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Avant-propos

L’environnement au cours du développement feetal et néonatal, en particulier la nutrition, joue
un role trés important pour la prolifération, la différentiation et 1’apoptose des tissus et les
organes. La nutrition peut influencer directement le développement embronnaire et
« programmer » I’enfant pour des problémes de santé a 1’age adulte, comme des maladies
cardiovasculaires, des maladies métaboliques, des cancers, etc. C’est 1’hypothése de la

programmation feetale, proposée par David Barker en 1986.

Le Retard de Croissance Intra-Utérin (RCIU) avec un faible poids a la naissance est souvant
associ¢ avec la malnutrition périnatale en donneurs de méthyles (folates et la vitamine B12) ou

en protéine.

Au cours de I’embryogenese, les donneurs de méthyles jouent un role essentiel dans les
mécanismes ¢épigénétiques et ¢épigénomiques (méthylation/acétylation) qui influencent
I’expression des genes et la signalisation cellulaire et jouent un role important dans la
physiopathologie du RCIU avec des répercussions au cours du développement et tout au long
de la vie. Lors d'une carence en donneurs de méthyles, la dysrégulation de ces mécanismes

épigénétiques et épigénomiques est observée dans le cerveau, le foie, le coeur et 1’estomac.

Les protéines sont tres importantes pour 1’organisme a cause de leurs fonctions diverses au sein
de la cellule et de I’organisme. Elles sont essentielles pour le processus du développement et le
métabolisme de 1’organisme, et ils sont aussi un des trois principaux composants des
macronutriments. Une carence protéique peut avoir de graves conséquences sur I’organisme,
comme un mauvais état nutritionnel accompagné d'un ralentissement de la guérison, un
affaiblissement du systéme immunitaire etc .. La carence en protéines peut &tre
particuliérement responsable des troubles de la croissance et s'intégre a une malnutrition plus

globale si elle se passe pendant la période périnatale.

La premicre partie de ce manuscrit est consacrée a une introduction des données
bibliographiques relatives au sujet de cette these et elle est présentée en quatre parties. Une
premiere partie intitulée cycle des monocarbones avec les roles détaillés des folates et de la
vitamine B12. Une deuxieme partie est dédiée aux protéines, a leur digestion et aux pathologies
liées a une dénutrition en protéines. Une troisiéme partie sur [’hypothees de la programmation
feetale. L’introduction se termine par une présentation des connaissances sur les études des

profils génomiques et épigénétiques. La deuxiéme partie de ce manuscrit est dédiée aux



résultats au cours de ma thése qui ont permis de mieux comprendre les conséquences d’une
carence en donneurs de méthyles ou en protéines dans les périodes critiques de la vie (gestation
et lactation) sur le métabolisme énergique du tissu hépatique dans deux modéles animaux. La
troisiéme partie consiste en une discussion des résultats obtenus au cours de ce travail de these.

Enfin, la derniére partie est une annexe qui détaille les matériels et méthodes.
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Partie 1 : Cycle des monocarbones

1. Les déterminants nutritionnels du métabolisme des monocarbones
1.1. Folates (vitamine B9)
1.1.1. Définition

La vitamine B9, autre nom de 1’acide folique (folate, folacine ou vitamine M, acide pteroyl-L-
glutamique, pteroyl-L-glutamate et acide pteroylmonoglutamique), est une vitamine
hydrosoluble. L’origine du nom folate provient du latin folium qui signifie feuille car ces

substances ont ét¢ isolées a partir de feuilles d’épinard en 1941 par Mitchell et ses collaborateurs.

L'acide folique est le précurseur métabolique d'un coenzyme, le tétrahydrofolate (FH4 ou
THF6), impliqué notamment dans la synthése des bases nucléiques, purines et pyrimidines,
constituant les acides nucléiques (ADN et ARN). Le THF intervient également dans la synthése

d'acides aminés tels que la méthionine, 1'histidine et la sérine.
1.1.2. Structure

L'acide folique est un terme générique pour la vitamine B9 soluble dans l'eau, qui est
notamment présente dans les aliments, sont sous forme de THF réduits pouvant porter différents
groupes monocarbonés, liés a une chaine de polyglutamates. Les folates alimentaires se
retrouvent principalement dans les végétaux (épinards, salades, luzerne, grains de mais et leurs
dérivés), les fruits (orange), dans le foie des animaux et dans certaines préparations de levures
ou de bactéries. Ils sont composés d’une base ptéridine, d’une molécule d’acide p-

aminobenzoique (PABA) et d’une chaine, plus ou moins longue, formée d’une succession de
Folic acid 0 OQOH
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TRENDS n Endocrinology & Metaboksm
Figure 1. La structure chimique de I’acide folique et de quelques formes réduites des folates. Modifié d’aprés
Guéant, JL et al, Trends Endocrinol Metab. 2013 (1).
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molécules d’acide glutamique liées par des liaisons peptidiques. Jusqu’a huit résidus glutamate
ont ét¢ dénombrés dans cette chaine (Figure 1). Un régime alimentaire contient des

monoglutamates et des polyglutamates de folate (1) .
1.1.3. Absorption, distribution et transport cellulaire des folates

Les polyglutamates de folate (FPG), qui constituent les formes naturellement présentes dans les
aliments (~90%), doivent étre hydrolysés en monoglutamates de folate (FMG) par la glutamate
carboxypeptidase II (GCPII) avant leur absorption par la muqueuse intestinale (2, 3). Alors que
le monoglutamate est absorbé a plus de 90% par Dintestin, seulement 20 a 30% des
polyglutamates sont absorbés a ce niveau grace a I’'IFC (Intestinal folate carrier) (Figure 2) (4).

Les monoglutamates sont absorbés via le transporteur du folate couplé aux protons (PCFT1).

Les folates sont transportés a travers les membranes cellulaires sous leur forme monoglutamates.
Trois systémes de transport sont liés a l'absorption des folates dans le foie et les tissus
périphériques : le transporteur du folate réduit (RFC), le mieux caractérisé et qui assure un
transport facilité et bidirectionnel des folates ; les récepteurs des folates (FRS) qui permettent
I’entrée des folates dans la cellule par endocytose (5) ; et le transporteur du folate couplé aux

protons (PCFT1).

