, c’est la libération d’ADN mitochondrial par les hépatocytes qui provoque 

l’activation des cellules de Kupffer de façon STING-dépendante, qui produisent alors du TNF-α 

et de l’IL-6 (Yu et al., 2019). L’ADN mitochondrial est notamment excrété dans le plasma de 

patients NASH via des microparticules provenant des hépatocytes. Celles-ci conduisent 

également à l’activation du TLR9 au niveau des endosomes de la cellule de Kupffer, qui produit 

alors ces cytokines (TNF-α et IL-6) sans production d’IFN de type I (Garcia-Martinez et al., 2016).  

La deuxième étude montre sur des coupes de tissus hépatiques, chez le patient 

stéatosique, que l’expression de STING se fait de façon exclusive au niveau des cellules 

immunitaires, notamment des cellules macrophagiques, et des cellules endothéliales (Luo et 



 130 

al., 2018). Les souris STINGgt soumises un régime HFD durant douze semaines montrent les 

mêmes caractéristiques que l’étude précédente. Cependant, afin de confirmer que les 

phénotypes observés sont principalement dus à la diminution d’activité du macrophage, les 

auteurs transplantent des moelles osseuses de souris STINGgt dans des souris irradiées 

contrôles. Ainsi, ces souris expriment STING au niveau de l’ensemble des tissus excepté au 

niveau des cellules myéloïdes. Après douze semaines de régime HFD, ces souris montrent une 

diminution de la sévérité de la NAFLD associée à une meilleure sensibilité à l’insuline, moins de 

dommages hépatiques (moins de transaminases hépatiques) et moins de triglycérides 

plasmatiques, bien que les souris aient une corpulence identique. Au niveau tissulaire, ces 

souris présentent une stéatose et une inflammation diminuée. A l’inverse, l’expression de 

STING uniquement au niveau des cellules myéloïdes aggrave la NAFLD induite par un régime 

HFD. Par la suite, les auteurs montrent que l’ajout de milieu conditionné de macrophages 

stimulés avec le DMXAA, sur des hépatocytes primaires en culture, induit une réponse pro-

inflammatoire en réponse au LPS (TNFα, IL-1β et IL-6) ainsi que l’augmentation de l’expression 

de gènes de la lipogenèse (ACC1, FAS et SREP1c) et de la fibrose (TGFβ1 et fibronectine). La 

suppression de STING au niveau macrophagique n’entraîne pas cette réponse hépatocytaire. 

Ces travaux mettent donc en évidence, que l’activation de STING au niveau des macrophages 

permet d’aggraver la maladie en favorisant l’accumulation de lipides au niveau hépatocytaire 

et en activant les cellules étoilées pro-fibrosantes (Figure 29) (Luo et al., 2018). 

Enfin, très récemment, l’étude de Wang et al., montre que la protéine STING est 

fortement exprimée au niveau des macrophages dérivés de monocytes (CCR2+, S100A9+), des 

macrophages CD163+ et des Kupffer (CD68+), chez le patient NASH. Leur recrutement est 

associé à l’expression de STING ; et corrèle avec l’aggravation de la maladie, notamment le 

grade inflammatoire et le stade de fibrose (Wang et al., 2020).  
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FIGURE 29. STING, UN ACTEUR IMPORTANT DANS L’AGGRAVATION DE LA NAFLD 

La libération d’ADN mitochondrial (ADNm) par l’hépatocyte stéatosique endommagé conduit à 

l’activation de STING au niveau du macrophage hépatique. En réponse, celui-ci met en place une 

réponse pro-inflammatoire et pro-fibrosante conduisant respectivement à une augmentation de la 

stéatose et l’activation des cellules étoilées. 

 

2.2.2 Controverse sur la présence de STING dans l’hépatocyte 

  Comme nous venons de le voir, les deux principales études ayant étudié le rôle de STING 

dans la NAFLD, montrent que la protéine n’est pas exprimée dans l’hépatocyte. En effet, l’étude 

de Yu et al le montre à partir d’une purification cellulaire dans un foie sain de souris, et l’étude 

de Luo et al., le démontre à partir de biopsies de patients stéatosiques (Luo et al., 2018; Yu et 

al., 2019). Une autre étude vient appuyer ces résultats dans l’hépatocyte sain. Thomsen et al., 

défendent l’idée que les hépatocytes murins et humains n’expriment pas la protéine STING et 

ne sont donc pas capables de produire des IFN de type I en réponse à l’infection par le virus de 

l’hépatite B. Ainsi les hépatocytes sont incapables de monter une défense efficace face à 

l’infection, et représentent une niche pour la réplication de ce virus. Les auteurs montrent par 

purification cellulaire que l’hépatocyte sain n’exprime pas la protéine STING, et que 

l’expression hépato-spécifique de cette protéine permet de répondre efficacement à l’infection 

par le virus de l’hépatite B (Thomsen et al., 2016).  
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Cependant, il est largement rapporté que la stimulation de cellules en culture par des 

acides gras conduit à l’expression et l’activation des acteurs de la voie senseur d’ADN. Par 

exemple, l’étude de Mao et al., montre que l’apport d’acide palmitique à des cellules 

endothéliales en culture provoque un stress mitochondrial, accompagné d’une fuite d’ADNm 

dans le cytoplasme. Cet événement concoure à l’activation de la voie cGAS-STING-IRF3 

permettant l’expression de protéines impliquées dans l’adhésion des monocytes aux cellules 

endothéliales (Mao et al., 2017). De même, il a été rapporté que la stimulation par des acides 

gras (oléate et palmitate, ratio 2:1) provoque l’activation de la voie cGAS-STING dans une lignée 

fœtale humaine hépatique (LO2) et conduit à une réponse cellulaire pro-inflammatoire (Qiao 

et al., 2018). De façon intéressante, une lipotoxicité induite sur la lignée HepG2, par ajout de 

palmitate, induit la formation d’inclusions protéiques p62+ sous le contrôle de la voie cGAS-

STING et notamment l’acteur TBK1 (Cho et al., 2018). Ainsi, l’ensemble de ces résultats permet 

de suggérer que la stimulation d’hépatocytes en culture par des acides gras pourrait induire 

l’expression et l’activation de la voie STING, par des reprogrammation génétiques et/ou 

épigénétiques. De façon intéressante, l’étude de Cho et al, montre que la stimulation 

d’hépatocytes primaires murins avec du palmitate induit la formation des inclusions 

protéiques, et que la suppression de STING est suffisante pour empêcher la formation de ces 

inclusions et l’activation de TBK1. Bien que les auteurs ne vérifient pas l’expression de STING 

au niveau protéique, il semblerait que STING exerce des fonctions au sein des hépatocytes (Cho 

et al., 2018). Enfin, très récemment il a été montré que la stimulation d’hépatocytes murins 

primaires par du palmitate provoque l’expression de STING au niveau protéique ainsi que 

l’activation de la voie (TBK1-IRF3 et NF-kB) (Li and Su, 2020). Par ailleurs, une étude sur le rôle 

de l’immunité innée dans la maladie alcoolique du foie a montré que le facteur IRF3 était l’un 

des acteurs principaux activant l’apoptose des hépatocytes et favorisant le développement du 

syndrome. La suppression de STING dans des hépatocytes primaires est suffisante pour 

prévenir l’activation d’IRF3. Bien que les auteurs ne montrent pas l’expression de la protéine 

STING, elle semble ici exprimée au niveau du réticulum endoplasmique dans l’hépatocyte 

(Petrasek et al., 2013). D’après l’ensemble de ces résultats, nous pouvons suggérer que 

l’hépatocyte n’exprime pas la protéine STING dans un contexte physiologique. Toutefois, lors 

de dérégulations métaboliques comme la NAFLD ou le syndrome alcoolique, la protéine STING 

pourrait être exprimée. Des études complémentaires devront donc faire la lumière sur son 

expression.  
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Dans cette quatrième et dernière partie, nous nous sommes intéressés à la voie 

senseur d’ADN : cGAS-STING. De façon simplifiée, elle est constituée de deux acteurs 

principaux : cGAS et STING. cGAS est le senseur d’ADN capable de reconnaître de l’ADN 

exogène ou endogène reflétant une infection ou un dérèglement cellulaire comme un stress 

mitochondrial ou un stress de réplication. Dans ces deux derniers cas, cGAS peut lier 

directement de l’ADN mitochondrial ou de l’ADN nucléaire (libre ou micronoyaux). En 

conséquence, cGAS produit un métabolite particulier appelé cGAMP. Il s’agit d’un 

dinucléotide cyclique capable de fixer STING. Ce dernier va alors déclencher deux 

signalisations distinctes : Une dépendante d’IRF3 et promoteur de la réponse IFN de type I ; 

et une autre dépendante de NF-kB. Par la suite, nous nous sommes intéressés à caractériser 

l’activation de la voie dans la NAFLD. Grâce à l’utilisation de la souris « STING golden-

ticket » (STINGgt), il a été montré que la voie de signalisation est principalement activée au 

niveau des macrophages tissulaires, notamment du tissu adipeux et hépatique. Dans le tissu 

adipeux, l’activation de la voie participe à l’installation d’une inflammation stérile chronique 

et au développement de la NAFLD en augmentant la lipolyse. Au niveau hépatique, 

l’activation de la voie promeut la stéatose, l’inflammation et la fibrose. Il est important de 

noter que l’expression de la protéine STING au sein de l’hépatocyte est sujet à controverse. 

Bien que l’hépatocyte soit capable de montrer son expression lorsqu’il est stimulé avec des 

acides gras, l’expression de la protéine ne semble pas avoir lieu in vivo. D’un point de vu 

global, l’expression hépatocytaire de STING semble être sujette à des régulations, peut-être 

génétiques et épigénétiques. Afin de pouvoir conclure sur son expression, il est important 

de faire la lumière sur les acteurs qui pourraient activer la voie dans la NAFLD. 
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I. Préambule 

Comme nous l’avons décrit dans la partie introductive, les travaux du laboratoire 

avaient mis en évidence que la polyploïdisation physiologique hépatique était sous contrôle de 

la voie de l’insuline. A la vue de « l’épidémie » grandissante de la NAFLD, caractérisée par une 

perte de sensibilité à l’insuline, l’équipe s’était alors demandée si cette dérégulation pouvait 

conduire à des modifications de la polyploïdie. Dans ce contexte, Géraldine Gentric, doctorante 

au laboratoire à cette époque, s’était intéressée à caractériser le profil de ploïdie hépatocytaire 

du foie de souris et de patients développant une NAFLD. Ses travaux ont mis en lumière qu’un 

changement de ploïdie survenait lors de la maladie et, était associé à la genèse d’hépatocytes 

mononucléés polyploïdes (4n et ³8n), rarement observés dans un foie sain. Grâce à un modèle 

de culture primaire permettant la synchronisation des hépatocytes dans le cycle cellulaire, 

l’équipe a montré que les contingents polyploïdes sont générés par des cycles 

d’endoréplication et ceci suite à l’activation du point de contrôle des dommages de l’ADN (DNA 

Damage Response-DDR : ATR/p53/p21). La NAFLD étant caractérisée par une forte 

dérégulation des capacités mitochondriales et la production de ROS, capables d’endommager 

l’ADN, l’équipe avait alors traité les souris et les hépatocytes primaires à l’aide d’un antioxydant 

(le NAC). Ce traitement permettait de prévenir la formation des contingents polyploïdes in vivo 

et l’activation du DDR en culture primaire. Ainsi, il apparaît que ce changement de profil de 

ploïdie n’est pas simplement une conséquence de la dérégulation de la voie insulinique mais la 

résultante potentielle de la formation de dommages de l’ADN induits par le stress oxydant.  

 

A mon arrivée au laboratoire, et suite aux précédents résultats, l’équipe avait donc 

dirigé ses travaux selon 3 axes :                        

(1) Comprendre l’activation du DDR lors de la réplication des hépatocytes stéatosiques, 

(2) Comprendre le rôle de ces contingents polyploïdes dans la progression de la maladie, 

(3) Analyser le profil de ploïdie des carcinomes hépatocellulaires humains, 

 

Les travaux de Géraldine Gentric ont mis en lumière la possible genèse de dommages 

de l’ADN lors de la réplication des hépatocytes stéatosiques, induisant l’activation du DDR. 

Deux études avaient déjà mis en évidence des modifications de l’ADN lors de la NAFLD (8-

oxoguanosine et 4-HNE), pouvant servir de marqueurs prédictifs dans l’évolution vers le CHC 
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(Tanaka et al., 2013; Teufel et al., 2015). D’autres études faisaient l’hypothèse d’un possible 

rôle des acteurs du DDR dans la pathologie, notamment par la mise en place de cellules 

sénescentes ou de cellules à fort potentiel d’instabilité génomique (Aravinthan et al., 2013; 

Tummala et al., 2014). De plus, des équipes de recherche montraient que la prolifération 

compensatoire des hépatocytes lors de la NAFLD représentait un terrain favorable à l’évolution 

en CHC, suggérant des défaillances du DDR dans le contrôle de la stabilité génomique des 

hépatocytes proliférants (Maeda et al., 2005; Park et al., 2010a; Wolf et al., 2014). 

Fort de l’ensemble des résultats de la littérature et des expériences réalisées au 

laboratoire, l’hypothèse de ce premier travail visait à caractériser plus finement les mécanismes 

conduisant à la genèse de dommages de l’ADN lors de la prolifération compensatoire des 

hépatocytes et de définir s’ils pouvaient favoriser une instabilité génomique. Ainsi, afin 

d’étudier cette prolifération compensatoire, qui a lieu à bas bruit in vivo, nous nous sommes 

placés dans un système cellulaire prolifératif : la culture primaire d’hépatocytes. Brièvement, à 

l’aide d’une perfusion de collagénase, nous sommes capables de récupérer les hépatocytes et 

de les cultiver pendant 60 heures. Cette première étape de perfusion induit une sortie de 

quiescence des hépatocytes, qui progressent alors dans la phase G1 du cycle cellulaire avant 

de bloquer à la transition G1/S. L’ajout d’EGF à 12 heures de culture permet le passage en 

phase S des hépatocytes de façon synchronisée. Cependant, il est important de noter que ces 

hépatocytes primaires perdent certaines capacités métaboliques après 60 heures de culture, 

ce qui rend impossible l’étude de mécanismes moléculaires et cellulaires au-delà. Des 

premières expériences, réalisées sur les modèles murins ob/ob et MCD (utilisés auparavant par 

le laboratoire comme modèles de stéatose) montraient bien la genèse de dommages de l’ADN 

avec présence du marqueur  gH2AX lors de la réplication de ces hépatocytes stéatosiques. 

Cependant, à cette époque, la communauté scientifique s’efforçait de trouver des modèles 

murins plus adaptés à l’étude de la NAFLD. Ainsi, nous avons décidé de concentrer nos travaux 

sur deux modèles plus pertinents: (1) Le modèle de stéatose hépatique : High-Fat High-Sucrose 

(HFHS) contenant 45% de graisses saturées et 30% de sucrose, qui permet de récapituler les 

apports nutritifs lors d’une malnutrition; (2) Le modèle de stéatose sévère : Choline-Deficient 

High-Fat diet (CDHFD) contenant 40% de graisses saturées, dans lequel la choline n’est pas 

ajoutée, afin d’empêcher l’export des VLDL. Bien que ce modèle ne représente pas tout à fait 

le comportement humain (perte de la choline), il permet de récapituler d’un point de vue 

histologique les différentes altérations tissulaires et l’évolution vers le CHC. L’ensemble des 
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résultats obtenus pour ce premier projet est présenté dans la partie « I »  de ce chapitre, et est 

actuellement en cours de soumission pour la revue « GUT » où je suis premier auteur. 

Par ailleurs, afin de comprendre le rôle de ces contingents polyploïdes mononucléés 

générés dans la NAFLD, j’ai mis en place dès le début du Master 2, des modèles murins 

particuliers. L’hypothèse de départ était de supprimer certains acteurs du DDR (ATR et/ou ATM) 

afin d’empêcher la mise en place des cycles d’endoréplication. En effet, un article publié dans 

la revue Nature permettait de comprendre comment générer des modèles de mutations 

géniques à l’aide de l’outil CRISPR/Cas9, véhiculé par un Adéno-Associated Virus 8 (AAV8) pour 

un ciblage hépato-spécifique (Ran et al., 2015). J’ai ainsi généré plusieurs modèles murins de 

mutations des gènes du DDR sous différents régimes NAFLD. Une partie des données nous a 

permis de comprendre le rôle d’ATR lors de la réplication des hépatocytes stéatosiques. Celles-

ci seront discutées par la suite, dans la partie « Discussion ». Afin de générer des données 

complètes, nous avons placées nos souris sous régimes CDHFD et HFHS sur des temps très longs 

(1an et demi). Actuellement, ce projet est conduit à deux autres doctorants du laboratoire, 

Mäeva Saroul-Aïnama et Pierre Cordier, afin de disséquer les mécanismes moléculaires et 

cellulaires de la défaillance des points de contrôle des dommages de l’ADN lors de la NAFLD. 

 

Enfin, lors de mon arrivée au laboratoire, une post-doctorante, Myriam Bou-Nader, 

s’intéressait à caractériser les profils de ploïdie dans les carcinomes hépatocellulaires humains. 

Le but de ce projet était de savoir si des hépatocytes polyploïdes pouvaient participer à des 

processus de tumorigenèse. Nous avons ensemble, mis au point une Macro, capable de 

quantifier et de cartographier les hépatocytes (transformés ou non) dans le parenchyme 

hépatique cirrhotique et tumoral. Ces résultats seront présentés dans la partie « II » de ce 

chapitre. J’ai notamment contribué aux expériences lors de la révision du papier pour le journal 

GUT, où je suis deuxième auteur. 
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SUMMARY 

 

Objectives: Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is the most common cause of 

chronic liver disease worldwide. NAFLD has a major effect on the intrinsic proliferative 

investigated the molecular mechanisms underlying activation of the DNA damage response 

during NAFLD. 

 

Design: C57BL/6 males were fed for 6 months with High-fat/high-Sucrose (HFHS), Choline-

Deficient High Fat (CDHFD) diet or standard diet. Replication dynamic has been evaluated by 

DNA combing method. Gene expression profiling analyses combined with molecular and 

cellular approaches were used to characterize DNA lesions and the activation of cGAS-STING 

pathway. Metabolic disturbances were determined using LC-MS. Data was also collected on 

cohorts of NAFLD patients.  

 

Results: Proliferating NAFLD hepatocytes harbor a global perturbation of the DNA replication 

program altering the speed of replication forks and activating ATR/CHK1 pathway. This 

replication stress was sufficient to cause DNA breaks in murine NAFLD hepatocytes. Nucleotide 

pool imbalance occurring during NAFLD was the key driver of replication stress. Remarkably, 

DNA lesions drive the activation of the cGAS/STING system a major component of cells’ intrinsic 

immune response. The translational significance of these studies was further reiterated by 

showing that lipid overload in proliferating human hepatocytes was sufficient to induce 

replication stress. Moreover, livers of human patients with NAFLD displayed nucleotide 

pathway dysbalance and the cGAS-STING genes deregulation. 

 

Conclusion: Altogether, our findings shed new light on the mechanisms by which damaged 

NAFLD hepatocytes might promote NAFLD progression. 

Keywords: Liver, Non-Alcoholic steatohepatitis, Cell proliferation, DNA damage, liver 

metabolism 

 

KEYWORDS: Liver, Non-Alcoholic steatohepatitis, Cell proliferation, DNA damage, liver 

metabolism 
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INTRODUCTION 

Obesity and diabetes are now considered to be pandemic social and economic burdens. 

The liver is one of the key organs affected by these conditions, resulting in non-alcoholic fatty 

liver disease (NAFLD) [1–5], newly defined as Metabolic dysfunction-associated fatty liver 

disease (MAFLD) [6]. NAFLD is characterized by excessive triglyceride accumulation in 

hepatocytes in the absence of significant alcohol consumption. The prevalence of NAFLD is 

currently estimated at 25% in the general population [7,8]. NAFLD encompasses a spectrum of 

liver conditions ranging from simple hepatic steatosis or non-alcoholic fatty liver (NAFL) to the 

concomitant presence of hepatocellular damage (ballooning), Mallory-Denk body formation, 

and lobular necro-inflammation, defining non-alcoholic steatohepatitis (NASH), which can lead 

to various degrees of additional fibrosis [9–12]. The risk of adverse outcomes is low for NAFL, 

whereas NASH can progress to more severe stages, such as cirrhosis and hepatocellular 

carcinoma (HCC) [2,13]. NAFLD is currently driving an alarming increase in the incidence and 

prevalence of HCC in developed and developing countries, and it has been predicted that 

NAFLD will become the most common underlying etiological risk factor for HCC and liver 

transplantation in the future [14–16].  

NAFLD is a complex disease, the development and progression of which require multiple 

parallel hits (dietary habits, environmental factors) in genetically predisposed individuals [4,17–

21]. One of the main mechanisms observed in NAFLD pathogenesis is hepatocyte lipotoxicity. 

While triglyceride accumulation is believed to be relatively benign (e.g. steatosis), hepatocyte 

lipotoxicity is thought to be chiefly caused by free fatty acids and their metabolites [4,22,23]. 

These changes within the liver place extra metabolic stress on various organelles, such as the 

mitochondria and endoplasmic reticulum, triggering a cascade of stress-induced responses, 

including the generation of reactive oxygen species (ROS) [24–26]. This leads to further cell 

injury, culminating in inflammation, programmed cell death (apoptosis), and fibrotic 

remodeling [2,27,28]. The progression or resolution of NASH depends on the balance between 

cell injury and regeneration [29]. Interestingly, high levels of lipogenesis, liver damage, and 

immune infiltration have been identified as key drivers of the development of murine 

steatohepatitic HCC [28,30,31]. 

NAFLD has a major effect on the intrinsic proliferative properties of hepatocytes [32–

35]. The hepatocytes of patients with NAFLD express senescence markers such as p21, short 

telomeres, large numbers of senescence-associated DNA damage foci, and larger nuclei [36–
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40]. Interestingly, studies in animals have shown that a reduction in the number of senescent 

cells reduces overall hepatic steatosis[40]. Oxidative DNA damage also affects the division of 

NAFLD hepatocytes. Such damage is more pronounced in the livers of NASH patients 

developing HCC than in those without HCC [41,42]. In mouse models of NASH, oxidative stress 

activates the DNA damage response (DDR) in dividing fatty hepatocytes [38,43]. Compensatory 

proliferation and the DNA damage response are in fact the key determinants of cancer 

development in patients with chronic liver disease, notably in a NAFLD context [44]. Although 

several studies provided evidence that aberrant metabolism, inflammatory microenvironment, 

and compensatory hepatocyte proliferation1,[28,30,31],[44] are key features in NASH-HCC 

pathogenesis, it is still important to determine the major molecular events underlying 

activation of the DNA damage response during NAFLD.  

Here, we show that proliferating NAFLD hepatocytes harbor a global perturbation of the 

DNA replication program altering the speed of replication forks and activating ATR/CHK1 

pathway. Consequently, replication-associated DNA lesions accumulate in NAFLD hepatocytes. 

Our finding also demonstrate that nucleotide pool imbalance is a key feature of NAFLD and 

contributes to replication stress in fatty hepatocytes. Finally, we show that DNA lesions in 

NAFLD hepatocytes drive activation of the cGAS/STING system a major component of cells’ 

intrinsic immune response. 
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RESULTS 

Proliferating NAFLD hepatocytes experience replication stress. 

To address whether DDR activation is due to the disturbance of replication dynamics in 

NAFLD hepatocytes, we used two well-described mouse models of NAFLD: C57BL/6J mice fed 

a high-fat high-sucrose diet (HFHS) [45] or a choline–deficient high-fat diet (CDHFD) [28]. As 

expected, the mice fed a HFHS or a CDHFD diet for six months were heavier than mice fed a 

standard diet (SD) (Fig. S1 A). Analyses of liver sections revealed that a HFHS diet or CDHFD 

consistently led to mixed macro-mediovesicular, predominantly centrilobular steatosis (Fig. S1 

B). NAFLD activity score (NAS) was significantly higher in the livers of mice fed the CDHFD than 

in those of mice fed the HFHS diet, due to the presence of marked steatosis and lobular 

inflammation (Fig. S1, B and C). We analyzed parameters of replication in primary hepatocytes 

isolated from control and NAFLD livers (HFHS, CDHFD), which are known to be a relevant ex 

vivo model for studying cell division (Fig. 1 A)[38,46–48]. As previously described, freshly 

isolated hepatocytes seeded in growth media initiated G1 phase, and progressed into S-phase 

after 36 hours [38,49,50]. The percentage of BrdU-positive cells in the HFHS/CDHFD population 

was similar to that in control cells between 36 and 48 hours but was significantly higher at 60 

hours suggesting that NAFLD hepatocytes may have difficulty replicating their genome (Fig. S2, 

A and B). Replication dynamic was first analyzed by defining DNA replication fork progression 

on single DNA molecules stretched by DNA combing [51]. For this purpose, proliferating 

hepatocytes from SD, HFHS and CDHFD mice were subjected to double-labeling with successive 

pulses of the thymidine analogs 5-chloro-2’-deoxyuridine (CldU) and 5-iodo-2’-deoxyuridine 

(IdU) (Fig. 1 B). DNA fiber imaging revealed that HFHS and CDHFD hepatocytes had shorter 

nascent DNA tracks than SD hepatocytes (Fig. 1 B). Quantification confirmed that replication 

fork speed was significantly lower in NAFLD hepatocytes (Fig. 1 C), demonstrating the 



 146 

occurrence of replication stress (RS) in these cells [52–55]. ATR (ataxia telangiectasia and Rad3-

related) plays a key role in the response to replication stress and acts as an S-phase checkpoint 

protein kinase [56]. The principal signal triggering ATR activation is replication protein A (RPA)-

coated ssDNA [57]. Once activated, ATR coordinates cell cycle progression, replication fork 

protection, repair and restart mechanisms through the phosphorylation of specific targets, 

such as the CHK1 effector kinase and RPA itself (pCHK1s317 and pRPA32s33, respectively). 

Consistent with an activation of the replication stress response, we observed a sharp increase 

in the phosphorylation of CHK1 and RPA32 in HFHS and CDHFD primary hepatocytes, whereas 

this signal was barely detectable in SD cells (Fig. 1, D and E). We further explored the underlying 

mechanisms, by performing pathway profiling for genes differentially expressed between 

NAFLD and control dividing hepatocytes. Gene set enrichment analysis (GSEA) identified 

multiple pathways involved in cell cycle checkpoints, such as the G2/M checkpoint, p53 

signaling and DNA repair, among the top-ranking genes differentially expressed between 

proliferating NAFLD hepatocytes and control cells (Fig. 1 F). Importantly, we confirmed the 

association between a replication stress gene signature and the genes upregulated in 

proliferating HFHS/CDHFD hepatocytes, including genes encoding DNA lesion recognition and 

DNA repair proteins (Fig. 1 G). Quantitative PCR analyses also demonstrated an increase, in 

NAFLD hepatocytes, in the expression of key factors involved in nucleotide excision repair (NER) 

(Xpf, Xpc, Ercc1), the repair of oxidized bases (Neil, Ogg1), homologous recombination (Brca1, 

Rad51) and DNA lesion signaling (Gadd45a, FancI) (Fig. 1 H). Overall, our findings show that 

NAFLD hepatocytes suffered from replication stress, leading to an activation of the ATR/CHK1 

pathway. 
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Replication stress drives DNA damage in NAFLD hepatocytes 

We next investigated whether in vivo compensatory regeneration occurring during 

NAFLD was a source of DNA damage in proliferating hepatocytes. Co-staining for ɣH2AX and 

PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) was performed on liver sections from SD, HFHS and 

CDHFD mice (Fig. 2 A). It is noteworthy that most proliferating NAFLD hepatocytes are also 

stained for ɣH2AX compared to SD hepatocytes (Fig. 2B). As replication stress is a major source 

of chromosomal lesions59, we explored whether NAFLD dividing hepatocytes that have 

experienced replication stress accumulate DNA damage. Western blot analysis from primary 

cultures revealed that ɣH2AX was barely detectable in control hepatocytes (Fig. 2, C and D). By 

contrast, high levels of ɣH2AX were detected in HFHS/CDHFD hepatocytes, particularly at 60 

hours, when the NAFLD hepatocytes were experiencing replication stress (Fig. 2, C and D, Fig. 

1, C and D). For validation of this finding, co-immunostaining was performed with antibodies 

against ɣH2AX and a phosphorylated form of histone H3 (pHH3, a marker of nuclei in G2) (Fig. 

2 E). Strikingly, the pHH3-labeled NAFLD nuclei had higher ɣH2AX levels than the pHH3-negative 

nuclei (Fig. 2, E and F). These data indicate that NAFLD hepatocytes accumulate replication-

associated DNA damage. To further explore the type of DNA damage, alkaline comet assay was 

performed. These assays detect DNA double (DSB) and/or single-strand (SSB) breaks, by 

measuring nuclear DNA tails. We observed no nuclear tails in SD nuclei (Fig. 2 G). By contrast, 

HFHS and CDHFD nuclei presented extensive DNA strand breaks; these lesions being more 

pronounced in CDHFD hepatocytes (Fig. 2 G). Finally, we quantified 53BP1 foci, an established 

mediator of DSB repair (Fig. 2 H). At least 4 foci per nucleus are considered as a mark of 

spontaneous DSB lesions 63. We observed a small number of 53BP1 nuclear bodies in SD and 

HFHS hepatocytes (Fig. 2, H and I). We confirmed that DNA lesions were more pronounced in 

CDHFD hepatocytes as they presented nuclei with a higher number of 53BP1 nuclear bodies 
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(Fig. 2, H and I). Collectively, these results show that replication stress is sufficient to elicit 

hepatocyte DNA lesions in the context of NAFLD. 

Finally, we investigated whether lipid overload was sufficient to induce replication stress and 

signs of DNA damage in human hepatocytes. We used the metabolically competent human 

hepatocyte-like cell line HepaRG for this purpose. These cells have been shown to be a valuable 

model for investigating the key metabolic mechanisms involved in disease pathogenesis 

[58,59]. We treated confluent differentiated human HepaRG (dHepaRG) cells for 96 hours with 

a mixture of palmitic acid and oleic acid (FA-treated), to mimic lipid overload [28,60]. 

Parameters of replication and DNA damage were quantified after reseeding cells to create a 

proliferative context (Fig. S3 A). As expected, lipid accumulation was visible in FA-treated cells 

on neutral oil red O staining (Fig. S3 B). The FA-treated cells displayed a slower progression of 

replication forks (Fig. S3 C). Accumulation of DNA damage evaluated by comet assays and 

ɣH2AX expression was more elevated in FA-treated than untreated cells (Fig. S3, D-E-F). These 

results demonstrate that lipid overload in proliferating human hepatocytes leads to replication 

stress and consequently to DNA damage.  

 

Alteration of the nucleotide pool results in DNA replication stress during NAFLD   

Obstacles to replication fork progression can arise from several endogenous or 

exogenous sources, ranging from a depletion of the nucleotide pools available for DNA 

synthesis to transcription-replication machinery collisions, the formation of RNA-DNA hybrids, 

and oncogene-induced increases in replication origin firing [55]. Extensive metabolic 

reprogramming occurs during the pathogenesis of NAFLD. We investigated whether metabolic 

disturbances interfered with the replicative machinery in this context. We first performed 

targeted metabolomic analyses by tandem liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS) 
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on HFHS, CDHFD and SD livers. As expected, the development of NAFLD led to metabolic 

reprograming in HFHS/CDHFD livers (Fig. 3, A and B). Interestingly, we observed a significant 

change in purine and pyrimidine metabolism in HFHS and CDHFD livers relative to SD livers, 

reflecting nucleotide deregulation (Fig. 3, A and B). In the same way, our transcriptomic analysis 

of replicating NAFLD hepatocytes revealed an enrichment in genes linked to nucleotide 

biosynthesis among the downregulated genes in these cells (Fig. 3 C). Accordingly, LC-MS 

showed that replicating NAFLD hepatocytes had an imbalanced nucleotide pool (Fig. 3 D) (Fig. 

S4, A and B). Monophosphate and diphosphate nucleotides accumulated in NAFLD hepatocytes 

(Fig. S4, C and D). By contrast, the cellular concentrations of deoxyadenosine triphosphate 

(dATP) and deoxythymidine triphosphate (dTTP) were low in these cells (Fig. 3 E). The 

nucleotide pool is known to be a limiting factor for the correct progression of replication [61]. 

We investigated the connection between the imbalance in the nucleotide pool and replication 

stress, by providing proliferating NAFLD hepatocytes with additional dNTPs during replication 

stress. Remarkably, the addition of dNTPs to NAFLD hepatocytes rescued the replication stress, 

as demonstrated by the lower levels of a reduction of CHK1 activation and �H2AX accumulation 

(Fig. 3, F and G). Consistently, fewer DNA breaks accumulated in NAFLD hepatocytes treated 

with dNTPs than in untreated cells (Fig. 3 H). Finally, we investigated whether a nucleotide pool 

imbalance occurs during human NAFLD. Patients were selected and divided in three groups: 

normal control (n=5), steatosis (n=4) and NASH (n=4). The clinical and histological details of the 

patients are summarized in Table 1. Quantification of metabolites was performed on resected 

liver tissues by LC-MS approach (Fig. S5, A and B). We observed significant changes in purine 

and pyrimidine metabolism in both steatotic and NASH livers relative to controls (Fig. 4, A and 

B). Overall, our data demonstrate that nucleotide pool imbalance is a key feature of NAFLD and 

contributes to replication stress in fatty hepatocytes.  
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Table 1. Clinical characteristics of patients included in the metabolomic analysis. 

  Healthy Steatotic NASH 

n 5 4 4 

Age (years) 42,6 ± 15,6 67,3 ± 8,8  73 ± 4 

Sex (F/M) 5/0 2/2 1/3 

Grade of 
steatosis 

0 
S1 (3/4) 

 S2 (1/4) 

S1 (2/4) 

S2 (2/4) 

Grade of activity 0 0 A3 (4/4) 

Stage of Fibrosis 0 0 
F3 (2/4) 

F4 (2/4) 

NAS score 0 
1 (2/4) 

2 (2/4) 

3 (1/4) 

4 (3/4) 

 

 

Replicating NAFLD hepatocytes display cGAS-STING pathway activation 

We finally investigated whether DNA lesions induced by replication stress in NAFLD 

hepatocyte could be sensed by components of the innate immune system. A recent study has 

demonstrated a connection between replication stress and the cytosolic DNA-sensing pathway-

the cyclic GMP-AMP synthase - stimulator of interferon genes or cGAS-STING pathway in cancer 

cell lines [62]. This pathway is involved in various biological processes, including type I 

interferon (IFN-I) production, senescence and inflammation [63]. First, we investigated 

whether in vivo, enhance STING expression in hepatocytes was correlated with NAFLD 

development. Using RNAscope, we found that 40% of normal hepatocytes express STING 

mostly at a low level (Fig. 5, A-B). In HFHS and CDHFD livers, we observed a higher abundance 

of STING expression in 70% of the hepatocyte contingent (Fig. 5, A-B). We next investigated 

whether STING was more expressed in replicating NAFLD hepatocytes. Importantly, we 

observed that STING expression (mRNA and protein levels) was strongly upregulated in NAFLD 

hepatocytes that had experienced replication stress (Fig. 5, C-D-E). The levels of IFN-β and IFN-

stimulated gene (ISGs: Mx1 and Isg15) transcripts were also higher in these cells (Fig. 5 F). Most 

importantly, quantification of IFN-β synthesis revealed that this cytokine was overproduced in 
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NAFLD hepatocytes that had experienced replication stress (60 h vs. 36 h) (Fig. 5 G). Together, 

these data strongly suggest that the replication stress observed in NAFLD hepatocytes drives 

activation of the cGAS-STING pathway. We tested this hypothesis by determining whether 

dNTP supplementation during replication stress could modulate activation of the DNA-sensing 

pathway. We found that the addition of dNTPs decreased STING accumulation (Fig. 5, H and I). 

Finally, we investigated the relationship between hepatic cGAS and STING expression and 

human NAFLD progression. Human liver biopsy specimens from morbidly obese patients (n=27) 

were selected and classified into two groups: with and without NAFLD (Table 2). We observed 

that the levels of cGAS and STING mRNA in the liver were upregulated specifically in obese 

patients with NAFLD (Fig. 5 J), and that the levels of cGAS and STING expression were positively 

correlated (Fig. 5 K). STING expression was positively correlated with NAFLD activity score (NAS) 

(Fig. 5 L). Together, these data show that replication stress in NAFLD hepatocytes drives 

activation of the DNA-sensing pathway. They also suggest a role for DNA-sensing pathways in 

human NAFLD progression. 
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Table 2. Clinical characteristics of patients included to analyze cGAS/STING mRNA 

expression 

 

        

  Without NAFLD With NAFLD p-value 

n 5 22 
 

Age (years) 40.40 ± 5.56 39.05 ± 2.14 0.750 

Sex (F/M) 4/1 13/9 0.382 

BMI (kg/m²)) 43.00 ± 0.55 42.22 ± 1.13 0.935 

        
ALT (IU/L) 13.80 ± 1.80 65.95 ± 13.29 <0.001 

Insulin level (mIU/L) 11.8 ± 3.67 29.64 ± 5.33 0.058 

Glucose level (mmol/L) 4.85 ± 0.15 6.68 ± 0.76 0.024 

HOMA-IR 2.46 ± 0.68 8.78 ± 1.95 0.046 

HbA1c (%) 5.28 ± 0.24 6.37 ± 0.31 0.020 

Triglycerides (mmol/L) 0.82 ± 0.08 2.74 ± 0.50 0.001 

HDL cholesterol (mmol/L) 1.80 ± 0.17 1.27 ± 0.07 0.006 

        
NAFLD Activity Score (n) 0(5) 3(10)/5(12) 

 
Grade of steatosis (n) 0(5) 3(22) 

 
Lobular inflammation (n) 0(5) 0(10)1(12) 

 
Hepatocellular ballooning 

(n) 0(5) 0(10)1(12) 
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DISCUSSION 

Non-alcoholic fatty liver disease is complex, and its pathogenesis has yet to be clearly 

elucidated. Steatohepatitis (NASH) causes more liver damage than simple steatosis (NAFL). 

Considerable efforts are therefore being made to find ways of stopping the chain of events 

driving the NAFL/NASH sequence. Here, we demonstrate, for the first time, that NAFLD 

hepatocytes display hallmarks of replication stress, including slow replication fork progression 

and the activation of an S-phase checkpoint (ATR signalling). Replication-associated DNA lesions 

accumulate in NAFLD hepatocytes, and the nucleotide pool imbalance occurring during NAFLD 

is the key driver of replication stress (Fig. 6). Finally, we show that NAFLD hepatocytes that have 

experienced replication stress display an activation of the cGAS-STING pathway, inducing a type 

I interferon response (Fig. 6). Overall, our data shed new light on the mechanisms by which 

damaged fatty hepatocytes might promote NASH progression. 

Recent studies have provided evidence for a role of the gradual accumulation of DNA lesions in 

NAFLD progression. For instance, oxidative DNA damage has been shown to be associated with 

NAFLD development in humans [41,42]. In addition, a decrease in nucleotide excision repair 

(NER) is observed during the steatosis/NASH sequence related to hepatic inflammation [64]. In 

various chronic liver diseases, DNA damage and genetic instability are hallmarks of disease 

aggravation enhanced by compensatory regeneration [2], [44]. In order to dissect molecular 

events during NAFLD, we used one mouse model of simple steatosis (HFHS) and one mouse 

model of advanced steatosis (CDHFD). Our findings reveal a novel molecular mechanism 

underlying DDR activation during NAFLD. We show a decrease in replication fork speed in 

proliferating NAFLD hepatocytes, reflecting the replication stress suffered by these cells. This 

replication stress was sufficient to elicit DNA lesions. Interestingly, our findings illustrated that 

there is an underperforming ATR-mediated signaling in CDHFD compared with HFHS 
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hepatocytes (CHK1 and RPA activation), in correlation with fork speed progression. We also 

observed that HFHS hepatocytes present simple DNA lesions (comet tail without 53BP1 foci) 

while CDHFD hepatocytes present in addition double-strand breaks DNA lesions (comet tail 

with 53BP1 foci). Of note, one function of ATR is to cope with stalled DNA replication forks in 

order to avoid fork collapsing and DSB occurrence [65]. Interestingly, a previous study has 

observed in fibroblast of patient carries heterozygous mutations in the ATR gene, that these 

cells with a reduced ATR-dependent DNA damage signaling present DSB [51]. We can suggest 

that during NAFL/NASH sequence, replication stress conjointly to an underperforming DDR 

could drive accumulation of more severe DNA lesions in fatty hepatocytes and may favor 

transformation. 

Replication stress is a major driver in the development and progression of many cancers and 

more recently have been shown to be involved in diseases related to autoimmunity and chronic 

inflammation [57,66–68]. Our data show that in NAFLD, an emblematic metabolic 

reprograming disease, fat overload in hepatocytes drives replication stress. The sources of 

replication stress can be diverse [54,69]. The size and balance of the dNTP pools are major 

determinants of fork speed and genome stability [55]. Various studies have shown that 

nucleotide pool disequilibrium in precancerous and cancerous human cells impedes fork 

progression, leading to genome instability [70,71]. We show here that a nucleotide pool 

imbalance promotes replication stress in the context of NAFLD. Indeed, one of the key findings 

of our study was that nucleoside supplementation was sufficient to prevent the activation of 

the S-phase checkpoint and the accumulation of DNA breaks. This finding suggested that DNA 

replication proceeds under suboptimal conditions during NAFLD progression, with nucleotide 

deficiency resulting in DNA lesions. In our study it appears that nucleotides are not converted 

in dNTPs, suggesting a lack of other essential metabolites in the nucleotide pathway or enzyme 
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deficiency. Further studies are required to identify the factors affecting the nucleotide pool 

imbalance during the metabolic reprogramming occurring in chronic liver disease.  

Another important finding of this study is the link we have established between DNA 

lesions induced by replication stress in NAFLD hepatocytes and activation of the cGAS-STING 

pathway. This cytosolic DNA sensor was initially identified as playing a key role in the generation 

of an immune response to DNA viruses and bacteria [63,72,73]. Several studies have since 

demonstrated that the cGAS-STING pathway is activated by DNA damage in antitumor 

immunity, senescence, apoptosis and inflammatory responses [63,67]. cGAS senses 

cytoplasmic DNA resulting from nuclear DNA damage. This nuclear DNA damage may generate 

either micronuclei due to chromosome missegregation or a cytosolic accumulation of 

replication fork-derived single-stranded DNA (ssDNA) related to replication stress 

[62,63,67,72,73]. By contrast to what has been previously reported , we observed that normal 

hepatocytes do express STING at a weak level. In the context of NAFLD, we demonstrated that 

macrophages are not the only cell contingent capable of activating the cGAS-STING pathway 

[74,75]. Indeed, STING expression was enhanced in nonalcoholic fatty hepatocytes. More 

importantly, our findings demonstrate that the cGAS-STING pathway connects hepatocyte 

replication stress to interferon production in NAFLD. Recent studies have provided evidence to 

suggest that exonucleases are essential for ssDNA degradation in cancer cells, and for 

restraining the cGAS-STING response [62,76]. It could be speculated that exonuclease activity 

during NAFLD development is insufficient to counteract the accumulation of RS-induced DNA 

lesions. Given the role of the cytosolic DNA-sensing cGAS-STING pathway in activating immune 

surveillance, it has generally been assumed that this pathway has a primary tumor suppressor 

function [63,67,77]. However, there is growing evidence to suggest that, depending on the 

context, this pathway can also drive inflammation-mediated tumorigenesis [63,78,79]. Future 
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studies are required to determine whether replication stress and the cGAS-STING pathway may 

prevent or drive NAFLD-associated HCC development.  
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MATERIAL and METHOD  

Human Material 

For transcriptomic analysis: Twenty-seven morbidly obese patients were recruited through the 

Department of Digestive Surgery and Liver Transplantation (Nice hospital) and where they 

underwent bariatric surgery for their morbid obesity (Table 2) in accordance with French 

guidelines. Exclusion criteria were: presence of a hepatitis B virus or hepatitis C virus infection, 

excessive alcohol consumption (>20g/day) or another cause of chronic liver disease as 

described [80]. Before surgery, fasting blood samples were obtained and used to measure 

alanine and aspartate transaminases (ALT and AST, respectively), glucose, insulin and HbA1c. 

Insulin resistance was calculated using the homeostatic model assessment (HOMA-IR) index. 

Surgical liver biopsies were obtained during surgery and no ischemic preconditioning had been 

performed. Hepatic histopathological analysis was performed according to the scoring system 

of Kleiner et al.[11] For metabolomics analysis: Eight NAFLD patients were recruited through 

the Department of Digestive Surgery and Hepatology (Beaujon hospital); where they 

underwent resection for HCC (Table 1). Exclusion criteria were same as Nice Hospital. For each 

patient a SAF score (steatosis, activity, fibrosis) summarizing the main histological lesions was 

defined [81]. Also, the NAS score was attributed according to Kleiner et al. [11]. Control patients 

(n=5) underwent liver resection for benign tumors. All subjects gave their informed written 

consent to participate in this study in accordance with French legislation regarding Ethics and 

Human Research (Huriet-Serusclat law). The “Comité Consultatif de Protection des Personnes 

dans la Recherche Biomédicale de Nice” approved the study (07/04:2003, N° 03.017) and 

Assistance Publique - Hôpitaux de Paris (DC-2009-936) 
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Mice models 

C57BL/6J lean male mice were purchased from Janvier Laboratories at 4 weeks of life and 

housed in a temperature-controlled environment with 12-hour-light/dark cycles. All animals 

had free access to water and standard diet (SD) (R04-10, Safe), providing 60% carbohydrate, 

3% fat and 16% protein in terms of energy. After one week, 5-week-old C57BL/6J mice were 

assigned randomly to 3 groups fed for 6 months with SD or High-Fat High-Sucrose diet (HFHS) 

(U8954P Version 014, Safe), providing 50% carbohydrate, 23% fat, and 17% protein in terms of 

energy, or a Choline–Deficient High-Fat Diet (CDHFD) (D05010402i, Research Diets), providing 

42% carbohydrate, 24% fat, and 24% protein without choline. Body weight was monitored 

monthly. For in vivo experiments, animals were humanely euthanized and livers were 

harvested. One part of the liver was fixed in phosphate-buffered 10% formalin for histological 

analyses and the remaining tissue was immediately frozen in liquid nitrogen and stored at –

80°C until processing. The NAS score was evaluated according to the scoring system of Kleiner 

et al. [11]. Mice received care in compliance with institutional guidelines regulated by 

“Direction départementale de la protection des populations”, France (authorization number 

13996).  

 

Cell isolation and culture of murine primary hepatocytes  

Hepatocytes were isolated from mouse livers by in situ perfusion and were seeded in complete 

medium, as described previously [50]. Hepatocytes were isolated from 7-month-old SD or 

NAFLD mice (HFHS or CDHFD, following 6 months of diet). Cell viability after liver perfusion was 

equivalent (≥70%) in all mouse models. After cell spreading, the culture medium (William’s 

#32551087) was deprived of fetal bovine serum. Proliferation (S phase synchronization) was 

induced with 50 ng/mL mitogenic EGF (Merck #E4127) and 20 mM of pyruvate sodium (Merck 
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#P4562). For rescue experiments, 20 µM of each dNTPs/nucleotide (dATP, dCTP, dGTP and 

Thymidine) was added. dCTP (Merck D0776) was solubilized in 1 M NaOH (100 mM). dATP 

(Merck D8668) was solubilized in 0.1 M NaOH (20 mM). Thymidine (Merck T1895) was 

solubilized in H2O (50 mM). dGTP (Merck D7145) was solubilized in 1 M NH4OH (100 mM). Half 

of the primary culture was treated twice with 20 µM of the nucleotide mixture at 36h and 48h 

of culture time. The other half was treated with the same amount of resuspension buffer 

without nucleotides. Incorporation of the thymidine analogue (BrdU; Merck #11296736001) 

was used as an index of replication between 48h and 60h.  

 

HepaRG culture and in vitro fatty acid uptake 

HepaRG human (Biopredic, Rennes, France) were cultured at 37°C and 5% CO2 in a humidified 

incubator. HepaRG were differentiated with DMSO (Merck #D2650) and cultivated, as 

described previously [82], including a 2 week incubation with 10% fetal bovine serum, 5µg/mL 

of human insulin (Merck # I9278), 5×10−7 M hydrocortisone hemisuccinate (Merck #1319002) 

and 1.8% dimethyl sulfoxide (DMSO; Merck #D2650) for the induction of differentiation into 

hepatocyte-like cells. When cells were confluent, medium was changed with only 2% fetal 

bovine serum, and cells were treated during 4 days with fatty acids (66 μM of sodium oleate 

(Merck #O3880) and 33 μM of sodium palmitate (Merck P9767)). Then, cells were trypsinized 

and plated (300 000 cells per plate) to induce proliferation. Experiments were performed 48 

hours later. To assess intracellular neutral lipid, HepaRG cells were fixed using 4% 

paraformaldehyde during 20 minutes and stained using Oil-Red-O solution (Merck # O0625) for 

25 minutes at room temperature, followed by Hoechst staining during 10 minutes. Lipid 

accumulation was quantified using Image J. The quantified area of Oil Red O staining was 

reported to the cell number thanks to Hoechst staining. 
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Gene expression analysis and microarray 

For mouse samples, total RNA from mouse primary hepatocyte cultures was extracted using 

Trizol Reagent (ThermoFischer Scientific #15596018). Sample concentration and purity were 

determined and then reverse-transcribed with the High-Capacity cDNA Reverse-Transcription 

Kit. Quantitative PCR (q-PCR) was performed using a SYBR Luminaris Color HiGreen qPCR 

master mix and specific primers (Supplementary Table 1) on 100 ng total RNA (ThermoFisher 

Scientific #4368813). The reactions were performed in 96-well plates in a LightCycler CFX 

connect (Biorad) during 40 cycles with SYBR Luminaris Color HiGreen qPCR master mix 

(ThermoFisher Scientific #K0394). The relative amount of mRNAs was calculated using the Ct 

method, with LightCycler CFX analysis software, and normalized to the expression of 18S mRNA. 

For microarray analysis, all RNA processing steps, microarrays and statistical analysis were 

carried out by the Genom’IC facility (Institut Cochin, INSERM U1016, Paris, France). RNA quality 

was checked with a Bioanalyzer 2100 (with the Agilent RNA6000 pico chip kit). Reverse 

transcription was carried out on 400 pg of total RNA, following the Ovation Pico WTA System 

V2 (Nugen). Sens Target DNA (5 μg) were then hybridized to GeneChip® MTA1.0 (Affymetrix), 

washed and finally scanned using the GCS3000 7G. The scanned images were then analyzed 

with Expression Console software (Affymetrix) to obtain raw data (CEL Intensity files) and 

metrics for Quality Controls. A two-way analysis of variance (ANOVA) was applied to identify 

genes differentially expressed between the groups (SD vs HFHS or SD vs CDHFD) and fold 

changes were used to filter and select differentially expressed genes (>1.2). Global analysis was 

carried out by Gene Set Enrichment Analysis (GSEA). GSEA was performed using the fgsea 

package in R in order to identify gene sets overrepresented among up- and down-regulated 

genes. Human and murine gene sets were obtained from the Molecular Signatures Database 

(MSigDB) using the msigdbr package (version 6.2.1) Using a statistical analysis, the nominal p 
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value and false discovery rate (q value) were defined, based on 1,000 random permutations 

between the different GeneSets studied. According to the software developers, results were 

significant for p value < 0.05 and q value < 0.25 (false discovery rate below 25%). Data are 

accessible on GEO #GSE154194. 

For Human cohort, total liver RNA was extracted using the RNeasy Mini Kit (74104, Qiagen, 

Hilden, Germany) and treated with Turbo DNA-free (AM 1907, Thermo Fisher scientific Inc.) 

following the manufacturer’s protocol. The quantity and quality of the RNAs were determined 

using the Agilent 2100 Bioanalyzer with RNA 6000 Nano Kit (5067-1511, Agilent Technologies, 

Santa Clara, CA, USA). Total RNA (1 µg) was reverse transcribed with a High-Capacity DNA 

Reverse Transcription Kit. Real-time quantitative PCR was performed in duplicate for each 

sample using the StepOne Plus Real-Time PCR System (Thermo Fisher scientific Inc.). TaqMan 

gene expression assays were purchased from Thermo Fisher Scientific Inc. (RPLP0: 

Hs99999902_m1; MB21D1/Cgas: Hs00403553_m1; TMEM173/STING-Hs00736955_g1). Gene 

expression was normalized to the housekeeping gene RPLP0 (Ribosomal Phosphoprotein Large 

P0, mouse and human) and calculated based on the comparative cycle threshold Ct method. 

Statistical significance of differential gene expression between two study groups was 

determined using the nonparametric Mann–Whitney test. Correlations were analyzed using 

the Pearson’s correlation test. p < 0.05 was considered as significant. 

 

In vivo histochemistry 

Mouse livers were fixed overnight in 10% neutral buffered formalin and then transferred in 

70% ethanol for 24 hours, embedded in paraffin blocks, and finally cut in 3-μm-thick sections. 

After drying overnight at 37°C, liver sections were subsequently stained with Haematoxylin-

Eosin-Saffron (HES) by an automated slide stainer (Thermo Fisher Scientific VARISTAIN Gemini 
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ES). Histological grading was determined based on accepted human histopathological criteria 

for NAFLD. For PCNA/gH2AX staining: Liver sections (5μm) were deparaffinized and incubated 

in citrate buffer at 95°C for 20min for antigen retrieval. Sections were incubated overnight at 

4°C with the primary antibodies including anti-gH2AX (1:200 dilution) and anti-PCNA (1:200 

dilution) (See Supplementary Table 2). Anti-mouse or anti-rabbit IgG antibodies (1:500) 

conjugated with Alexa Fluor 488 or Alexa Fluor 594 (Thermo Fisher) were used as secondary 

antibodies. Hoechst 33342 (0.2 μg/mL; Merck #H3570) was included in the final wash to 

counterstain nuclei. All images were collected with the slide imager Zeiss Axio Scan Z1. At least 

80 PCNA+ hepatocytes were analyzed regarding their gh2AX positivity in at least 3 different 

lobes per animal (when possible). 

 

RNA in situ hybridization (RNAscope) 

RNA in situ hybridization was done on freshly cut 5μm FFPE liver using the RNAScope 2.5 HD 

Duplex Kit (#322371), with HybEZ II hybridization system, following the manufacturer’s 

instructions (Advanced Cell Diagnostics, Bio-Techne). The following RNAscope probe was used: 

RNAscope® Probe - Mm-Tmem173 - Mus musculus transmembrane protein 173 (Tmem173) 

mRNA (#413321). For the quantification, the number of dot (0, 1, 2, >3) have been counted in 

500 hepatocytes per animal, localized in at least 10 different areas along the centro-lobular 

axis.  

 

DNA combing 

Primary cultures were sequentially labeled with 25 µM of CldU (Merck #C6891) and then 25 

µM of IdU (Merck #I7125) for 30 minutes, each, as previously described [83]. Cells were 

harvested and embedded in low-melting agarose plugs (from Comet assay kit) in which DNA 
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was subjected to deproteinization by proteinase K treatment (ThermoFisher Scientific 

#100005393). Agarose was then removed by digestion with agarase and the high molecular 

DNA yielded was used for combing as previously described [84] by using the FiberComb® 

Molecular Combing System (Genomic Vision). CldU and IdU was respectively stained with rat 

anti-BrdU and mouse anti-BrdU antibodies, followed by staining with anti-rat Cy5 and anti-

mouse Cy3.5 (See Supplementary Table 2). DNA fibers were counterstained with anti-ssDNA 

antibodies to distinguish fork pausing/stalling from fiber breakage. DNA fibers were visualized 

using the FiberVision® scanner (Genomic Vision). Data analysis was performed as described 

[85]. 

 

Comet assay 

The Comet assay was performed by using the Oxiselect STA-351 kit (Cell Biolabs #STA-351). 

Individual hepatocytes were mixed with molten agarose before application to the OxiSelectTM 

Comet Slide. Embedded cells were treated with the lysis buffer during 1 hour at 4°C and then 

treated with the alkaline solution during 30 minutes at 4°C. Finally, slides were electrophoresed 

in a horizontal chamber during 30 minutes in the alkaline solution at 300 mA and 25 volts. DNA 

was then stained with the DNA dye and visualized by epifluorescence microscopy. 

Quantification was performed by using the “OpenComet” open-source software tool [86] for 

Image J, and by following the published instruction. Images were taken using a Nikon Statif 

Eclipse E600 microscope with x10 magnification, a DXM1200 cooled CCD camera (Nikon), and 

ACT-1 (version 2.63; Universal Imaging). 
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Metabolomic analyses by LC-MS 

Metabolomic analyses were performed as previously described by Liquid Chromatography - 

Mass spectrometry (LC-MS) [87]. Briefly, extraction solution used was 50% methanol, 30% ACN, 

and 20% water. The volume of extraction solution added was calculated from the weight of 

powdered tissue (30 mg: in vivo mouse and human livers) or from the number of cells for each 

condition (primary cultures). After addition of extraction solution, samples were vortexed for 5 

minutes at 4 °C, and then centrifuged at 16,000 g for 15 minutes at 4 °C. The supernatants were 

collected and analyzed by LC-MS using SeQuant ZIC-pHilic column (Merck) for the liquid 

chromatography separation. Mobile phase A consisted of 20 mM ammonium carbonate plus 

0.1% ammonia hydroxide in water. Mobile phase B consisted of ACN. The flow rate was kept at 

100 mL/min, and the gradient was 0 min, 80% of B; 30 min, 20% of B; 31 min, 80% of B; and 45 

min, 80% of B. The mass spectrometer (QExactive Plus Orbitrap, Thermo Fisher Scientific) was 

operated in a polarity-switching mode and metabolites were identified using TraceFinder 

Software (Thermo Fisher Scientific). For analyses, metabolomic data were normalized using the 

sum normalization method. MetaboAnalyst 4.0 software was used to conduct statistical 

analyses and heatmap generation, and unpaired two-sample t test was chosen to perform the 

comparisons (SD vs HFHS, SD vs CDHFD) [88]. Quantities of each dNTP were used for histograms 

and statistical analyses. 

 

Immunoblot analysis 

Total proteins were extracted from mouse primary hepatocyte cultures in RIPA buffer (Merck 

#R0278) containing protease and phosphatase inhibitors (ThermoFischer Scientific #A32965 

and Merck #35675). Protein concentration was determined using the bicinchoninic acid assay 

(BCA) (ThermoFisher Scientific #23225). Proteins (25 μg) were denatured in Laemmli buffer 
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containing 5% β-mercaptoethanol, then separated by SDS-PAGE and blotted by semi-dry 

blotting (Trans-Blot Turbo Transfer, Bio Rad) onto nitrocellulose membranes (Bio Rad). To 

ensure equal loading, membranes were stained with Ponceau Red. Membranes were blocked 

in 5% milk/PBS-Tween (0.1%) for at least 1 hour at room temperature and then incubated at 

4°C overnight under shaking conditions with primary antibodies (Supplemental Table 2). 

Incubation with the secondary antibody (HRP-anti-rabbit or HRP-anti-mouse, 1:2500) was 

performed under shaking conditions for 1 hour. Detection was achieved with Clarity Western 

ECL Substrate (Bio Rad) using the iBright CL1500 Imaging system (Thermo Fisher Scientific). In 

all immunoblotting, HSC70 or total protein were used to normalize the results. For protein 

quantification, densitometry analysis was performed using Image J. Data are presented as 

relative units, which represent the densitometric value for the protein of interest normalized 

to the second protein of interest. 

 

In vitro Immunofluorescence  

Primary hepatocytes were fixed in 4% paraformaldehyde during 15 minutes for gH2AX/pHH3 

and 53BP1 stainings or in cold fixative solution (75% ethanol 25% acetic acid) during 20 minutes 

for the BrdU labeling. The BrdU immunofluorescence was performed with the BrdU Detection 

Kit I (Roche). Anti-mouse and anti-rabbit IgG antibodies conjugated with Alexa Fluor 488 or 594 

were used as the secondary antibodies. Hoechst 33342 (0.2 μg/mL) was included in the final 

wash to counterstain nuclei. Images were taken using a Nikon Statif Eclipse E600 microscope 

with x20 magnification, 1.4–0.7 NA PL-APO objectives, a DXM1200 cooled CCD camera (Nikon), 

and ACT-1 (version 2.63; Universal Imaging). For BrdU staining, at least 1,000 hepatocytes were 

counted in at least 10 different areas for each condition. For 53BP1 staining, at least 500 

hepatocytes were counted in at least 10 different areas for each condition. For gH2AX-pHH3 
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quantification, a semi-automatic method using Image J was applied. Nuclear area was 

quantified thanks to Hoechst staining. gH2AX quantification was reported to the nuclear area 

and a threshold was put in order to differentiate negative from positive nuclei. pHH3 staining 

indicates G2/M cells and was correlated with gH2AX quantification.  

 

IFN-b quantification by ELISA 

IFN-b was quantified in the total protein extract collected after 36h or 60h of culture (SD, HFHS, 

CDHFD) and the manufacturer’s protocol was followed to measure the concentration of IFN-b  

(Mouse IFN-beta DuoSet ELISA - R&D Systems # DY8234-05 and #DY008). 

 

Statistics 

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software Inc.) All data 

are represented and expressed as mean ± Standard Error of the Mean (SEM). A p-value of less 

than 0.05 was considered statistically significant. After ensuring that datasets passed the 

Shapiro-Wilk normality test, comparison between two groups was performed using unpaired 

two-tailed Student’s t-test with Welch’s correction in case of unequal variances, as assessed 

with a F test. Comparison between three groups was conducted with the one-way Analysis of 

Variance (ANOVA) method with post-hoc Tukey’s multiple comparisons test.  If the dataset did 

not pass the normality test, the non-parametric Mann-Whitney U-test and Kruskal-Wallis test 

with post-hoc Dunn’s multiple comparisons test were conducted for the comparison of two or 

three groups, respectively. A p-value less than 0.05 was considered as statistically significant 

and represented as follows: *p < 0.05, ** p < 0.01, ***p < 0.001. ****P<0.0001. ns: non-

significant. 
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Figure 1 | NAFLD hepatocytes experience replication stress. (A) Experimental procedure. (B) (Top) 
DNA combing method. Dual-pulse labeling (CldU and then IdU, 30 min each) was performed between 
47 and 48 hours of culture. (Bottom) Representative images of the DNA combing experiment 
(magnification, x40). (C) Quantification of replication fork speed in three independent experiments, with 
150 fibers analyzed per experiment. One-way ANOVA with Tukey's test for multiple comparisons. (D) 
Immunoblot analysis of the phosphorylation of CHK1s317 and RPA32s33, in primary hepatocyte cultures 
at 60 hours. HSC70 was used as a loading control. (E) Quantification of the levels of p-CHK1s317 and p-
RPA32s33 normalized on HSC70. One-way ANOVA with two-stage comparisons method. (n=3 per 
group) (F) Gene set enrichment analysis (GSEA), at 48 hours of culture for proliferating HFHS and 
CDHFD hepatocytes (normalized against SD with enrichment score [ES] >1.25 (red bars), n=3 ex vivo 
cultures per group). The p-value was generated by the software. (G) Heat-map showing the enrichment 
of genes involved in DNA replication and DNA repair in HFHS/CDHFD compared to SD proliferating 
hepatocytes, extracted from transcriptomic analysis. (H) Relative transcript levels (determined by RT-
qPCR) for genes involved in different DNA repair and DNA lesion signaling in proliferating SD, HFHS 
and CDHFD hepatocytes, at 48 hours. The data shown are the means ± SEM (n=8 per group). Blue and 
red asterisks represent comparisons between HFHS and SD and between CDHFD and SD, 
respectively. One-way ANOVA with Tukey's test for multiple comparisons. 
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Figure 2 | Replication-associated DNA lesions accumulate in proliferating NAFLD hepatocytes. 
(A) Immunofluorescence staining for ɣH2AX (green) and PCNA (red) with Hoechst counterstaining on 
liver tissue sections (representative images). Original magnification, ×40. The white bar indicates 20 
µm. (n= 7 SD; 9 HFHS and 8 CDHFD)  (B) Histogram representing all the PCNA positive cells, positive 
or not for ɣH2AX marker. The PCNA-ɣH2AX double-positive hepatocytes indicates damaged 
proliferative hepatocytes. One-way ANOVA with Tukey's tests for multiple comparisons for each time 
point. (C) Immunoblot analysis comparing H2AX phosphorylation on the serine 139 residue (ɣH2AX) in 
hepatocytes cultures at 36 and 60 hours. HSC70 was used as a loading control. (n= 3 SD; 4 HFHS and 
4 CDHFD) (D) Quantification of ɣH2AX at 36 and 60 hours. The data shown are the means ± SEM. 
One-way ANOVA with Tukey's test for multiple comparisons at each time point. (E) Immunofluorescence 
staining for ɣH2AX and pHH3 with Hoechst counterstaining in hepatocytes at 60 hours of culture 
(representative images). Original magnification, ×20. The white bar indicates 20 µm. (F) Quantification 
of ɣH2AX staining intensity according to the absence (pHH3-) or presence (pHH3+) of the pHH3 G2/M 
marker in proliferating NAFLD hepatocytes at 60 hours. Unpaired two-tailed t-test, with the mean and 
quartiles shown as solid and dashed lines, respectively (n=3 per group). (n= 4 SD; 4 HFHS and 4 
CDHFD)  (G) Left panel: Representative COMET images of nuclei pretreated with alkaline solution and 
subjected to electrophoresis. Original magnification, ×10. The white bar indicates 20 µm. Right panel: 
Quantification of the comet tail length (n=3 experiments per group, at least 170 nuclei were analyzed 
per experiment and per group). The results are presented as the mean ± SEM. Kruskal-Wallis test with 
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Dunn's test for multiple comparisons. (H) Immunofluorescence staining of 53BP1 with Hoechst 
counterstaining in SD, HFHS, CDHFD hepatocytes at 60 hours of culture (representative images). 
Arrowheads mark 53BP1 nuclear foci. Original magnification, ×20. The white bar indicates 20 µm. (n=3 
experiments per group at least 150 nuclei were analyzed per experiment and per group) (I) 
Quantification of 53BP1 foci distribution (<4 and ≥4) in SD, HFHS, CDHFD hepatocytes. Two-way 
ANOVA test.  
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Figure 3 | Replication stress in NAFLD hepatocytes is induced by nucleotide pool imbalance. (A, 
B) Enrichment map representing fold enrichments and p-values for pathways deregulated in HFHS and 
CDHFD livers compared to SD livers. Metabolite set enrichment analysis was determined by LC-MS 
(n=4 SD, 5 HFHS and 5 CDHFD). (C) GSEA showing the downregulated pathways, which are involved 
in nucleotide regulation and synthesis, in proliferating HFHS and CDHFD hepatocytes, at 48 hours of 
culture (normalized against SD with an enrichment score [ES] <-1.3 (red bars), n=3 animals per group). 
The p-value was determined with the GSEA program. (D) Heat map showing relative levels of 
metabolites involved in purine and pyrimidine metabolism. Data were extracted from LC-MS metabolite 
quantification. (E) Relative levels of dNTPs (dATP, dTTP, dGTP and dCTP, respectively) measured by 
LC-MS. The results are presented as the mean ± SEM. For each dNTP, one-way ANOVA was 
performed with Tukey’s test for multiple comparisons. (F) Representative immunoblot analysis 
comparing the phosphorylation of H2AX (S139) and CHK1 (S317) in hepatocyte cultures during the 
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dNTP rescue experiment. For each experiment, 20 µM of dATP, dCTP, dGTP and thymidine was added 
at 36 h and 48 h of culture. Proteins were extracted at 60 hours of culture. HSC70 and total CHK1 were 
used as a loading control (n=6 HFHS and 7 CDHFD).  (G) Quantification of ɣH2AX and pCHK1 was 
normalized to HSC70 for each hepatocyte culture. The data shown are the means ± SEM. Unpaired 
two-tailed t-test. (H) Quantification of the comet tail. Three dNTP recue experiments are presented for 
HFHS and CDHFD primary hepatocytes, with 105 nuclei counted per experiment. Results are presented 
as the mean ± SEM and a Mann-Whitney U test was performed.   
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Figure 4 | Human NAFLD livers display alterations to purine and pyrimidine metabolism. 
Enrichment maps showing fold enrichment and p-values for the metabolic pathways deregulated in the 
livers of patients with steatosis (A) and NASH (B) relative to control patients. Metabolite set enrichment 
analysis for the LC-MS experiment was performed with the Metaboanalyst website.  
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Figure 5 | Replication stress promotes cGAS/STING pathway activation in NAFLD hepatocytes. (A) In situ 

hybridization (RNAscope®) directed against Sting mRNA in SD, HFHS and CDHFD livers. The white bar indicates 

20 µm. (B) Quantification of the number of dot per hepatocyte only. Two-way ANOVA test. (n=3 animals per group, 

500 hepatocytes per animal were analyzed). (C) RT-qPCR to analyze Sting (Tmem173) expression during a time-

course experiment (n=8 per groups), normalized against SD at 24 h. One-way ANOVA with Tukey tests. Asterisks 

indicate significant differences between time points. Dollar signs indicate significant differences at 60 h of culture. 

(D) Immunoblot analysis comparing the expression of STING at 36 h and 60 h of culture. HSC70 was used as a 

loading control. (E) Quantification of STING levels normalized against HSC70. One-way ANOVA with Tukey tests. 

(F) RT-qPCR analysis of Ifnβ, Isg15 and Mx1 gene expression at 60 hours of culture. The data shown are the mean 

± SEM (n=8 per group) normalized against SD. One-way ANOVA with Tukey tests. (G) Quantification of IFN-β 

protein in cellular extracts by ELISA at 36 and 60 hours (n=7 per group). One-way ANOVA with Tukey tests. (H) 

Immunoblot analysis comparing the expression of STING levels in HFHS and CDHFD hepatocyte cultures at 60 h 

of culture during the dNTP rescue experiment. HSC70 was used as a loading control. (I) Quantification of the level 

of STING; results representative of n=5 experiments for each group. Unpaired two-tailed t-test. (J) RT-qPCR 

analysis of cGAS and STING expression in the cohort of obese patients split into two groups: Without NAFLD (n=5) 

and with NAFLD (n=22). Unpaired two-tailed t-test. (K) Linear regression between cGAS and STING mRNA levels 

in the cohort of obese patients. (L) Linear regression between STING expression and NAS score in the cohort of 

obese patients. 
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Figure 6 | Graphical abstract 
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Supplementary informations 

 
 

Supplemental Figure 1 (related to Figure 1). Long-term HFHS and CDHFD leads to metabolic 

syndrome in C57BL/6J mice. (A) Weight gain in male C57BL/6J mice fed with SD, HFHS and 

CDHFD over time. One-way ANOVA test with Tukey's Multiple Comparisons. Blue, Red and black 

stars indicate statistical comparisons between SD vs HFHS, SD vs CDHFD and HFHS vs CDHFD 

(n=16 SD, n=12 HFHS, n=17 CDHFD), respectively. (B) Hematoxylin-Eosin-Saffron staining on 

representative liver sections of SD, HFHS and CDHFD C57BL/6J mice illustrating steatosis 

development. Inset: focus of lobular inflammation as indicated by arrowhead. Original 

magnification, x4, x10 or x20. (C) Histological score for steatosis and NAFLD Activity Score (NAS) 

were quantified. Data are expressed as the mean ± SEM for HFHS (n=12) and CDHFD (n=17) 

mice with unpaired two-tailed t-test.  
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Supplemental Figure 2 (related to Figure 1). Alteration of S phase progression in proliferating 

NAFLD hepatocytes. (A) Immunostaining of primary hepatocytes with anti-BrdU antibody 

(green) and Hoechst counterstaining (blue) (original magnification, ×20). BrdU was added 

between 36 and 48 hours or between 48 and 60 hours of culture. (B) Quantitative analysis of 

BrdU-labeled hepatocytes (n= 3 SD, 4 HFHS and 4 CDHFD). The data shown are the means ± 

SEM. One-way ANOVA with Tukey's test for multiple comparisons. Asterisks indicate significant 

differences between the different time points. Dollar signs indicate significant differences at 60 

h of culture. 
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Supplemental Figure 3 (related to Figure 2). Lipid overload in human hepatocytes leads to 

replication stress and DNA damage. (A) To induce steatosis, differentiated confluent HepaRG 

cells were treated for 4 days with a mixture of palmitic (33 μM) and oleic acid (66 μM) (FA-

treated). Then, cells were trypsinized and plated again to induce proliferation. (B) Oil Red O 

staining (red) representing FA uptake by HepaRG. Representative images of 3 independent 

experiments. (C) Replication fork speed in untreated (UT) and FA condition. 60 fibers were 

analyzed for each experiment (n=3 experiments per group). Data represent the mean ± SEM. 

Each mean is indicated on the graph. (D) Quantification of the comet tails. Three representative 

experiments are presented with at least 50 nuclei counted per experiment. Results are 

presented as mean ± SEM. (E) Immunoblot analysis comparing the phosphorylation of H2AX in 

untreated and FA HepaRG cells. HSC70 was used as a loading control. The immunoblot is 

representative 4 independent experiments. (F) Quantification of ɣH2AX expression in UT and 

FA condition normalized on HSC70. Data represent the mean ± SEM. 
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Supplemental Figure 4 (related to Figure 3). Nucleotide metabolism reprograming during 

steatotic hepatocytes proliferation. (A, B) Enrichment-map representing fold enrichment and 

p-value of deregulated pathways in proliferating HFHS (A) and CDHFD (B) (at 48h of culture). 