Dietary folate

Intestinal
lumen

5-MeTHF

TRENDS in Endocrndlogy & Metabolsm

Figure 2. Absorption et distribution du folate dans le foie et les tissus périphériques. Modifi¢ d’aprés Guéant,
JL et al, Trends Endocrinol Metab. 2013 (1). FPG, folate polyglutamates ; FMG, folate monoglutamates ; GCPII,
glutamate carboxypeptidase II ; PCFT1, proton-coupled folate transporter ; RFC, reduced folate carrier; FRs,

folate receptors; FPGS, folylpoly-g-glutamate synthetase; GGH, g-glutamyl hydrolase.
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Les folates se retrouvent majoritairement dans le foie et les globules rouges sous leurs formes
polyglutamates, et sont synthétisés a partir de la forme monoglutamate grace a la
folylpolyglutamate synthétase (FPGS) (3, 6). C’est sous cette forme qu’ils sont actifs comme
coenzymes. Inversement, les FPG peuvent étre hydrolysés en FMG par la g-glutamyl hydrolase
(GGH).

1.1.4. Les fonctions physiologiques et le métabolisme des folates

Au niveau cellulaire, les folates sont localisés dans le cytosol et la mitochondrie, et les formes
présentes dans chacun des deux compartiments sont différentes (6). Par exemple, dans le
cytoplasme des cellules du foie de rat, 45% des folates réduits sont sous forme de méthyle-THF,

30% sous forme de formyle-THF et 25% sous forme non-substituée.

Folate
ATD
Sérine lDHFR ‘\lf MAT ‘
st gumy VHF Méthionin \: Pr+PP1
Glycine CJ‘ SAM _ Récep’teurs
5,10-CH,-THF ) ’ du méthyl
Vit B, \ MTHFR . “‘i\’ Produits
s méthylés
< Y .
S-CHy-THE Homocystéine ¢,

Figure 3. Fonctions physiologiques et le métabolisme des folates. Modifi¢ d’aprés Moat SJ ef al, Am J Physiol
Heart Circ Physiol. 2004 (7).

Pour étre métaboliquement actif, 1’acide folique doit étre réduit par une enzyme, la
dihydrofolate réductase (DHFR), en tétrahydrofolate (THF) et ses dérivés qui sont les formes
biologiquement actives des folates. Ces dérivés sont des co-substrats spécifiques d’une variété
d'enzymes impliquées dans le métabolisme des monocarbones. Les principaux dérivés méthylés
des folates sont: le N10-formyl tétrahydrofolate et le N5, N10-méthyleéne tétrahydrofolate
(5,10-MTHEF). Ce sont des donneurs de groupements méthyles pour la synthése des nucléotides.
Le NS5-méthyltétrahydrofolate (5-MTHF) est un autre dérivé important des folates,
biologiquement actif, produit a partir du 5,10-MTHF, la réaction étant catalysée par la
méthyléne-tétrahydrofolate réductase (MTHFR) (8). Ainsi on obtient un groupement méthyle
qui servira pour la reméthylation de I’homocystéine (Hcy) en méthionine par la méthionine
synthase (MS) (Figure 3). L'activité méthionine synthase est trés importante pour maintenir
d’une part une concentration en méthionine suffisante et d’autre part, pour empécher

I'accumulation d'Hcy dans la cellule. L activité de la méthionine synthase nécessite la vitamine
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B12 comme cofacteur et dépend également de la présence d'une deuxiéme enzyme, la
méthionine synthase réductase (MTRR), qui maintient la liaison entre la MS et la cobalamine

dans son état réduit et complétement actif.

Les folates facilitent le transfert des unités monocarbonées a partir de multiples biomolécules
vers de nombreuses réactions biosynthétiques telles que la synthése de purines et de pyrimidines,
ou la synthése de la méthionine a partir de I’homocystéine (9). La conversion de la sérine en
glycine s’effectue dans la mitochondrie en présence de THF et aboutit a la synthése du 5,10-
MTHF. L’enzyme clé de cette réaction est la sérine hydroxyméthyltransférase (SHMT) (10).
Le 5-MTHF est le donneur de groupement méthyle qui sera transféré sur 1’homocystéine par
transméthylation a 1’aide de la vitamine B12, cofacteur de la méthionine synthase. La réaction
aboutit a la régénération du THF et a la formation de méthionine. La méthionine pourra alors
étre transformée en S-adénosylméthionine (SAM), donneur universel de groupements méthyles
pour les réactions de méthylation dans 1’organisme (ADN, ARN, protéines, lipides...) et ceci

aboutit a la formation de S-adénosylhomocystéine (SAH) (Figure 3).
1.1.5. Carence en folates

Les folates sont essentiels pour la santé et le développement de 1’organisme. Une carence arrive
quand le besoin du corps en folates est augmenté (comme dans le cas des femmes enceintes ou
des personnes qui souffrent de certaines maladies comme la drépanocytose), lorsque 1'apport
alimentaire en acide folique est insuffisant, ou lorsque le corps excrete plus de folates que
d'habitude (comme dans 1I’hémolyse chronique). La fréquente carence en folates durant la
grossesse produit un effet négatif sur celle-ci et reste un probleme important de santé publique

au niveau mondial (11).

La principale cause de déficience en folates est la carence d’apport (pour 10 % de la population
mondiale). Elle résulte de la malnutrition, de régimes amaigrissants, de la cuisson prolongée
des aliments et de I’inadéquation entre les apports et les besoins, sui s’accroissent notamment
au cours de la grossesse et des états d’hyperactivit¢é médullaire: anémies hémolytiques et
proliférations cellulaires malignes, taux élevé du renouvellement cellulaire dans le cas des
cancers, certaines anémies et troubles de la peau. Dans les pays industrialisés, les sujets agés
dénutris, les alcooliques et les personnes économiquement défavorisées sont concernés. Les
autres causes de carence sont liées a des problémes de malabsorption dans le cas de plusieurs
pathologies digestives (gastrectomies, résections intestinales étendues, maladie de Crohn,

gastrite atrophique, maladies coeliaques, sprue tropicale). Certains médicaments contre les
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cancers, I’épilepsie, la polyarthrite rhumatoide et le SIDA peuvent également provoquer une
carence en folates a cause de leurs effets secondaires (comme le méthotrexate et la

pyriméthamine).