Metabolite set enrichment analysis; from LC-MS experiment was obtained with the 

Metaboanalyst software. (n=6 SD, 4 HFHS; 4 CDHFD). (C) Relative levels of Nucleoside 

MonoPhosphate (NMPs: AMP, UMP, GMP and CMP) measured by LC-MS, at 48h of culture. For 

each NMP, one-way ANOVA test with Tukey's Multiple Comparisons. (D) Relative levels of 

Nucleoside DiPhosphate (NDPs: ADP, UDP, GDP and CDP) measured by LC-MS. For each NDP, 

one-way ANOVA test with Tukey's Multiple Comparisons, at 48h of culture. 
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Supplemental Figure 5 (related to Figure 4). Metabolomic analysis in human NAFLD liver 

parenchyma. (A) PCA plot representing clustering of samples from Healthy, Steatotic and NASH 

liver tissues used for metabolomic analysis, performed with the Metaboanalyst software. The 

cohort is described in Supplemental table 1 (B) Clustered heat map showing the 50 most 

dysregulated metabolites, measured by LC-MS and analyzed with the metaboanalyst software. 
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Supplemental Table 1. qPCR oligonucleotides 

 

Mouse 18S Forward 5’-GTAACCCGTTGAACCCCATT This paper 

Mouse 18S Reverse 5’- CCATCCAATCGGTAGTAGCG This paper 

Mouse Brca1 Forward 5’-TCCACAGTTCAAAAGCACC This paper 

Mouse Brca1 Reverse 5’-TCTTTGTTTCTTCACTGCTACC This paper 

Mouse Ercc1 Forward 5’-CCACAACCTCCATCCAGACT This paper 

Mouse Ercc1 Reverse 5’-CCTGCTGGGGATCTTTCA This paper 

Mouse FancI Forward 5’-CTTTCTAAAATGACAAACCAGCAC This paper 

Mouse FancI Reverse 5’-TGTCTGATCATCTCGTGGATTT This paper 

Mouse Gadd45a Forward 5’-AGAGCAGAAGACCGAAAGGA This paper 

Mouse Gadd45a Reverse 5’-CGTAATGGTGCGCTGACTC This paper 

Mouse Ifnb Forward 5’-GCACTGGGTGGAATGAGACT This paper 

Mouse Ifnb Reverse 5’-AGTGGAGAGCAGTTGAGGACA This paper 

Mouse Isg15 Forward 5’- CAGGACGGTCTTACCCTTTCC This paper 

Mouse Isg15 Reverse 5’- AGGCTCGCTGCAGTTCTGTAC This paper 

Mouse Mx1 Forward 5’- GATCCGACTTCACTTCCAGATGG This paper 

Mouse Mx1 Reverse 5’- CATCTCAGTGGTAGTCAACCC This paper 

Mouse Neil Forward 5’-CGCCCATCTACGTTTTTACAC This paper 

Mouse Neil Reverse 5’-TCTACGAAGCAAAGGGCAAG This paper 

Mouse Ogg1 Forward 5’-CCTTATGAAGAGGCCCACAA This paper 

Mouse Ogg1 Reverse 5’-GTCAAGGGCCATTAAGCAGA This paper 

Mouse Rad51 Forward 5’-CGAGGGTTCAACACAGACC This paper 

Mouse Rad51 Reverse 5’-CTGTCTACAATAAGCAGTGCATACC This paper 

Mouse Xpc Forward 5’-GATGATGAAGCGTTTCAATAAAGA This paper 

Mouse Xpc Reverse 5’-GATGCTATTTCGATAGAAGCCACT This paper 

Mouse Xpf Forward 5’-GCAGAAAATAAGGAGAGCGAAG This paper 

Mouse Xpf Reverse 5’-ATCGCTTGCACAGATCAGC This paper 
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Supplemental Table 2. Antibodies 

 

a-pCHK1S317(Immunoblotting) Cell Signaling Technology Cat#12302 ; RRID: AB_2783865 

CHK1 (immunoblotting) Cell Signaling Technology Cat#2360 ; RRID: AB_2080320 

a-CldU (rat anti-BrdU) clone 

BU1/75-ICR (DNA combing) 
Abcam Cat# Ab6326; RRID: AB_305426 

a-gH2AXS139 (Immunostaining) Merck-Millipore Cat# 05-636; RRID: AB_309864 

a-gH2AXS139 (Immunoblotting) Cell Signaling Technology Cat# 9718; RRID: AB_2118009 

a-g-tubulin (Immunoblotting) Merck Cat# T5326; RRID: AB_532292 

a-HSC-70 (Immunoblotting) Santa Cruz Biotechnology Cat# 7298; RRID: AB_627761 

a-IdU (mouse anti-BrdU) (DNA 

combing) 
BD Biosciences  Cat# 347580; RRID: AB_10015219 

a-PCNA (Immunostaining) Cell Signaling Technology Cat#2586 ; RRID : AB_2160343 

a-pHH3 (Immunostaining) Merck Cat# 06-570; RRID: AB_310177 

a-pRPAS33 (Immunoblotting) Béthyl 
Cat# A300-246A; RRID: 

AB_2180847 

a-ssDNA antibody (DNA 

combing) 
Merck Cat# MAB3034; RRID: AB_94645 

a-STING (Immunoblotting) Cell Signaling Technology Cat# 13647; RRID: AB_2732796 

a-Mouse IgG (Immunoblotting) Cell Signaling Technology Cat# 7076; RRID: AB_330924 

a-Rabbit IgG (Immunoblotting) Cell Signaling Technology Cat# 7074; RRID: AB_2099233 

a-Goat anti-mouse Alexa Fluor 

488 (Immunostaining) 
Thermo Fisher Scientific Cat# A11001; RRID: AB_2534069 

a-Goat anti-mouse Alexa fluor 

594 (Immunostaining) 
Thermo Fisher Scientific Cat# A11005; RRID: AB_141372 

a-Goat anti-rabbit Alexa Fluor 

488 (Immunostaining) 
Thermo Fisher Scientific Cat# A11008; RRID: AB_143165 

a-Goat anti-rabbit Alexa Fluor 

594 (Immunostaining) 
Thermo Fisher Scientific Cat# A11012; RRID: AB_141359 

a-rat Cy5 (DNA combing) Abcam Cat# Ab6565; RRID: AB_955063 

a-anti mouse Cy3.5 (DNA 

combing) 
Abcam Cat# Ab6946; RRID: AB_955045 
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III. Caractérisation des profils de ploïdie dans le CHC 

Lors de mon arrivée, Myriam Bou-Nader, post-doctorante au laboratoire, étudiait le 

profil de ploïdie hépatocytaire dans les carcinomes hépatocellulaires (CHC) humains. Il était 

notamment connu des anatomopathologistes que certaines tumeurs semblaient polyploïdes. 

L’objectif était d’établir un profil de ploïdie en fonction des caractéristiques moléculaires et 

génomiques de la tumeur. J’ai participé à l’étude en aidant à mettre au point une « macro » 

capable de quantifier et de cartographier les différents contingents polyploïdes mononucléés. 

J’ai également participé à la réalisation des manipulations et analyses complémentaires 

demandées lors de la révision du papier. 

 

Avant de présenter l’étude, il est important d’avoir quelques notions concernant le 

développement d’un CHC. L’équipe de Jessica Zucman-Rossi a notamment caractérisé d’un 

point de vu génomique les altérations retrouvées dans ces tumeurs. La réactivation de la 

télomérase est l’une des premières étapes essentielles à la carcinogenèse (Nault et al., 2013). 

Chaque CHC présente une quarantaine d’aberrations génomiques qui sont réparties en 

plusieurs groupes : Mutations affectant la maintenance télomérique, mutations affectant la 

voie Wnt/b-caténine, inactivation du gène suppresseur de tumeur p53, mutations affectant le 

remodelage chromatinien, activation de la signalisation RAS ou encore du stress oxydant 

(Schulze et al., 2015). Ces études ont permis une classification des CHC maintenant bien 

répertoriée (Dhanasekaran et al., 2019). Il existe deux groupes principaux représentant les CHC 

prolifératifs à forte instabilité chromosomique (groupe 1) et les CHC peu prolifératifs stables 

chromosomiquement (groupe 2). Le premier groupe est divisé en trois sous-groupes (G1, G2 

et G3). G1 correspond à des CHC ré-exprimant des marqueurs de gènes fœtaux. G3 est lié à 

des dérégulations du cycle cellulaire avec notamment la présence de mutations dans le gène 

TP53, et est associé à un mauvais pronostic. Le deuxième groupe est également divisé en trois 

sous-groupes (G4, G5 et G6). Les groupes G5 et G6 sont eux associés à des mutations 

somatiques du gène de la  b-caténine (CTNNB1). 

A l’aide d’une collaboration avec l’équipe de Jessica Zucman-Rossi, nous avons reçu des 

échantillons de 74 patients ayant développé un CHC ainsi que 13 échantillons contrôles. Les 74 

patients se répartissent dans les différentes étiologies (Alcool, Hépatite B, Hépatite C, 
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Syndrome métabolique, etc…) ainsi que dans les différentes signatures mutationnelles 

évoquées précédemment.  

Par ailleurs, il est également important de comprendre comment a été généré la 

« macro ». Il s’agit avant tout d’un programme ImageJ capable de quantifier et de cartographier 

les différents contingents hépatocytaires polyploïdes, sur coupes de foie inclus en paraffine. La 

taille et la circularité de l’ensemble des noyaux sont quantifiées à partir d’un marquage au 

Hoechst (intercalant de l’ADN permettant de visualiser les noyaux) (Figure 41A). La circularité 

permet d’éliminer les cellules non-hépatocytaires (circularité <0.8). Ensuite, l’aire de chaque 

noyau permet d’évaluer le profil de ploïdie. Un histogramme indiquant le nombre de noyau en 

fonction de l’aire est produit. Quatre gaussiennes sont alors générées. La première définit les 

cellules immunitaires (circularité >0,8 mais de très petites tailles), et ensuite les trois suivantes 

définissent respectivement, les noyaux diploïdes, tétraploïdes et octoploïdes (Figure 41B). Le 

pourcentage des trois gaussiennes est alors quantifié à partir de leurs aires sous la courbe. 

Enfin, la macro attribue un code couleur aux hépatocytes en fonction de leur ploïdie (2n en 

violet, 4n en vert et ≥8n en rouge) et reconstitue la coupe à partir de ce code couleur (Figure 

41C). Il est important de noter que seule la ploïdie nucléaire est évaluée. La ploïdie cellulaire 

(nombre de noyau par cellule) est évaluée manuellement avec en complément un marquage 

anti-b-caténine permettant de visualiser les membranes. Ainsi, les hépatocytes binucléés 

(2x2n) apparaissent diploïdes avec la macro. 
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FIGURE 41. PRESENTATION DE LA « MACRO » 

A. Sur coupe de paraffine, réalisation d’un marquage Hoechst/anti-b-caténine, qui permet de délimiter 

le noyau (bleu) et les membranes (vert) respectivement. Grossissement X10. B. Le marquage est ensuite 

scanné afin d’être traité informatiquement. L’image est alors transformée, le marquage Hoechst est 

converti en pixels noirs. L’aire de chaque noyau est quantifiée à l’aide du marquage. La circularité (<0,8) 

permet d’exclure les cellules non-hépatocytaires. Les noyaux d’hépatocytes sont alors regroupés par 

aire. Les aires sous la courbe permettent d’approcher des encadrements de valeurs pour chaque 

population (2n : mauve, 4n : vert, ³8n : rouge). C. La macro attribue un code couleur à chaque 

population et réalise alors une deuxième image permettant de visualiser, sur la coupe de tissu, la 

localisation des différentes populations d’hépatocytes. 
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ABSTRACT
Objectives Polyploidy is a fascinating characteristic of 
liver parenchyma. Hepatocyte polyploidy depends on the 
DNA content of each nucleus (nuclear ploidy) and the 
number of nuclei per cell (cellular ploidy). Which role can 
be assigned to polyploidy during human hepatocellular 
carcinoma (HCC) development is still an open question. 
Here, we investigated whether a specific ploidy spectrum 
is associated with clinical and molecular features of HCC.
Design Ploidy spectra were determined on surgically 
resected tissues from patients with HCC as well as 
healthy control tissues. To define ploidy profiles, a 
quantitative and qualitative in situ imaging approach 
was used on paraffin tissue liver sections.
Results We first demonstrated that polyploid 
hepatocytes are the major components of human 
liver parenchyma, polyploidy being mainly cellular 
(binuclear hepatocytes). Across liver lobules, polyploid 
hepatocytes do not exhibit a specific zonation pattern. 
During liver tumorigenesis, cellular ploidy is drastically 
reduced; binuclear polyploid hepatocytes are barely 
present in HCC tumours. Remarkably, nuclear ploidy is 
specifically amplified in HCC tumours. In fact, nuclear 
ploidy is amplified in HCCs harbouring a low degree 
of differentiation and TP53 mutations. Finally, our 
results demonstrated that highly polyploid tumours are 
associated with a poor prognosis.
Conclusions Our results underline the importance 
of quantification of cellular and nuclear ploidy spectra 
during HCC tumorigenesis.

INTRODUCTION
Polyploidy is the state in which cells contain 
additional sets of homologous chromosomes. In 
mammals, whole organism polyploidy is usually 
lethal; however, some tissues develop a certain 
degree of polyploidy.1 2 Polyploid cells arise 
through a variety of cell division errors. Defects in 
mitosis and cytokinesis are thought to be the most 
common routes, however polyploid cells can also 
develop as a consequence of chromosome endorep-
lication (absence of karyogenesis), telomere erosion 
and oncogene activation.1 3 4 Different studies 
have demonstrated a major role of ‘diploid-poly-
ploid conversion’ during physiological processes 
(eg, embryogenesis, terminal differentiation) but 
also during pathological conditions (eg, mechan-
ical, genotoxic or metabolic stress).2 5 6 Alarmingly, 

proliferating polyploid cells have been demon-
strated to be genetically unstable and could facili-
tate tumour development.1 7 Accumulating evidence 
points to a significant contribution of polyploid 
intermediates in the shaping and the composition 
of cancer genomes. The majority of solid tumours 
exhibit polyploid or near polyploid karyotypes.8 9 

Polyploidy is a defining feature of the liver.2 Poly-
ploid hepatocytes are characterised by the number of 
nuclei per cell named cellular ploidy (mononuclear/
binuclear hepatocytes) as well as the ploidy of each 
nucleus named nuclear ploidy (diploid, tetraploid, 

Significance of this study

What is already known on this subject?
 ► Polyploidy, the existence of cells containing 
more than two homologous sets of 
chromosomes, is a well-known feature of 
mammalian hepatocytes.

 ► Polyploidy is defined on the basis of the DNA 
content of each nucleus (eg, 2n, 4n, 8n) called 
nuclear ploidy and on the number of nuclei per 
cell called cellular ploidy.

 ► The liver is the unique organ that modifies its 
ploidy content during normal homeostasis, 
regeneration and under damage insults.

What are the new findings?
 ► Binuclear polyploid hepatocytes are the major 
components of the polyploid fraction in normal 
human liver parenchyma.

 ► Quantification of cellular and nuclear 
ploidy is sufficient to distinguish between 
normal liver parenchyma and hepatocellular 
carcinoma (HCC).

 ► TP53 mutation is a factor accounting for a 
higher percentage of mononuclear polyploid 
hepatocytes when compared with both TERT 
promoter and CTNNB1 mutated HCC tumours.

 ► Highly polyploid HCC tumours are associated 
with worse prognosis.

How might it impact on clinical practice in the 
foreseeable future?

 ► Quantification of cellular and nuclear 
ploidy spectra could be an accurate test for 
HCC prognosis.
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octoploid nucleus). In rodents, hepatocytes are mainly tetraploid 
(binuclear with two diploid nuclei or mononuclear with one 
tetraploid nucleus) and octoploid (binuclear with two tetraploid 
nuclei or mononuclear with one octoploid nucleus).10 During 
postnatal development, a scheduled division programme char-
acterised by cytokinesis failure results in the genesis of binuclear 
tetraploid hepatocytes, which subsequently play a pivotal role 
in liver polyploidisation.11 12 This physiological polyploidisation 
is now considered as a form of liver maturation.2 13 Different 
studies have demonstrated that hepatic polyploidy can be also 
modified under stress settings as metabolic overload, DNA 
damage and chemical-induced liver injury.14–16 Recently, we 
identified a new mechanism regulating polyploidy during liver 
disease, where in the setting of non-alcoholic fatty liver disease 
(NAFLD), nuclear ploidy is altered with the genesis of highly 
mononuclear polyploid hepatocytes.17 18 We demonstrated that 
this pathological polyploidisation is promoted by endoreplica-
tion cycles.17 18 Interestingly, endoreplication is now considered 
as an alternative division programme in a context of genomic 
stress.3 It is important to note that a long-term consequence of 
switching to the polyploidisation mode during liver patholog-
ical growth is still under debate. Whether or not polyploidy is 
a risk factor or protective against human liver cancer is largely 
unknown.

Hepatocellular carcinoma (HCC) is one of the most deadly 
cancers worldwide and has no effective treatment.19 More 
than 90% of HCCs in western countries develop on a cirrhotic 
background as a result of chronic HBV or HCV infection, high 
alcohol intake, haemochromatosis or NAFLD. A better under-
standing of the early events of liver carcinogenesis will help 
outline the pathogenesis of the disease, and improve diagnostic 
procedures and curative treatment. In this study, we aimed to 
determine whether polyploid spectrum could constitute a potent 
prognostic marker of human HCC.

RESULTS
Hepatocytes become polyploid with no specific zonation in 
human liver parenchyma
Polyploid hepatocytes have been extensively characterised and 
recent studies in mouse models have defined their implication 
in liver homeostasis.2 5 13 Data on human hepatic polyploidisa-
tion are more limited. In this study, we first investigated whether 
human liver polyploidy originates from the accumulation of binu-
clear polyploid hepatocytes and/or the accumulation of mono-
nuclear polyploid hepatocytes. Labelling of nuclear (Hoechst) 
and plasma membrane (β-catenin/KL1) compartments was 
performed to investigate cellular ploidy (mononuclear/binuclear 
fraction) (figure 1A). As previously described, nuclear ploidy was 
determined by measuring the nucleus area.18 20 21 Using a specific 
imaging program, we assigned a colour code to each nuclei 
contingent (2n, purple; 4n, green; ≥8n, red), allowing a better 
visualisation of nuclei within the liver parenchyma (figure 1B). 
First, we analysed the global ploidy distribution (cellular/nuclear) 
in normal human liver samples (n=13) (table 1). The fractions of 
2n, 4n (binuclear 2×2n, mononuclear 4n) and ≥8n (binuclear 
2×≥4n, mononuclear ≥8n) hepatocytes were 73.5 (±3.12)%, 
21.7 (±2.18)% and 5.43 (±1.48)%, respectively (figure 1C). 
We next assessed whether polyploid hepatocytes are preferen-
tially mononuclear or binuclear cells. In normal liver paren-
chyma, 55% of polyploid hepatocytes are binuclear indicating 
that cellular ploidy was predominant (figure 1D). Considering 
the binuclear contingent, we revealed that these hepatocytes 
were mainly tetraploid (figure 1E). Although the mononuclear 

polyploid contingent was also essentially tetraploid, we noticed 
a specific enrichment of octoploid fraction compared with binu-
clear population (figure 1E). Finally, we observed that ageing has 
no effect on both cellular and nuclear ploidy spectra (table 1, 
online supplementary figure S1).

Studies in rodents have demonstrated that there is a dynamic 
change in the spatial distributions of polyploid classes across 
the liver lobule.21 22 Here, we investigated whether this was 
also relevant in human liver parenchyma. Notably, liver zona-
tion is reflected by the heterogeneity of hepatocytes along 
the porto-central axis of the liver lobules. Importantly, peri-
portal hepatocytes do not express the same metabolic enzymes 
compared with pericentral hepatocytes.23 24 Glutamine synthe-
tase (GS) immunostaining was performed to visualise pericen-
tral hepatocytes (figure 1A). Porto-venous axis was arbitrary 
separated: centrilobular, mid-lobular and periportal regions 
(figure 1A). We first observed that a similar proportion of diploid 
hepatocytes are present in the three regions (figure 1F). More-
over, our analysis showed that neither mononuclear (4n, ≥8n) 
(figure 1F) nor binuclear (2×2n, ≥2×4n) (figure 1G) polyploid 
hepatocytes have specific zonal distribution in hepatic lobules. 
Altogether, these findings show that human liver polyploidy is 
mainly cellular (binuclear fraction) with no specific parenchyma 
zonation.

Alteration of cellular and nuclear ploidy during liver 
tumorigenesis
To analyse whether polyploid profile is modified during liver 
tumorigenesis a cohort of patients surgically treated for HCC 
was selected (table 2). Out of 75 tumours analysed, 86% were 
male and 14% were female with the main risk factors being 
alcohol intake (27%), HBV infection (27%), HCV infection 
(27%) and metabolic syndrome (16%) (table 2). Tumours were 
mostly large with a mean of 71 mm and with macrovascular and/
or microvascular invasion (53%) (table 2). Regarding tumour 
differentiation, 18% were well differentiated, 66% moder-
ately differentiated and 16% poorly differentiated (table 2). 
Finally, in this series of surgically resected HCC, scores of 
fibrosis in non-neoplastic liver tissue were 27% F0-F1, 36% F2 
and 37% F4, respectively (table 2). We first focused to define 
whether cellular ploidy changes during liver tumorigenesis. For 
this purpose, we quantified binuclear polyploid hepatocytes in 
resected HCC livers in both non-tumorous tissue (NTT) and 
tumorous tissue (TT). Our results showed that binuclear poly-
ploid fraction is drastically reduced in both NTT and HCC 
TT in comparison to normal liver (figure 2A). This reduction 
is more pronounced in TT compared with the non-tumorous 
surrounding tissue (figure 2A). Notably, the ratio between binu-
clear fractions (2×2n/2×≥4n) was similar between normal liver, 
NTT and TT (online supplementary figure S2A). We next quan-
tified the percentage of mononuclear fractions. The percentage 
of mononuclear 2n, 4n and ≥8n hepatocytes was equivalent in 
normal liver parenchyma and non-tumorous surrounding tissue 
(figure 2B). In contrast, the ploidy spectrum in HCCs was altered 
with more mononuclear 4n and ≥8n populations (figure 2B). 
To complement our results, we analysed the distribution of 
mononuclear 2n, 4n and ≥8n hepatocytes in both tumour and 
non-tumour samples. We observed a clear bimodal distribution 
of these populations, with TT being enriched in mononuclear 4n 
and ≥8n populations (online supplementary figure S2B). Finally, 
we confirmed as observed in normal liver that there is no modifi-
cation of nuclear ploidy spectra related to ageing in NTT and TT 
samples (online supplementary figure S1). In summary, our data 
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Figure 1 Cellular and nuclear ploidy: distribution and zonation in adult human liver lobule. (A) Images of human liver section immunostained 
with pan keratin/β-catenin (plasma membrane labelling, green), glutamine synthetase (centrilobular zone labelling, red) and Hoechst (nucleus 
labelling, blue). Liver lobules were divided into three regions (periportal (PP), mid-lobular (ML), centrilobular (CL)) as indicated (merge image). 
Cellular and nuclear ploidy profiles were quantified in each zone (scale bar: 200 µm). Magnification image highlights binuclear and mononuclear 
hepatocytes (* indicates binuclear hepatocytes) (scale bar: 40 µm). (B) Images of a nuclear ploidy map: nuclei are artificially coloured according to 
their ploidy content: 2n/purple, 4n/green, ≥8n/red. Centrilobular zones appear as white staining (scale bar: 40 µm). Higher magnification images: 
scale bar=150 µm. (C) Global ploidy (cellular and nuclear) distribution in adult livers (n=13): 2n hepatocytes, 4n hepatocytes (binuclear 2×2n and 
mononuclear 4n), ≥8n hepatocytes (binuclear 2×≥4n and mononuclear ≥8n). (D) Distribution of binuclear (purple: binuclear 2×2n and 2×≥4n) and 
mononuclear (blue: mononuclear 4n and ≥8n) fractions in normal human livers (n=13). (E) Binuclear polyploid fraction (light purple: 2×2n, dark 
blue: 2×≥4n) and nuclear ploidy content in mononuclear fraction (light blue: 4n, dark blue: ≥8n) in normal human livers (n=13). (F) Quantification of 
diploid hepatocytes according to human liver zonation (centrilobular [CL]/mid-lobular [ML]/periportal [PP] regions). (G) Quantification of mononuclear 
polyploid hepatocytes (4n, ≥8n) and binuclear polyploid hepatocytes (2×2n, 2×≥4n) according to human liver zonation (CL, ML, PP regions). Data 
were compared using Kruskal-Wallis test. GS, glutamine synthetase; ns, not significant.
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support the concept that binuclear polyploid fraction is drasti-
cally reduced during human liver tumorigenesis, and, conversely, 
mononuclear polyploid fraction is specifically amplified in HCC 
tumours.

Alteration of nuclear ploidy spectrum is associated with 
specific histological and molecular features of HCC tumours
We looked deeper for correlations between nuclear ploidy spec-
trum and HCC features. First, we quantified the percentage 
of mononuclear polyploid hepatocytes (4n, ≥8n) within HCC 
according to differentiation grade. We observed that hepatocytes 
were 15.2% mono 4n and 1.7% mono ≥8n in well-differenti-
ated HCCs, 28.8% mono 4n and 3.7% mono ≥8n in moderately 
differentiated HCC, and 43.1% mono 4n and 7.8% mono ≥8n 
in poorly differentiated HCC (figure 3A). Thus, remarkably, 
amplification of nuclear ploidy is related to HCC histological 
grade. We performed additional analyses in order to define 
whether modification of nuclear ploidy spectrum could be 
related to aetiologies (HBV, HCV, alcohol, haemochromatosis, 
metabolic syndrome). We found a significant increase in mono-
nuclear polyploid fractions (4n and ≥8n) in HCC related to 
HBV infection (online supplementary figure S3). To go further, 
we defined whether modification of nuclear ploidy spectrum 
could be related to inflammatory infiltrates. We found a trend 
towards reduced diploid hepatocytes fraction and an increase 
in mononuclear polyploid hepatocytes in HCC with immune 
infiltrates (figure 3B). We finally identified whether amplifica-
tion of nuclear ploidy could be assigned to a specific HCC geno-
type. Whole-exome sequencing has been performed on each 
HCC.25 26 The major mutations in HCC are TERT promoter 
(≈56%), CTNNB1 (≈36%) and TP53 (≈33%).26 27 Other muta-
tions as ALBUMIN, AXIN 1, ARID1A and ARID2, affecting less 
than 15% of HCCs, contribute also to development of HCC. 
Table 2 recapitulates the ratio of these mutations found in our 
cohort (table 2). We observed that nuclear ploidy spectrum is not 
significantly different between HCCs mutated (M) or non-mu-
tated (NM) for TERT promoter and CTNNB1, respectively 
(figure 3C) but also for ALBUMIN, AXIN 1 and ARID1A (online 
supplementary figure S4). For ARID2, we observed a slight 
reduction of nuclear polyploid fraction in mutated HCC (online 
supplementary figure S4). Notably, HCC mutated for TP53 had 
a specific ploidy spectrum with amplification of mononuclear 
4n and ≥8n populations and in correlation a decrease in diploid 
fraction (figure 3C). Multivariate analysis showed that TP53 
mutation accounted for a higher percentage of mononuclear 
polyploid hepatocytes when compared with both TERT and 
CTNNB1 mutated tumours (online supplementary figure S5). 
These results revealed a difference in the spectrum of mono-
nuclear polyploid distribution between patients with different 
histopathological and molecular features, and suggest that 
nuclear ploidy spectrum could be a useful parameter in rede-
fining the HCC classification.

Highly polyploid HCC tumours are associated with bad 
prognosis and high proliferation rate
In other tissues, it has been demonstrated that polyploid tumour 
cells facilitate tumour progression, with these tumours being 
associated with higher rate of disease recurrence.28 In order 
to determine whether the nuclear ploidy spectrum may have a 
prognostic value in HCC, we used the density distribution of the 
proportion of mononuclear polyploid hepatocytes (4n, ≥8n) to 
define two groups of tumours: poorly polyploid (% polyploid 
hepatocytes <50%, n=49) and highly polyploid (% polyploid 

Table 1 Control patients

Variable Total 

Age (n=13) (years) (mean, min-max) 57 (24–86)

Gender Male:female 7 (53%):6 (46%)

Table 2 Clinical and molecular characteristics of patients

Variable Total 

Age (n=74) (years)

  (mean, min-max) 63 (27–83)

Gender

  Male:female 64 (86%):10 (14%)

Aetiology (including 12 patients with ≥2 aetiologies)

  Alcohol 20 (27%)

  Hepatitis B 20 (27%)

  Hepatitis C 20 (27%)

  Haemochromatosis 7 (9%)

  Metabolic syndrome 12 (16%)

  Without known aetiology 6 (8%)

Tumour features (n=74)

  Tumour size (mm) (mean, min-max) 71 (11–190)

  Macrovascular and/or microvascular invasion 39 (53%)

Edmondson grading (n=74)

  Edmondson I–II 30 (41%)

  Edmondson III–IV 44 (59%)

Differentiation WHO (n=74)

  Good 13 (18%)

  Medium 49 (66%)

  Weak 12 (16%)

Non-tumorous liver: fibrosis according to METAVIR (n=73)

  F0–F1 20 (27%)

  F2–F3 26 (36%)

  F4 27 (37%)

G1G6 classification (n=70)

  G1–G3 28 (40%)

  G4–G5 42 (60%)

TERT mutations (n=72)

  Mutated 51 (71%)

  Non-mutated 21 (29%)

CTNNB1 mutations (n=71)

  Mutated 32 (45%)

  Non-mutated 39 (55%)

TP53 mutations (n=72)

  Mutated 23 (32%)

  Non-mutated 49 (68%)

ALBUMIN mutations (n=64)

  Mutated 9 (14%)

  Non-mutated 55 (86%)

AXIN1 mutations (n=71)

  Mutated 4 (5.6%)

  Non-mutated 67 (94.4%)

ARID1A mutations (n=71)

  Mutated 8 (11.3%)

  Non-mutated 63 (88.7%)

ARID2 mutations (n=71)

  Mutated 3 (4.2%)

  Non-mutated 68 (95.8%)
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hepatocytes >50%, n=20) (figure 4A,B, online supplementary 
figure S6A). We observed that tumours with high polyploid 
content were significantly associated with a reduced 2-year and 
5-year disease-free survival (DFS) (p=0.01 and p=0.02, respec-
tively) compared with poorly polyploid tumours. These findings 
demonstrated the closed relationship between high DNA ploidy 
pattern and disease relapse in human liver (figure 4C). We next 
analysed an association with overall specific survival (OSS). 
These observations revealed only a trend towards full signifi-
cance, probably due to the effectiveness of our cohort (online 
supplementary figure S6B). Correlation between nuclear ploidy 

spectrum and tumour growth rate was also determined. For this 
purpose, we used Spearman rank correlation to test possible 
relationships between the nuclear ploidy content and the expres-
sion levels of five genes related to cellular proliferation (MKI67, 
PCNA, CDC20, BIRC5, AURKA) which were assessed by qPCR. 
These genes are either global markers of proliferation (MKI67, 
PCNA) or identified as overexpressed in HCCs (CDC20, BIRC5, 
AURKA).27 29 Interestingly, we found a negative correlation 
between the diploid cell contingent and the expression of these 
proliferation markers (figure 5A). In contrast, the proportion of 
mononuclear polyploid cells (4n, ≥8n) was positively associated 

Figure 2 Cellular and nuclear ploidy spectra during human liver carcinogenesis. (A) Left panel: box plots for the percentage of binuclear 
hepatocytes (2×2n and 2×≥4n) relative to total hepatocytes population. The bottom, central and top lines of each box represent the first quartile, 
median and third quartile of the distribution, respectively (n=13 for normal liver [NL], n=14 for non-tumorous tissue [NTT] and HCC tumorous 
tissue [TT]). Values represent the mean±SEM. Data were compared using Kruskal-Wallis test. Right panel: representative magnification images (scale 
bar: 40 µm) highlight binuclear and mononuclear hepatocytes in NL, NTT and HCC TT. (B) Left panel: percentage of mononuclear 2n, 4n and ≥8n 
hepatocytes relative to total mononuclear hepatocytes in each group (NL, NLT and TT); n corresponds to the number of patients analysed. Data were 
compared using multivariate analysis of variance (MANOVA). Right panel: representative higher magnification images of nuclear ploidy spectrum (NL, 
NTT, TT). HCC, hepatocellular carcinoma. 
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with the expression of the five genes (figure 5A). Finally, in line 
with our previous observations demonstrating that nuclear ploidy 
is amplified in HCCs harbouring TP53 mutation, we analysed 
whether there was a qualitative difference in the TP53 mutations 
in poorly and highly polyploid tumours. Both groups showed 
mutations at the classical hotspot at the codon 249, character-
istic of aflatoxin B1 exposure (online supplementary figure S7). 
Interestingly, we observed that highly polyploid tumours showed 
an enrichment of TP53 mutations in the DNA-binding domain 
compared with poorly polyploid tumours (15/15 vs 4/7, p=0.02, 
Fisher’s exact test) (online supplementary figure S7). Altogether, 
our results highlight a clear association between nuclear ploidy 

spectrum and HCCs harbouring a low grade of differentiation, 

a high proliferation rate, TP53 mutations and a poor prognosis 

(figure 5B). We propose that nuclear ploidy spectrum could be 

an additional accurate test for human HCC prognosis.

DISCUSSION
Although polyploidisation is a part of normal development in 

some tissues, alarmingly in others transient polyploidisation 

is known to occur in tumorigenesis giving rise to aneuploid 

cells.1 2 6 30 A major challenge in this field is to understand whether 

the genesis of polyploid cells can be beneficial or detrimental 

Figure 3 Alteration of nuclear ploidy spectrum related to histological and molecular features of hepatocellular carcinoma (HCC). (A, B) Comparison 
of the percentage of mononuclear diploid (2n), tetraploid (4n) and highly polyploid (≥8n) hepatocytes in HCC tumours according to tumour 
differentiation (A) (good n=13, medium n=49 and weak n=12), to the presence of inflammatory infiltrates (B) (no infiltrates n=45, infiltrates n=30). 
(C) Comparison of the percentage of mononuclear diploid (2n), tetraploid (4n) and highly polyploid (≥8n) hepatocytes in HCC tumours mutated (M) or 
non-mutated (NM) for TERT promoter, CTNNB1 and TP53. n corresponds to the number of patients analysed. Data were compared using multivariate 
analysis of variance (MANOVA). ns, not significant.
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to specific tissues. Remarkably, the liver is a unique organ that 
modifies its ploidy content during normal homeostasis, regener-
ation and damage repair.2 5 15 We know that hepatocyte ploidy 
depends on the DNA content of each nucleus (nuclear ploidy) 
plus the number of nuclei per cell (cellular ploidy). Whether or 
not polyploidy is a risk factor or is protective in liver cancer 
is still under debate. Here, we developed an in situ imaging 
approach to determine whether cellular and nuclear ploidy 
content is altered during human liver tumorigenesis.

In agreement with previous studies,31–33 we first found that 
polyploid hepatocytes are the major components of human 
liver parenchyma although this population is presented in a 
reduced proportion compared with murine hepatic parenchyma 
(around 30% and 90%, respectively). In mice, it is well known 
that physiological hepatic polyploidisation takes place during 
postnatal growth when proliferating diploid hepatocytes fail to 
complete cytokinesis and produce binuclear tetraploid hepato-
cytes (2×2n).10–12 34 If these hepatocytes proliferate again, they 
can undergo cytokinesis, leading to the genesis of mononu-
clear tetraploid hepatocytes (4n). This process can continue to 
generate octoploid and even higher polyploid hepatocytes. We 
observed that human polyploid hepatocytes are mainly binu-
clear and tetraploid (2×2n). These data suggest that human 
liver parenchyma has a lower proliferation rate during postnatal 
growth compared with rodent liver parenchyma. Surprisingly, 
our results also showed that human polyploid hepatocytes have 
no specific parenchyma zonation. Recently, it was reported that, 

in rodents, the spatial distribution of polyploid hepatocytes in 
the central vein (CV)-periportal vein (PV) axe correlates with 
metabolic zonation.21 22 This suggests that this specific zona-
tion is not conserved in different mammalian species. However, 
further experiments are necessary to determine whether human 
hepatic polyploidy functions as a growth suppressor to restrict 
proliferation or metabolic adaptation, as it has only been demon-
strated in rodent models.13 35

It is important to note that, during postnatal development, 
hepatocytes undergo only cytokinesis failure to generate poly-
ploid hepatocytes.10 12 34 Different studies have now clearly 
demonstrated that this specific cell cycle programme is physi-
ologically induced to generate differentiated polyploid hepato-
cytes. We demonstrated that binuclear polyploid hepatocytes 
are barely present in human HCC strongly suggesting that 
cytokinesis defects are not present when malignant hepatocytes 
divide. The re-establishment of the cytokinesis programme is 
also observed in mice models, during liver regeneration after 
two-thirds partial hepatectomy.36 Thus, at least in mice, loss 
of binuclearity is not necessarily associated with pathogenesis. 
Interestingly, recent studies reveal molecular links between cyto-
kinesis machinery and proliferation of cancer cells.37 38 Thus, 
cytokinesis regulatory proteins such as Anillin (ANLN) and 
Rac GTPase activating protein 1 are commonly overexpressed 
in HCC.37 38 In this condition, malignant hepatocytes are less 
prone to generate binuclear polyploid hepatocytes. Interestingly 
and from a translational point of view, knockdown of at least 

Figure 4 Patients with poorly or highly polyploid hepatocellular carcinoma (HCC) show a significant difference in disease-free survival. (A) 
Representative nuclear ploidy mapping of a poorly and a highly polyploid HCC (scale bar: 500 µm). T indicates HCC tumours, NT non-tumorous 
surrounding tissue. Mononuclear hepatocytes are coloured according to their ploidy class: purple 2n, green 4n, red, ≥8n. (B) Density plot represents 
the distribution of per cent of mononuclear polyploid hepatocytes (≥4n) in tumour tissue samples with the distinction of poorly polyploid HCCs 
(<50% of polyploid contingent) and highly polyploid HCCs (>50% of polyploid contingent). (C) Disease-free survival (DFS) probability (at 2 and 5 
years) in patients with HCC tumours. Data were compared using Kaplan-Meier curves with log-rank test.
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ANLN in multiple HCC murine models was shown to reduce 
liver tumour development.37 38 Thus, we suggest that reduction 
of cellular ploidy could be a good marker of human premalig-
nant liver parenchyma. Future work will unravel whether cytoki-
nesis inhibition and re-establishment of cellular ploidy could be 
used as a preventive therapy for patients.39

Finally, one of the major findings of our study is that nuclear 
ploidy spectrum is a marker of HCC aggressiveness. Interest-
ingly, previous studies have described that HCCs were predom-
inantly diploid.40–42 Here, for the first time to our knowledge, 
we compared polyploid spectrum according to histological and 
molecular features of HCC tumours. We first uncovered that 
nuclear ploidy is sufficient to distinguish between premalignant 
and malignant liver parenchyma. Furthermore, we demonstrated 
that mononuclear polyploid hepatocytes are enriched in HCCs 
harbouring low grade of differentiation, higher proliferation rate 
and poor prognosis. Interestingly, in multiple cancer models, 
the polyploid state presented tumour-suppressive functions; 
acquiring multiple sets of chromosomes functioning to buffer 
against gene inactivating mutations.30 43 44 In this line, an elegant 
study by Zhu and collaborators demonstrated in HCC murine 
models that polyploid state may be a gatekeeper of liver tumori-
genesis.45 It is important to note that polyploidy protection was 
studied in a TP53 wild-type background.45 Of note, in different 
cancers, direct evidence of the oncogenic nature of polyploidy 
was demonstrated in a background of non-functional TP53 
tumour suppressor protein.1 4 46 We suggested that in human 
liver parenchyma, polyploidisation could be a driver of HCC 
development at least in a TP53 mutated context.