La carence en folates entraine une accumulation de métabolites. En effet, la reméthylation de
I’homocystéine est bloquée, elle s’accumule et provoque ainsi une hyperhomocystéinémie et

une homocystinurie.

Selon I’hypothéese de la programation feetale, une susceptibilité accrue a la maladie serait en
partie due a la programmation feetale via des liens entre la nutrition et les mécanismes
épigénétiques et épigénomiques. Lors du développement, les folates jouent un rdle clé dans les
interactions entre la nutrition, la programmation feetale et I'épigenomique. En effet, le statut
maternel en folates, en influencant la méthylation de 'ADN, produit des effets épigénétiques
pouvant se transmettre a la deuxiéme génération. Des études ont montré qu'une carence en
folates dans l'alimentation pouvait affecter non seulement la santé de 1'enfant, mais aussi celle

des générations futures (12).
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1.2. Vitamine B12
1.2.1. Définition

La vitamine B12, également appelée cobalamine (Cbl), est une vitamine hydrosoluble
essentielle au fonctionnement normal du cerveau (elle participe a la synthése de
neuromédiateurs), du systetme nerveux (elle est indispensable au maintien de l'intégrit¢ du
systéme nerveux et tout particuliérement de la gaine de myéline qui protege les nerfs et optimise
leur fonctionnement) et a la formation du sang. C'est I'une des huit vitamines B. Elle est
normalement impliquée comme cofacteur dans le métabolisme de chacune des cellules du corps
humain, plus particuliérement dans la syntheése de I'ADN et sa régulation ainsi que dans la
synthése des acides gras et dans la production d'énergie. Elle est aussi impliquée dans la

reméthylation de I'homocystéine en méthionine comme cofacteur de la MS.
1.2.2. Structure

Les cobalamines appartiennent a la famille des corrinoides. Il existe différentes Cbl en fonction
du ligand fix¢ a I’atome de cobalt qui peut étre tri-, bi- ou monovalent (3 niveaux d’oxydation) :
[Cob(I) alamine], [Cob(II) alamine], [Cob(IIl) alamine]. Les Cbl sont composées d’un noyau

corine et d’un ribonucléotide reliés par un pont amino-2 propanol (Figure 4).

H,C 07 T

HO

Figure 4. Structure de la vitamine B12. R=CN: cyanocobalamine ; R=OH: hydroxocobalamine ; R=CH3:
méthylcobalamine ; R=5’d Ado: 5’- désoxyadénosylcobalamine.
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Les deux dernieres conformations sont les formes coenzymes actives et la méthylcobalamine
est la principale forme circulante. Le ribonucléotide correspond a la liaison entre un ribose et

le 5,6 diméthylbenzimidazole (base azotée).
1.2.3. Absorption de la Vitamine B12

L'absorption et le métabolisme de la vitamine B12 sont complexes et nécessitent de nombreux

processus, dont un seul s'il n'est pas présent, peut conduire a une carence en vitamine B12.

La vitamine B12 ingérée est liée a des protéines alimentaires et elle est absorbée par un
processus en plusieurs étapes. Une bonne compréhension du cycle de I'absorption de la vitamine
B12 contribue a éclairer les causes potentielles de carence. La vitamine B12 est dissociée des
protéines alimentaires sous I’influence des sucs gastriques, en particulier de [’acide
chlorhydrique et de la pepsine. Puis, elle se lie aux haptocorrines, glycoprotéines porteuses
présentes dans les sécrétions salivaires et gastriques. Dans le duodénum, ces protéines sont
progressivement digérées et la vitamine B12 libre se lie alors au facteur intrinséque (FI), sous
I’effet des sécrétions biliaires et pancréatiques. Le FI sécrété par les cellules gastriques, en se

liant a la vitamine B12, la protége du catabolisme bactérien iléal (13, 14) (Figure 5).
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Figure 5. Absorption et le transport de la vitamine B12 (Tir¢ de Le Grusse et Watier, 1993).
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En plus de ce procédé d'absorption, il existe un autre systéme indépendant du facteur intrinseéque.
Environ 1% d'une forte dose orale de vitamine B12 est absorbée par ce second méchanisme
(15). Cette voie est importante en ce qui concerne le remplacement de I’absorption par voie
orale. Une fois absorbée, la vitamine B12 se lie a la transcobalamine II (TCII) et est transportée
dans tout le corps. L'interruption de I'une ou l'autre de ces étapes conduit au risque de

développer une carence.

Une fois métabolisée, la vitamine B12 est un cofacteur et un coenzyme de nombreuses réactions
biochimiques, incluant la synthése d'ADN, la synthése de la méthionine a partir de

I'homocystéine et la conversion de la propionyl-coenzyme A en succinyl méthylmalonate.
1.2.4. Les fonctions physiologiques et le métabolisme de la vitamine B12

Dans le corps humain, deux voies peuvent synthétiser des quantités importantes de vitamine
B12 dans l'intestin gréle. Des quantités physiologiques sont absorbées dans l'ileum. Les féces
humaines en contiennent des quantités appréciables (16). Une carence peut survenir a la suite

de maladie de I'estomac, des intestins, du foie, des reins... (17).