In summary, in this study we underline the importance of 
quantification of cellular and nuclear ploidy spectra during 
human liver tumorigenesis. We propose that the amplification of 
mononuclear polyploid hepatocytes might be a marker of HCC 
with poor prognosis. Future studies will discover whether these 
new insights could provide more clues for therapeutic strategies.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Clinical data, biological and histological parameters
We retrospectively included 75 patients who underwent 
surgical resection for HCC at Henri Mondor University hospi-
tals. Exclusion criteria were R1 or R2 resection, extrahepatic 
metastasis at the time of surgery, preoperative antitumorous 
treatment, unavailable histological slides or follow‐up data, 
equivocal histological features suggestive of combined hepa-
tocellular‐cholangiocellular carcinoma and inadequate mate-
rial for histological analysis (necrosis >90%). The following 
clinical and biological features were systematically recorded: 
age, gender, liver disease aetiology (infection by HBV or HCV, 
alcohol intake, metabolic syndrome, hereditary haemochroma-
tosis or undetermined), Barcelona Clinic of Liver Cancer stage, 
preoperative alpha-fetoprotein serum levels and follow-up (early 
relapse and disease-specific survival). Two pathologists special-
ised in liver diseases and blinded to the clinical and molecular 
characteristics independently reviewed all samples. Cases with 
disagreement were analysed using a multipipe microscope, and 
a consensus was reached. The following histological features 
were systematically assessed: tumour differentiation (according 

Figure 5 Highly polyploid hepatocellular carcinomas (HCC) are more proliferative than poorly polyploid HCCs. (A) Corrplot showing Spearman’s 
rank correlations between the proportion of mononuclear diploid (2n) or polyploid (4n, ≥8n) hepatocytes and the expression of five proliferation 
markers in 68 HCC samples. Red circles indicate significant positive correlations. Green circles indicate negative correlations. Colour intensities 
reflect the rho correlation coefficient. (B) Poorly and highly polyploid tumours have different histological and molecular features. Figure summarising 
associations between the polyploid contingent of the tumour and the histological and molecular characteristics of 68 HCC samples analysed by qPCR. 
Samples are sorted into columns according to their proportion of polyploid cells (≥4n). Upper panel shows the associations with gene mutations 
and tumour differentiation grade. Statistical analysis was performed using Fisher’s exact tests and χ2 test for gene mutations and differentiation, 
respectively. Bottom panel represents the heat map showing colour-coded gene expression levels of five proliferation markers. Upregulated and 
downregulated genes are represented in shades of red and blue, respectively.

(A
B

E
S

). P
ro

te
c
te

d
 b

y
 c

o
p

y
rig

h
t.  o

n
 O

c
to

b
e

r 2
6

, 2
0

1
9

 a
t A

g
e

n
c
e

 B
ib

lio
g

ra
p

h
iq

u
e

 d
e

 l E
n

s
e

ig
n

e
m

e
n

t S
u

p
e

rie
u

r
h

ttp
://g

u
t.b

m
j.c

o
m

/
G

u
t: firs

t p
u

b
lis

h
e

d
 a

s
 1

0
.1

1
3

6
/g

u
tjn

l-2
0

1
8

-3
1

8
0

2
1

 o
n

 1
2

 A
p

ril 2
0

1
9

. D
o

w
n

lo
a

d
e

d
 fro

m
 



 

 201 
 

 

 

9Bou-Nader M, et al. Gut 2019;0:1–10. doi:10.1136/gutjnl-2018-318021

Hepatology

to Edmondson-Steiner grade), fibrosis stage (assessed with the 
METAVIR scoring system47), macrovascular or microvascular 
invasion, tumour capsule and inflammatory infiltrates. The defi-
nitions of early, small and progressed, classic and poor prog-
nosis HCC were based on the histological criteria for HCC 
proposed by the International Consensus Group for Hepatocel-
lular Neoplasia. Small and progressed HCC was defined by a 
distinctly nodular lesion with a diameter ≤2 cm and well-dif-
ferentiated (G1) to moderately differentiated (G2) histological 
features, with malignancy recognised at first glance; no portal 
tracts were detectable. Poor prognosis HCC was defined as 
HCC case displaying recurrence within 2 years. Classic HCC 
was defined as non- early, non-small, non-poor prognosis 
HCC. For genetic features, we extracted data from our former 
whole-exome sequencing study and selected genes mutated 
(TERT promoter, TP53, CTNNB1, ALBUMIN, AXIN1, ARID1A, 

ARID2).26 Control patients (n=13) underwent liver resection for 
benign tumours. All patients gave their written informed consent 
in accordance with French legislation.

Immunofluorescence
Liver sections (5 µm) were deparaffinised and incubated in 
citrate buffer at 95°C for 20 min for antigen retrieval. Sections 
were incubated overnight at 4°C with the primary antibodies 
including anti-β-catenin (1:200 dilution, BD Biosciences, 
610154), anti-pan keratin C11 antibody (1:200 dilution, Cell 
Signaling, 4545) and GS antibody (1:200 dilution, BD Biosci-
ences, 610518). Anti-mouse or anti-rabbit IgG antibodies (1:500) 
conjugated with Alexa Fluor 488 or Alexa Fluor 594 (Thermo 
Fisher) were used as secondary antibodies. Hoechst 33342 (0.2 
μg/mL) purchased from Sigma-Aldrich was included in the final 
wash to counterstain nuclei. All images were collected with the 
slide imager NanoZoomer 2.0-HT (Hamamatsu).

Quantification of cellular and nuclear ploidy profiles in 
human liver sections
For nuclear ploidy, we developed a method implemented from 
ImageJ (Rasband, WS, ImageJ, US National Institutes of Health, 
Bethesda, Maryland, USA, https:// imagej. nih. gov/ ij/, 1997–
2016) to infer ploidy from Hoechst staining.

Ploidy classification was based on the diameter of the hepato-
cyte nuclei. Nuclei were stained by Hoechst and automatically 
detected and their area (pixel2) was assessed as previously 
described.18 20 21 First, we extracted the area of each nucleus and 
fit a Gaussian mixture model to the distribution of nuclear diam-
eters. We selected nuclei according to their nuclear circularity 
(≥0.7). Nuclei of non-epithelial cells present a lower circularity. 
Second, we designed thresholds to separate the different popu-
lations, located between areas of 30–60 pixel2, 65–90 pixel2 and 
95–500 pixel2 to separate the 2n, 4n and ≥8n nuclei, respec-
tively. Nuclei with an estimated area <30 pixel2 or >500 pixel2 
were excluded (neither non-hepatocytes population nor incor-
rect Hoechst segmentation). Each region of interest is assigned 
to a specific colour: 2n nuclei/purple, 4n/green and ≥8n/red. For 
each patient, around 500 000 nuclei were analysed.

For cellular ploidy, mononuclear and binuclear fractions were 
quantified on 10 random high-power fields (about 5000 cells) 
on scans of stained liver sections.

Quantitative RT-PCR
We assessed mRNA expression levels in 68 HCCs and five 
normal liver tissue samples. Total RNA from frozen surgical 
samples was extracted using Maxwell 16 LEV simplyRNA Tissue 

Kit (Promega). Reverse transcription of 500 ng of total RNA was 
performed using the High-Capacity Transcription Kit (Thermo 
Fisher Scientific). Then, expression levels of five prolifera-
tion markers were assessed using specific TaqMan predesigned 
assays (Hs01032443_m1, Hs00696863_g1, Hs00415851_g1, 
Hs00153353_m1, Hs01582073_m1; Thermo Fisher Scientific) 
on Fluidigm 96 Dynamic Arrays with the BioMark Real-Time 
PCR System. The relative amount of RNA was calculated with 
the ΔΔCT method using 18S ribosomal RNA and the expression 
level of the corresponding gene in five normal liver samples.

Statistics
Statistical analysis and data visualisation were performed using 
R software V.3.3.2 (R Foundation for Statistical Computing, 
Vienna, Austria, https://www. R- project. org) and Bioconductor 
packages. Continuous variables were compared using non-para-
metric Mann-Whitney U test or Kruskal-Wallis test to compare 
two groups and more than two groups, respectively. Analysis of 
multivariate data was performed using a multivariate analysis 
of variance with semiparametric designs in order to avoid the 
assumptions of multivariate normality and covariance homo-
geneity. Correlation analysis between continuous data was 
performed using Spearman's rank-order correlation. Qualitative 
data were compared using the Fisher’s exact test to compare two 
groups and Χ2 test to compare more than two groups. Univariate 
survival analysis was performed using Kaplan-Meier curves with 
log-rank statistics to assess the difference in 2-year and 5-year 
DFS and overall survival (OSS) in two groups. A p value <0.05 
was considered statistically significant.
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La stéatose hépatique non-alcoolique (NAFLD) est une pathologie multifactorielle 

complexe qui n’est pas encore tout à fait comprise. La stéatose peut évoluer vers une étape 

inflammatoire accompagnée de différents stress au niveau des organelles, que l’on appelle 

stéatohépatite (NASH). Lors de cette séquence on retrouve une accumulation de dommages 

de l’ADN qui permet l’émergence d’un carcinome hépatocellulaire (CHC). A partir de modèles 

murins soumis à des régimes alimentaires (High-Fat High-Sucrose et Choline-Deficient High-Fat 

Diet), qui permettent d’étudier l’initiation et le développement de la NAFLD, mes travaux de 

thèse montrent que la division de l’hépatocyte stéatosique est altérée et est associée à une 

diminution de la vitesse des fourches de réplication entraînant un stress de réplication. Ce 

stress provoque la formation de lésions de l’ADN (g-H2AX) ce qui induit l’activation de la voie 

de réponse aux dommages de l’ADN (DDR) sous la signalisation ATR/CHK1/RPA. De façon 

surprenante, ce sont des reprogrammations métaboliques induisant une dérégulation du pool 

de nucléotides cellulaires qui sont à l’origine de la genèse du stress de réplication. Finalement, 

ces cellules endommagées sont capables d’activer la voie senseur d’ADN cGAS-STING 

conduisant à une réponse inflammatoire interférons de type I. Mes travaux de thèse apportent 

ainsi un éclairage nouveau sur l’origine de la genèse de cellules endommagées durant la 

stéatose hépatique et la progression vers le stade de NASH.  

 

1 Différences d’activation du DDR dans les deux modèles murins NAFLD 

Dans le foie sain, la majorité des cellules et notamment les hépatocytes sont dans un 

stade de quiescence (phase G0 du cycle cellulaire) avec un turn-over très faible. La durée de 

vie d’un hépatocyte est d’environ 200 jours. Dans le cadre de maladies chroniques du foie 

(CLD), des études ont montré que la mort cellulaire, par l’apoptose et la nécroptose, provoque 

la prolifération d’hépatocytes adjacents afin de maintenir la masse hépatique (Luedde et al., 

2014). C’est ce qu’on appelle la prolifération compensatoire (Maeda et al., 2005). Lors 

d’agressions aiguës, le foie est capable de retrouver sa masse en une dizaine de jours alors que 

dans les CLD les stimuli sont présents de façon chronique ce qui provoque une dérégulation du 

processus (Schwabe and Luedde, 2018). La mort cellulaire conduit à la libération de DAMPs 

capables d’activer le système immunitaire et les cellules voisines via les PRRs (Kaczmarek et al., 

2013). La mort cellulaire est un acteur clé de la carcinogenèse hépatique. Notamment, le niveau 

circulant des aminotransférases (marqueur de la mort hépatocytaire) est un marqueur prédictif 
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du développement de cancer du foie (Ratziu et al., 2012). De nombreuses études ont 

également montré la présence de dommages de l’ADN dans la NAFLD. La présence d’ADN 

endommagé par une forme oxydée (8-OHdG) ou comportant des adduits (εdA) sont des 

marqueurs prédictifs de l’évolution de la pathologie chez l’Homme (Seki et al., 2002; Tanaka et 

al., 2013; Teufel et al., 2015). Cette relation unique entre mort cellulaire, accumulation de 

dommages, inflammation chronique et cancer n’est pas rencontrée dans les autres organes et 

se produit lors la NAFLD. Bien que la NAFLD soit associée à une capacité de prolifération réduite 

des hépatocytes, notamment par la présence d’hépatocytes sénescents (activation de p21 et 

p16) ayant des télomères courts et endommagés, il a été montré que certains d’entre eux 

gardent une capacité de prolifération et promeuvent la tumorigenèse. Par exemple, l’équipe 

de Michael Karin montre dans un modèle murin de NASH (MUP-uPA + HFD) que le stress du RE 

coopère avec la surnutrition pour induire le développement de CHC de façon TNF-dépendante. 

L’équipe démontre que le stress oxydant est un élément clé induisant les dommages 

hépatiques et la mort cellulaire, ce qui entraîne une prolifération compensatoire des 

hépatocytes par la libération de TNF et par l’action de cellules immunitaires (Nakagawa et al., 

2014b). Plus récemment, l’équipe d’Achim Weber a apporté des informations 

complémentaires quant à cette prolifération compensatoire dans les CLD, à partir du modèle 

murin Mcl-1KO. Dans ce modèle particulier, l’une des principales protéines anti-apoptotiques 

hépatiques, MCL-1, est supprimée, ce qui compromet sévèrement l’homéostasie hépatique 

(Hikita et al., 2009; Vick et al., 2009). A un an de vie, 50% des souris ont des tumeurs hépatiques 

présentant des aberrations chromosomiques (Weber et al., 2010). Son équipe montre que les 

souris Mcl-1KO âgées de deux mois de vie exhibent une prolifération compensatoire associée à 

l’apoptose et la présence de dommages de l’ADN (Boege et al., 2017). De façon intéressante, 

un tiers des cellules dans le cycle cellulaire (Ki67+) expriment le marqueur de lésions à l’ADN g-

H2AX, ce qui laisse suggérer la présence d’un stress de réplication. De plus, les auteurs 

montrent que ces souris présentent une instabilité des sites fragiles, tout comme les patients 

atteints de CLD. Ceux-ci ont également une forte expression des gènes impliqués dans la 

réponse aux dommages à l’ADN.  

Comme il a été développé, la prolifération compensatoire dans la NAFLD se produit à 

bas bruit dans le parenchyme hépatique et ne permet pas une étude approfondie. Afin 

d’analyser plus finement l’ensemble des mécanismes se produisant lors de cette prolifération 

particulière nous avons utilisé un modèle d’étude particulier : la culture primaire d’hépatocytes 
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murins. Ainsi, la culture primaire nous permet d’augmenter très significativement le nombre 

d’hépatocytes en phase S, par une synchronisation de ces derniers dans le cycle cellulaire à 

l’aide d’EGF, et d’étudier à large échelle les différents mécanismes moléculaires et cellulaires 

qui interviennent lors de leur réplication. Mes travaux de thèse apportent les éléments 

nécessaires permettant de confirmer que l’accumulation de dommages de l’ADN peut être 

attribuée à la présence d’un stress de réplication dans la NAFLD. A l’aide de la technique du 

peignage moléculaire, nous démontrons des altérations de la réplication, associées à la 

diminution de la vitesse de réplication. La réplication de l’ADN est un processus vulnérable. Le 

stress de réplication est une source majeure d’instabilité génomique et, une caractéristique 

des cellules précancéreuses et cancéreuses. Ce stress peut provoquer des mutations, des 

cassures ainsi que des réarrangements chromosomiques  (Gaillard et al., 2015). Mes travaux 

démontrent que le stress de réplication dans la NAFLD est responsable de la genèse de cassures 

de l’ADN, qui dépendent fortement de l’état d’activation de la protéine ATR. En effet, les 

hépatocytes HFHS présentent une forte activation de la voie ATR (CHK1/RPA) associée à une 

forte diminution de la vitesse de réplication (0,70 Kb/min vs 1,05Kb/min pour les hépatocytes 

SD). Les hépatocytes CDHFD montrent une légère activation de la voie du DDR et une vitesse 

de réplication plus rapide que les hépatocytes HFHS (0,95 Kb/min). Ces résultats mettent en 

évidence que la diminution de la vitesse de réplication corrèle avec l’activation de la protéine 

ATR. Plus la voie du DDR sera activée, plus la réplication sera lente.  

En comparaison avec les hépatocytes HFHS, nous avons observé que les hépatocytes 

CDHFD présentent plus de cassures de l’ADN par le test du COMET, et, la présence de cassures 

double-brin, analysée par le marqueur 53BP1. Ainsi, nous pouvons suggérer que la diminution 

de la vitesse de réplication permet d’éviter la formation de lésions à fort potentiel d’instabilité 

chromosomique. Dans le modèle CDHFD, la vitesse de réplication n’est pas drastiquement 

réduite, ce qui entraîne des cassures double-brin de l’ADN (Figure 42A).  

Cette hypothèse est appuyée par une étude qui démontre que la diminution de la 

vitesse de réplication induite par la protéine ATR permet d’assurer la réparation des lésions 

(Mutreja et al., 2018). Ces résultats sont également cohérents avec une étude du groupe de 

Patrick Revy, qui montre chez un patient muté de façon hétérozygote pour le gène ATR 

(syndrome de Seckel) des perturbations de la réplication associée à des cassures de l’ADN 

(Mokrani-Benhelli et al., 2013). La mise en culture de fibroblastes issus de ce patient met en 

évidence la présence de cassures double-brin de l’ADN associée à l’activation d’ATM. Les 
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auteurs suggèrent que l’activation d’ATM permet de restreindre les effets délétères de la perte 

de fonction d’ATR, et  agit comme un rempart contre la tumorigenèse (Mokrani-Benhelli et al., 

2013).  

Afin d’étudier de façon plus approfondie le rôle de la protéine ATR dans la NAFLD, j’ai 

effectué des analyses complémentaires visant à supprimer l’expression de cette protéine dans 

le compartiment hépatocytaire au stade in vivo, par une approche CRISPR/Cas9/AAV8. Les 

souris étaient infectées par un AAV8 contenant le produit de mutagenèse à quatre semaines 

de vie (foie mature), puis mise sous régime pendant 6 mois (Figure 42B & C). De façon 

intéressante, les hépatocytes HFHS mutés synchronisés dans le cycle cellulaire, montrent bien 

la présence de cassures double-brin de l’ADN, lors de la réplication (Figure 42D). Tout comme 

l’étude du groupe de Patrick Revy, ces hépatocytes fortement endommagés présentent bien 

une activation de la signalisation des cassures double-brin, caractérisée par la phosphorylation 

d’ATMS1981 et de RPA32S4-8 (Figure 42E). Ce résultat permet de confirmer que la rupture de la 

signalisation ATR, lorsque les hépatocytes stéatosiques présentent un stress de réplication, 

conduit bien à la présence de cassures double-brin. En conséquence, nous pouvons suggérer 

que la signalisation du DDR (ATR et ATM) dans l’hépatocyte stéatosique CDHFD n’est que peu 

active. 

La présence de cassures de l’ADN dans les hépatocytes stéatosiques en division nous 

permet de suggérer que certains réarrangements chromosomiques peuvent survenir. Il serait 

intéressant d’analyser leurs présences en fin de culture ainsi que sur du tissu hépatique. Ces 

résultats sont d’autant plus intéressant que le modèle CDHFD est décrit comme étant un 

modèle de transition NASH-CHC (Wolf et al., 2014). Il a notamment été rapporté la présence 

de nombreux réarrangements chromosomiques dans le sous-groupe de CHC caractérisé par 

l’activation de la cycline A2 et E2, qui présente un stress de réplication associé à une forte 

activité d’ATR (Bayard et al., 2018). Ces réarrangements sont fortement enrichis dans les 

régions répliquées précocement, suggérant un lien direct entre stress de réplication et 

réarrangements chromosomiques. Ce sous-groupe représente 7% des CHC sur les données 

analysées et est majoritairement induit par la présence d’insertions d’ADN viral (hépatite B et 

AAV2). Cependant, ce sous-groupe peut représenter jusqu’à 14% des CHC qui se développent 

sur tissu non-cirrhotique. Au regard du développement des CHC dans les NAFLD, qui peuvent 

également émerger sur des foies non-cirrhotiques (Friedman et al., 2018b), ce type de 

mécanisme pourrait peut-être avoir lieu dans certains sous-groupes. 
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FIGURE 42. LA PERTE DE LA SIGNALISATION ATR LORS DE LA DIVISION DE L’HEPATOCYTE STEATOSIQUE PROVOQUE 

LA GENESE DE CASSURES DOUBLE-BRIN ET L’ACTIVATION D’ATM 

A. Représentation schématique du stress de réplication dans les hépatocytes HFHS et CDHFD. B. 

Représentation schématique de l’expérience. Des souris C57Bl6/J sont infectées par un AAV8 porteur de la 

construction CRISPR/Cas9 à 4 semaines de vie (S4). A 6 semaines (S6), les souris sont mises sous régime 

HFHS. L’analyse s’effectue 6 mois (M6) après la mise sous régime. C. Outil CRISPR/Cas9/AAV8 basé sur l’étude 

de (Ran et al., 2015). Ce système est constitué (1) d’un « ARN guide » (ARNg) ciblant la séquence d’ADN du 

gène Atr (début de l’exon 2) et (2) d’une endonucléase, la Cas9 de Staphylococcus aureus. Ce plasmide est 

porté par un adéno-associated virus de sérotype 8 (AAV8), qui possède un tropisme pour les hépatocytes. 

Le gène Cas9 est également sous contrôle d’un promoteur hépatospécifique, le thyroxine-binding globuline 

(TBG). Ce type de construction permet de cibler un gène hépatocytaire à n’importe quel moment de la vie 

de la souris. Le contrôle de mutagenèse est un ARN guide ciblant le promoteur Rosa26, utilisé comme 

référence lors de mutagenèses dirigées puisqu’il ne code aucune protéine. D. Quantification de la 

distribution des foci 53BP1 (<4 et ≥4) dans les hépatocytes HFHS mutés ou non pour le gène Atr. T-test ***P 

< 0.001. E. Western-blot ATR, pATMS1981, ATM, pRPA32S4-8 et HSC70 à 60h de culture. ATR sert de marqueur 

de mutagenèse. pATMS1981 et pRPAS4-8 sont des marqueurs d’activation suite à la présence de cassures 

double-brin de l’ADN.  
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2 Quelles sont les causes de la diminution du pool de dNTPs dans 

l’hépatocyte stéatosique ? 

Les causes d’un stress de réplication sont multiples. D’un point de vue endogène, il peut 

être induit par quatre facteurs différents: (1) une initiation inadéquate des origines de 

réplication, (2) des obstacles avec les fourches de réplication, (3) un conflit entre les 

machineries de transcription et de réplication, ou (4) une déplétion du pool de nucléotides 

(Magdalou et al., 2014).  

Les pools intracellulaires de dNTPs doivent être finement régulés lors de la réplication 

afin de maintenir une stabilité génomique. Chez la levure, une diminution de ce pool provoque 

une diminution de la vitesse de réplication et un stress de réplication (Poli et al., 2012). De plus, 

la déstabilisation du pool de nucléotides promeut la tumorigenèse dans des cellules humaines. 

En effet, l’ajout exogène de nucléosides à des cellules, effectuant un stress de réplication induit 

par un oncogène, réduit l’accumulation de dommages de l’ADN et permet de prévenir sa 

transformation. La dérégulation du pool de pyrimidine est également un facteur favorisant 

l’instabilité génétique et la transformation. La déficience dans l’une des enzymes de 

biosynthèse (thymidine kinase, dTMP synthase, dCTP kinase, CTP synthase et dCMP deaminase) 

induit des dommages de l’ADN, des mutations et augmente le taux de recombinaison 

homologue (Meuth, 1989). La suppression de l’hélicase BLM, mimant un syndrome de Bloom, 

dans des cellules HeLa est responsable de la perte d’expression de la cytidine deaminase, 

entraînant de facto une diminution du pool de pyrimidines, un stress de réplication et des 

réarrangements chromosomiques (Chabosseau et al., 2011). Dans ce sens, mes travaux de 

thèse montrent que l’hépatocyte stéatosique (HFHS et CDHFD) en division présente un 

déséquilibre des pools de dNTPs responsable du stress de réplication. L’ajout exogène de dATP, 

dGTP, dCTP et thymidine permet de diminuer les dommages de l’ADN, la présence des cassures 

et l’activation du DDR. De façon intéressante, seuls le dATP et le dTTP présentent un 

déséquilibre alors que des différences dans l’ensemble des nucléotides mono- et di-phosphate 

(NMPs/NDPs) sont retrouvées.  

L’enzyme RNR (ribonucléotide réductase) capable de convertir les NDPs en dNDPs est 

l’enzyme limitante dans la production des dNTPs (Figure 25) (Zhao et al., 1998). Il s’agit d’un 

complexe protéique contenant deux copies de la sous-unité catalytique R1 (RRM1) et deux 

copies de la sous-unité régulatrice R2 (au choix entre RRM2 et RRM2b) (Mathews, 2015). Sa 
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surexpression ou son inhibition chez la levure permet de réguler le pool de dNTPs (Sanvisens 

et al., 2013). Bien que la sous-unité R1 soit exprimée de façon constitutive, la sous-unité R2 

(RRM2) est régulée de façon cyclique lors du cycle cellulaire avec un pic lors de la phase S 

(Engström and Rozell, 1988). C’est en fait ATR qui régule cette sous-unité M2, de façon E2F1-

dépendant, même en l’absence de dommages de l’ADN (Buisson et al., 2015). ATR maintien 

également un niveau important de RRM2 lors de lésions de l’ADN en phase S en inhibant la M-

CDK et la cycline F qui dégradent normalement RRM2 en fin de phase G2 (D’Angiolella et al., 

2012). Ainsi, lors de la réplication des hépatocytes stéatosiques, nous pourrions émettre 

l’hypothèse que la sous-unité RRM2 n’est pas correctement exprimée ou activée, entraînant 

de facto une diminution rapide du pool de dNTPs. Toutefois, par analyse de l’expression des 

messagers RRM2 et RRM2b, nous montrons une forte augmentation de l’expression de RRM2b 

à 60h de culture dans les hépatocytes stéatosiques (Figure 43A). Afin de montrer que la 

protéine n’est pas déficiente, il serait également intéressant de regarder son expression au 

niveau protéique ainsi que son activité (Jong et al., 1998). De plus, il a été montré que 

l’abondance de glucose dans des cellules pancréatiques entraîne une dérégulation du pool de 

dNTPs par une modification post-traductionnelle, une O-GlcNAcylation (addition de N-

Acétyglucosamine sur les résidus de sérines ou thréonine des protéines), de RNR qui inhibe son 

activité (Hu et al., 2019). Ainsi, dans notre étude il serait également intéressant de regarder la 

présence de modifications post-traductionnelles sur RNR, pouvant résulter du métabolisme des 

sucres ou des lipides capables d’inhiber son activité. La diminution du pool de dATP est 

généralement induite par une perte de fonctionnalité de la RNR. L’ajout d’hydroxyurée (HU), 

inhibiteur spécifique de RNR, induit une diminution spécifique de dATP mais pas des autres 

dNTPs (Wilhelm et al., 2016). Le traitement d’hépatocytes contrôles par du HU provoque bien 

une diminution spécifique du pool de d’ATP (Figure 43B). Cependant, ces résultats n’expliquent 

pas la diminution du pool de dTTP dans les hépatocytes stéatosiques. Nous pourrions ainsi 

analyser l’expression des enzymes de la biosynthèse des nucléotides ainsi que des protéines 

pouvant jouer sur la régulation du pool de dNTPs. Par exemple, l’augmentation 

transcriptionnelle des gènes de la biosynthèse des nucléotides peut être induite par c-MYC afin 

d’augmenter le pool de dNTPs et d’éviter un stress de réplication (Bester et al., 2011). 

Également, l’activation de la dNTPase SAMHD1 pourrait réduire le pool de dNTPs (Goldstone 

et al., 2011). Bien que cette protéine soit activée en réponse à une infection virale, la présence 

d’ADN cytosolique lors de la division de l’hépatocyte stéatosique pourrait mimer une infection 
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virale conduisant à l’activation de la voie cGAS-STING et à l’activation de cette dNTPase. Par 

ailleurs, il a été montré que le pool de dNTPs est sensible à l’accumulation des ROS et que les 

sous-unités RRM1 et RRM2 peuvent être oxydées (Wilhelm et al., 2016). Au regard de 

l’implication des ROS dans la NAFLD, nous pourrions suggérer que le pool de nucléotides est 

également oxydé lors de la division des hépatocytes stéatosiques. Il serait intéressant de 

corréler pour chaque culture d’hépatocytes le niveau de ROS intracellulaires aux différents 

niveaux de dNTPs. 

La NAFLD se caractérise par une reprogrammation métabolique importante, qui nous 

laisse suggérer que la modulation de certaines voies métaboliques pourrait limiter la formation 

des dNTPs. La voie des pentoses phosphates (PP) est importante pour maintenir l’homéostasie 

du carbone qui sert notamment de précurseurs aux nucléotides via le ribose 5-phosphate. 

Ainsi, lorsque la prolifération est induite, la cellule restructure son métabolisme carboné afin 

de répondre à la demande en nucléotides (Stincone et al., 2015). La branche oxydative des PP 

permet la génération de ribose 5-phosphate à partir de glucose-6-phosphate et donc de la 

glycolyse. La branche des phosphorylases permet la génération de déoxyribose-1-phosphate et 

ribose-1-phosphate à partir de différentes nucléosides phosphorylases (thymidine 

phosphorylase, uridinephosphorylase (UPase) et purine nucleoside phosphorylase (PNP)) (Tozzi 

et al., 2006) (Figure 43C). D’après les résultats de LCMS qui permettent la quantification de 

métabolites, il apparaît que le ribose phosphorylé ainsi que le septulose-7-phosphate (voie des 

PP) sont augmentés lors de la réplication des hépatocytes stéatosiques, suggérant ainsi que la 

voie des PP est bien fonctionnelle (Figure 43D). 

Le couple d’oxydoréduction NAD+/NADH est essentiel pour de très nombreuses 

réactions biochimiques impliquant des réactions de transfert d’électrons : le NAD+ est 

l’accepteur d’électron alors que le NADH en est le donneur. Le NAD(H) sert de coenzyme dans 

des réactions du catabolisme ainsi que du métabolisme énergétique comme la glycolyse, la 

décarboxylation oxydative du pyruvate, le métabolisme de l’alcool, la β-oxydation ou encore le 

cycle de Krebs (Katsyuba et al., 2020). L’homéostasie du NAD+ est dérégulée lors de la NAFLD 

(Katsyuba et al., 2020). Des études menées sur des modèles murins de régime HFD (Yoshino et 

al., 2011), HFHS (Gariani et al., 2016), MCD (Gariani et al., 2017), etc… montrent qu’une 

diminution du NAD+ se produit lors de la stéatose de par une diminution de l’expression des 

enzymes de la voie de biosynthèse du NAD+ (NAMPT) et l’utilisation du NAD+ par les enzymes 

comme les sirtuines (désacétylation des protéines) ou PARP (PARylation et réparation de 
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l’ADN). L’ensemble de ces études montre que la restauration du pool de NAD+ à l’aide de 

précurseurs ou d’inhibiteurs des enzymes consommatrices, diminue la stéatose, la résistance 

à l’insuline et réduit le stress oxydant et celui du RE. La surexpression des URI (oncogène) dans 

le foie de souris, conduit dès huit semaines à une prolifération compensatoire associée à la 

présence de dommages de l’ADN (phosphorylation d’H2AX, RPA et CHK1) et l’activation de p53 

suggérant un stress de réplication et la présence de cassures de l’ADN. La modification de la 

voie de synthèse de novo du NAD+ par la diminution du catabolisme du L-Tryptophane suffit à 

induire l’ensemble de ces lésions (Tummala et al., 2014). Le NAD+ est un métabolite important 

pour la réparation des dommages de l’ADN. Dans notre étude nous pourrions suggérer que la 

diminution du pool de NAD+ suffit à aggraver le stress de réplication. Le NAD+ pourrait 

notamment être utilisé pour la réparation des dommages de l’ADN par la protéine PARP. 

Cependant, par des analyses de LCMS, mes travaux montrent que les hépatocytes stéatosiques 

bloqués en réplication exhibent un ratio NAD+/NADH supérieur aux hépatocytes contrôles. 

Cependant, la balance du NAD+ est maintenue, c’est en fait le NADH qui est diminué dans les 

hépatocytes stéatosiques en réplication (Figure 43E). Bien que le pool de NAD+ soit identique 

aux cultures contrôles, nous pourrions émettre l’hypothèse que ce pool ne permet pas de 

réparer efficacement les lésions. Ainsi, il serait intéressant de traiter ces cultures avec un 

précurseur du NAD+, le Nicotinamide riboside, et d’analyser la présence de lésions de l’ADN. 

En complément, une étude a montré que la restauration du pool de NAD+ permet de rétablir 

le pool de purines par la voie de synthèse de novo de la sérine (Diehl et al., 2019). Le blocage 

de la voie de synthèse de novo de la sérine induit notamment une déplétion du pool de purines 

(Pacold et al., 2016). Sa dérégulation entraîne, dans des cellules cancéreuses, une diminution 

de la croissance tumorale, et vice-versa (Diehl et al., 2019). De façon intéressante, la sérine 

apparaît diminuée lors de la réplication des hépatocytes stéatosiques (Figure 43F). Bien que 

l’ensemble de ces données de métabolomique ne soit pas parfaitement clair, il apparaît que la 

modulation des voies métaboliques lors de la stéatose entraine des répercussions non 

négligeables lors de la réplication de ces cellules. Une analyse approfondie par des flux 

métaboliques notamment au niveau de la voie de la sérine, des PP et du NAD+ permettrait de 

mieux définir ces modifications (Figure 43G). 

 En conclusion, la déplétion du pool de dNTPs lors de la réplication des hépatocytes 

stéatosiques n’est pas encore parfaitement comprise. La dérégulation du métabolisme des 
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sucres et des lipides ainsi que la production de ROS sont des acteurs principaux pouvant 

conduire à ce déséquilibre. 

 

 

FIGURE 43. REGULATIONS METABOLIQUES POUVANT CONDUIRE A LA DEPLETION DU POOL DE DNTPS DANS 

L’HEPATOCYTE STEATOSIQUE 

A. Expression des messagers Rrm2 et Rrm2b dans les cultures primaires d’hépatocytes (SD, HFHS et CDHFD), 

à 24h, 48h et 60h de culture, normalisée sur SD 24h. Les données représentent la moyenne ± SEM des 

échantillons (n=8 par groupe). Sur la cinétique de temps : Test one-way ANOVA avec une comparaison par 

le test de Turkey. ***P < 0.001, **P < 0.01, *P < 0.05. B. Quantification du dATP par LC-MS sur des 

hépatocytes SD traités ou non avec de l’hydroxyurée (HU). Traitement de 36h à 48h avec 10 μM. C. 

Représentation schématique de la voie des PP. Le ribose-5-phosphate (Rib-5-P) est synthétisé par la branche 

oxydative. 1 : ribokinase ; 2 : nucléoside phosphorylases ; 3 : phosphopentomutase ; 4 : 5-phosphoribosyl-1-

pyrophosphate (PRPP) synthétase. D, E et F. Quantification de différents métabolites par LC-MS. Test one-

way ANOVA avec une comparaison par le test de Turkey. ****P<0.0001, ***P < 0.001, **P < 0.01, *P < 0.05. 

G. Exemple de flux métabolique par l’ajout de glucose radiomarqué permettant d’analyser la voie des PP, de 

la sérine et des purines. Schéma adapté de (Diehl et al., 2019). 
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3 L’activation de cGAS-STING participe-t-il à l’évolution de la maladie ? 

Mes travaux de thèse montrent que la présence du stress de réplication dans les 

hépatocytes stéatosiques conduit à l’activation de la voie cGAS-STING. Bien que cette voie fût 

d’abord identifiée comme une voie de reconnaissance d’ADN intracellulaires de pathogènes, 

elle est maintenant caractérisée dans des pathologies liées à des défauts de réparation ou de 

réplication de l’ADN (Coquel et al., 2018; Gao et al., 2013a; Sauer et al., 2011). La protéine cGAS 

est le senseur d’ADN cytosolique capable de fixer directement des fragments d’ADN et de 

reconnaître les micronoyaux. STING est la protéine qui déclenche la signalisation intracellulaire 

en activant d’une part la voie NF-kB et d’autre part la voie TBK1-IRF3-IFN de type I (Motwani et 

al., 2019). Mes travaux de thèse montrent, pour la première fois, l’activation de la voie senseur 

d’ADN dans une pathologie liée à des désordres métaboliques dans un contexte de réplication. 

De façon globale, les hépatocytes stéatosiques bloqués en phase S synthétisent cGAMP, ce qui 

reflète l’activation de la protéine cGAS. Cependant, l’expression du messager n’est pas 

modifiée au cours du temps, et il semble que la protéine ne soit pas activée par la présence de 

micronoyaux puisque leur nombre ne diffère pas en fin de culture (Figure 44A & B). On peut 

donc facilement imaginer que de l’ADN néorépliqué se retrouve dans le cytosol pour activer la 

voie senseur d’ADN. Afin d’enrichir mes résultats, il serait intéressant d’effectuer des 

marquages d’ADN simple-brin, à l’aide d’un anticorps spécifique, pour montrer une localisation 

cytosolique de cet ADN. Par ailleurs, la forte expression de la protéine STING en fin de culture 

est dépendante de son activité transcriptionnelle puisqu’une forte augmentation de 

l’expression du messager est détectée (Figure 44C). Nous montrons également l’activation de 

TBK1 (cible directe de STING) par sa phosphorylation ainsi qu’une augmentation de la synthèse 

protéique d’IFN de type I (IFNb) (Figure 44D & E). Cependant ces IFN ne sont pas détectables 

dans le surnageant des cellules en culture. Plusieurs hypothèses peuvent être suggérées : (1) 

la méthode utilisée (ELISA) n’est pas assez sensible pour détecter les IFN dans le surnageant ; 

(2) il faut allonger le temps de culture afin de permettre la sécrétion des IFN ; (3) La sécrétion 

n’a pas lieu suite à une régulation particulière. Toutefois, lorsque les IFN sont sécrétés, ils se 

fixent de façon autocrine et paracrine aux récepteurs IFNAR, ce qui conduit à l’expression de 

gènes antiviraux. Nous montrons d’ailleurs l’expression des gènes antiviraux Mx1 et Isg15, dans 

nos modèles.  
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Également, les lésions de l’ADN pourraient conduire à l’activation de la voie non 

canonique de STING. Une étude a mis en évidence que la genèse de cassures double-brin de 

l’ADN par l’étoposide, dans les kératinocytes humains, provoque une induction 

transcriptionnelle de gènes pro-inflammatoires induite par NF-kB. En amont, cette réponse 

implique les protéines ATM et PARP-1 qui permettent la formation d’un complexe cytosolique 

formé de TRAF6, p53, STING et IFI16. L’activation de STING, dans ce contexte, est indépendante 

de cGAS et de cGAMP. Ainsi, STING favorise l’activation de la voie NF-kB plutôt que celle de 

TBK1-IRF3, induisant une expression différente de gènes pro-inflammatoires (IL-6 et CCL20 vs 

IFN de type I) (Figures 44F) (Dunphy et al., 2018). Il serait donc intéressant d’effectuer des 

expériences complémentaires afin de savoir si cette voie non-canonique est également activée 

lors du stress de réplication des hépatocytes stéatosiques.  

Enfin, il est intéressant de noter que l’ajout de dNTPs à ces cultures est suffisant pour 

diminuer le stress de réplication, l’activation d’ATR mais également l’activation de la voie. En 

effet, l’ajout des dNTPs permet de freiner l’augmentation d’expression de la protéine STING et 

diminue fortement l’activation de TBK1 (Figures 44G). Ces résultats confirment que le stress de 

réplication dans l’hépatocyte stéatosique induit directement l’activation de la voie STING-TBK1.  

 

Dans la NAFLD, l’implication de STING a été démontrée à l’aide de la souris STINGgt dans 

des modèles HFD et MCD. Ces souris STINGgt ne présentent pas d’élévation de leur masse 

pondérale après 6 mois de régime HFD et, montrent une diminution significative de la NASH 

lorsqu’elles sont soumises à un régime MCD (Yu et al., 2019). La suppression de STING dans 

tous les organes suffit à réduire la stéatose, l’inflammation et la fibrose. De façon intéressante, 

l’activation de STING par le DMXAA, chez des souris sous régime standard, permet l’installation 

d’une stéatose et d’une inflammation. L’étude de Luo et al., confirme ces résultats et montre 

que l’activation de STING dans les cellules myéloïdes est responsable de l’inflammation 

hépatique,  de  l’accumulation de lipides au niveau hépatocytaire et de l’activation des cellules 

étoilées pro-fibrosantes (Luo et al., 2018). Au regard de l’ensemble des données de la 

littérature, l’expression de STING dans l’hépatocyte sain semble nulle, mais est sujette à 

controverse dans la NAFLD. En effet, aux vues des dérégulations génétiques, épigénétiques et 

métaboliques qui interviennent dans cette pathologie, nous pourrions suggérer une 

modification de son expression. Mes travaux de thèse montrent que son expression est induite 

au niveau du messager et de la protéine lorsque les hépatocytes stéatosiques présentent un 
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ADN endommagé suite à un stress de réplication. Ainsi, des analyses complémentaires sont en 

cours afin d’identifier l’expression de l’ARN et de la protéine STING au sein du parenchyme de 

souris et de patients NAFLD. A la vue des premiers résultats, il semblerait que la protéine STING 

soit bien exprimée dans quelques hépatocytes. Des analyses à l’aide de co-marquages avec des 

protéines hépato-spécifiques (HNF-4) ou l’utilisation de la technique du RNAscope (détection 

d’ARN sur coupes de tissu) nous permettrons d’affirmer ce résultat. 

Par ailleurs, l’activation de la voie cGAS-STING conduit généralement à la production 

d’IFN de type I afin de signaler aux cellules voisines ainsi qu’aux cellules immunitaires la 

présence d’une infection ou d’un problème intracellulaire (Barber, 2015). En réponse, les 

cellules immunitaires et notamment les lymphocytes T CD8+ éliminent cette cellule. Il serait 

donc intéressant de savoir si l’activation de la voie lors du stress de réplication des hépatocytes 

stéatosiques peut provoquer sa détection et son élimination. Ainsi, j’ai généré un modèle 

CRISPR/Cas9/AAV8 visant à éteindre l’expression de Sting uniquement au sein du 

compartiment hépatocytaire. Ce modèle nous permettra de répondre à plusieurs questions : 

(1) La protéine STING a-t-elle une fonction particulière dans l’hépatocyte ? (2) L’activation de 

la voie STING au sein d’hépatocytes endommagés provoque-t-elle leur élimination ? (3) STING 

agit-il comme une barrière face à la tumorigenèse ou participe-t-il à la tumorigenèse ? Ces 

questions sont importante à la vue de résultats montrant des caractéristiques temporelles 

d’activation de STING permettant à la tumeur de se développer puis de croître par la 

manipulation du microenvironnement (Sokolowska and Nowis, 2018). Ainsi, il serait très 

enrichissant de regarder si la voie est activée dans les étapes plus tardives de la maladie comme 

lors de la cirrhose ou du CHC. Aujourd’hui, l’activation de la voie est notamment très étudiée 

dans les cancers et montre des effets pro- ou anti-tumorales en fonction des caractéristiques 

de l’environnement de la tumeur.  
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FIGURE 44. ACTIVATION DE LA VOIE CANONIQUE CGAS-STING LORS DU STRESS DE REPLICATION DES 

HEPATOCYTES STEATOSIQUES 

A. Expression du messager cGAS dans les cultures primaires d’hépatocytes (SD, HFHS et CDHFD), à 24h, 48h et 60h de 

culture, normalisée sur SD 24h. Les données représentent la moyenne ± SEM des échantillons (n=8 par groupe). Test 

one-way ANOVA avec une comparaison par le test de Turkey. B. Pourcentage de cellules possédant au moins un 

micronoyau dans les cultures primaires d’hépatocytes à 60h de culture. Test one-way ANOVA avec une comparaison par 

le test de Turkey. Ns : non-significatif C. Expression du messager Sting (Tmem173) dans les cultures primaires 

d’hépatocytes (SD, HFHS et CDHFD), à 24h, 48h et 60h de culture, normalisée sur SD 24h. Les données représentent la 

moyenne ± SEM des échantillons (n=8 par groupe). Sur la cinétique de temps : Test one-way ANOVA avec une 

comparaison par le test de Turkey. ***P < 0.001, **P < 0.01, *P < 0.05. A 60h, test one-way ANOVA avec une 

comparaison par le test de Turkey $$$P < 0.001, $P < 0.05. D. Western-blot représentant la phosphorylation de TBK1 à 

60h de culture (n=3 par condition). E. Quantification du western blot. pTBK1 est normalisée à HSC70. Test one-way 

ANOVA avec une comparaison par le test de Turkey. **P < 0.01, *P < 0.05            F. Représentation schématique de la 

voie non-canonique de STING. G. Western blot représentant des cultures primaires HFHS et CDHFD traitées ou non avec 

20 µm de dATP, dCTP, dGTP et thymidine. Le traitement est effectué à 36h puis renouvelé à 48h. Les protéines sont 

extraites à 60h. Résultats représentatifs de 3 cultures primaires HFHS et CDHFD. 
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4 Les cellules endommagées représentent-elles un risque de 

transformation ? 

L’une des questions importantes à la suite de ce travail est de savoir si les cellules 

endommagées peuvent participer à des évènements de transformation ? Comme nous l’avons 

discuté, la présence de cassures de l’ADN dans les hépatocytes stéatosiques en division nous 

permet de suggérer que certains réarrangements chromosomiques peuvent survenir, et 

seraient à l’origine d’évènements de transformation. Des données de la littérature viennent 

conforter cette hypothèse. En effet, des études de transcriptome et de protéome ont montré 

l’existence d’un lien causal entre la NAFLD et l’activation de la voie ATM, chez le patient (n=6 

contrôles, n=6 NASH) (Viswanathan et al., 2020). De plus, une étude génomique réalisée sur 

357 tumeurs primaires hépatiques humaines (214 CHC, 122 cholangiocarcinomes et 21 mixtes) 

montre que 26% d’entre elles exhibent au moins une mutation dans un gène du DDR (Lin et al., 

2019). Ces mutations sont principalement retrouvées dans les gènes ATM et BRCA1/2 (5% et 

4,8% respectivement). La présence de ces mutations dans les gènes du DDR corrèle 

positivement avec un fort potentiel mutagène et une plus forte instabilité chromosomique. De 

même, une étude génomique du groupe de Jessica Zucman-Rossi montre que les gènes ATM 

et ATR sont retrouvés mutés dans 5,5% et 2,1 % des CHC, respectivement (Schulze et al., 2015). 

De façon simplifiée, il est maintenant bien connu que les mutations essentielles pour le 

développement d’un CHC sont d’abord celles permettant la réactivation de la télomérase, puis 

celles induisant la perte de fonction de p53 ou le gain de fonction de la protéine b-caténine. 

Cependant, dans cette étude il apparaît que les mutations dans les gènes ATM ou ATR sont 

exclusives de celles de p53 (Figure 45A). De plus, la perte d’expression des protéines ATM et 

ATR n’est pas encore bien définie dans l’ordre d’acquisition des mutations du paysage tumoral. 

Il est important de noter que la plupart des études de génomiques déjà publiées sur le CHC ne 

sont réalisées qu’avec un très faible échantillonnage de CHC émergeant sur NAFLD et 

qu’aujourd’hui il n’a pas encore été montré de signature génomique particulière de ces 

derniers. Dans les modèles murins, le rôle de la protéine ATM apparaît essentiel dans la NAFLD 

aussi bien dans le contrôle des ROS que des dommages de l’ADN. Cependant, de façon étrange, 

les souris ATM-/- injectées au DEN sont réfractaires à la tumorigenèse (Teoh et al., 2010). C’est 

l’activation de p53 induite par l’activation d’ATR et de CHK1 qui provoquent l’arrêt du cycle 

cellulaire et la mise en sénescence. Dans ce modèle la suppression totale d’ATM provoque 
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l’activation d’ATR qui va alors agir comme un frein à la tumorigenèse (« gatekeeper »). Cette 

notion est confirmée par une autre étude qui montre que l’inactivation de la voie ATR, par la 

suppression du cofacteur BRUCE (BIR Repeat containing Ubiquitin-Conjugating Enzyme), induit 

un stress de réplication et une aggravation de la tumorigenèse dans un modèle d’injection au 

DEN (Ge et al., 2019). L’activation des acteurs du DDR apparaît donc essentielle pour éviter tout 

élément de transformation. 

Mes travaux de thèse mettent en lumière la présence d’un stress de réplication lors de 

la division des hépatocytes stéatosiques. Ces résultats permettent de suggérer que ces 

hépatocytes endommagés pourraient initier des évènements de transformation. Ainsi, il serait 

intéressant d’apporter à des souris sous régime (HFHS, CDHFD, etc…) des molécules pouvant 

réduire le stress de réplication, comme des nucléosides, des activateurs de la voie des PP ou de 

la voie du NAD+ (Nicotinamide riboside) et d’analyser la tumorigenèse. Enfin, la mise sous 

régime de modèles murins génétiquement modifiés (activation permanente de RRM) pourrait 

également permettre de répondre à cette question. 

De plus, au regard du manque de données, il serait intéressant de définir si la perte 

d’expression de la protéine ATR et/ou ATM peut-être un événement initial de transformation 

dans un contexte de NAFLD. Lors de ma thèse, j’ai eu l’opportunité de générer des modèles 

murins CRISPR/Cas9, comme il a été expliqué précédemment. Des expériences préliminaires 

sur des souris mutées pour les gènes Atr, Atm ou les deux (DKO) et placées sous régime CDHFD 

pendant seize mois ont été menées. De façon globale, nous avons remarqué une hétérogénéité 

au sein même des différents groupes mutés. Cependant sur les premières données in vivo, il 

apparaît que les souris mutées pour le gène Atm (ATM crispered - ATMcr) présentent une 

moins forte installation de la pathologie, corrélée avec la présence de faibles dommages 

hépatocellulaires (Figure 45B & C). Les souris mutées pour le gène Atr (ATR crispered – ATRcr), 

bien que non significative, présentent la même tendance phénotypique. L’analyse de la 

tumorigenèse révèle une incidence tumorale de 27% pour les ROSAcr (contrôles), 9% et 18% 

pour les souris ATRcr et ATMcr respectivement et 55% pour les souris DKOcr (Figure 45D). De 

façon surprenante, la mutation de l’un des deux gènes diminue la tumorigenèse et améliore 

les signes cliniques de la pathologie, alors que la mutation des deux gènes augmente 

significativement l’incidence tumorale. A la vue des données publiées discutées 

précédemment, nous pouvons suggérer que l’absence d’un des acteurs du DDR entraine une 

forte activation du second qui va alors activer p53 et induire la sénescence. Par la suite, il sera 
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donc intéressant d’analyser les marqueurs de sénescence afin de les corréler à l’incidence 

tumorale (expression de p21, p16, activité  b-galactosidase sur coupes de tissus). L’apoptose 

et la prolifération compensatoire étant des acteurs majeurs dans l’installation d’évènements 

tumoraux, l’analyse de ses marqueurs est importante. Des premières expériences montrent 

que l’apoptose, analysée par le clivage de la caspase-3, est fortement diminuée lorsque la 

protéine ATM est mutée, ce qui pourrait expliquer l’amélioration des signes cliniques. En effet, 

s’il y a moins de mort cellulaire, il y a également moins de prolifération tissulaire et donc moins 

d’évènements pouvant conduire à de l’instabilité génomique (Figure 45E). Ces premiers 

résultats suggèrent donc que les protéines du DDR exercent des fonctions essentielles dans le 

maintien de l’intégrité génomique, lors de la NAFLD. Des études histologiques devront ensuite 

être menées afin de mieux comprendre ces phénomènes.  

En conclusion, il serait intéressant de mieux caractériser la présence des cellules 

endommagées lors de la NAFLD, et de savoir si elles participent ou non à la progression de la 

pathologie. Ces études pourraient par la suite aboutir à l’identification de protéines, qui, une 

fois ciblées par des molécules, permettraient de ralentir voire d’abolir l’avancée de la maladie. 
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FIGURE 45. ROLE D’ATR ET ATM DANS LA CARCINOGENESE HEPATIQUE SUR FOND NAFLD 

A. Mutations retrouvées dans une cohorte de CHC. B. Score lésionnel à partir de données histologiques. 

Test de Kruskal-Wallis avec une comparaison multiple de Dunn (n=11 animaux par groupe) **P < 0.01, 

*P < 0.05. (DKO : ATR et ATM mutés par Crispr/Cas9).  C. Répartition du stade de NAFLD par animaux. 

Test du Khi-deux. D. Distribution de la tumorigenèse au sein des groupes. Test du Khi-deux. Images 

représentatives d’un foie tumoral pour chaque groupe. La flèche indique une tumeur. E. Western blot 

Caspase 3 clivée et HSP(HSC)70 sur extraits protéiques de foie total. Blot représentatif de n=5 animaux. 

La quantification est représentée à droite.  

A

E

D

Rosa KO Atr KO Atm KO DKO

0

50

100

NAFL

Borderline NASH

NASH

**

*

Rosa KO Atr KO Atm KO DKO

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5
*

C
le

a
v
e

d
 C

a
sp

a
se

 3
 

p
ro

te
in

 a
cc

u
m

u
la

ti
o

n
, 

n
o

rm
a

li
ze

d
 r

a
ti

o
 t

o
 H

S
P

7
0

 

e
x
p

re
ss

io
n

Perte de fonction

Exclusif de P53

B

C

Rosa KO Atr KO Atm KO DKO

0

2

4

6

8

**

**

N
A

F
LD

 A
ct

iv
it

y
 

S
co

re
 (

N
A

S
)

Rosa KO Atr KO Atm KO DKO

0

1

2

3

S
T

É
A

T
O

S
E

*

Rosa KO Atr KO Atm KO DKO

0

1

2

3

IN
F

L
A

M
M

A
T

IO
N

 

LO
B

U
L
A

IR
E

Rosa KO Atr KO Atm KO DKO

0

1

2 *

*

*

**

D
O

M
M

A
G

E
S

H
E

P
A

T
O

C
E

L
LU

L
A

IR
E

S



 

 223 
 

 

 

 

 

 
 

CONCLUSION 

Ce travail de thèse montre que la division de l’hépatocyte stéatosique est 

altérée et, est associée à la présence de dommages de l’ADN. Ces cellules présentent 

un stress de réplication dont la cause principale est la dérégulation du pool de dNTPs. 

Cet ensemble conduit à la libération d’ADN nucléaire dans le cytosol et à l’activation 

de la voie senseur d’ADN : cGAS-STING. A la suite de ces résultats il sera donc 

intéressant d’étudier les altérations métaboliques conduisant à la dérégulation des 

voies de synthèse des nucléotides et des dNTPs. De plus, des résultats préliminaires 

montrent que la protéine ATR est essentielle pour maintenir une balance 

réplication/réparation. Il sera important de définir si cette protéine, à elle seule, peut 

être un marqueur d’évolution de la pathologie. La présence de cellules endommagées 

renfermant une rupture de leur stabilité génomique, dans le tissu hépatique 

stéatosique, pourrait permettre la transformation cellulaire. Enfin, mes résultats 

mettent en lumière, pour la première fois, la présence et l’activation de la protéine 

STING dans l’hépatocyte stéatosique en division. Elle pourrait notamment être 

essentielle pour le contrôle et l’élimination des cellules endommagées. De façon 

intéressante, la connaissance scientifique sur cette protéine devient de plus en plus 

importante, et pourra bientôt permettre de mieux caractériser son rôle pro- et anti-

tumoral. Par la suite, il sera primordial de préciser le rôle de STING dans le carcinome 

hépatocellulaire induit sur fond de NAFLD afin de savoir s’il agit comme un véritable 

acteur suppresseur de tumeurs.  
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En annexe de ce manuscrit, vous trouverez trois revues (1. – 3.) que j’ai co-écrites avec 

ma directrice de thèse ainsi qu’un article scientifique du laboratoire pour lequel j’ai participé. 

 

1. « Polyploidy in liver development, homeostasis and disease ». Donné R, Saroul-Aïnama M., 

Cordier P., Celton-Morizur S., Desdouets C. Nature Review Gastroenterology and Hepatology 

2020., doi.org/10.1038/ s41575-020-0284-x 

 

2. « Cellular and Molecular Mechanisms Controlling Ploidy ». Donné R, Bou-Nader M and 

Desdouets C. Ref module in Life science, 2018  

 

3.« Hepatic polyploidy: Dr Jekyll or Mr Hyde ». Donné R, Saroul M, Maillet V, Celton-Morizur S, 

Desdouets C. Médecine Science 2019., doi: 10.1051/ medsci/2019094. 

 

4. « Hepatospecific ablation of p38α MAPK governs liver regeneration through modulation of 

inflammatory response to CCl4-induced acute injury ». Fortier M, Cadoux M, Boussetta N, Pham 

S, Donné R, Couty JP, Desdouets C & Celton-Morizur S. Scientific Report. 2019 Aug 29. »  

doi.org/10.1038/s41598-019-51175-z 

  

 

En quatrième de couverture vous trouverez un poster présenté lors de la fête de la 

science (2017-2018) à l’institut Cochin. Ce poster a été réalisé par Manon Fortier et moi-même. 
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Hepatospecific ablation of 
p38α MAPK governs liver 
regeneration through modulation 
of inflammatory response to CCl4-

induced acute injury
Manon Fortier1,2, Mathilde Cadoux1,2, Nadia Boussetta2, Sandrine Pham1,2, Romain Donné1,2, 
Jean-Pierre Couty1,2, Chantal Desdouets1,2 & Séverine Celton-Morizur  1,2

Mammalian p38α MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) transduces a variety of extracellular 
signals that regulate cellular processes, such as inflammation, differentiation, proliferation or 
apoptosis. In the liver, depending of the physiopathological context, p38α acts as a negative 
regulator of hepatocyte proliferation as well as a promotor of inflammatory processes. However, its 
function during an acute injury, in adult liver, remains uncharacterized. In this study, using mice that 
are deficient in p38α specifically in mature hepatocytes, we unexpectedly found that lack of p38α 
protected against acute injury induced by CCl4 compound. We demonstrated that the hepatoprotective 
effect alleviated ROS accumulation and shaped the inflammatory response to promote efficient tissue 
repair. Mechanistically, we provided strong evidence that Ccl2/Ccl5 chemokines were crucial for a proper 
hepatoprotective response observed secondary to p38α ablation. Indeed, antibody blockade of Ccl2/
Ccl5 was sufficient to abrogate hepatoprotection through a concomitant decrease of both inflammatory 
cells recruitment and antioxidative response that result ultimately in higher liver damages. Our findings 
suggest that targeting p38α expression and consequently orientating immune response may represent 
an attractive approach to favor tissue recovery after acute liver injury.

Acute liver injuries (ALI) can be caused by drug, virus, alcohol, toxic chemical, and several other factors and is 
a common pathway to many liver diseases1–5. !e pathogenesis of ALI involves inflammation, oxidative stress 
coupled to the production of reactive oxygen species (ROS) and hepatocyte cell death (apoptosis and necrosis)6–9. 
ALI are characterized by a rapid resolution and a complete restitution of normal organ architecture and function 
a#er the elimination of the cause. However, in some cases, ALI may progress to chronic liver injury, hepatic fibro-
sis, or even hepatocellular carcinoma10,11. !erefore, searching for new therapeutic strategies improving recovery 
process is critical for a better handling of liver diseases.

p38 Mitogen-activated protein kinases (MAPKs) are essential for the cellular response against injury by inte-
grating a plethora of pathways including growth, inflammation, metabolism and apoptosis12–14. Among all p38 
isoforms, p38α (MAPK14) is the best characterized and expressed in most cell types15. As mice lacking p38α 
isoform die in utero due to angiogenic defects in the placenta and peripheral vessels16–18, mice models harbor-
ing tissue-specific deletion of p38α have been developed. During liver regeneration following partial hepatec-
tomy, mice with specific ablation of p38α in hepatocytes early in life exhibited enhanced hepatocyte proliferation 
revealing that p38α acts as an inhibitor of hepatocyte proliferation by antagonizing the activity of the JNK–c-Jun 
pathway19–21. By contrast, liver-specific ablation of p38α during chronic biliary cirrhosis reduced hepatocyte 
cell growth, caused mitotic blockade and cytokinesis failure impairing dramatically mice lifespan22. Studies in 
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thioacetamide (TAA) and DiEthyl-Nitrosamine (DEN)-induced HCC mice models revealed that p38α acts as 
a tumor suppressor by curtailing ROS accumulation protecting against cell death, subsequent compensatory 
hepatocyte proliferation and liver tumor development23–25. Collectively, these studies highlight that p38α displays 
several functions that critically depend on the physiopathological context. However, the impact of p38α deletion 
during acute liver injury in completely mature adult hepatocytes is still an open question.

In that context, to determine the role of p38α in the adult liver, we developed a mice model allowing the dele-
tion of p38α in mature hepatocytes. Using acute liver injury model, our findings reveal quite unexpectedly that 
p38α deletion is translated into a potent hepatoprotective response against liver injury. Interestingly, we demon-
strated that p38α deficiency instructs the inflammatory response to promote efficient tissue repair.

Results
p38α deletion protects mice against acute hepatocellular damage. Acute administration of 
carbon tetrachloride (CCl4), is widely used in experimental animal models of liver failure that mimics human 
hepatic response against toxic compounds26,27. CCl4 is a strong hepatotoxin that induces overproduction of 
ROS, lipid peroxidation of membranes, causes hepatocyte death and inflammation, resulting to severe hepato-
toxicity28,29. Protection against apoptosis, inflammation and oxidative stress associated with a pro-regenerative 
response of the hepatocytes are crucial to ensure efficient tissue repair a$er detrimental CCl4 exposure. First, to 
evaluate the activity of p38α during acute liver injury, control mice were injected by a single dose of CCl4 and 
liver and sera were collected during time course kinetic (Fig. 1a). A single-dose of CCl4 induced significant liver 
injuries reflected by hepatocyte cytolysis that we monitored by the evaluation of ALT (Alanine Transaminase) 
plasma level (Fig. 1b). Indeed, ALT level picked from 24 and 48 hours (injury phase) post-injection of CCl4 and 
gradually decreased at 60 and 72 hours (recovery phase) (Fig. 1b). In that context, we investigated the profile of 
p38α phosphorylation/activation in the injured liver. To that end, p38α and &r180/Tyr182 phospho-p38 protein 
levels were measured by western blot analysis in a time course experiment (Fig. 1c,d). We first observed that the 
expression of p38α was stable all along the kinetic (Fig. 1c). Second, whereas in the resting liver (0H) we detected 
a weaker signal of P-p38, the phosphorylation of p38 increased gradually a$er CCl4 exposure, concomitant with 
the increasing tissue injury observed in the liver (Figs 1b and 2b,c) and reached a plateau at 40 hours until the 
end of the kinetic (Fig. 1c,d). &ese findings indicated that acute liver injury mediated by CCl4 exposure induced 
specific activation of p38α.

To better characterize the role of p38α during CCl4 injury, hepatocyte-specific deletion of p38α (p38α∆H) 
was achieved by crossing mice carrying conditional loxP-flanked p38α alleles (p38αfl/fl 30;) with transgenic 
mice expressing the Cre recombinase under the control of the hepatospecific transthyretin promoter (TTR-Cre 

Figure 1. p38α is activated during acute CCl4 exposure. (a) Schematic representation of experimental 
procedure for CCl4 injection in control mice (CTR). (b) Average alanine aminotransferase (ALT) levels in CTR 
sera samples before (0H) and a$er (24H to 72H) CCl4 exposure. Data represent the mean ± SEM (n ≥ 6 per 
group); *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 (two-tailed t-test), as compared to 0H. (c) Phospho-p38 and p38α 
expression in liver of CTR mice before (0H) and a$er (24H to 72H) CCl4 exposure. HSC70 served as a loading 
control. Lanes showed samples from independent biological replicates and were noncontiguous (black line). 
&e displayed figure was cropped and the original images are part of the Supplementary Data. (d) Densitometry 
analysis of P-p38 vs p38α protein levels before (0H) and a$er (24H to 72H) CCl4 injection. Data represent the 
mean ± SEM (n ≥ 3 per group). *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 (two-tailed t-test) as compared to 0H.
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Tam31;). Tamoxifen diet induces very efficient ablation of p38α expression in the liver of p38α∆H mice even 
though some remaining expression of p38α was visible due to the presence of nonparenchymal cells that are not 
targeted by the TTR-Cre transgene (Supplementary Fig. 1a). Interestingly, following p38α hepatospecific deletion 
(p38α∆H) and under steady state conditions, we did not observe any signs of alterations within liver parenchyma. 
From these results, we concluded that p38α expression in adult hepatocyte is not absolutely required to maintain 
liver homeostasis during steady-state conditions.

p38α∆H mice and their respective controls were challenged by a single CCl4 injection and we monitored in 
time the hepatocyte cytolysis and liver damage (Fig. 2a). H&E staining of liver sections indicate that significant 
necrosis was already present from 24 hours in the liver of p38α∆H and control mice (Fig. 2b,c, Supplementary 
Fig. 1b). Interestingly, necrotic areas increased gradually and peaked at 60 hours post-CCl4, to diminish at 
72 hours in the liver of control mice (Fig. 2b,c). However, although necrotic areas were still evident between 40 
and 48 hours in the liver of p38α∆H mice, the intensity of necrosis was markedly reduced as compared to the 
controls (Fig. 2b,c). Accordingly, ALT levels in p38α∆H mice remained strictly lower compared to control mice at 
these time points (Fig. 2d). Furthermore, cleaved caspase-3 staining was used to examine apoptosis of hepatocytes 
in both group of mice at 24, 40 and 48 hours post-CCl4 treatment (Supplementary Fig. 1c). Our observations 
revealed that apoptotic response consecutive to CCl4 challenge was not impaired in p38α∆H liver and could 
not account for the decrease of both necrotic areas and ALT levels observed in p38α-related deficiency context 
(Supplementary Fig. 1c,d). To rule out the possibility that differential CCl4 bioactivation could be responsible for 
the variation in the liver injury between control and p38α∆H mice, we measured mRNA level of cyp2e1, a major 
CCl4-metabolizing enzyme. First, we did not find difference in the mRNA level of cyp2e1 under steady state 
conditions between both groups of mice (Supplementary Fig. 1e). Moreover, consistent with previous reports32,33, 
the CCl4 treatment resulted in a decrease of cyp2e1 mRNA level between 12 and 24 hours, indicating the same 
metabolization process of CCl4 compound in both groups of mice (Supplementary Fig. 1e). Interestingly, we 
monitored collagens 1α1 (Fig. 2e) and 3α1 (Fig. 2f) mRNA levels and we found an up-regulation at 40 hours in 
the liver of p38α∆H mice as compared to control one (Fig. 2e,f), reflecting an earlier tissue repair response under 

Figure 2. p38α ablation in mature hepatocyte is hepatoprotective against CCl4-induced liver injury. (a) 
Schematic representation of experimental procedure for CCl4 injection in control mice (CTR) and p38α∆H 
mice. (b) Representative haematoxylin and eosin (H&E) staining of liver tissue sections from CTR and p38α∆H 
mice at different time points a&er CCl4 injection. (c) Quantification of necrotic area from H&E stained CTR 
and p38α∆H liver sections at indicated time points a&er CCl4 injection. Data represent the mean ± SEM (n ≥ 7 
per group); *p < 0.05, ***p < 0.001 (two-tailed t-test). Average alanine aminotransferase (ALT) levels in CTR 
and p38α∆H sera samples at indicated time points a&er CCl4 injection. Data represent the mean ± SEM (n ≥ 6 
per group); *p < 0.05 (two-tailed t-test). (e,f) Relative mRNA level of Collagen 1α1 (e) and Collagen 3α1 (f) 
measured by quantitative PCR in CTR and p38α∆H liver samples at indicated time points a&er CCl4 injection. 
Gene expression levels were normalized to the abundance of 18s mRNA for each sample. Data represent the 
mean ± SEM (n ≥ 6 per group); *p < 0.05, **p < 0.01 (two-tailed t-test).
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p38α deficiency. "ese findings suggest that p38α ablation in adult hepatocytes both buffers liver injury and 
favors a better response in tissue recovery.

Proliferative response induced by acute CCl4 was not affected by p38α ablation. Since p38α 
MAPK has been largely reported as a negative regulator of cellular proliferation controlling the induction of 
both G1/S and G2/M cell cycle checkpoints34–37, we checked the consequences of p38α deficiency on hepatocyte 
proliferative response a$er CCl4 exposure. We monitored bromodeoxyuridine (BrdU) incorporation (Fig. 3a) in 
both control and p38α∆H livers during time-course kinetic. BrdU-positive hepatocytes were detected as soon as 
40 hours post-CCl4 and the percentage of BrdU-positive hepatocytes peaked at 48 hours, to gradually decrease 
a$erward, in both mice groups (Fig. 3b). Contrary to what we expected, we did not observe a global enrichment 
of BrdU-positive hepatocytes in p38α∆H livers. In fact, BrdU immune-reactive cells were modestly decreased in 
p38α∆H livers compared to control livers at 40 and 48 hours post-CCl4 exposure (Fig. 3b). To reinforce these inter-
esting results, we analyzed G2 phase and mitosis progression using PHH3 labeling (Fig. 3c,d). In lines with the 
assessment of BrdU analysis in p38α∆H livers, the percentage of PHH3-positive hepatocytes was slightly reduced 
at 40 hours a$er CCl4 exposure compared to control livers (Fig. 3d). Moreover, molecular analysis of key drivers 
of cell cycle progression (cyclin D1 (G1 phase), A2 (S phase) and B1 (G2/M)), did not reveal significant differ-
ences between the two groups of mice (Fig. 3e). Altogether, these data revealed that p38α deficiency does not 
impact on hepatocyte cell cycle during acute injury. Importantly, our findings revealed that the hepatoprotective 
response driven by p38α deletion is largely independent of its known role of cell cycle checkpoint.

Enhancement of antioxidative response protect against CCl4-mediated injury in the absence of 
p38α. Since CCl4 causes severe liver cell damages through a strong elevation of oxidative stress response38,39 

Figure 3. p38α deficiency does not favor hepatocyte proliferation during acute injury. (a) Representative BrdU 
immunochemistry of control (CTR) and p38α∆H liver tissue at indicated time points a$er CCl4 injection. (b) 
Quantitative analysis of BrdU labeled CTR and p38α∆H liver sections (percentage of BrdU+ hepatocytes). Data 
represent the mean ± SEM (n ≥ 6 per group); *p < 0.05 (two-tailed t-test). (c) Representative Phospho-Histone 
H3 (PHH3) immunochemistry of CTR and p38α∆H liver tissue at indicated time points a$er CCl4 injection. 
(d) Quantitative analysis of PHH3+ hepatocytes in G2 phase (le$ panel) and mitosis (right panel) in CTR 
and p38α∆H livers (histologic distinction of PHH3+ hepatocytes). Data represent the mean ± SEM (n ≥ 6 per 
group). *p < 0.05 (two-tailed t-test). (e) Immunoblot of proteins regulating cell cycle progression (Cyclin D1, 
A2 and B1) in CTR and p38α∆H liver samples at indicated time points a$er CCl4 injection. Two representative 
samples are shown for each analyzed point. HSC70 served as a loading control. Lanes were noncontiguous 
(black line). "e displayed figure was cropped and the original images are part of the Supplementary Data.
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and that p38α is a mediator of the cellular redox balance in hepatocytes24,25,40, we tested whether the hepatopro-
tective effect observed a"er p38α ablation could be attributable to an enhancement of the antioxidative response.

#e general level of hepatic ROS was assessed by the fluorescent dye dihydroethidine (DHE) on fresh frozen 
liver sections from both control and p38α∆H mice (Fig. 4a,b). Whereas no significant differences in ROS levels 
were observed at 24 hours post-CCl4 in the liver of both p38α∆H and control mice, we did notice, at 40 hours, that 
ROS accumulation was largely decreased in p38α∆H livers (Fig. 4a,b). #is observation indicated that p38α defi-
ciency dampened oxidative stress. To gain insights into the signaling pathway, we investigated the Nrf2-mediated 
signaling as an essential component for the inhibition of oxidative stress in mice during acute liver injury41–43. 
Interestingly, we found that Nrf2 transcripts (Fig. 4c) and its downstream effectors Ho-1, Catalase and Gstm3 
(Fig. 4c) were significantly enhanced in p38α∆H compared to control livers at 40 hours post-CCl4 injury. #ese 
findings suggested that p38α deficiency is translated into a protective effect against CCl4-induced ROS formation 
at least through Nrf2 pathway.

p38α deletion impacts on the inflammatory response during acute liver injury. Interestingly, 
at the level of H&E staining, we observed along the kinetic read-out, a substantial increase of inflammatory 
cells within necrotic areas in p38α∆H compared to control livers (Fig. 5a). We then extracted immune cells from 
the livers and confirmed their increase in p38α∆H mice compared to control mice at 40 hours a"er CCl4 injury 
(Fig. 5b). Interestingly, at 60 hours, the number of immune cells decreased in p38α∆H liver but still remained 
higher than in control liver (Fig. 5b). To go further, we monitored chemotactic signals, which play an essential 
role during acute liver injury by managing the migration of immune cells44. We found a significant up-regulation 
of both Ccl2 (Fig. 5c) and Ccl5 (Fig. 5d) at 40 hours post-CCl4 challenge, suggesting that these chemokines favor 
the drastic immune cell recruitment in p38α∆H livers.