La vitamine B12 est un nutriment essentiel qui fonctionne comme un coenzyme dans deux
processus métaboliques: la conversion de la méthylmalonyl-CoA en succinyl-CoA par la
méthylmelanoyl-CoA mutase (MCM) au niveau de la mitochondrie et la reméthylation de
I'homocystéine en méthionine par la méthionine synthase (MS) au niveau du cytosol des

cellules (Figure 6) (18-20).
1.2.5. Carence en B12

Dans les pays industrialisés, la prévalence est de 20% environ avec des cas extrémes allant de
32 60% selon les criteres utilisés. Chez les Américains, par exemple, elle est de 40% (21), chez
les sujets agés elle est de 20 a 40% (14) et dans les pays en voie de développement de 50% (22).
Ces valeurs sont cependant discutées par différents auteurs car les critéres utilisés ne sont pas
toujours les mémes. Les carences d’apport sont plutdt rares chez 1’adulte en bonne santé dans
les pays industrialisés mais plus fréquentes chez les sujets végétaliens car la vitamine B12 est
exclusivement apportée par I’alimentation d’origine animale. Les maladies digestives et la

malabsorption peuvent étre a I’origine d’une carence en vitamine B12. Les gastrectomies totales

18



Figure 6. Fonctions physiologiques et le métabolisme de la cobalamine intracellulaire. Tiré de Coelho, D et
al, N Engl J Med 2008 (20).

ou partielles, la pullulation bactérienne de I’intestin gréle ou le syndrome de 1’anse borgne, la
bothriocéphalose provoquée par des parasites intestinaux, la pancréatite chronique, la maladie
de Crohn, les lymphomes, la tuberculose intestinale et 1’anémie de Biermer en sont des

exemples (23).

L’anémie de Biermer est une maladie auto-immune caractérisée par la destruction de la
muqueuse gastrique par des auto-anticorps dirigés contre les cellules pariétales gastriques (62%
des patients) et par des auto-anticorps anti FI (87,5% des patients) empéchant la liaison de la

vitamine B12 au FI. Au moins un des deux types d’anticorps est présent chez 96% des patients.

Les déficits congénitaux du métabolisme de la vitamine B12 sont liés a un déficit en TCII ou

en récepteurs du FI (24).

Les définitions de la carence en vitamine B12 ne sont pas toujours les mémes (Tableau 1)
(25). A ce jour, la déficience en vitamine B12 est souvent définie en termes de concentrations
en vitamine B12 sérique, en homocystéine et en acide malonique de méthyle, les deux
composants de la voie métabolique de la vitamine B12 (Figure 6). Cependant, en clinique

pratique, aucun test standard n'a émergé pour le diagnostic de la déficience en vitamine B12
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en particulier chez les patients agés. La Figure 7 et Tableau 2 résument les principales

étiologies des carences en vitamine B12 (14, 25, 26).

Tableau 1. Définition de la carence en vitamine B12.

Concentration en vitamine B12 du sérum <150 pmol/L avec symptdmes cliniques et /ou anomalies

hématologiques liés a la carence en vitamine B12.

II Concentration en vitamine B12 du sérum <150 pmol/L (200pg/mL) en deux occasions différentes.

Concentration en vitamine B12 du sérum <150 pmol/L avec une concentration totale en
I I’homocystéine > 13 pmol/L ou en acide méthylmalonique > 0.4 pmol/L (en I'absence

d'insuffisance rénale et d’une carence en folates et vitamine B6).

v Faible niveau d'holotranscobalamine dans le sérum < 35pmol/L.

O Syndrome de non-dissociation
14% de la vitamine B12

B Malabsorption

O Anémie de Biermer
18%

[J Carence d'apport

60%

6%
B Autres

Figure 7. Principales étiologies des carences en vitamine B12. Modifi¢ d’apres Bosco, C ef al, Rev Med
Suisse 2012 (27).
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Tableau 2. Etapes du métabolisme de la vitamine B12 et causes correspondantes de la carence.

Meétabolisme de vitamine B12 Causes correspondantes de la carence

Vitamine B12 alimentaire e Régime végétarien strict sans supplémentation en vitamine

e Patients malades en établissement ou en hdpitaux psychiatriques

Arrivée a I’estomac sous forme liée ¢ Gastrectomie

e  Anémie pernicieuse

e  Malabsorption de la vitamine B12 alimentaire due a la non-

Dissociation (HCI, pepsine, bile . - o -
(HCI, pepsine, ’ dissociation de la vitamine B12 de ses protéines porteuses

ancréas ) ) ' )
P ) e  Certains médicaments (IPP, antagonistes des récepteurs H,)
Absorption e Malabsorption
(Liaison au FI 2 99%) e Anémie pernicieuse
(Absorption passive 1%) e Résection iléale

e  Certains médicaments (biguanides, colchicine)

Transport par les transcobalamines s L .
portp e  Déficit congénital en transcobalamine II

Captation et utilisation cellulaire s . L
e Déficits enzymatiques congénitaux

Note: HCI = hydrochloric acid ; IPP=inhibiteur de la pompe a protons ; FI=facteur intrinséque.
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2. Meétabolisme des monocarbones
2.1. Homocystéine

L'homocystéine (acide 2-amino-4-mercaptobutyrique), a été synthétisée par Butz et Vigneaud
(28) en 1932; c'est un acide aminé non protéinogene soufré résultant du catabolisme de la
méthionine ou de la cystathionine. Inversement, 1'homocystéine peut étre recyclée en

méthionine ou convertie en cystéine a l'aide des vitamines de type B.
2.2. Métabolisme de I’homocystéine

L’homocystéine est un homologue de la cystéine, et difféere par un groupe méthyléne
supplémentaire. Son métabolisme se produit principalement dans le foie et le rein par deux
voies : la voie de la reméthylation et la voie de la trans-sulfuration (29) (Figure 8). Chez
I’Homme, 56 % de I’Hcy est catabolisée en cystéine par la voie de la trans-sulfuration et le reste
est remethylé en méthionine par la voie de la reméthylation (18).

Le métabolisme de I'Hcy est régulé par I’interaction entre des facteurs génétiques (30) et
nutritionnels et dépend largement de l'apport alimentaire en vitamines du groupe B: vitamine
B9 (folates), vitamine B12 (cobalamine), vitamine B2 (riboflavine), vitamine B6 (pyridoxine),
choline et bétaine (31, 32). Une carence dans 1'un de ces micronutriments peut conduire a des

troubles du métabolisme de I'Hcy et a son accumulation.

2.2.1. Voie de reméthylation ou cycle de la méthionine

Cette voie, illustrée par la Figure 8, sert a recycler I’Hey. Ce recyclage a pour effet non
seulement d’éviter I’accumulation de ’Hcy en la reméthylant en méthionine, mais aussi a
transférer les donneurs de méthyles nécessaires a la régulation de différents substrats comme
les phospholipides, les protéines, ’ADN, I’ARN, la créatine, la carnitine, la myéline, les
catécholamines et les polysaccharides. Ce cycle a besoin des vitamines du groupe B, en

particulier la vitamine B9 et la vitamine B12.

Deux enzymes sont impliquées dans la réaction principale: la 5-MéthyleéneTétraHydroFolate
(5-MTHF), donneuse de méthyle dont la formation est sous la dépendance d’une enzyme, la
5,10-MTHF réductase (MTHFR) qui utilise la flavine adénine dinucléotide (FAD) comme
cofacteur, et la Méthionine Synthase (MS) dont le cofacteur est la vitamine B12. Ce transfert
du groupe méthyle, qui permet la synthése de la méthionine, n’est possible qu’en présence de

méthylcobalamine ; d’ou la synergie d’action entre vitamine B9 et vitamine B12.
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ynthése de protéine
. . r e Synthése de protéi
Acide folique —» DHF DHFR Vitamine T ADN
B I 2 ATP
d-TMP THF Méthionine Lipides
TCII-Cbl PPij +Pi complexes
Synthése d’ADN - MAT
L Sérine l . Protéines
d.UMP S-adénosyl-
- Glycine méthionine Accepteur X
transméthylation
5,10-CH2 THF MS BHMT reméthylation
B12 \ Bétaine N
N S-adénosyl- X-CH3
Cycle des Choline Cycle de homocystéine ADN méthylé
FADH?2 folates méthionine
SAHH Lipides
MTHFR 5-CH3 THF Homocystéine complexes
meéthylés
Adénosine
FAD RFC Transulfuration CBS Protéines
meéthylés
Folates Cystathionine

Figure 8 : Métabolisme de I’homocystéine (Iconographie d’aprés laboratoire Inserm U954). CBS :
Cystathionine B-synthtase, MAT : Mé¢thionine adénosyl-transférase, THF : Tétrahydrofolate, DHF :
Dihydrofolate, MTX : Méthotréxate, MTHFR : Méthyléne tétrahydrofolate réductase, DHFR : Dihydrofolate
réductase, RFC : Reduced Folate Carrier, TCII-Cbl : Trans-Cobalaminell-Cobalamine, 5-CH3 THF/5-
MTHEF : 5-M¢éthyltétrahydrofolate, ATP : Adénosine Tri-Phosphate, FAD : Flavine-Adénine-Dinucléotide, d-
UMP : désoxyuratidylmonophosphate, d-TMP : désoxy-thymidine monophosphate ; MS : méthionine
synthase ; SAHH : S-adénosylhomocystéine hydrolase ; BHMT : betaine homocysteine methyltransferase.

La deuxieéme réaction se passe principalement au niveau du foie car la bétaine-homocystéine
méthyltransférase (BHMT) est exprimée abondamment seulement au niveau du foie (33), et la
fraction subcellulaire du foie de rat a démontré que l'activit¢ BHMT n'existe que dans le cytosol
(34). Comme la MS, la BHMT catalyse la reméthylation de I’homocystéine en méthionine en
utilisant la bétaine qui provient principalement de 1’alimentation, comme les fruits de mer et les
céréales, ou de 1’oxydation de la choline. La BHMT joue un réle clé dans la régulation du
métabolisme de la méthionine par le maintien des concentrations hépatiques de la méthionine
pendant les périodes de consommation inadéquate de cet acide aminé (35) et en éliminant

I’accumulation de 1'Hcy (36).

En bref, la méthionine adénosyl transférase (MAT) catalyse la formation de la S-adénosyl-
méthionine (SAM) en transférant le fragment adénosyl de ’ATP a I’atome de soufre de la
méthionine (Figure 8). La SAM est le donneur universel de groupements méthyles nécessaires
pour la synthése d'acides nucléiques, des phospholipides, de la créatine, de polyamines et la
methylation de nombreuses molécules bioactives (37). La S-adénosylhomocystéine (SAH) est
le produit de déméthylation des réactions de méthylation et elle est hydrolysée en homocystéine

et adénosine.
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2.2.2. Voie de trans-sulfuration

L’homocystéine est un élément indispensable au recyclage de la méthionine et des folates, mais
dans des contextes nutritionnels particuliers ce recyclage n’est plus assuré (excédent de
protéines alimentaires, déficience en folates ou en vitamine B12). L’homocystéine est exportée
dans le sang mais a tendance a s’accumuler. L’¢élimination par les urines n’est pas suffisante et
il est donc nécessaire de dégrader cet acide aminé. En fait la majorité de I’Hcy n'est pas
reméthylée mais catabolisée en cystéine par la voie de la transsulfuration. Cela permet dans le

méme temps de produire de la cystéine et ainsi de pallier les besoins immédiats.

L’Hcy est clivée de maniere irréversible par la Cystathionine-B-synthase (CBS), une enzyme
cytosolique, PLP-dépendante (Phosphate de pyridoxal, dérivé de la vitamine B6), puis elle se
condense avec la sérine pour former la cystathionine, elle-méme clivée et désaminée en cystéine

et en a-céto butyrate par la Cystéine y Lyase (CGL).

Contrairement aux autres voies métaboliques, cette dernicre est irréversible, ce qui fait que la
cystéine ne peut pas étre un précurseur pour la synthése de méthionine (38). Ceci est important

en particulier dans le cadre de recommandations diététiques.