Next, we evaluated common genes involved in inflammation on whole liver tissue from both groups of mice. 
Importantly, at 40 hours post-injury, we found a concomitant up-regulation of Tnfα (Fig. 5e) and Tgfβ (Fig. 5f) 
expression without modifications in Il1β mRNA level (Fig. 5g) suggesting a particular inflammatory flavor sus-
taining tissue repair. Altogether, our data suggested that the increase in immune cells could be involved into the 
hepatoprotective response driven by p38α ablation.

To finally prove that the recruitment of the immune cells mediated the hepatoprotective response driven by 
p38α deletion, we blocked Ccl2/Ccl5 signals using specific neutralizing antibodies 5 hours before CCl4 exposure 
(Fig. 6a). We validated the effect of antibodies blockade by counting immune populations extracted from the 

Figure 4. Enhancement of the anti-oxidant response in the liver of p38α∆H mice a"er acute CCl4 exposure. 
(a) Representative images of Dihydroethidium (DHE) staining of control (CTR) and p38α∆H liver sections at 
24 and 40 hours post-CCl4. (b) Quantification of DHE fluorescence intensity (arbitrary unit) obtained from 
staining of CTR and p38α∆H liver sections at 24 and 40 hours post-CCl4. Data represent the mean ± SEM 
(n ≥ 5 per group). *p < 0.05 (two-tailed t-test). (c) Relative mRNA level of antioxidant genes (Nrf2, Ho1, Gstm3 
and Catalase) measured by quantitative PCR in CTR and p38α∆H liver samples at 24 and 40 hours post-CCl4. 
Gene expression levels were normalized to the abundance of 18s mRNA for each sample. Data represent the 
mean ± SEM (n ≥ 6 per group). *p < 0.05, ***p < 0.001 (two-tailed t-test).
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livers and found a drastic decrease in the total number of immune cells (Fig. 6b) in both groups of mice. In the 
meantime, we showed that antibody blockade provoked a dramatic abolishment of hepatoprotection in p38α∆H 
livers through an amplification of necrotic regions (Fig. 6c) associated with a reduced anti-oxidative response 
(Fig. 6d). Moreover, we also found an accentuation of liver injury in control mice (Fig. 6c), suggesting that these 
hepatoprotective immune cells were already present in p38-proficient livers (Fig. 6b) but were massively recruited 
under p38α deficiency. Interestingly, we found a clear reduction in the level of Tnfα and Tgfβ transcripts (Fig. 6e) 
in both groups of mice concomitantly upregulated at 40 hours post-CCl4 challenge a#er Ccl2/Ccl5 blockade 
(Fig. 6e,f). $ese findings indicated that the combination of these two signaling (Tnfα and Tgfβ) participate to 
the hepatoprotective response. Accordingly, downregulation of Collagen 1α1 level was also observed a#er Ccl2/
Ccl5 blockade (Fig. 6f), confirming the attenuation of liver tissue repair.

Altogether, our data clearly demonstrated the crucial requirement of these two chemotactic signals favoring 
the recruitment of immune cells to mediate the hepatoprotective response driven by p38α ablation.

Figure 5. p38α deficiency instructs the inflammatory response to promote efficient tissue repair.(a) 
Representative photomicrographs of immune infiltration with H&E staining in control (CTR) and p38α∆H 
liver sections at different time points a#er CCl4 injection. (b) Number of hepatic immune cells per gram 
of liver in CTR and p38α∆H mice at 40 and 60 hours post-CCl4. Data represent the mean ± SEM (n ≥ 5 per 
group). *p < 0.05, **p < 0.01 (two-tailed t-test). (c–g) Relative mRNA level of Ccl2, Ccl5, Tnfα, Tgfβ and Il1β 
measured by quantitative PCR in CTR and p38α∆H liver samples at indicated time points a#er CCl4 injection. 
Gene expression levels were normalized to the abundance of 18s mRNA for each sample. Data represent the 
mean ± SEM (n ≥ 5 per group). *p < 0.05 (two-tailed t-test).
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Discussion
Drug-induced liver injury and acute liver failure (ALF) remains a major problem in Western societies45,46. 
While significant progress has been made in the understanding of intracellular signaling mechanisms of toxicity 
related to various compounds in hepatocytes, e.g. paracetamol47, there is still an urgent need to develop potent 

Figure 6. Blockade of Ccl2/Ccl5 chemotactic signals impairs hepatoprotective effect coupled to p38α 
deficiency during acute liver injury. (a) Schematic representation of experimental procedure for Ccl2 and 
Ccl5 blockade. Control (CTR) and p38α∆H mice were sacrificed at 40 hours a#er CCl4 injection. (b) Number 
of immune cells per gram of liver in CTR and p38α∆H mice treated or not by Ccl2/Ccl5 antibodies, 40 hours 
a#er CCl4 exposure. Data represent the mean ± SEM (n ≥ 5 per group). *p < 0.05, **p < 0.01 (two-tailed 
t-test). (c) Necrotic area analysis by liver section H&E staining of CTR and p38α∆H mice treated or not by 
Ccl2/Ccl5 antibodies and its quantification at 40 hours post-CCl4. Data represent the mean ± SEM (n ≥ 5 per 
group). **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001 (two-tailed t-test). (d) Relative mRNA level of antioxidant 
genes (Nrf2, Ho1 and Gstm3) measured by quantitative PCR in CTR and p38α∆H livers issued from mice 
treated or not by Ccl2/Ccl5 antibodies and its quantification at 40 hours post-CCl4. Gene expression levels 
were normalized to the abundance of 18 s mRNA for each sample. Data represent the mean ± SEM (n ≥ 3 per 
group). *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 (two-tailed t-test). (e,f) Relative mRNA level of Tnfα and Tgfβ (E) 
and Collagen 1α1 (F) measured by quantitative PCR in CTR and p38α∆H livers issued from mice treated or not 
by Ccl2/Ccl5 antibodies and its quantification at 40 hours post-CCl4. Gene expression levels were normalized 
to the abundance of 18 s mRNA for each sample. Data represent the mean ± SEM (n ≥ 3 per group). *p < 0.05, 
**p < 0.01, ***p < 0.001 (two-tailed t-test).
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therapeutic strategies to circumvent ALI and ALF. ALI can be studied in animal models and in isolated hepat-
ocytes and most mechanisms are translatable to humans27,48. Due to its strong ability to integrate a variety of 
signaling pathways, previous reports highlighted p38 Mitogen Activated Protein Kinases (MAPKs) as potential 
appealing targets to improve ALI outcome. Most of these studies were done by using a hepatospecific ablation 
of p38α isoform arising either during foetal (hepatoblasts) or neonatal (immature hepatocytes) development. 
As p38α plays a crucial role in cellular differentiation18,49,50, we supposed that earlier deletion could impaired 
differentiation of hepatocytes and terminal liver maturation. In the present study, we developed a new induci-
ble and hepatospecific mice model in which p38α isoform was completely deleted in mature hepatocytes. Until 
now, p38α ablation in the liver was shown as deleterious in different models of liver injury22,25,51. In this study, 
using the CCl4 model of acute liver injury, we demonstrate for the first time that p38α deletion generated a 
pro-hepatoprotective response against liver injury. Remarkably, we showed that p38α deficiency a#er CCl4 expo-
sure, shaped the inflammatory response to promote efficient tissue repair. Finally, we evidenced that hepato-
protective response driven by p38α ablation was critically dependent on Ccl2/Ccl5 chemotactic signals, as their 
blockade dramatically exacerbated liver injury.

Following injuries, p38α MAPK displayed a wide range of cellular responses to ensure the maintenance of 
tissue homeostasis. Due to its major role as a negative regulator of cellular proliferation20,21,36, we expected to 
observe an extensive enhancement of hepatocytes proliferation secondary to p38α ablation. Differently, we found 
a lower proliferative response, reflecting buffered injuries (concomitant decrease in necrotic areas and ALT levels) 
in p38α∆H liver as compared to control one. Importantly, our data showed that p38α ablation did not increase the 
proliferation of hepatocytes a#er CCl4 exposure and also revealed that the function of p38α as a cell cycle check-
point does not account for the hepatoprotective effect. Our findings are quite novel, since increased proliferation 
has been until now considered a hallmark of p38α deficient cells23.

Interestingly, we demonstrated that the deletion of p38α isoform in adult hepatocytes has strong repercussions 
on the immune microenvironment to mediate a potent hepatoprotective response favoring efficient hepatic tissue 
repair. Indeed, we found a drastic infiltration of immune cells mediated by Ccl2/Ccl5 chemokines. In addition, 
we clearly identified that Ccl2/Ccl5 chemotactic signals were crucial in that response as their neutralization sen-
sitized to increase liver injury. &erefore, our findings highlight a new aspect in the pleiotropic role of p38α in 
hepatocytes during acute liver injury, as until now the beneficial effect of p38α deletion was strictly observed 
when performed in immune effectors such as liver myeloid cells or T/NKT cells51,52. Furthermore, the work of 
Kang and collaborators provided evidence that p38α ablation in hepatocytes was fueled by a drastic accentuation 
of liver injury associated with a massive inflammatory cell recruitment51. &is study was conducted using a dif-
ferent model of acute liver injury (e.g. ConA). Collectively, these data underlie that the nature of stimuli-induced 
injury greatly influences the cellular response of p38α, as it does not trigger the same immune effectors involving 
preferentially either myeloid cells (e.g. CCl4, APAP) or lymphoid T cell reservoir (ConA)53. &erefore, it turns 
out that depending on the initial stimuli, the flavor of the inflammatory response dictates the outcome of tissue 
response. Our work clearly strengthens the critical connection between hepatocyte and immune system during 
acute liver injury and calls into question about the nature of the effectors involved in hepatoprotection. Further 
experiments are required to elucidate the molecular support of this dialogue. It is noteworthy that we found that 
the antioxidative response was determinant in the mediation of hepatoprotection in p38α∆H liver. Interestingly, 
Ccl2/Ccl5 antibody blockade considerably diminished this antioxidative response in our model. &ese observa-
tions are of importance as they illustrated that immune system could behave also as an additional partner to adapt 
the redox balance during liver injury54.

Finally, due to very limited therapeutic options for the treatment of acute liver injury, our work provides 
another field of treatment targeting specifically p38α in hepatocyte and manipulating immune response.

Materials and Methods
Generation of conditional knockout mice and animal care. Mice carrying two loxP sites flanking 
(floxed) exons 2 and 3 of the p38α gene (p38αfl/fl)30 were interbred with TTR-Cre-Tam mice expressing a tamox-
ifen-inducible Cre recombinase under the control of the hepatocyte-specific transthyretin promoter31 to gener-
ate p38α∆H mice (p38αfl/fl TTR-Cre+-Tam) on the C57Bl6J genetic background. In all experiments, littermate 
carrying the respective loxP-flanked alleles but lacking expression of the Cre recombinase were used as controls 
(p38αfl/fl TTR-Cre−-Tam). Mice were maintained at a constant temperature and humidity in light-controlled 
room with a 12 hours light cycle. &ey had free access to food (SAFE Laboratory) and tap water. To induce spe-
cific hepatocyte p38α deletion, four weeks old male p38α∆H were fed with tamoxifen diet (+1000 mg/kg TAM 
A115-T7100, Ssniff, Germany) during five days as well as their control littermates (p38αfl/fl TTR-Cre−-Tam). 
All experiments were conducted in accordance with the institutional guidelines and the recommendations for 
the care and use of laboratory animals put forward by the Directive 2010/63/EU. &is revises Directive 86/609/
EEC on the protection of animals used for scientific purposes. All animal studies were approved by the Ministère 
de l’Enseignement Supérieur, de la Recherche et de l’Innovation (MESRI) and the Direction Départementale 
des Services Vétérinaires de Paris (agreement No. 75–956) and by the Mouse Facility Core laboratories (Institut 
Cochin, Inserm U1016/ CRC UMRS1138).

Acute liver injury model. Experiments were performed both on control (p38αfl/fl TTR-Cre−-Tam) and 
p38α∆H (p38αfl/fl TTR-Cre+-Tam) male mice between 8 and 10 weeks of age. CCl4 (Merck, Germany) dissolved 
with sunflower oil [1:9] was administered intraperitoneally (IP) at 0.56 g/kg of body weight. Two hours before 
tissue harvest, mice were intraperitoneally injected with 50 mg/kg of Bromodeoxyuridine (BrdU) (Merck, 
Germany). Mice were euthanized at 0, 12, 24, 40, 48, 60 and 72 hours post-CCl4. A#er sacrifice, part of liver tissue 
was fixed in 4% neutral buffered formalin for immunohistochemistry analysis. &e remaining liver tissue was 
flash frozen in liquid nitrogen and stored at −80 °C until used.



 

 236 

9SCIENTIFIC REPORTS |         (2019) 9:14614  | https://doi.org/10.1038/s41598-019-51175-z

www.nature.com/scientificreportswww.nature.com/scientificreports/

Antibody depletion experiment. Five hours before CCl4 treatment, mice received a single IP injection 
of a cocktail of anti-Ccl2 (clone 2H5, Bio X Cell) antibody at a dose of 7.5 mg/kg and anti-Ccl5 antibody (clone 
53405, R&D systems) at a dose of 1.0 mg/kg or control antibody (Polyclonal Armenian Hamster IgG, Bio X Cell; 
Normal Rat IgG control, R&D Systems). !e efficacy of antibody depletion was evaluated 40 hours a#er CCl4 
treatment.

Serum Transaminase activity. Blood was collected from intracardiac puncture on anesthetized mice 
during time-course kinetic a#er CCl4 treatment and the activity of serum alanine aminotransferase [ALT] was 
measured using the AU400 chemistry analyzer (Olympus) (Biochemistry Facility, CRI Institute, Paris, France).

Nonparenchymal cell isolation. As previously described55, livers were harvested and perfused with Hank’s 
balanced salt solution (1X HBSS) containing 10 mM HEPES, to remove circulating blood cells. !e liver was 
passed through a stainless steel mesh in RPMI 1640 supplemented with 2% heat-inactivated fetal calf serum 
(FCS) (Gibco, !ermoFisher Scientific), 5 mM HEPES, 2 mM Glutamax (Gibco, !ermoFisher Scientific), 100 U/
mL penicillin, 100 µg/mL streptomycin, and 5 × 10−5 M β-mercaptoethanol (Gibco, !ermoFisher Scientific). 
!e liver cell suspension was collected and parenchymal cells were separated from nonparenchymal cells (NPCs) 
by centrifugation for 3 min at 800 rpm. !e supernatant containing the NPCs was collected and centrifuged for 
10 min at 1500 rpm. !e pellet was then resuspended in 35% Percoll (GE Healthcare) diluted in RPMI 1640 sup-
plemented with 2% FCS, 20 min at room temperature, at 2,000 rpm. !e NPC fraction was collected at the bottom 
and the cells were collected by two rounds of centrifugation in ice-cold PBS. Red blood cells were removed by 
incubation with lysis buffer ACK (0.15 M NH4Cl, 10 mM KHCO3 and 0.1 mM Na2EDTA, pH 7.2). Cells were 
then washed in RPMI 1640 containing 10% FCS and centrifuged for 10 min at 1,500 rpm. Cells were resuspended 
in serum-containing medium and viable NPCs were counted by a trypan blue exclusion method, and stored on 
ice until further use.

Gene expression analysis. Total RNA from mouse liver tissue was extracted using Trizol (!ermoFisher 
Scientific). Purified RNA was then reverse-transcribed with the High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit 
(Applied Biosystems). Quantitative PCR (q-PCR) was performed using a SYBR Luminaris Color HiGreen qPCR 
master mix (!ermoFisher Scientific) and specific primers (see Table 1). !e reactions were performed in 96-well 
plates in a LightCycler 480 instrument (Roche) with 40 cycles. We determined the relative amounts of the mRNAs 
studied by means of the second-derivative maximum method, with LightCycler 480 analysis so#ware and 18 s 
mRNA as the invariant control for all studies.

Western blotting analysis. Total proteins were extracted from snap-frozen livers as described previously56. 
Protein concentration was determined using the bicinchoninic acid assay (Bio-Rad Protein Assay). Proteins 
(40 µg) were resolved by SDS-PAGE and then transferred onto nitrocellulose membranes (0.45-µm pore size), 
which were incubated overnight at 4 °C with primary antibodies. Primary antibodies used for western blotting are 
referenced in Table 2. !e proteinbound primary antibodies were detected with an appropriate horseradish per-
oxidase–conjugated secondary antibody (!ermoFisher Scientific). Immunoreactive bands were revealed using 
the “Clarity Western ECL Substrate” purchased from Bio-Rad. Blots were exposed to Amersham Hyperfilm (GE 
Healthcare Life Sciences). In all immunoblotting, HSC70 was used to normalize the results. For protein quantifi-
cation, densitometry analysis was performed using Image J 1.8.0_112. Data are presented as relative units, which 
represent the densitometric value for the phosphoprotein of interest that was normalized to the total levels of the 
same protein.

Histology, immunohistochemistry. Tissue was fixed by incubation in 4% formol overnight at 4 °C and 
embedded in paraffin wax. Hematoxylin/eosin staining was carried out on 5-µm paraffin sections. For immu-
nohistochemistry, liver sections (5 µm) were de-paraffinized and incubated in citrate buffer at 95 °C for 20 min 
for antigen retrieval. Sections were treated with 3% hydrogen peroxide for 15 min at room temperature and then 

Gene Forward Reverse

18S GTA-ACC-CGT-TGA-ACC-CCA-TT CCA-TCC-AAT-CGG-TAG-TAG-CG

Catalase ACA-TGG-TCT-GGG-ACT-TCT-GG CAA-GTT-TTT-GAT-GCC-CTG-GT

Ccl2 TCT-GGG-CCT-GCT-GTT-CAC-A GGA-TCA-TCT-TGC-TGG-TGA-ATG-A

Ccl5 GCT-GCT-TTG-CCT-ACC-TCT-CC TCG-AGT-GAC-AAA-CAC-GAC-TGC

Collagen 1α1 GAG-CGG-AGA-GTA-CTG-GAT-CG GCT-TCT-TTT-CCT-TGG-GGT-TC

Collagen 3α1 GAA-GTC-TCT-GAA-GCT-GAT-GGG TTG-CCT-TGC-GTG-TTT-GAT-ATT-C

Cyp2e1 CGT-TGC-CTT-GCT-TGT-CTG-GA AAG-AAA-GGA-ATT-GGG-AAA-GGT-CC

Gstm3 TAT-GAC-ACT-GGG-CTA-TTG-GAA-CAC GGG-CAT-CCC-CCA-TGA-CA

Ho1 AAG-CCC-AGA-ATG-CTG-AGT-TC GCC-GTG-TAA-TAT-GGT-ACA-AGG-A

IL1β GCC-CAT-CCT-CTG-TGA-CTC-AT AGG-CCA-CAG-GTA-TTT-TGT-CG

Nrf2 AGG-ACA-TGG-AGC-AAG-TTT-GG TCT-GTC-AGT-GTG-GCT-TCT-GG

Tgfβ1 TGG-CGT-TAC-CTT-GGT-AAC-C GGT-GCT-GGG-CCC-TTT-CCA-G

Tnfα CAT-CTT-CTC-AAA-ATT-CGA-GTG-ACA-A TGG-GAG-TAG-ACA-AGG-TAC-ACC-CC

Table 1. Primer Sequences.



 

 237 
 

 

 

1 0SCIENTIFIC REPORTS |         (2019) 9:14614  | https://doi.org/10.1038/s41598-019-51175-z

www.nature.com/scientificreportswww.nature.com/scientificreports/

incubated overnight at 4 °C with the primary antibodies referenced in Table 2. A"er three washes in PBS1X, tis-
sue sections were incubated with biotinylated anti-mouse/rabbit or rat IgG (1/200 dilution, Vector Laboratories, 
CA, USA) for 1 hr at RT and then washed three times in PBS1X, a"er which streptavidin–horseradish peroxidase 
conjugates (Vector Laboratories, CA, USA) were added and the slides incubated for 45 min. A"er three washes 
with PBS1X, DAB solution (Vector Laboratories, CA, USA) was added and the slides were counterstained with 
haematoxylin.

In situ detection of ROS. Fresh cross sections (8 µm) of unfixed, frozen mouse livers were immediately 
incubated with 5 µM DHE at 37 °C for 30 minutes in a humidified chamber, subsequently washed twice with 
ice-cold phosphate-buffered saline, and coverslipped57. %e fluorescence intensity of DHE staining was measured 
with ImageJ so"ware.

Image acquisition and analysis. Concerning HE, BrdU and PHH3 labelling, images were taken using 
a Nikon Statif Eclipse E600 microscope with x10 and x20 magnification, 1.4–0.7 NA PL-APO objectives, a 
DXM1200 cooled CCD camera (Nikon), and ACT-1 (version 2.63; Universal Imaging). For cleaved-caspase 3 
labelling, images were taken using an Olympus BX63F, at 4x magnification Uplan FLN objective, an Olympus 
DP73 camera and Metamorph software. Necrotic area were quantified by morphometric analysis using an 
open-source ImageJ so"ware in 5 fields at x10 magnification. For BrdU/PHH3 staining, 4000 hepatocytes (for 
each liver sample analyzed) were counted; at least 10 areas of 33,500 µm2 were analyzed. Cleaved-caspase 3 immu-
nostaining was quantified by color segmentation using an open-source ImageJ so"ware in 5 fields at 4x magnifi-
cation. Adobe Photoshop CS (Adobe Systems So"ware) was used for figure construction.

Statistical analysis. Statistical significance was determined with a 2-tailed Student’s t test performed using 
GraphPad Prism 6.0 (GraphPad So"ware Inc). All data are representative of 3 to 10 animals of each genotype and 
are expressed as mean ± SEM. A P value of less than 0.05 was considered statistically significant.
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The chromosome houses the genetic information spe-
cific to all living beings. Each species has a specific num-
ber, n, of chromosomes in its haploid genome. Thus, 
Homo sapiens cells have 23 chromosomes and Mus 
musculus cells have 20 chromosomes in their haploid 
genome1. Eukaryotic organisms typically have two com-
plete sets of homologous chromosomes. However, the 
number of a set of chromosomes can differ between cells 
or species. Cells with only one copy of each chromosome 
are described as haploid (n), those with two copies are 
diploid (2n), with three copies are triploid (3n), with four 
copies are tetraploid (4n) and so on (FIG. 1a). The pres-
ence of more than two complete sets of chromosomes is 
known as polyploidy or whole-genome duplication2. The 
polyploid state should not be confused with aneuploidy, 
in which the copy number of whole chromosomes or 
chromosome segments is modified, by either a gain  
or a loss3. In polyploid species, the additional chromo-
some sets can have different origins. Allopolyploidy 
arises through the fusion of two or more cells with dis-
tantly related genomes (that is, from different species). 
Autopolyploidy arises through the duplication of a single 
genome or the fusion of closely related genomes (that 
is, from the same species). Finally, the number of chro-
mosome sets can be amplified within a single nucleus 
(mono nucleate polyploid populations), defining the 
nuclear ploidy, or, as in some polyploid cells, the genetic 

material can be distributed between two or more nuclei, 
defining the cellular ploidy (FIG. 1b).

Polyploidy is not rare in eukaryotes, and is now 
considered a common mode of speciation, with con-
sequences for evolution and biodiversity4–7. Indeed, 
polyploidy is a feature of plant genomes, contributing 
to variations in both genome size and gene content8–10. 
Polyploidy has been observed in most plant groups, but 
is most frequent in angiosperms11–13. It has also been 
reported in some insects, fishes, amphibians and rep-
tiles7,14. In mammals, whole-organism polyploidization 
is rare, as it typically leads to embryonic resorption or 
spontaneous abortion15–17. However, the red viscacha rat 
(Tympanoctomys barrerae) and its close relatives, which 
are fully tetraploid, are the exception to the rule18. The 
emergence of polyploid cells in mammals can be associ-
ated with the development and differentiation of certain 
tissues. For instance, polyploid cells are present in the 
heart (cardiomyocytes: 4n), placenta (trophoblast giant  
cells: 8n to 64n), bone marrow (megakaryocytes: 16n to 
128n), pancreas (acinar cells: 4n)19,20 and liver (hepat-
ocytes: 4n to 8n)21–23. Over the past decade, several 
break throughs have occurred in determining the role of 
polyploidy in regulating organ size, tissue regeneration 
and repair24,25. In Drosophila melanogaster and some ver-
tebrate tissues, polyploidy provides an alternative means 
of compensating for cell loss, particularly in postmitotic 
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Fig. 2 | Molecular mechanisms that lead to the polyploid state. Polyploid cells can be generated through various 

mechanisms that are classified according to their dependence on the cell cycle. a | The only cell cycle-independent 
process that leads to polyploid cells is cell fusion, which can occur during virus-mediated infections or through 
receptor–ligand interactions, giving rise to binucleate or multinucleated cells. b | Another mechanism relies on 

modifications of the canonical eukaryotic cell cycle that arise either during interphase (G1, S and G2 phases) or  
mitosis (prophase, metaphase, anaphase and telophase). c | Endoreplication encompasses both endocycling and 

endomitosis. (1) Endocycling comprises alternating G and S phases, which eventually results in a rise in nuclear 
ploidy. This aberrant cell cycle is achieved by the combination of S phase cyclin-dependent kinase (S-CDK) 
oscillation and mitotic entry impediment, either through cyclin B proteolysis or M phase cyclin-dependent kinase 
(M-CDK) inhibition. (2) Endomitosis stems from issues that arise during mitosis. For instance, prolonged spindle 
assembly checkpoint (SAC) activation in metaphase resulting from a non-amphitelic chromosome attachment  
can be accompanied by progressive cyclin B1 degradation. This process, known as mitotic slippage, allows the  
cell to escape mitosis and reach the G1 phase. (3) Finally, cytokinesis failure can result in the genesis of binucleate  
cells by preventing the physical separation of the cytoplasm (through cytokinesis) in telophase. Cytokinesis  
failure can be induced as a result of any interferences emerging during the highly regulated process of cytokinesis. 
Lightning bolts indicate the location of cell cycle anomalies, such as lagging chromosomes or cytoskeleton 
disorganization.
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replication (which is driven by the CDK responsible for  
S phase entry, S-CDK) and mitosis (which is driven by 
the CDK responsible for M phase entry, M-CDK), the 
two major events of the cell division cycle55. In mammals, 
the S and M phases are controlled by CDK2 associated 
with cyclins E and A, and by CDK1 associated with cyc-
lins B and A, respectively. These two steps are coupled, 
such that the M phase cannot begin until the S phase has 
been completed. Endoreplication is an alternative cell 
cycle in which cells successively replicate their genomes 
in the absence of cell division56–59. This process leads to 
the genesis of mononucleate polyploid progenies. There 
are two variants of the endoreplication process: endocy-
cles and endomitosis (FIG. 2c). During endocycles, cells 
alternate between the G and S phases, whereas during 
endomitosis, cells abort mitosis by skipping metaphase, 
anaphase or cytokinesis56. Several elegant reviews have 
highlighted the mechanisms that regulate endocycles in 
different species and cell types25,57,60. The key event that 
triggers endocycles is the inhibition of entry into mito-
sis. This inhibition might be mediated by the proteolysis 
of mitotic cyclins under the control of an E3 ubiquitin 
ligase, the APC/C (anaphase-promoting complex; also 
known as the cyclosome). M-CDK can also be inhibited 
by interactions with cyclin kinase inhibitors. A second 
crucial event is the oscillation of S-CDK activity between 
low and high levels in the G and S phases, respectively, 
which is essential for genome reduplication in the 
absence of cell division. One of the best-characterized 
examples of an endocycle in mammals is observed in the 
trophoblast giant cells. Trophoblast giant cell polyploidi-
zation is crucial for implantation and for the modulation 
of post-implantation placentation61. In particular, accu-
mulation of the cyclin kinase inhibitors p57 and p21 is 
essential for endocycle induction, as it enhances cyclin 
B degradation and inhibits CDK1 activity62,63. Also, E2F 
transcription factors are required for the regulation of 
trophoblast giant cell polyploidization64,65. This point is 
discussed in more detail later.

The observation in different experimental models of a 
connection between genome instability and endoreplica-
tion cycles is a major source of concern57,66. For instance, 
double-strand break induction is common in the leaves of 
Arabidopsis thaliana plants subjected to ultraviolet irra-
diation. Induction of the DNA damage response results  
in G2–M arrest. If the DNA damage response persists, 
endoreplication is triggered67,68. In this context, it has 
been suggested that endoreplication is a strategy used 
by the plant to sustain growth under genotoxic stress.  
In human and mouse cell lines that have high amounts of 
dysfunctional telomeres, endoreplication is induced by 
p53/pRb (REFS69,70). This endoreplication requires persis-
tent serine-protein kinase ATM and/or ATR (ATM and 
RAD3-related)-dependent signalling, which is induced 
by irreparably damaged telomeres. Prolonged cell cycle 
arrest in the G2 phase leads to mitosis being bypassed, 
which results in the genesis of mononucleate tetraploid 
progenies69,70.

Endomitosis has been linked to problems in meta-
phase–anaphase transition. Thus, cancer cells treated 
with antimitotic drugs that target microtubule dynamics 
(for example, taxanes, vinca alkaloids and epothilones) 

are blocked in metaphase owing to spindle assembly 
checkpoint activation71. The spindle assembly check-
point prevents passage through anaphase until all 
chromosomes are properly attached to kinetochores72. 
Sustained spindle assembly checkpoint activation results 
in either cell death through a phenomenon called mitotic 
catastrophe (leading to cancer remission) or mitosis exit 
in metaphase, also known as mitotic slippage, driving 
cancer progression73–75. The outcome is dictated by the 
balance between the opposing activities of the apoptotic 
machinery and two mitotic ubiquitin ligases. Slippage is 
thought to involve the gradual proteolysis of cyclin B1 by 
the APC/C and CRL2ZYG11A/B ubiquitin ligases76–78. How 
cancer cells treated with spindle poisons (such as taxol) 
avoid apoptosis during mitosis remains unclear. It has 
been suggested that polyploidy might confer a survival 
advantage on tumour cells, contributing to the evolution 
of treatment resistance79. Mitotic slippage events have 
also been described during colorectal cancer cell divi-
sions in tumours with adenomatous polyposis coli (APC) 
gene mutations80. APC mutations are the most frequent 
type of mutation in human colorectal tumours81. APC 
is involved in the WNT signalling pathway, but it also 
binds to mitotic spindle microtubules, and its absence 
impairs kinetochore–microtubule interactions, lead-
ing to chromosomal instability in APC-driven murine 
colon carcinomas82. Dikovskaya et al. have demonstrated 
that conditional knockout of APC in vitro and in vivo 
induces mitotic slippage that is linked to the genesis of 
a mononucleate tetraploid cell contingent80. However, 
the link between tetraploid cells with APC mutations 
and the increase in chromosomal instability in colon 
carcinogenesis remains unclear.

Cytokinesis failure. Cytokinesis is the final step in cell 
division and is initiated during anaphase83. It involves a 
finely regulated series of events to ensure that genomic 
and cytoplasmic materials are evenly distributed 
between the two nascent daughter cells. Four events 
must occur for the correct induction of cytokinesis: 
establishment of the division plane, contraction of the 
actomyosin ring, ingression of the cleavage furrow and, 
finally, formation of the intracellular bridge, the deg-
radation of which leads to cell abscission. Interference 
with the progression of these steps can lead to cyto-
kinesis failure and to the genesis of binucleate polyploid 
cells84,85 (FIG. 2c). Cytokinesis failure has been known for 
several decades to be a physiological process involved in 
the development of certain human tissues and organs, 
such as the heart86, bone marrow87 and liver88. For exam-
ple, ventricular cardiomyocytes respond to the increase 
in blood flow after birth with an adaptive increase in 
volume (known as hypertrophy)89. This transition from 
hyperplasia to hypertrophy is clearly associated with 
polyploidization as it leads to the genesis of binucleate 
tetraploid cardiomyocytes90. The degree of polyploidi-
zation in ventricular cardiomyocytes differs between 
species and varies with age, but it might reach 85% in 
rodents and 30% in humans90–93. Cyclin G1 has been 
identified as an important player in the molecular 
machinery that controls cardiomyocyte binucleation. 
The expression of cyclin G1 in neonatal cardiomyocytes 
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promotes G1–S cell cycle transition but inhibits cyto-
kinesis94. Cytokinesis failure in cardiomyocytes might 
also be caused by the abnormal localization of proteins 
that regulate the organization of the contractile ring 
(for example, Ras homologue gene family member 
A (RhoA), ROCK-I, ROCK-II and anillin)86,95,96.

Cytokinesis failure has also been reported in numer-
ous diseases, often in association with high rates of 
mutation or genomic instability97–99. In their elegant 
review, Lacroix and Maddox describe several exam-
ples of cytokinesis failure events in different diseases: 
Wiskott–Aldrich syndrome, X-linked neutropenia, 
Fanconi anaemia, Lowe syndrome, type II neurofi-
bromatosis and age-related macular degeneration100. 
Interestingly, bulk chromatin, or even a single lagging 
chromosome trapped in the cleavage furrow, can induce 
cytokinesis failure and tetraploidization in human 
cells101,102. Cytokinesis defects have also been reported 
in many different types of cancer cells (such as breast, 
colon and ovarian cells), as a result, for example, of dys-
functions of various proteins that control the cytokine-
sis process (aurora A, mitotic arrest-deficient 2 (MAD2) 
and large tumour suppressor 1 (LATS1))21.

Polyploidy in the liver

The liver is a vital organ with an extraordinary range 
of physiological functions, including the metabolism of 
carbohydrates, lipids and amino acids, detoxification 
of xenobiotic compounds, synthesis of serum proteins, 
and bile production and secretion. These functions are 
performed primarily by hepatocytes, which account 
for 70% of the cells in the human liver103. Interestingly, 
the metabolic functions of hepatocytes are specific to 
their position along the portocentral axis, making it 
possible to distinguish between ‘periportal’ hepatocytes 
(which are involved in gluconeogenesis, ureagenesis, 
β-oxidation of fatty acids, amino acid breakdown and 
cholesterol biosynthesis) and ‘pericentral’ hepatocytes 
(which are involved in glycolysis, de novo lipogenesis 
and alcohol detoxification)104–108. Another source of 
hepatocyte heterogeneity is differences in ploidy. At 
birth, all hepatocytes are diploid, with a single nucleus 
containing two copies of each chromosome109,110. During 
postnatal growth, the liver parenchyma undergoes cel-
lular changes characterized by gradual polyploidiza-
tion, leading to the emergence of hepatocytes of several 
different ploidy classes109,110 (FIG. 3). Hepatocyte ploidy 
depends on the DNA content of each nucleus (nuclear 
ploidy: diploid, tetraploid, octoploid and so on) and on 
the number of nuclei per hepatocyte (cellular ploidy: 
mononucleate, binucleate)109,110. For example, polyploid 
hepatocytes can be tetraploid (either binucleate with 
two diploid (2n) nuclei or mononucleate with a single 
tetraploid (4n) nucleus) or octoploid (either binucleate 
with two tetraploid (4n) nuclei or mononucleate with 
a single octoploid (8n) nucleus). The liver has long 
been known to display polyploidy, and various studies 
have determined the proportions of polyploid hepato-
cytes in the liver parenchyma of different species111–115. 
For example, up to 90% of adult hepatocytes are poly-
ploid in rodents88,116–118, versus approximately 30% in 
humans119–123. An increase in cell size is the most obvious 

and consistent consequence of an increase in ploidy. 
Several studies have shown that a doubling of chromo-
some number approximately doubles the size of hepat-
ocytes in humans and mice parenchyma124–127. There is 
no substantial difference in the volume of a given state of  
ploidy, for example, between a tetraploid contingent  
of diploid binucleate cells (2 × 2n) and a tetraploid con-
tingent of tetraploid mononucleate cells with a single 
tetraploid (4n) nucleus126,128. Intriguingly, when the vol-
ume of the cell increases twofold during polyploidiza-
tion, the surface area of cellular structures increases only 
1.4-fold (in yeast and mammalian cells)98. In addition, as 
already demonstrated in A. thaliana129, changes in the 
proportions of cellular elements upon polyploidization 
modify chromosome dynamics and could influence the 
structure of the nucleus.