Chez I’homme, la CBS est exprimée dans le foie, les reins, les muscles, le cerveau et les ovaires
mais aussi durant I'embryogenese dans les neurones et les cellules cardiaques (29). Apres la
naissance la CBS n’est plus exprimée dans les cardiomyocytes (39). Le foie est l'organe
principal de la dégradation de I'exces de méthionine, il permet le maintien de I'homocystéine a
des niveaux adéquats grace a un ensemble unique d'enzymes, incluant : MAT 1/ III, CBS, CTH
(cystathionase), BHMT, GNMT (glycine N-méthyltransférase). Pour cette raison, il y a dans le
tissu hépatique une concentration élevée de méthionine qui peut a son tour augmenter la
concentration de la SAM. Les principaux mécanismes régulateurs des niveaux d’Hcy sont

I’inhibition de la MTHEFR et I’activation de la CBS (40, 41).
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3. Facteurs favorisant une hyperhomocystéinémie

L’homocystéine est catabolisée soit par la voie de la reméthylation en méthionine, soit par la
voie de la trans-sulfuration en cystathionine. A 1’état physiologique, ces deux voies sont
autorégulées, ce qui permet de garder un taux constant d’Hcy (taux cellulaire de 1 pmol/L et
taux plasmatique de 10 a 15 pumol/L). Cependant, de nombreux facteurs (nutritionnels,
environnementaux, et génétiques) peuvent étre responsables d’une hyperhomocystéinémie (42).
Celle-ci peut se présenter sous trois formes : modérée (de 15 a 30 umol/L), intermédiaire (de

30 a 100 umol/L) et sévere ou majeure (> 100 umol/L) (43) (Tableau 3).

11 exoste plusieurs facteurs qui ont une influence sur I’augmentation de I’homocystéine comme
la carence en folates, en pyridoxine ou les troubles dans les mécanismes d’absorption de la
vitamine B12; les altérations du foie, des reins, I’hypothyroidie, la néoplasie et la
transplantation ; la toxicité due aux médicaments ou a I’exces d’alcool ou de café et les troubles

enzymatiques (Tableau 3).
3.1. Facteurs nutritionnels

De nombreuses ¢études ont montré qu’il existait une hyperhomocystéinémie chez les sujets
adultes soumis a une carence vitaminique, notamment les vitamines du groupe B (44, 45). 1l
existe 3 principaux types de carences vitaminiques B associées a une accumulation

d’homocystéine.
3.1.1. Les folates

Les folates facilitent la synthese de la méthionine a partir de I’homocystéine et la déficience en
folates est directement corrélée a I’hyperhomocystéinémie. Les principaux dérivés méthylés
des folates sont : le N10-formyl tétrahydrofolate (10-MTHF) et le N5, N10-méthyléne
tétrahydrofolate (5,10-MTHF), ce sont des donneurs de groupements méthyles pour la synthese
des nucléotides. Le N5-méthyltétrahydrofolate (5-MTHF) est un autre dérivé important
biologiquement actif de 'acide folique ; il est produit a partir de 5,10-MTHF, la réaction étant
catalysée par la méthylénetétrahydrofolate réductase (MTHFR) comme illustré dans la Figure
8 (8) . Ainsi on obtient un groupement méthyle qui servira pour la reméthylation de I’Hcy en
méthionine par la MS. L'activité de la MS est trés importante pour maintenir d’une part une
concentration en méthionine suffisante et d’autre part, pour empécher 1'accumulation d'Hcy

dans la cellule.
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Tableau 3. Causes d’une hyperhomocystéinémie.

Légére (15-30 pmol/L)

o Insuffisance rénale 1égére & modérée

e  Meédicaments : antiépileptiques, méthotrexate, théophylline, médicaments
immunosuppresseurs, fibrates, lévodopa, metformine

e Hypothyroidie

e  Certains cancers

e  Psoriasis

e  Variantes génétiques du géne du méthyléne tétrahydrofolate réductase (MTHFR) 677C>T
e Déficit en folates ou en vitamine B12

e Age

e Apport élevé en protéines

e Faible consommation de 1égumes ou de fruits

e Drépanocytose

Modérée (30-100 pmol/L)

Insuffisance rénale terminale

e Carence modérée en vitamine B12
e  (Carence en folates

Variante de MTHFR 677C>T associée a une carence en folates

Sévére (=100 pmol/L)

e (Carence profonde en vitamine B12
e Déficit héréditaire en cystathionine béta-synthase

e  Déficit héréditaire en méthyléne tétrahydrofolate réductase

e  Déficit héréditaire en MS
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3.1.2. Vitamine B12

L’activité de la MS nécessite la vitamine B12 comme cofacteur et dépend également de la
présence d'une deuxieéme enzyme, la méthionine synthase réductase, qui maintient la liaison

entre la MS et la cobalamine dans son ¢état réduit et completement actif (Figure 9).

CH3 -THF THF

u

— T,
MetSyn-Co(l) Méthionine synthase ~ MetSyn-Co(lll) _

|
:>—< CH3

Méthionine Homocystéine
e- MetSyn-Co(ll)  Méthionine synthase MEtSY"-C‘TU"]
- : CH3
.:«;i_o Met réductase Ado-Hcy

Figure 9. Role de la méthionine synthase et de la méthionine synthase réductase. Modifié d’aprés Leclerc D
et al, Proc Natl Acad Sci U S A. 1998 (46).

3.1.3. Vitamine B6

La majorité de I’homocystéine n'est pas reméthylée mais catabolisée en cystéine par la voie de
la trans-sulfuration. La voie de la trans-sulfuration est médiée par la CBS, une enzyme
cytosolique, PLP-dépendante (Phosphate de pyridoxal, dérivé de la vitamine B6).
L’interruption de la voie de la trans-sulfuration du fait de ’absence de la forme active des
coenzymes de la vitamine B6 (PLP) est un type de carence en vitamines B associée a une

accumulation de I’Hcey.
3.2. Facteurs génétiques

Il existe plusieurs polymorphismes des enzymes intervenant dans le cycle des folates et la

reméthylation de I'homocystéine qui sont associ€s a une augmentation de la concentration en

Hcy. 11 s'agit principalement des variantes génétiques des enzymes MTHFR (677 C->T, 1298

A->C), MS (2756 A->G), MSR (66 A->G) (47-49). De plus, un polymorphisme portant sur une
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protéine de transport de la vitamine B12, la transcobalamine, a été rapporté et peut ¢galement
s'associer a une hyperhomocystéinémie relative (TC 77 C->G) (50). Le BHMT rs3733890 est

significativement associées a I’anomalie de fermeture du tube neural (51).
3.3. Facteurs environnementaux

Les facteurs environnementaux contribuant a une hyperhomcystéinémie modérée, sont 1'age, le
sexe, certains médicaments et certains états pathologiques. Par exemple, les personnes agées
ont des taux d’Hcy plus élevés, et pour lesquels le statut en vitamines a une influence majeure
(52). Les hommes aussi ont un taux d’Hcy plus élevée que les femmes a cause des effets des
hormones sexuelles et d'une plus grande masse musculaire (53, 54). L’hyperhomocystéinémie
modérée peut-étre due aux médicaments comme le méthotrexate, la carbamazepine et la
phénytoine, qui interférent avec le métabolisme des folates, I’azaribine qui empéche 1’activité
de la CBS, le monoxyde d’azote, qui inactive la vitamine B12 (55). Les contraceptifs, les
oestrogeénes ou la pénicillamine diminuent I’Hcy (55). Mais d’une manicre générale, la
supplémentation en folates et/ou en vitamine B12 est suffisante pour abaisser le taux d’Hcy
(56). Les pathologies comme [I’insuffisance rénale, I’hypothyroidie, les affections
inflammatoires intestinales, I’arthrite rhumatoide, le psoriasis, le diabete de type 11, les maladies
lymphoprolifératives et certains cancers (sein, ovaire, pancréas) peuvent augmenter les taux

d’Hcey (57).
4. Pathologies en lien avec une hyperhomocysteinémie
4.1. Les maladies neurologiques

La déficience en folates est impliquée dans certaines maladies cardiovasculaires, dans des
maladies neurodégénératives (maladie d’Alzheimer) et des pathologies neuropsychologiques
(dépression, schizophrénie, démence ...) (58). La vitamine B12 est nécessaire a la synthese de
la myéline (59). Sa carence affecte les nerfs optiques, les nerfs périphériques, la moélle épiniére
et le cerveau. Ceci se traduit par des névrites, des neuropathies, une perte de la vision et des

symptomes psychiatriques (60).
4.2. Les maladies cardiovasculaires

Une hyperhomocystéinémie peut conduire chez I'homme a des pathologies cardiovasculaires

et a I’athérosclérose (61). Ainsi, une carence en vitamine B6, B9 ou B12 associée ou non a une
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¢lévation de méthionine due a un régime alimentaire riche en protéines, conduit a une élévation

de I’Hcy et a I’athérosclérose dans des modeles animaux (43, 62).
4.3. Les maladies hépatiques

Le métabolisme de la méthionine a lieu majoritairement (80%) dans le foie. Trois des enzymes
clés du métabolisme de I'homocystéine sont exclusivement hépatiques: la bétaine homocystéine
méthyltransférase (BHMT) et les méthionine adénosyltransférase (MAT) MATI1 qui n'existent
que dans les hépatocytes et MAT2 qui est ubiquitaire (63). Enfin la voie de la trans-sulfurulation
est uniquement hépatique; la cysthationine B-synthétase (CBS), premiére enzyme de cette voie,
est uniquement exprimée dans le foie. La synthése de SAM est profondément diminuée en cas
de cirrhose (64), et la carence en donneur de méthyle produit une stéatose hépatique et
prédispose au syndrome métabolique. Les dérégulations épigénomiques du métabolisme

énergétique jouent un réle important dans ce processus (65).
4.4. Les maladies hématologiques

Dans le cas d’une déficience sévére en folates, une anémie mégaloblastique se développe. La
synthése d'ARN et d'ADN nécessaires a la division cellulaire et a la synthése protéique est
réduite et la moélle osseuse produit des globules rouges géants et immatures. De plus, les folates
jouant un rdle essentiel dans le métabolisme des monocarbones nécessaires a la formation de

I’héme de ’hémoglobine, une carence conduit a la déficience en globules rouges (58).
4.5. Les maladies obstétriques

La grossesse est une période ou les besoins en folates sont considérablement augmentés par les
besoins du foetus et par I'augmentation de I’érythropoiese (66). Une carence en folates pendant
la grossesse peut induire un décollement du placenta, une prééclampsie, une naissance
prématurée, un faible poids a la naissance, un retard de croissance et des anomalies du
développement (non fermeture du tube neural, fentes palatines,etc.) (67). La supplémentation
en folates avant la conception réduit les risques d’anomalies du développement comme le spina
bifida et ’anencéphalie (68). Un faible taux de folates dans la nourriture augmente aussi de 50 %
le risque d’avortement spontané (69) et une supplémentation avec de I’acide folique avant la
conception réduit la fréquence du Syndrome de Down chez I’enfant (70). La carence en folates
entraine également un retard de croissance et un retard de puberté chez l'enfant. Plusieurs études
ont associ¢ une concentration plasmatique en homocystéine élevée chez la mere a des fausses

couches a répétition, des prééclampsies et des décollements placentaires, ainsi qu'a des retards

29



de croissance, des accouchements prématurés, des anomalies de fermeture du tube neural (spina
bifida, anencéphalie), des anomalies de la face (fentes labiales et/ou palatines) et des stress

hépatiques (71).
4.6. Les cancers

La cancérogenése est un processus multiphasique et multifactoriel qui implique I’enchainement

de processus métaboliques, géniques et €pigénomiques.

Les cellules cancéreuses proliferent rapidement, la synthése de leur ADN est accélérée, et leurs
besoins en folates sont plus importants (72). La capture des folates dans ces cellules est plus
importante que dans les cellules saines. Malgré des teneurs sériques ou érythrocytaires en
folates normales, une déficience tissulaire localisée, limitée a la zone atteinte, a été observée
dans le cas de I’adénome colorectal (73) et la teneur en folates des cellules tumorales est
inférieure a celle des cellules saines adjacentes (74). La carence en folates est ainsi associée au
développement de plusieurs cancers : colon (75), rein (76, 77), pancréas (78), estomac (79),

oesophage (80), poumon (81) et col de I'utérus (82).
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Partie 2 : Les protéines
1. Définition

Les protéines sont une composante indispensable de I’alimentation et dont le réle nutritionnel
est de fournir des acides aminés, de 1’azote et de 1’énergie. Ce sont des éléments essentiels de
la vie cellulaire : elles peuvent jouer un role structurel (comme 1'actine), un role dans la mobilité
(comme la myosine), un réle catalytique (les enzymes), un role dans la compaction de I'ADN
(les histones) ou d'expression des geénes (les facteurs de transcription), etc. En somme,

I'immense majorité des fonctions cellulaires est assurée par des protéines.