Polyploidy in liver development

Polyploidization during development has been analysed 
almost exclusively in rodent models. All hepatocytes 
in the newborn rodent liver are diploid and have high 
rates of proliferation130. However, cell division gradually 
declines in rodents, such that, by 6 weeks of age, DNA 
synthesis is detected in only a few hepatocytes, at rates 
similar to those reported for the normal adult liver88,131. 
Various in vivo studies have shown that polyploidization 
begins in the first few weeks after birth with the genesis 
of binucleate tetraploid hepatocytes (2 × 2n)88,118,132–134. 
During this period, diploid hepatocytes (2n) follow 
either a normal cell cycle or an adapted cell cycle with 
karyokinesis but no cytokinesis (cytokinesis failure; 
FIG. 3). Proliferating binucleate tetraploid hepatocytes 
can then repeat DNA replication, leading either to cyto-
kinesis, which generates two mononucleate tetraploid 
hepatocytes (4n), or to another failure of cytokinesis, 
which generates a binucleate octoploid hepatocyte 
(2 × 4n)88 (FIG. 3). This situation results in the establish-
ment of physiological polyploidy. Margall-Ducos et al. 
showed that the canonical cytokinesis programme is dis-
rupted owing to the absence of actinomyosin ring forma-
tion133. Indeed, the organization of the actin cytoskeleton 
during the anaphase–telophase transition is impaired in 
these conditions. The microtubules fail to contact the 
cortex, and the molecular signals essential for cleavage 
plane specification (for example, aurora B and polo-like 
kinase 1 (PLK1)) are therefore not correctly delivered. 
Consequently, active RhoA, the principal orchestrator 
of cytokinesis, does not concentrate at the division site, 
and the contractile ring is not formed133. During postna-
tal growth, cytokinesis failure events occur around the 
time of weaning133, a period associated with profound 
changes in feeding behaviour, hormone concentrations 
and metabolic pathways135. Indeed, insulin has been 
identified as a key factor in the genesis of binucleate 
tetraploid hepatocytes136,137. In rodents, impairment  
of insulin signalling greatly decreases the formation of 
binucleate progenies, whereas repeated insulin injec-
tions promote the generation of polyploid liver cells. 
The phosphoinositide 3-kinase (PI3K)–AKT pathway 
appears to be the principal downstream pathway that 
mediates the cellular effects of insulin in these condi-
tions. Various studies have revealed that PI3K–AKT 
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described for trophoblast giant cells64 and endometrial 
stomal cells144 in mice. Interestingly, microRNAs (miR-
NAs) are also drivers of physiological binucleation132. 
Mouse liver miRNAs are expressed in an age-dependent 
manner, and a subset of these molecules, miR-122 in 
particular, is differentially expressed during postna-
tal development. Mir122-knockout livers displayed a 
60–70% reduction in the number of polyploid hepat-
ocytes, a defect that was rescued by miR-122 overex-
pression132. During liver development, miR-122 directly 
antagonizes pro-cytokinesis targets, thereby regulat-
ing hepatocyte binucleation132. Finally, the silencing of 
cell cycle regulator genes, such as Cdk1 (REF.145), Trp53 
(REFS146,147), Cdkn1a (REFS147,148), cMyc149, Ccne150, Birc5 
(which encodes survivin)151, Ssu72 (REF.152), Stk3 (also 
known as Mst1/2)153, Tgfb1 (REF.154) and Rb1 (REFS147,155), 
has been shown to modify cellular or nuclear liver 
polyploidization in various mouse models. However, 
the roles of these diverse genes in controlling the cell 
cycle and division during liver development in relation 
to binucleation are unknown. Together, these studies 
highlight the essential contribution of cytokinesis fail-
ure to physiological liver polyploidization. Future studies 
should investigate how the combined activities of AKT, 
mechanistic target of rapamycin complex 2 (mTORC2), 
E2F7, E2F8 and miR-122 lead to inhibition of the 
cytokinesis machinery and the expansion of binucleate 
hepatocytes during liver development.

Polyploidy in regeneration after injury
The liver is continually exposed to tissue injuries and 
stresses throughout life. In the adult human liver paren-
chyma, hepatocytes are slowly replaced, with each cell 
having a mean lifespan of approximately 200–300 
days156, but they retain the ability to proliferate rap-
idly in response to aggression. The induction of liver 

regeneration by partial hepatectomy is a model of com-
pensatory hypertrophy, and several studies have revealed 
changes in ploidy profile during this process. All hepato-
cytes enter the cell cycle after partial hepatectomy. By the 
end of the regenerative process, cellular ploidy (binucle-
ate polyploid hepatocytes) decreases and nuclear ploidy 
(mononucleate polyploid populations) increases157–161 
(FIG. 4). Interestingly, Wilkinson et al. demonstrated that 
the global ploidy spectrum remained unchanged after 
complete liver regeneration in the partial hepatectomy 
mouse model140, which suggests that the decrease in cel-
lular ploidy is compensated for by the increase in nuclear 
ploidy. Miyaoka et al. have used cell lineage approaches 
and a high-throughput imaging system to investigate 
the mechanisms controlling polyploidization during 
mouse liver regeneration28. They found that although 
all hepatocytes entered the cell cycle after partial hepa-
tectomy and progressed into the S phase, only about half 
continue through mitosis, suggesting that some hepato-
cytes undergo endoreplication (leading to amplification 
of nuclear ploidy). Importantly, hepatocytes that go into 
mitosis undergo cell division (the genesis of mononucle-
ate progenies). Thus, in contrast to liver development, 
during liver regeneration there is a shift from cellular 
polyploidy (polyploid hepatocytes, predominantly binu-
cleate) to nuclear polyploidy (polyploid hepatocytes, 
predominantly mononucleate) (FIG. 4). Pathological 
conditions, such as hepatic metabolic overload (of iron 
or copper)162–164, telomere attrition165 and chronic viral 
infection (HBV and HCV)122,123,166, also promote liver 
polyploidization, by as yet uncharacterized mechanisms 
(FIG. 4). Polyploidy spectrum has also been characterized 
in non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD)31,167 (FIG. 4). 
In mice models of NAFLD, there was an enrichment of 
highly polyploid mononucleate hepatocytes in the fatty 
liver parenchyma. The same phenotype was observed 
in patients with non-alcoholic steatohepatitis. The key 
question is how these cells are generated. The cell cycles 
of normal hepatocytes were compared with fatty hepato-
cytes in mouse primary cultures. Fatty hepatocytes pro-
gressed through the G1 phase and entered the S phase, 
but their progression through the S and G2 phases was 
delayed relative to control cells. This delay was associ-
ated with the activation of a G2–M ‘DNA damage signal’ 
(ATR–p53–p21 pathway) that precludes the activation 
of the mitotic kinase (CDK1–cyclin B) and leads to 
endoreplication31,167. This work led to the identification 
of oxidative stress as a key driver of pathological poly-
ploidization in the livers of patients with NAFLD. These 
findings provided the first demonstration of the gen-
eration, by endoreplication, of pathological polyploid 
hepatocytes in a damaged liver, through activation of a 
DNA damage-signalling axis. It is tempting to speculate 
that endoreplication is a favoured mode of liver tissue 
repair, but further studies are needed to determine how 
various genotoxic stresses and cell cycle regulators act 
together to promote endoreplication, and also the fate 
of the polyploid hepatocytes generated in such condi-
tions. Emerging data from multiple experimental mod-
els have suggested a conserved role for endoreplication 
as an alternative means of proliferation in a context of 
genome instability57,66.

Fig. 3 | Polyploidization during postnatal liver growth. a | Polyploidization of hepatic 
tissue is a progressive developmental process that takes place around the time of 
weaning and is regulated by insulin, phosphoinositide 3-kinase (PI3K)–mechanistic  
target of rapamycin complex 2 (mTORC2), E2F and microRNA miR-122 signalling.  
At birth, hepatocytes are exclusively diploid mononucleate (2n). During postnatal liver 
development after weaning, diploid hepatocytes can either enter the normal cell  
cycle, giving rise to two diploid hepatocytes, or follow an aberrant cell cycle that is 
characterized by incomplete cytokinesis, giving rise to one binucleate tetraploid (2 × 2n) 

hepatocyte. Progressive polyploidization takes place via this process in the liver 
parenchyma, and tetraploid (4n) and octoploid (8n) cells with one or two nuclei are 

formed. Up to 90% of adult hepatocytes in rodents and approximately 30% in humans  
are polyploid. b | During the complete cytokinesis process (left panel), the cytokinetic 
machinery (MgcRacGAP) (red; left upper panel) localizes during anaphase both on the 
central spindle and on astral equatorial microtubules and during telophase at the 

midbody. Consequently, Ras homologue gene family member A (RhoA) (green; left lower 
panel), the major cytokinesis orchestrator, accumulates at the equatorial cortex in early 
telophase, leading to the formation of the cytokinetic ring and the genesis of two diploid 
progenies. During incomplete cytokinesis (right panel), microtubules are disorganized 
(green; right upper panel). Consequently, MgcRacGAP (red; right upper panel) is 
observed on the remaining interdigitating microtubules in anaphase and telophase but is 

never localized on unattached astral equatorial microtubules, indicating that molecular 
signals delivered by microtubules to the equatorial cortex are impaired. Furthermore, 
RhoA (green; right lower panel) does not correctly localize at the equatorial cortex  
and is instead observed near the cell centre, close to central spindle microtubules. 
Consequently, activation of RhoA GTPase in the central cortex is impaired, leading to the 
genesis of binucleate progeny. n, chromosome number. Part b adapted with permission 

from REF.133, Journal of Cell Science (https://doi.org/10.1242/jcs.016907).
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polyploid contingent might be related solely to ageing. 
Diploid, tetraploid and octoploid hepatocytes from 
2-month-old mice have identical capacities to repop-
ulate the liver and do not express specific senescence 
markers, such as p16, p21 and p53 (REFS174,175). However, 
as mice age, the expression of these senescence mark-
ers becomes substantially stronger in octoploid hepat-
ocytes than in diploid and tetraploid hepatocytes, and 
the repopulation potential of the octoploid contingent 
also decreases174,175. Collectively, these data suggest that 
polyploid hepatocytes retain the ability to respond to 
mitogen stimuli and to proliferate. However, during 
ageing, and possibly in some liver diseases, polyploidy 
might induce senescence-type changes. Studies are 
therefore required to improve our understanding of 
ploidy-specific proliferation in different liver injuries, 
such as chronic liver disease.

Polyploidization as an enhancer of liver functions. 

Polyploidy is a common strategy for organogenesis in 
various systems and organs including the liver and, 
over the past 10 years, many studies in different exper-
imental models have highlighted specific functions 
for polyploid cells7,24,25,176. An innovative study by Rios 
et al. revealed a role for specific mammalian polyploid 
cells177. They observed binucleate polyploid cells in the 
lactating mammary glands of several different species 
(including humans, cows and mice)177. In mice, aurora 
kinase A (AURKA) and PLK1 control the generation of 
these binucleate cells by cytokinesis failure at the time 
of the switch to lactation in response to various signals, 
including prolactin and epidermal growth factor. The 
binucleate alveolar cells were shown to be essential for 
lactation. Deletion of Aurka inhibited the formation of 
binucleate cells and decreased milk synthesis177.

The liver participates in diverse functions, and it is 
tempting to speculate that physiologically polyploid 
hepatocytes have their own features and roles. The gene 
expression profile in the liver changes throughout the 
lobule (along the portocentral axis), resulting in a spatial 
zonation of tasks104–108. Several groups have investigated 
whether polyploid hepatocytes display a specific distri-
bution within mouse hepatic lobules that might account 
for specific functions, but the findings of these studies 
are conflicting. Some studies suggested that the peripor-
tal region contains fewer polyploid hepatocytes than the 
perivenous region117,170, whereas others suggested that 
the proportions of polyploid cells were similar in both 
regions118,133. Two studies used tissue-imaging systems  
to reconstruct spatial zonation in the murine liver and to 
quantify hepatocyte polyploidy128,178. They showed that 
the periportal and perivenous regions were enriched in 
tetraploid hepatocytes but had a low density of octoploid 
hepatocytes, whereas the mid-lobule region (equidistant 
between the periportal and perivenous regions) dis-
played the opposite pattern: it was enriched in octoploid 
hepatocytes but had a low density of tetraploid hepato-
cytes. They concluded that liver polyploidy proceeds in 
spatial waves, advancing more rapidly in the mid-lobule 
region than in the periportal and perivenous zones. 
One study investigated whether this zonation of poly-
ploidy was conserved in normal human hepatic lobules. 

Bou-Nader et al. observed that neither mononucleate 
(4n or ≥8n) nor binucleate (2 × 2n or ≥2 × 4n) polyploid 
hepatocytes had a specific zonal distribution119. Much 
less is known about metabolic zonation in the human 
liver than in the mouse liver107. Single-cell in situ exper-
iments will be required to analyse the combined effects 
of metabolic zonation and polyploidy on hepatocyte fate.

A simple model used to explain the effects of poly-
ploidy on cellular functions involves increases in 
transcription and translation on a per cell basis (for 
example, twice as many genes would produce twice as 
many proteins)176,179,180. However, the situation is not 
quite that simple, as it has been shown in numerous spe-
cies (for example, plants, Drosophila and mammalian 
cells) that polyploidy promotes non-uniform genome, 
transcriptome, epigenome and metabolome modi-
fications176. A few years ago, Lu et al. used a microar-
ray approach to analyse the gene expression profile of 
fluorescence-activated cell sorting-isolated diploid, tetra-
ploid and octoploid hepatocytes from wild-type mice181. 
Surprisingly, only a few differences in gene expression 
profile between the different populations were found. 
Kreutz et al. suggested that gene expression profiles dif-
fer between diploid and mononucleate polyploid hepat-
ocytes, but not between diploid and binucleate polyploid 
hepatocytes182. This finding would suggest that increases 
in nuclear ploidy in the liver parenchyma affect hepat-
ocyte fate, a hypothesis that was tested in mice that lack 
the mitotic kinase CDK1. Following partial hepatectomy, 
Cdk1-knockout livers regenerate fully but hepatocytes 
endoreplicate, resulting in a large proportion of mono-
nucleate polyploid hepatocytes in the liver145. Using  
this model, Miettinen et al. showed that higher ploidy 
levels were associated with lower levels of expression of 
mitochondrial and de novo lipid biosynthesis genes and 
with higher levels of expression of glycolysis genes180. The 
inhibition of mitochondrial functions and lipid synthesis  
increases cell size in human epithelial cells, suggesting 
a possible causal link between cellular metabolism and 
polyploidy180. These results are consistent with the results 
of a comparative genome-scale analysis of mouse and 
human liver tissues with different levels of polyploidy, 
in which highly polyploid livers displayed anaerobic 
energy production, with ATP obtained from carbohy-
drates rather than from fatty acids183,184. Collectively, 
these results suggest a probable link between polyploidy 
and energy demands. Cells that display endoreplication 
or cytokinesis failure can channel the energy that would 
have otherwise gone into cell division (in particular, ATP 
and lipid membrane consumption) for other purposes98. 
Thus, polyploidization might facilitate rapid adapta-
tion to stresses and new environmental cues. Finally, 
Itzkovitz and co-workers demonstrated that liver poly-
ploidy dampens the intrinsic variability associated with 
transcriptional bursts185. In prokaryotes and eukaryotes, 
many genes are transcribed in bursts, with stochastic pro-
duction of mRNA from the transcription sites, and with 
transcription switching between ‘on’ and ‘off ’ states186. 
Using single-molecule fluorescence in situ hybridization, 
the authors demonstrated that gene expression in the 
intact mouse liver consists of transcriptional bursts185. 
They observed that transcriptional noise tends to be 
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lower in tetraploid hepatocytes than in diploid hepat-
ocytes. The authors suggest that liver polyploidization 
might therefore counteract the noise increase caused by 
genes increasingly being transcribed in bursts with age, 
leading to a more controlled gene expression.

Polyploidization creates genetic diversity. Proliferating 
polyploid hepatocytes can increase their DNA content, 
but they can also reduce it, through a process known as 
ploidy reversal116,120,187. Polyploid hepatocytes have larger 
numbers of chromosomes than their diploid counter-
parts, but they also have supernumerary centrosomes. 
For example, tetraploid hepatocytes (mononucleate or 
binucleate) have two centrosomes in G1–S phases and 
four centrosomes in G2–M phases88. In most cases, pro-
liferating polyploid hepatocytes form a bipolar mitotic 
spindle through a specific centrosome cluster (two cen-
trosomes at each spindle pole), leading to the generation 
of polyploid progenies88,116 (FIG. 4). Polyploid hepatocytes 
can also form multipolar mitotic spindles and, in this 
case, cell division can lead to the generation of three or 
more daughter cells with lower ploidy states than mater-
nal cells (a phenomenon known as ploidy reversal)116 
(FIG. 4). The formation of a multipolar mitotic spindle is 
also linked to chromosome segregation errors that arise 
from merotelic chromosome attachments (the attach-
ment of one kinetochore to both mitotic spindle poles). 
In this case, the division of polyploid hepatocytes leads 
to random whole-chromosome gains and/or losses, 
resulting in aneuploid contingents116,120. The connection 
between polyploidy, ploidy reversal and aneuploidy has 
been called the ‘ploidy conveyor’109. Interestingly, ane-
uploidy is observed in many different healthy human 
tissues, including those of the skin, brain and pla-
centa116,120,187–190. However, the degree of aneuploidy in the 
healthy liver remains a matter of debate. Studies of pro-
liferating polyploid hepatocytes in primary mouse cul-
ture have revealed high rates of chromosome segregation  
errors and aneuploidy (approximately 60%)116,191. By con-
trast, single-cell sequencing of hepatocytes in mouse and 
human liver tissues has revealed only a low level of ane-
uploidy (about 5%)187. An elegant study by Knouse et al. 
examines the importance of the tissue environment for 
chromosome segregation fidelity in the polyploid liver171. 
By comparing images of mitotic polyploid hepatocytes 
in mouse regenerating liver or in primary cultures, they 
demonstrated that tissue architecture is particularly 
important for the correction of merotelic attachments 
and, therefore, for chromosome segregation fidelity in 
the polyploid liver171. Grompe and colleagues have devel-
oped a sophisticated multicolour reporter allele system 
to genetically label and trace mouse polyploid hepato-
cytes in situ192. They observed that polyploid hepatocytes 
regenerate injured livers while undergoing ploidy reduc-
tion. Ploidy-reduced progenies proliferate and maintain 
their ability to increase their ploidy content. Importantly, 
they observed that chromosome segregation during 
ploidy reduction is not random but faithful. All of these 
data reinforce our view that the ploidy conveyor model 
is intriguing, not least because it could generate genetic 
diversity in the healthy liver. Duncan et al. have analysed 
the role of hepatic aneuploidy in chronic liver injury191, 

using Fah–/– mice, a well-known model of hereditary 
tyrosinaemia type 1 (REF.193). In response to massive liver 
failure, hepatocytes with a partial loss of chromosome 16 
expanded, repopulated the liver and restored liver func-
tion191. The partial loss of chromosome 16, which carries 
the gene that encodes homogentisate 1,2-dioxygenase, 
confers resistance to the disease in this model of liver 
injury. Interestingly, a loss of polyploidy in the liver (E2f7 
and E2f8 double-knockout mouse model) resulted in 
decreased aneuploidy rates and decreased the ability of 
the liver to adapt to tyrosinaemia-induced liver failure194. 
Further studies are now required to determine whether 
ploidy reversal and specific aneuploid hepatocytes can 
facilitate adaptation in chronic human liver diseases.

Benefits of polyploidization for tissue repair. Polyploidy 
can be beneficial after acute organ failure in different 
organs, as shown in Drosophila in particular. Losick et al. 
have shown that polyploidization contributes to wound 
healing in adult D. melanogaster epithelia195. Indeed, the 
epithelial cells that surround the injury site re-enter the  
S phase, but, rather than dividing, these cells undergo end-
ocycling and become polyploid. In this case, epidermal  
repair is inhibited when polyploidy is blocked. In mam-
mals, polyploidy can also be beneficial for tissue repair 
(for example, in mice and humans)24,25,196. In an elegant 
study, Cao et al. devised genetic tools and live imaging 
methods for visualizing cell cycle dynamics during the 
regeneration of the zebrafish epicardium26. Their results 
demonstrate that cells in the leading edge (called ‘leader 
cells’) of the regenerating epicardium undergo endorep-
lication or cytokinesis failure and generate polyploid 
cells. Further from the lesion, ‘follower cells’ complete 
the cell cycle. An increase in mechanical tension at the 
leading edge was found to be a key factor driving poly-
ploidy. Interestingly, most polyploid leader cells undergo 
apoptosis when regeneration is complete. These results 
suggest that mechanical tension within a tissue can 
favour polyploidy to support tissue regeneration26.

As the liver is the most robust regenerative organ in 
the human body and one of the best examples of poly-
ploid tissues, it was tempting to speculate that the 
polyploid contingent has a major role in tissue repair. 
As described above, polyploid hepatocytes proliferate 
during mouse liver regeneration after partial hepatec-
tomy. Surprisingly, these cells are as effective as diploid 
hepatocytes at restoring injured tissues28. This pheno-
menon has been analysed in the liver of E2f7 and E2f8 
double-knockout mice presenting reduced polyploidy. 
Resected polyploid livers (wild type) support regenera-
tion as effectively as resected predominantly diploid 
livers (E2f7 and E2f8 double-knockout)118,197. Further-
more, no difference in regeneration was observed 
when wild-type and E2f7 and E2f8 double-knockout 
livers were treated acutely with hepatotoxins, such as  
carbon tetrachloride or 3,5-diethoxycarnonyl-1,4- 
dihydrocollidine64,118. These results suggest that the res-
toration of liver size by polyploid cell growth during liver 
regeneration after partial hepatectomy or after acute 
injury is not beneficial. Future studies will determine 
whether polyploidization is beneficial for tissue repair 
following chronic liver injury.
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the loss of heterozygosity of a tumour suppressor gene 
could have dramatic consequences, such as uncontrolled 
proliferation. Acquiring multiple sets of chromosomes 
could provide backup tumour suppressor gene copies. 
In a series of elegant experiments, Zhang et al. demon-
strated that polyploid mouse livers were protected from 
tumour suppressor loss of heterozygosity197. To mod-
ify the liver ploidy spectrum, two genes were silenced: 
Anln, an actin-binding protein required for cytokine-
sis, and E2f8, which is required for liver polyploidi-
zation. Ploidy was substantially increased after Anln 
knockdown (resulting in livers in which the majority of 
hepatocytes were polyploid) and decreased after E2f8 
knockdown (resulting in livers in which the majority of 
hepatocytes were diploid). The authors observed that 
higher levels of polyploidy reduced the tumour inci-
dence in diverse mouse liver cancer models, suggesting 
that polyploidy helps to prevent tumour development. 
Notably, in this study, ploidy content has been modified 
in non-tumoural liver tissue with wild-type Trp53. As 
demonstrated in others contexts, it is likely that poly-
ploidy in the absence of Trp53 could be a driver of liver 
tumorigenesis. The presence of polyploid cells within 
liver tumours could also act as a driver of tumour pro-
gression. In 2019, an in situ imaging approach was 
developed to determine whether cellular and nuclear 
ploidy content is altered during human liver tumorigen-
esis119. The ploidy spectra of surgically resected tissues 
from patients with hepatocellular carcinoma (HCC) as 
well as from healthy controls were determined. These 
data show that the binucleate polyploid fraction, or cel-
lular ploidy, is drastically reduced during human liver 
tumorigenesis (≈15% in normal tissue versus 5% in 
tumoural tissue). Conversely, the mononucleate poly-
ploid fraction, or nuclear ploidy, is amplified in HCCs 
(≈12% in normal tissue versus 33% in tumoural tissue). 
Next, Bou-Nader et al. compared nuclear ploidy spectra 
on the basis of histological and molecular features of 
HCC tumours119. Nuclear ploidy was sufficient to dis-
tinguish between pre-malignant and malignant liver 
parenchyma. Mononucleate polyploid hepatocytes were 
enriched in HCCs that harboured a low grade of differ-
entiation, a high proliferation rate and a poor progno-
sis. Furthermore, it was observed that TP53 mutations 
account for a higher percentage of mononucleate poly-
ploid hepatocytes than both TERT promoter-mutated 
and CTNNB1-mutated HCCs.

Taken together, these results indicate that polyploid 
hepatocytes act as a kind of ‘Jekyll and Hyde’ during liver 
tumorigenesis (FIG. 5). A polyploid state could provide 
protection from tumorigenesis by providing extra copies 

of tumour suppressor genes and by restricting hepato-
cyte proliferation in pre-malignant tissue with wild-type 
TP53. Conversely, amplification of mononucleate poly-
ploid hepatocytes within HCCs is associated with TP53 
mutations, a high proliferative rate and a poor prognosis.

Conclusions

Polyploidization is a fascinating mechanism that is 
essential for tissue homeostasis but also has a role in 
tumorigenesis. Studies have revealed that the liver is 
one of the few mammalian organs to display changes in 
ploidy in various circumstances. In physiological condi-
tions, progressive polyploidization occurs during liver 
development and in ageing, indicating terminal differ-
entiation. We have learned much about the generation 
of polyploid hepatocytes through cytokinesis failure, but 
we still have much to learn about the function of these 
cells in liver homeostasis.

There are still important questions that need to be 
addressed. Is there a difference in cellular states between 
diploid and polyploid hepatocytes (that is, in epigenetics, 
transcriptomes, proteomes and so on)? Is there a limit to 
hepatocyte ploidy? How do polyploid hepatocytes cope 
with genome copy number variation and centrosome 
amplification? Finally, what are the molecular cues of 
the ploidy conveyor, and does liver aneuploidy affect 
human health?

The liver parenchyma displays changes in ploidy fol-
lowing tissue injury or stress, particularly in the context 
of NAFLD. Future studies should aim to understand 
whether pathological polyploidization takes place in 
other pathologies, and to determine how these poly-
ploid contingents behave in damaged livers. Do they 
have specific lobule zonation? Do they influence dis-
ease progression? It will be particularly interesting to 
determine whether hepatocyte polyploidization affects 
the process of liver infection (for example, of HCV and 
HBV). Interestingly, Plasmodium parasites have been 
shown to preferentially infect and develop in polyploid 
hepatocytes218.

Finally, a major challenge in this field will be to deter-
mine whether polyploid HCCs derive from polyploid or 
diploid hepatocytes. If they are derived from polyploid 
hepatocytes, then the use of polyploidization to protect 
the liver would be dangerous. Conversely, if polyploid 
tumours arise from diploid hepatocytes, then the poly-
ploid state might provide protection in pathological 
settings by providing extra copies of tumour suppressor 
genes and restricting hepatocyte proliferation.
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Glossary
Aneuploidy Refers to a cell having an incomplete set of

chromosomes.

Cytokinesis Division of the cytoplasm into two daughter

cells. It occurs in the final step of cell division.

Diploid Refers to a cell having two sets of homologous

chromosomes.

DNA replication A process allowing the production of

two identical replicas of DNA from one original DNA

molecule.

Karyokinesis Division of the nucleus into two daughter

nuclei during the cell cycle.

Kinetochore A complex of proteins in the centromeric

region of a chromosome connecting to spindle fibers.

Oncogene A gene that encodes a protein able to transform

a normal cell into a cancerous one. Oncogenes are often

mutated and/or highly expressed in tumor cells.

Polyploid Refers to a cell or an organism having more

than two complete sets of chromosomes (Triploid (3n),

Tetraploid (4n), octoploid (8n), …).

Telomere A region of repetitive DNA localized at the end

of chromosomes. Telomeres protect chromosomes from

degradation or fusion with other neighboring

chromosomes.

Transcription factor A protein regulating the level of gene

expression.

Transformation or malignant transformation A Process

by which a cell acquires cancer properties.

Tumor-suppressor gene A gene that encodes a protein

able to protect normal cells from malignant transformation.

Tumor-suppressor genes are often mutated or expressed at

low-levels in tumor cells, in order to turn-off their protective

function.

Introduction

Every species has a specific number of chromosomes (n). For example, humans (Homo sapiens) have 23 pairs of chromosomes

(n¼23) while mice (Mus musculus) have 20. In general, mammals contain two complete sets of homologous chromosomes

(diploid, 2n), the diploid state being the standard for sexually reproducing species. Polyploidy is a state with an additional set (s)

of complete chromosomes (e.g., four sets of chromosomes – Tetraploid (4n); eight sets – Octoploid (8n);…) (Otto and Whitton,

2000). Polyploid cells are found in physiological mammal organs like heart (cardiomyocytes), blood (megakaryocytes), liver

(hepatocytes), associated with the normal development of the tissues (Celton-Morizur et al., 2009; Davoli and de Lange, 2011).

Importantly, polyploid cells can also emerge in diploid tissues under pathological conditions such as virus infections and

tumorigenesis (Davoli and de Lange, 2011; Ganem et al., 2007; Gentric and Desdouets, 2014). Accordingly, unscheduled tetra-

ploidy is found in human cancers (e.g., colorectal, breast, and cervical tumors) and constitutes an unstable status between diploidy

and aneuploidy. Recent progress has unraveled the mechanisms by which polyploid cells emerge in physiological and pathological

conditions.

Cell Cycle Progression and Control

Most cell types stop dividing in adult organisms where they stay in a quiescent phase named G0. These cells mostly divide in the

growth period of life by a crucial process called cellular division. By this process, a mother cell gives birth to two daughter cells,

allowing organs to constantly renew themselves and replace the damaged and dead cells. The cell cycle is composed of two

essential steps: The interphase where duplication of genomic material (chromosomes) occurs, and mitosis where separation of

chromosomes between the two daughter cells takes place. Interphase is subdivided into three phases, which occur in the following

order (Fig. 1(A)): G1, S and G2. During G1 (gap 1), the cell is metabolically active and continuously growing but does not replicate

its DNA. G1 is followed by S phase (synthesis), during which DNA replication takes place (replicated chromosomes). The

completion of DNA synthesis is followed by the G2 phase (gap 2), during which cell growth continues and proteins are

synthesized in preparation for mitosis. Mitosis is sub-divided into four steps: Prophase, Metaphase, Anaphase and Telophase.

During mitosis, replicated chromosomes are attached to a mitotic spindle that aligns them and allows the separation of sister

chromatids to produce an even partitioning of the genetic material (karyokinesis). This process is followed by a separation of the

cell cytoplasm (cytokinesis) giving birth to two daughter cells.

Cell cycle is precisely coordinated, where no phase can start before the end of the last one to ensure the integrity of the diploid

genome (Malumbres and Barbacid, 2009; Norbury and Nurse, 1992). Importantly, cell cycle must be closely regulated because

cells are constantly exposed to exogenous and endogenous genotoxic agents inducing diverse alterations in DNA molecules. In
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mammals, cell cycle is driven by a plethora of proteins especially Cyclin-Dependent Kinases (e.g., CDK1–2–4–6) and Cyclins (e.g.,

Cyclins A-D-E-B). CDKs are a family of serine/threonine protein kinases (Malumbres and Barbacid, 2009; Norbury and Nurse,

1992). CDK activity depends on the association between its non-catalytic regulatory subunit and Cyclins. CDKs were identified in

screens for conditional mutants of Saccharomyces cerevisiae that reversibly arrested the cell cycle at characteristic points. Cyclins were

initially named for their periodic accumulation and degradation (cycling) through the early cell cycles of fertilized sea urchin eggs.

When activated, Cyclin-CDK complexes govern the progression through the cell cycle from the quiescent stage (G0), to growth

phase (G1-G2), through DNA replication (S), and finally to cell division (M). One of the essential roles of Cyclin-CDK complexes

is notably the activation of the E2F transcription factor (Nevins, 1992). During G1, CDK4–6/cyclin D and CDK2/Cyclin E

complexes sequentially phosphorylate Retinoblastoma protein (RB), leading to the activation of E2F. E2F- responsive genes

encode cell cycle regulators, essential for G1/S transition (e.g., Cyclin E, Cyclin A), enzymes involved in nucleotide biosynthesis

(e.g., thymidine kinase), and key factors of DNA replication machinery (e.g., Cdc6, ORC1) (Fig. 1(B)).

CDKs are not only regulated by their interaction with Cyclins; they also possess inhibitory and activatory phosphorylation

sites (Pines, 1994). At the beginning of CDK1 expression, inhibitory kinases (Wee1 and Myt1) phosphorylate at threonine 14

(T14) and tyrosine 15 (Y15) within the ATP-binding site interfering with proper ATP alignment. Later, CDC25A Phosphatase

turns on the activity of CDK1 by dephosphorylating these inhibitory phosphorylations, and CDK-activating kinases (CAKs)

improve substrate binding (CyclinB) by T-loop phosphorylation at threonine 161 (T161) by (Fig. 1(C)). Moreover, there is a

supplemental system that turns off the activity of CDK: CDK inhibitors (CKIs) (Toyoshima and Hunter, 1994). CKIs control

CDK activity by two families of inhibitors: INK4 proteins (p16(INK4a), p15(INK4b), p18(INK4c), and p19(INK4d)) and Cip/

Kip family (p21, p27 and p57). INK4 proteins block the progression of the cell cycle by binding to either CDK4 or CDK6 and

inhibit the action of Cyclin D whereas Cip/Kip family interact with different Cyclin/CDKs and thus control the different phases

of the cell cycle.

Causes of Whole Chromosome Duplication: Polyploidization

How does a diploid cell become polyploid? In a physiological or pathological context, there is a number of mechanisms that

promote the genesis of polyploid cells: Eendoreplication, mitotic slippage, cytokinesis failure and cell fusion (Fig. 2). The various

mechanisms are described below.

Fig. 1 Cell cycle progression. (A) cell cycle is divided into four phases: G1, S, G2, and M. Cells in G1 are diploid and their DNA content is

referred to as 2n. In S phase DNA replication occurs increasing the DNA content to 4n. DNA content remains at 4n in G2 and decreases again to

2n during mitosis. (B) CDK/cyclin complexes regulate progression through cell cycle. During G1 phase, CDK4/cyclinD and CDK2/cyclin E

complexes phosphorylate Rb, activating E2F proteins. E2F- responsive genes encode cell cycle regulators essential for G1/S transition, and

enzymes involved in nucleotide biosynthesis that occurs in S phase. During G2 phase, the cyclinA/CDK1 complex is sequentially phosphorylated

allowing the entry in Mitosis which is triggered by cyclinB/CDK1 activation. (C) Inhibitory and activatory phosphorylations of CDK1 independently

of Cyclins.
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Endoreplication

Endoreplication is a specific cell cycle defect involving a switch from mitotic cell cycle to endocycle (Fig. 2(A); Fox and Duronio,

2013). This allows the replication of the nuclear genome with neither karyokinesis nor cytokinesis leading to the generation of

mononucleate polyploid contingents. Interestingly two variants of endoreplication were described (Fig. 2(A)): Endocycling and

Endomitosis. During endocycling, the cell alternates G and S phases, whereas in endomitosis, the cell presents features of mitosis

such as chromosome condensation but skips cytokinesis. Classically, to carry out G and S phases alternation, there is a cyclic

activation/inhibition of CDK2/Cyclin E, and to escape mitosis, CDK1/Cyclin B1 has to be inhibited (Fox and Duronio, 2013).

Endoreplication has been extensively characterized during embryogenesis in different organisms. In mouse, during the implantation

of blastocysts, trophoblast giant cells (TGC) perform endoreplication cycles and accumulate DNA up to 1000 sets of chromosomes.

This endoreplication is triggered by p57 (CKI)-mediated inhibition of CDK1 activity (Ullah et al., 2008). Megakaryocytes (MKC) are

another example of developmentally regulated polyploidization in mammals. Whereas TGC skip mitosis, MKC become polyploid by

endomitosis (skip a part of anaphase and telophase). It has been shown that down-regulation of the guanidine exchange factor ECT2

prevents RhoA activation and cleavage furrow ingression which is coupled with a decrease in cyclin B1 expression (Gao et al., 2012;

Nguyen and Ravid, 2010). After many rounds of this cell cycle defect, MKC reach a polyploid state (with 128n chromosomes)

important for platelet formation (Raslova et al., 2007). Interestingly, endoreplication cycles are also found in pathological settings

under the activation of the DNA Damage Response (DDR) blocking cells in G2/M and protecting the tissue from the proliferation of

damaged cells holding chromosomal instabilities. This process has been described in hepatic disorders during division of steatotic

hepatocytes (Gentric et al., 2015). Other studies have demonstrated that endoreplication can promote aneuploidy and tumorigenesis;

telomere crisis in fibroblasts leads to telomere shortening and mitosis failure. Thereafter, reactivation of telomerase induces the

expansion of clones and their transformation (Davoli and de Lange, 2012).

Mitotic Slippage

The progression from Metaphase to Anaphase requires the alignment of all chromosomes to the metaphasis plate. The spindle

assembly checkpoint (SAC) ensures proper chromosome segregation by delaying anaphase onset in response to unattached

Fig. 2 Mechanisms of polyploidisation. Polyploid cells can be generated by (A) endoreplication, (B) mitotic slippage, (C) cytokinesis failure, or (D) cell

fusions. Although cytokinesis failure and cell fusion generate binuclear contingents, endoreplication and mitotic slippage produce mononuclear cells.

Cellular and Molecular Mechanisms Controlling Ploidy 3



 

 258 

kinetochores. During mitotic slippage, cells present an altered Spindle-Assembly-Checkpoint (SAC) and exit mitosis without

undergoing anaphase or cytokinesis (Fig. 2(B)) generating mononucleate polyploid cells. Interestingly, polyploidization induced

by mitotic slippage has never been demonstrated in a physiological context, but alterations in the integrity of SAC or a defect

expression of SAC components have been found in some chromosomally unstable cancers (Kops et al., 2005). Accordingly, the

best-described example of Mitotic Slippage is found during colorectal tumorigenesis related to Adenomatous Polyposis Coli (APC)

gene mutation. APC mutation is the most frequent mutation found in human colorectal tumors, contributing to the genetic

instability required for the progression from benign polyp to aggressive carcinoma. APC associates with mitotic spindle micro-

tubules, most notably at the plus ends of the microtubules, which interact with kinetochores (Caldwell and Kaplan, 2009). Both

RNA interference-mediated depletion in cultured cells and conditional knockout of APC in vivo induce mitotic slippage linked to

the genesis of a mononucleate tetraploid contingent (Dikovskaya et al., 2007). Mitotic slippage has also been observed in cells after

prolonged mitotic arrest in response to spindle toxins. Drugs that target microtubule dynamics (e.g., taxanes, vinca alkaloids, and

epothilones) are active against a broad range of cancers, activating the SAC. After many hours of SAC induction, cells either exit

mitosis by slippage leading to the genesis of polyploid progenies (Andreassen and Margolis, 1994; Cheng and Crasta, 2017;

Lee et al., 2010) or die during mitotic catastrophe. This mechanism is a result of chromosomal missegregation or the persistence of

lagging chromosomes, and acts as an oncosuppressive mechanism avoiding genomic instability (Galluzzi et al., 2018; Vitale et al.,

2011). Moreover, mitotic catastrophe is also mediated in cells lacking TP53 where multipolar divisions of tetraploid cells are

allowed, leading to the generation of aneuploid cells genomically unstable.

Cytokinesis Failure

Cytokinesis occurs in the last step of cell division when the ingressive cleavage furrow begins the partition of the cytoplasm

between the daughter cells. This process is associated to a developmental program highly regulated and requires a coordinate

interplay between cell cycle regulators, chromosomes, lipids and membrane trafficking factors. In fact, to induce correct cyto-

kinesis, four events must be follow: (1) The recruitment of RhoA GTPase at the cleavage plan, (2) Cleavage furrow ingression with

actomyosin and myosin, (3) Midbody formation and (4) Midbody abscission. Any interference in the progression of these steps

can induce cytokinesis failure and the genesis of binuclear tetraploid cells (Pandit et al., 2013).

Interestingly, in several normal tissues, cytokinesis failure is a physiological process. After birth, ventricular cardiomyocytes

respond to an amplification of blood flow by an adaptive increase in volume of the heart (hypertrophy). In this system, a drastic

reduction of RhoA and its effector ROCK account for defects in the process of cytokinesis. Indeed, in some diploid cardiomyocytes,

a cytokinetic ring is formed but as it is not functional, cytokinesis is never achieved, and tetraploid binucleated cell is consequently

generated (Ahuja et al., 2007). This defect is also conducted by the expression of the orphan cyclin G1, that fixes none of the CDK

(Liu et al., 2010). Another example of polyploidization involving cytokinesis failure occurs in hepatocytes. During the weaning

period, in liver parenchyma, diploid hepatocytes can get into normal cell division cycle giving rise to two diploid hepatocytes or

follow a scheduled division program characterized by cytokinesis failure. In that case, diploid hepatocytes undergo mitosis, but do

not form a contractile ring. Indeed, cleavage-plane specification is never established, because of the deficiencies of actin cytos-

keleton reorganization (Celton-Morizur et al., 2009; Margall-Ducos et al., 2007). Alarmingly, cytokinesis failure could be a

pathological process leading to the genesis of unstable aneuploid cells undergoing malignant transformation. For example, during

Fanconi anemia’s pathology, characterized by bone marrow failure and cancer predisposition, hematopoietic cells deficient for

FANCA protein undergo cytokinesis failure induced by ultrafine DNA bridges (Vinciguerra et al., 2010). These cells can either

trigger an apoptotic program leading to their depletion or bypass it, and become responsible of cancer susceptibility.

Cell-Cell Fusion

The cell-cell fusion mechanism is the only process leading to polyploidy without implicating a cell cycle defect. By this

mechanism, membrane merge and cytoplasm mix leading to the genesis of mostly multinuclear cells (Fig. 2(D)). Many species

(e.g., yeast, nematodes, mammals) and cell types (gametes, epithelia, myoblasts and macrophages) carry out physiological

cell-cell fusion to maintain tissue homeostasis. The well-known mechanism is the haploid yeast fusion between two mating

type (Mata and Mata) (Hartwell, 1980). Other mechanisms (gamete fusion, myoblast fusion and macrophage fusion) are still

poorly understood. Although no universal mechanism exists, but fusing cells have to recognize themselves, attach and finally

fuse. Accordingly, there is a specific molecular control with a set of proteins that are specific to each fusing cell type and each

membrane type (Chen et al., 2007). First, cells that are destined to fuse send-off signals to enter in “fusion competence” state.

In the next step, adhesive interactions between plasma membrane proteins called “fusogens” take place. Finally, the inter-

action between the two receptors engage signaling pathways in order to trigger fusion with cytoskeleton modifications

(Aguilar et al., 2013).

Importantly, some viruses have the ability to fuse cells (e.g., Human papillomavirus (HPV)), Epstein-Barr virus (EBV)

(Abou-Elhamd and Habib, 2007; Olaharski et al., 2006). These viruses express fusogenic proteins, which are able to fuse cells by

two mechanisms leading to heterokaryon (multinuclear cells produced by fusion of different cells). (1) Virus infection allows the

expression of fusogenic proteins at the plasma membrane of the infected cell. This cell can fuse to any other cell having receptors

for fusion proteins. (2) Fusion is mediated by viral particle without infection. This heterokaryon can enter in mitosis and
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consequently generates hybrid mononucleate cells or remain quiescent. Finally, viruses play an important role in tetraploid cell

formation and cancers. For example, HPV infection is clearly a risk factor for the development of cervical cancer, which is

characterized by the presence of tetraploid cervical cells (Gao and Zheng, 2011).

Conclusion

Polyploidization, the acquisition of a complete set of chromosomes, is a dramatic change occurring in the genome. This process is

well tolerated in many eukaryotic cells and represents a physiological process linked to the differentiation and modulation of the

activity of tissues. However, in a pathological context, the combination of two genomes into a single cell can induce chromosomal

instability, aberrant gene expression, epigenetic dysregulations and acquisition of novel cellular behaviors that can potentiate

tumor aggressiveness. It is important to note that different mechanisms have evolved to block the proliferation of polyploid

contingent. Thus, polyploid cells can be arrested in the G1 phase of the cell cycle following the activation of the tetraploid

checkpoint. This will prevent genomic instability, aneuploidy and tumorigenesis in certain context (Fujiwara et al., 2005).

This review shined the light on molecular and cellular mechanisms occurring during unconventional cell cycles and cell-cell

fusion events leading to the genesis of polyploid cells. Further studies are necessary and might help in the future to fully

understand the role of polyploidization in both physiological and pathological contexts.
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médecine/sciences La polyploïdie 
hépatique
Dr Jekyll ou Mr Hyde

Romain Donné, Maëva Saroul, Vanessa Maillet, 

Séverine Celton-Morizur, Chantal Desdouets> La polyploïdie (amplification du génome entier) 
fait référence à des organismes dont les cellules 
ont plus de deux jeux complets de chromosomes 
homologues. La polyploïdie a été observée pour 
la première fois chez les plantes, il y a plus d'un 
siècle. Il est dorénavant connu que ce proces-
sus se produit chez de nombreux eucaryotes 
dans diverses circonstances. Chez les mammi-
fères, le développement de cellules polyploïdes 
peut contribuer à la différenciation des tis-
sus. Il peut donc présenter un gain de fonction. 
Alternativement, il peut être associé au déve-
loppement de différentes pathologies comme le 
cancer. Il existe différents mécanismes qui favo-
risent la genèse des cellules polyploïdes, dont la 
fusion cellulaire ou une division cellulaire anor-
male. Chez les mammifères, la polyploïdie est 
une des caractéristiques des cellules hépatiques. 
La polyploïdisation survient en effet principale-
ment au cours du développement du parenchyme 
hépatique, mais également chez l'adulte, à la 
suite de différents stress. Des progrès récents 
ont permis de comprendre les mécanismes de 
polyploïdisation du tissu hépatique et ses consé-
quences fonctionnelles dans un contexte physio-
logique et pathologique. <

présentant deux copies (soit 2n) sont diploï des, si elles possèdent trois 
copies (soit 3n) elles seront dites triploï des, et pour quatre copies (4n), 
elles seront té traploï des, etc. (Figure 1A). La polyploï die définit donc un 
patrimoine chromosomique de plus de deux jeux complets de chromo-
somes [1, 2]. Il est important de noter que le ou les jeux supplémentaires 
de chromosomes peuvent provenir du même individu (autopolyploïde) 
ou de l’hybridation de deux espèces différentes (allopolyploïdes). Les 
variations du nombre de chromosomes peuvent survenir au sein d’un seul 
et unique noyau définissant la ploïdie nucléaire et permettre l’émergence 
de populations mononucléées (Figure 1B) [3]. Les cellules multinuclé é es 
présentent une répartition du matériel génétique dans deux noyaux ou 
plus, c’est ce qui caractérise la ploïdie cellulaire (Figure 1B) [3].
Chez les eucaryotes, la polyploïdie n’est pas un phénomène rare. Elle 
est désormais considérée comme un mode de spéciation commun 
ayant des conséquences majeures pour l'évolution des plantes, la bio-
diversité et l'écologie [2, 4]. La polyploï disation est en effet très fré-
quente dans le règne végétal [5]. Des cas ont aussi été rapportés chez 
certains insectes, chez des poissons, des amphibiens ou des reptiles 
[6]. Chez les mammifères, la polyploï disation d’un organisme entier 
est exceptionnelle. Elle entraîne généralement une létalité précoce, 
des avortements spontanés ou des résorptions embryonnaires [3]. Elle 
est exceptionnelle, mais pas impossible : le rat viscache (Tympanocto-

mys barrerae) et ses proches parents (comme son cousin Pipanacocto-

mys aureus) sont en effet entièrement té traploï des [7] ! 
Chez les mammifères, l’émergence de cellules polyploïdes est asso-
ciée au développement et à la différenciation de certains tissus. 
On trouve notamment des cellules polyploïdes dans le cœur (car-
diomyocytes : 4n), le placenta (cellules géantes du trophoblaste : 
8n à  64n), la moelle osseuse (mé gacaryocytes : 16n à  128n) et le 
foie (hé patocytes : 4n à  8n) [8, 9]. Le processus de polyploï disation 
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Où trouve-t-on des cellules polyploïdes ?

Chez les eucaryotes, les organismes contiennent généra-
lement dans leurs cellules deux jeux complets de chro-
mosomes homologues, ce qui définit l’état diploïde (soit 
2n chromosomes). Toutefois, le nombre d’exemplaires de 
jeu de chromosomes peut varier d’une cellule à l’autre 
ou d’une espèce à  une autre, c’est ce que définit la ploï-
die. Les cellules possédant une seule copie de chaque 
chromosome (donc n) sont dites haploï des, celles en 

Vignette (Photo © Inserm - Bruno Clément).
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L'endoréplication (ou ploïdie nucléaire)
Ce processus caractérise un cycle cellulaire sans caryo-

diérèse ni cytodiérèse1 qui aboutit à la formation d’une 

cellule polyploïde mononucléée (Figure 2B). Les cellules 

enchaînent des cycles de réplication de l’ADN (phase S) 

en omettant totalement (endocycle) ou partiellement 

(endomitose) la mitose [17]. Différents mécanismes 

d’inhibition de la mitose sont d’ores et déjà connus 

pour favoriser l’endoré plication [18]. L'un d’eux est 

la ré gulation né gative de l'activité  des complexes 

cyclines/CDK (cyclin-dependent kinase) mitotiques 

(M-CDK) par proté olyse, via l’ubiquitine ligase E3 APC/C 

(anaphase-promoting complex/cyclosome), ou par 

interaction des CDK avec des inhibiteurs (les CKI [CDK 

inhibitor] p21 et p57) [19]. L’oscillation de l’activité du 

complexe cycline E/CDK2 (de faible à élevée entre les 

phases G et S) permet aux cellules d’initier des cycles 

d’endoréplication séquentiels. Ce processus a fait 

l'objet de nombreuses études chez Drosophila melano-

gaster. Il a notamment été montré que les cellules de 

la plupart des tissus larvaires, ainsi que de nombreux 

tissus adultes, se divisent par endoréplication. Chez les 

mammifères, lors de l’implantation des blastocystes, 

les cellules géantes du trophoblaste (TGC) effectuent 

des cycles d’endoréplication et peuvent accumuler 

jusqu’à 1 000 jeux de chromosomes. Un lien étroit 

existe entre cycles d’endoréplication et instabilité du 

génome [19]. Ces mécanismes ont particulièrement 

été explorés au cours du cycle de division de lignées 

de cellules transformées pré sentant des alté rations 

de la ré plication de l’ADN (stress de la ré plication) ou 

de l’inté grité  des té lomè res induisant, en phase G2, 

l’activation du programme de réponse aux dommages 

de l’ADN (DNA damage response, ou DDR) [8]. Lorsque 

1 Division du noyau et partage du cytoplasme.

intervient aussi en réponse à  des stress mécanique, métabolique ou 

gé notoxique. Conserver un état polyploï de est un véritable défi pour 

l’organisme. En effet, outre l’augmentation du matériel génétique, 

la polyploïdie est également associée à  une amplification du nombre 

de centrosomes. Lors de la progression des cellules polyploïdes en 

mitose, la présence de chromosomes et centrosomes surnuméraires 

est très souvent associée à des erreurs de ségrégation chromosomique, 

favorisant la mise en place d’une instabilité chromosomique [10, 11]. 

De nombreux travaux illustrent d’ailleurs la contribution des intermé-

diaires polyploïdes dans le génome des cellules cancéreuses [12, 13].

Comment les cellules deviennent-elles polyploïdes ?

Dans un contexte physiologique ou pathologique, il existe un certain 

nombre de mécanismes qui favorisent la genèse des cellules poly-

ploïdes (Figure 2).

La fusion cellulaire (ou ploïdie cellulaire)
Il s'agit du seul processus conduisant à la polyploïdie sans impliquer 

d’altérations du cycle cellulaire (réplication et division) (Figure 2A). 

Par ce mécanisme, la fusion de membranes des cellules et le mélange 

de cytoplasmes conduisent à la génération de cellules majoritaire-

ment multinucléées (sans fusion des noyaux). De nombreuses espèces 

(comme les levures ou les nématodes) et types de cellules (les gamètes 

ou les myoblastes) procèdent à une fusion physiologique pour maintenir 

leur homéostasie [14]. Les infections virales jouent également un rôle 

important dans la formation de cellules polyploïdes en induisant la 

fusion des cellules qu’ils infectent [15]. L’exemple le mieux documenté 

est l’infection par le virus du papillome humain (VPH) qui est un facteur 

de risque très élevé dans le développement du cancer du col de l’utérus. 

L’expression de l’oncoproté ine virale VPH-16 E5 à la surface des cellules 

é pithé liales du col utérin infectées est en effet suffisante pour la forma-

tion de cellules binuclé é es tétraploïdes [16]. L’expression concomitante 

des oncoprotéines VPH-16 E6 et VPH-16 E7 induit un état favorable pour 

la prolifération du contingent de cellules tétraploïdes et, en consé-

quence, la mise en place d’une instabilité chromosomique [16].

Figure 1. Ploïdie nucléaire 

et cellulaire. A. Représen-

tation du nombre de copies 

de chromosomes définis-

sant différents états de la 

ploï die nucléaire : diploï de, 

tétraploï de et octoploï de. 

B.  Représentation de la 

ploï die cellulaire discrimi-

nant la cellule en fonction du 

nombre de noyaux : mononu-

cléée, binucléée, trinucléée.

Cellule
mononucléée

Cellule
binucléée

Diploïde
(2n)

Tétraploïde
(4n)

PLOÏDIE NUCLÉAIRE PLOÏDIE CELLULAIRE

2n

Octoploïde
(8n)

4n 8n
Cellule

trinucléée
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polyploïdes a aussi été rapporté dans de nombreuses 
pathologies, notamment le syndrome de Wiskott-
Aldrich, la neutropénie liée à l’X, l’anémie de Fanconi, 
le syndrome de Lowe, la neurofibromatose de type II ou 
la dégénérescence maculaire liée à l’âge (DMLA) [26].

Les cellules polyploïdes ont-elles une fonction 
spécifique ?

Déterminer la fonction spécifique des cellules poly-
ploïdes est un défi majeur. Dans différents tissus de 
mammifères, la polyploïdie a été reliée à une modifi-
cation du génome, de l'épigénome, du transcriptome 
et du métabolome [27]. Différents avantages ont été 
associés au statut de polyploïdie, tels que la résis-
tance à l’apoptose, la modification du métabolisme 
ou la réparation des tissus [17]. Cao et al. ont récem-
ment démontré, dans une étude très élégante réalisée 
chez le poisson zèbre, le bénéfice pour un tissu d’être 
polyploïde [28]. Leurs travaux montrent en effet qu’à 
la suite de la résection d’un partie de l'épicarde2, le 
processus de régénération induit la prolifération de 
deux populations cellulaires : des cellules polyploïdes, 
au plus proche de la lésion (les cellules « leader »), et 

2 L'épicarde tapisse l'extérieur du cœur.

les dommages sont irréparables, la persistance du DDR induit un arrêt 
irréversible du cycle cellulaire et la cellule sort de réplication en omet-
tant l’é tape de mitose [20].

La cytodiérèse incomplète (ou ploïdie cellulaire)
Ce mécanisme se traduit par un cycle cellulaire avec caryodiérèse 
(division du stock chromosomique du noyau en deux lots) mais sans 
cytodiérèse (partage du cytoplasme), ce qui aboutit à la formation 
d’une cellule polyploïde binucléée (Figure 2C). Il est admis, depuis 
des dizaines d’années, que la cytodiérèse incomplète est un proces-
sus physiologique qui participe au développement de certains tissus, 
comme le cœur [21] et la moelle osseuse [22]. Si nous prenons 
l’exemple du tissu cardiaque, après la naissance, les cardiomyocytes 
ventriculaires répondent à une amplification du flux sanguin par une 
augmentation adaptative du volume (hypertrophie). Ce passage de 
l'hyperplasie à l'hypertrophie est clairement associé à une polyploïdi-
sation. La cycline G1 a été identifiée comme un acteur important de la 
machinerie moléculaire contrôlant ce processus. Son expression dans 
les cardiomyocytes néonataux favorise la transition du cycle cellulaire 
G1/S mais inhibe la cytodiérèse, favorisant ainsi la binucléation des 
cellules [23]. Une altération de l’expression et/ou de la localisation de 
protéines contrôlant la formation et la contraction de l’anneau d’ac-
tino-myosine (les petites GTPases : RhoA, Cdc42, Rac1 ; les kinases 
ROCK [Rho-associated coiled-coil containing protein kinase]-I et -II ; 
et l’anilline) est également observée [24, 25]. Le mécanisme de cyto-
diérèse incomplète associé à la génération de contingents de cellules 

Fusion cellulaireA EndoréplicationB

Cytodiérèse incomplèteC

Réplication

Réplication Mitose
avec caryogenèse

Endomitose

M S

G1

G2

M S

G1

G2

Endocycle

Figure 2. Différents mécanismes de polyploï disation. Les cellules polyploïdes peuvent être générées par fusion cellulaire (A) ou par modification du 

cycle de division : endoréplication (B), ou cytodiérèse incomplète (C). Les mécanismes de fusion cellulaire et de cytodiérèse incomplète donnent 

lieu à une descendance binucléée ; l’endoréplication induit la formation d’une cellule mononucléée. « n » fait référence au nombre de chromo-

somes, « c » au nombre de chromatides.
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incomplète avec génération d’un hépatocyte tétra-

ploïde binucléé (2 × 2n). Cet hépatocyte est capable 

de progresser de nouveau dans un cycle de division. Il 

pourra s’engager soit vers un cycle de division com-

plet, qui aboutira à la formation de deux hépatocytes 

fils tétraploïdes mononucléés (4n), soit vers un cycle 

de division incomplet, qui génèrera un hépatocyte 

octoploïde binucléé (2 × 4n). Notons que dans le 

foie, lors de la division des contingents de cellules 

polyploïdes, le regroupement des centrosomes per-

met de maintenir l’intégrité génomique [31]. Nos 

travaux ont montré que le méca-

nisme de cytodiérèse incomplète 

prend place au cours de la transi-

tion entre allaitement et sevrage, 

en raison d’une augmentation du 

taux d’insuline [32-34] (➜).

La signalisation insulinique contrôle en effet ce pro-

cessus, en régulant la voie PI3K (phosphatidylinositol 

3-kinase)/AKT (protein kinase B) [32, 33]. L’acti-

vation de la voie PI3K/AKT empêche la formation de 

l’anneau contractile, notamment par une absence 

de réorganisation du cytosquelette au plan de divi-

sion [35]. Les facteurs de transcription E2F1 et E2F8 

contrôlent aussi la genèse des hépatocytes binucléés 

[9, 36]. En effet, chez la souris, la délétion du gène 

E2f8 induit dans le parenchyme hépatique une dimi-

nution drastique du contingent de cellules binucléées, 

le tissu adulte restant alors majoritairement diploïde. 

Ces deux facteurs de transcription réguleraient de 

façon antagoniste des programmes régulant des gènes 

de la cytodiérèse [9, 36]. Plus récemment, une étude 

a révélé l’importance d’un microARN, miR-122, dans 

le processus de polyploïdisation post-natal. Dans le 

tissu hépatique, miR-122 inhiberait l’expression de 

gènes codant des protéines activatrices de la cyto-

diérèse [37].

Ainsi, la polyploïdie physiologique prend place dans 

le tissu hépatique par des cycles de division sans 

cytodiérèse. Dans le tissu sain, les hépatocytes poly-

ploïdes seront majoritairement binucléés (ploïdie 

cellulaire).

Quelles fonctions pour la polyploïdie 
physiologique au niveau du foie ?

La polyploïdie n’est-elle qu’une manifestation de la 

croissance du tissu hépatique ? A-t-elle une fonc-

tion particulière ? La signification biologique de la 

polyploïdisation du foie reste encore assez énigma-

tique, bien que différentes hypothèses aient été pro-

posées.

des cellules diploïdes, plus éloignées de la lésion (les cellules « fol-

lower »). Les cellules polyploïdes sont formées par cytodiérèse incom-

plète induite par une tension mécanique accrue. Elles sont essentielles 

au processus de régénération et, en fin de processus, elles sont éli-

minées par apoptose, ce qui suggère une fonction spécifique de ces 

cellules pour la régénération de l’épicarde lésé. Un bénéfice similaire 

a également été démontré dans le tissu rénal dans lequel les cellules 

polyploïdes sont générées par endocycle et permettent le maintien 

de la fonction du rein [29]. Citons enfin l’avantage pour le tissu de 

la glande mammaire murine de contenir des contingents de cellules 

polyploïdes. Dans ce tissu, les cellules alvéolaires devenues binucléées 

par un cycle de division sans cytodiérèse ont été identifiées comme des 

« super productrices de lait » [30].

La poursuite des recherches sur le rôle de la polyploïdie dans les fonc-

tions tissulaires devrait révéler la polyvalence de ces cellules et ren-

forcer les données déjà publiées sur le rôle de ces cellules notamment 

dans la croissance, la régénération et les fonctions vitales.

Le foie : la polyploïdie dans tous ses états

Le foie est un organe qui remplit de nombreuses fonctions essentielles, 

telles que la synthèse et la distribution de nutriments, le métabolisme 

des acides aminés, des lipides et des glucides, ainsi que la détoxifica-

tion des xénobiotiques. Ces fonctions sont principalement remplies par 

les hépatocytes, qui représentent 70 % des cellules du foie, dont l’une 

des caractéristiques est d’être polyploïdes [3]. L’existence de cet état 

polyploïde a été révélé il y a près d’un siècle (en 1925) par W. Jacoby3. 

Le degré de polyploïdisation dans le foie varie selon l’espèce : chez 

les rongeurs, plus de 90 % des hépatocytes sont polyploïdes ; chez 

l’homme, le pourcentage d’hépatocytes polyploïdes atteint 30 à 40 % 

dans le foie adulte, les hépatocytes étant majoritairement tétra-

ploïdes.

Polyploïdie et développement post-natal du foie

Le développement hépatique est un processus prolongé qui perdure 

au cours de la vie post-natale. Différents travaux ont défini, dans 

des modèles rongeurs (rat, souris), les mécanismes associés à la 

génération des hépatocytes polyploïdes : jusqu’au 21e jour (J.21) 

après la naissance, la majorité des hépatocytes sont diploïdes (2n) 

et se divisent classiquement en donnant naissance à deux cellules 

filles diploïdes. Notre équipe a montré qu’un processus de cytodié-

rèse incomplète intervient après J.21. Il permet la formation du pre-

mier contingent de cellules polyploïdes : l’hépatocyte tétraploïde 

binucléé (2 × 2n) [31]. Cet hépatocyte va jouer un rôle pivot dans 

la mise en place de la polyploïdisation physiologique. Lors de la 

transition de l’allaitement au sevrage, un hépatocyte diploïde (2n) 

peut s’engager dans deux cycles de division différents (Figure 3) : 

soit un cycle de division normal avec genèse de deux hépatocytes 

fils diploïdes (2n), soit un cycle cellulaire associé à une cytodiérèse 

3 Jacoby W. Wilhelm Roux'Arch. Entwicklungsmech Org 1925 ; 106 : 124.

(➜) Voir la Dernière 

Heure de S. Celton-

Morizur et C. Des-

douets, m/s n° 6-7, 

juin-juillet 2009, 

page 651
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hépatocyte ». Initialement, les travaux de Lu et al.

semblaient pourtant réfuter cette hypothèse. En effet, 
l’analyse différentielle de profils d’expression d’hépa-
tocytes diploïdes et polyploïdes (4n et 8n) ne met en 
évidence que 50 gènes candidats différemment expri-
més selon le degré de ploïdie [40]. D’autres travaux 
ont également conforté cette idée. Ainsi, l’abolition 
de la polyploïdie dans un modèle transgénique murin 
(délétion d’E2f8) ne modifie pas les fonctions méta-
boliques et régénératives du tissu, suggérant le peu 
de rô le de l’é tat polyploïde en conditions physiolo-
giques. D’autres données de la littérature sont néan-
moins contradictoires. Ainsi, l’analyse des génomes 
de tissus hépatiques présentant différents niveaux 
de polyploïdie, a révélé un lien entre polyploïdie et 
expression génique associée à la survie cellulaire, au 
métabolisme, à la synthèse des protéines du sang et à 
l’immunité [39, 41, 42]. Des études complémentaires 
sont donc nécessaires pour déterminer si la production 
globale de transcription ou de traduction par cellule 
varie entre les hépatocytes diploïdes et polyploïdes 
et pourrait ainsi moduler certaines fonctions du tissu 
hépatique.

Première hypothèse : l’économie d’énergie

Cette théorie repose sur l’idée qu’un cycle de division court repré-
sente un gain d’énergie pour la cellule. En effet, les évènements de 
cytodiérèse incomplète permettraient, en échappant à  la mitose, 
une économie en ressources énergétiques. Ce phénomène est parti-
culièrement bénéfique lors d’une croissance tissulaire importante et 
rapide. Dans le cas du tissu hépatique, la transition entre allaite-
ment et sevrage est une période de forte consommation énergétique, 
associée à  d’importantes modifications du métabolisme lipidique, 
glucidique, hormonal et du taux de prolifération cellulaire [38]. 
Pandit et al. ont ainsi suggéré que la polyploï disation hépatique 
permettrait de maintenir l’homéostasie énergétique [9]. Les tra-
vaux d’Anatskaya et al. étayent cette idée. Ils démontrent par des 
approches hauts débits que la signature polyploïde est associée à 
une production d'énergie anaérobie et à une production d’ATP pro-
venant plutôt des glucides que des acides gras [39]. Ces résultats 
suggèrent qu’un état polyploïde permettrait au foie de passer en 
« mode économie d’énergie ».

Deuxième hypothèse : le gain de fonction

L’état polyploïde permettrait d’augmenter ou de spécifier les 
capacités fonctionnelles du foie. L’amplification de deux à quatre 
fois de l’expression des gènes pourrait créer, en fait, un « super 
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relation entre des modulations de la polyploï die et une 
varié té  de stress cellulaires (surcharge métabolique, 
dommages de l'ADN et lésions hépatiques induites par 
des produits chimiques) [3]. Cependant, les méca-
nismes associés aux altérations de la polyploïdie n’ont 
pas été identifiés [3]. Dans de récents travaux, nous 
avons observé que des hépatocytes saturés en triglycé-
rides enchaînent préférentiellement des cycles d’endo-
réplication modifiant ainsi la polyploïdie physiologique 
du tissu hépatique.
La stéatose hépatique non alcoolique (NAFLD, pour 
non alcoholic fatty liver disease) est l’hépatopathie 
chronique la plus fréquente dans les pays industria-
lisés. Elle est associée, notamment, à l’obésité et au 
diabète de type 2. Cette pathologie se caractérise par 
une accumulation atypique de triglycérides dans l’hé-
patocyte. Bien que souvent asymptomatique, cette 
accumulation peut entraîner une réponse inflam-
matoire, faisant évoluer la NAFLD en stéatohépatite 
non alcoolique (ou NASH), qui favorise l’apparition 
d’une cirrhose et, dans certains cas, le développe-
ment d’un carcinome hépatocellulaire. En utilisant 
des techniques combinant des approches in vitro

et in vivo dans des modèles murins de NAFLD, nous 
avons observé dans le tissu stéatosique une dimi-
nution drastique des hépatocytes binucléés (ploïdie 
cellulaire physiologique) et, à l’inverse, l’émergence 
d’hépatocytes mononucléés polyploïdes (ploïdie 
nucléaire, hépatocytes mononucléés 4n ou plus de 8n) 
(Figure 4). L’amplification de ces contingents de cel-
lules mononucléées polyploïdes a été confirmée dans 
le parenchyme hépatique de patients ayant développé 

Troisième hypothèse : la protection d’un état de transformation

Le foie est considéré comme la « poubelle » de l’organisme. Il est en 
effet responsable de la mé tabolisation et de l’é limination de nom-
breux composé s toxiques. L’acquisition de plusieurs lots de chromo-
somes pourrait atténuer l’effet délétère de mutations inactivatrices 
qui seraient induites par des agents causant des dommages à  l’ADN. 
Étayant cette hypothèse, des études réalisées dans les années 1980 
ont montré que l’injection de carcinogènes chimiques (diéthylnitro-
samine et 2-acétylaminofluorène) dans le tissu hépatique induisait 
effectivement une amplification spécifique de la population hépato-
cytaire diploïde au cours des différents stades du processus de tumo-
rigenèse [43]. Ces résultats suggéraient qu’un état polyploïde, dans ce 
contexte particulier, protégeait les cellules de la transformation. Des 
études récentes révèlent l’existence d’un lien entre régulation de la 
cytodiérèse, ploïdie cellulaire (genèse de cellules binucléées) et pro-
lifération de cellules cancéreuses [44-46]. Les protéines régulatrices 
de la cytodiérèse, telles que l'anilline et la protéine activant la GTPase 
Rac 1 (RACGAP1) sont en effet surexprimées dans les carcinomes 
hépatocellulaires (CHC) [45, 46]. Les hépatocytes malins sont ainsi 
moins susceptibles de générer des hépatocytes binucléés polyploïdes. 
De même, dans plusieurs modèles de souris présentant des CHC, 
l’inhibition de l’expression de l’anilline réduit le développement des 
tumeurs [46]. L'inhibition de la cytodiérèse, et donc l’induction d’une 
ploïdie cellulaire (genèse de cellules binucléées), pourraient ainsi pro-
téger de la progression tumorale.

Polyploïdie et pathologie hépatique

Tout au long de la vie, le foie est constamment exposé à diverses 
agressions. Les hépatocytes conservent la propriété unique d'auto-
renouvellement : ils sont capables de rétablir le foie ad integrum. De 
nombreux travaux ont montré, dans le foie adulte, l’existence d’une 

Figure 4. Polyploïde hépatique : Dr Jekyll ou 

Mr Hyde. Le foie est l’un des seuls organes qui 

est capable de modifier son état de ploïdie. 

Dans un contexte physiologique, les hépa-

tocytes polyploïdes sont majoritairement 

binucléés, formés par un mécanisme de cyo-

diérèse incomplète (ploïdie cellulaire). Dans 

des conditions pathologiques, notamment 

au cours du développement de désordres 

métaboliques hépatiques, on observe dans le 

tissu hépatique une modification de la ploï-

die nucléaire avec la genèse d’hépatocytes 

mononucléés polyploïdes (4n ou supérieur à 

8n). Ces cellules sont générées par un cycle 

d’endoréplication induit par un signal de 

lésion de l’ADN (exemple pour les hépato-

cytes mononucléés 4n). « n » fait référence 

au nombre de chromosomes, « c » au nombre 

de chromatides.
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une stéatose. Ces hépatocytes sont générés par endoréplication en 

réponse à l’activation du point de contrôle DDR (constituée de la 

voie de signalisation ATR[ATM and Rad3 related]/p53/p21) [47, 48]. 

Le stress oxydatif (production d’espèces réactives de l’oxygène-ROS) 

est responsable de la mise en place des cycles d’endoréplication, 

provoquant ainsi une polyploïdisation pathologique au sein du tissu 

hépatique stéatosique [47, 48].

Le développement d’une stéatose hépatique est donc associé à une 

amplification de cellules mononucléées polyploïdes (ploïdie nucléaire) 

(Figure 4). Ces contingents de cellules, générés à la suite d’une induc-

tion de signalisation dépendante des ROS, présenteraient un fort 

potentiel d’instabilité génomique et pourraient participer à la carci-

nogenèse hépatique.

Conclusion

Le foie est un organe fascinant qui peut modifier son état de ploïdie 

dans des contextes physiologiques et pathologiques (Figure 4). Un 

défi futur sera d’examiner et de comprendre notamment : physiologi-

quement, comment les cellules polyploïdes tolèrent une amplification 

de chromosomes et de centrosomes et si ce contingent de cellules 

polyploïdes réoriente les fonctions du tissu (métabolique, régénératif, 

etc.) ; dans des conditions pathologiques, si l’amplification de la ploï-

die nucléaire est associée à d’autres maladies hépatiques, et comment 

ces cellules se comportent dans les foies endommagés et peuvent par-

ticiper au processus de tumorigenèse hépatique. ‡

SUMMARY
Hepatic polyploidy: Dr Jekyll or Mr Hyde
Polyploidy (alias whole genome amplification) refers to organisms 

containing more than two basic sets of chromosomes. Polyploidy was 

first observed in plants more than a century ago, and it is known that 

such processes occur in many eukaryotes under a variety of circums-

tances. In mammals, the development of polyploid cells can contribute 

to tissue differentiation and therefore possibly a gain of function. 

Alternately, it can be associated with development of disease such as 

cancer. Polyploidy can occur because of cell fusion or abnormal cell 

division. Polyploidy is a common characteristic of the mammalian liver. 

Polyploidization occurs notably during liver development, but also in 

adults because of cellular stress. Recent progresses have unraveled the 

mechanisms and functional consequences of hepatocytes polyploidiza-

tion during normal and pathological liver growth. ‡
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LE FOIE DANS TOUS SES ÉTATS  
Team « Foie » - Institut Cochin 

Lobules hépatiques 
Hépatocytes 

Le foie : un organe vital 

    Le foie est un organe situé sous le diaphragme et qui traverse la cavité abdominale sur toute sa largeur. C’est l'organe le plus volumineux de l'organism

(1,5kg). Il est divisé en deux parties : le lobe droit et le lobe gauche. La vésicule biliaire est située au niveau du lobe droit et sert de réservoir à la bile.

foie reçoit environ 1,5 litres de sang par minute et intervient dans trois grandes fonctions vitales indispensables à notre organisme : (1) l’épuration des

toxines ; (2) la synthèse des glucides (sucres), des lipides et des protéines essentiels à notre corps ; (3) le stockage des vitamines et du glycogène lors de

prise alimentaire. Le glycogène est l’assemblage de molécules de sucres qui serviront plus tard d’énergie lors de la période de jeûne. 

Le foie est organisé en lobules hépatiques, eux-mêmes constitués de différentes cellules. Les plus nombreuses sont les hépatocytes. 

Structure en « alvéoles » 

En pratique au laboratoire 

COMPARER  
la souris normale  
et la souris obèse 

Souris normale 

Souris obèse 

OBSERVER  
au microscope 

ANALYSER DEVENIR 
Cela devient-il tumoral ? 

Lobe droit Lobe gauche 

Vésicule biliaire Lobule hépatique 

Coloration du gras (rouge) 

tumeur foie sain 

Le cancer du foie est la 2ème cause de mortalité par 

cancer dans le monde avec plus de 500 000 cas/an. 

 

 Les causes:   

• Virus de l’hépatite B ou C 

 (seul que l’on peut soigner) 

 

• Consommation excessive d’alcool 

 

• La « malbouffe » 

Foie normal Foie « gras » Cancer 

Pourquoi étudier le foie ?  

Coloration des noyaux (bleu) 

Cellules isolées +    Alcool ou gras  

Les modèles d’étude 

   La souris est un modèle très utilisé en recherche. Elle partage 99% 

ses gènes avec l’Homme et permet d’étudier de nombreuses maladi

humaines. Pour reproduire les maladies hépatiques, plusieurs approche

sont possibles :  

• Des souris qui deviennent obèses suite à une mutation génétique 

 

 

 
 

• Des souris nourries avec des croquettes riches en graisse  

 

 

 

 

   Le laboratoire dispose des deux modèles car ils sont complémentaires

   l’un de l’autre. 

Souris normale Souris obèse 

Croquettes grasses 

Hépatocyte 