Une protéine est une macromolécule biologique composée d’une ou plusieurs chaines d'acides
aminés liés entre eux par des liaisons peptidiques (chaine polypeptidique). En général, on parle
de protéine lorsque la chaine contient au moins 50 acides aminés, et de peptide pour des

assemblages de plus petite taille.
2. Structure

La structure des protéines est complexe et influe sur le role qu'elles jouent dans la vie de la
cellule. Les protéines sont des objets moléculaires dont la description précise introduit la notion

de structures (de maniere plus ou moins hiérarchique).

Pour la premiere fois en 1957, John Kendrew et Max Perutz, par cristallographie et diffraction
des rayons X, ont pu décrire la structure en trois dimensions de la myoglobine et de

I'hémoglobine.

La fonction des protéines est liée a leur structure tridimensionnelle, ou conformation c'est-a-
dire la maniere dont les acides aminés sont agencés les uns par rapport aux autres dans I'espace
(Figure 10). C'est la raison pour laquelle les méthodes de détermination des structures
tridimensionnelles ainsi que les mesures de la dynamique des protéines sont importantes et
constituent depuis longtemps un champ de recherche trés actif. En plus de ces méthodes
expérimentales, de nombreuses études portent sur des méthodes informatiques de prédiction de

la conformation spatiale a partir de la séquence.

L'ordre dans lequel les acides aminés s'enchainent est codé par le génome et constitue la
structure primaire de la protéine. La protéine se replie sur elle-méme pour former des structures
secondaires, dont les plus importantes quantitativement sont I'hélice alpha et le feuillet béta, ce

qui permet de créer des liaisons hydrogeénes entre les atomes de carbone et d'azote des deux
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liaisons peptidiques voisines. Puis, les différentes structures secondaires sont agencées les unes
par rapport aux autres pour former la structure tertiaire, souvent renforcée par des ponts
disulfure. Les forces qui gouvernent ces repliements sont les forces physiques classiques. Dans
le cas des protéines formées par l'agencement de plusieurs chaines, la structure quaternaire

décrit la position relative des sous-unités les unes par rapport aux autres (Figure 10).

(c) Structure secondaire (feuillet plissé béta)

(a) Structure
primaire
(chaine
polypeptidique)

Groupe héme

(b) Structure secondaire (d) Structure tertiaire (e) Structure quaternaire
(hélice alpha) (molécule de myoglobine) (molécule d'hémoglobine)

Figure 10. Niveaux d’organisations structurales des protéines.

Il existe plusieurs protéines chaperonnes qui facilitent, voire sont nécessaires, au repliement des
protéines vers leur état actif. Le repliement des protéines fait I'objet de recherches intenses dans
le domaine de la biologie structurale, alliant les techniques de biochimie, de biophysique

moléculaire et de biologie cellulaire.
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3. Digestion et absorption des protéines

Les protéines étant de grosses molécules, leur absorption est précédée par une phase de
digestion dont le but est de couper les protéines en acides aminés (AA) libres et absorbables
(83) (Figure 11).

Trois étapes sont nécessaires :

e Au niveau de I’estomac, I’acidité du milieu commence a dénaturer les protéines, elles
perdent leur structure complexe. La pepsine, quant a elle, coupe les liaisons peptidiques
entre certains AA de la chaine, aboutissant a des polypeptides (peptides de grande taille) et
quelques AA libres.

e Au niveau du duodénum, les endopeptidases (trypsine, chymotrypsine, élastase) du
pancréas ainsi que des carboxypeptidases et aminopeptidases poursuivent le travail de
digestion : 30% des AA sont sous forme libres, 70% sont encore sous forme de di- et

tripeptides.

Protéines | ; HCI | | Pepsinogénes |
_, !
' |

- l Pepsines
Polypeptides
Trypgine, chymo-
trypsine, HCO™y
Tri- et
dipeptides

Cellule épithéliale

=

-

Amino et
dipeptidases
AA « basiques »

Y

AA «neutres »

—

Veine portale

Proline, etc.

Y

AA Bety

Acides aminés (AA)
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Y

AA « acides »

Métabolisme

=

Figure 11. Digestion des protéines et absorption des acides aminés et des oligopeptides.
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e Au niveau des entérocytes de la paroi interne de I’intestin gréle, les peptidases réduisent
une grande partie des derniers peptides en AA absorbables. L’absorption a lieu au niveau

de I’intestin gréle, les AA se retrouvant ensuite dans la circulation sanguine.

Ces AA vont servir a la synthése et au renouvellement des protéines (300 a 400 grammes des
protéines de I’organisme sont renouvelés chaque jour, ce qui représente 3 a 4% du stock total).

Ils participent aussi a la production d’énergie selon la voie de la néoglucogenese.

Les AA excédentaires seront dégradés. L’urée, qui est une molécule peu toxique et
hydrosoluble, capte ’ammoniac issu de la dégradation des AA au niveau du foie. L’urée est

ensuite transportée vers le rein ou elle sera facilement éliminée.
4. Les fonctions physiologiques

Les protéines sont trés importantes pour I’organisme a cause de leurs fonctions diverses au sein

de la cellule et de I'organisme :
e Catalyse : Toutes les enzymes sont protéiques (sauf les ribozymes).

e Transport : L’hémoglobine (protéine des globules rouges du sang) qui transporte 1’oxygene

des poumons aux organes.

e Communication : De nombreuses hormones (comme I’insuline) sont des protéines et

peuvent véhiculer un message dans 1’organisme.

o Signalisation : Des protéines sont impliquées dans le chimiotactisme (attraction ou

répulsion exercée par une substance chimique sur un étre unicellulaire).

e Reconnaissance : Le systtme immunitaire posséde des protéines spéciales — les
immunoglobulines — qui permettent la reconaissance moléculaire de formes « étrangeres »,

c’est-a-dire n’appartenant pas aux formes moléculaires de I’organisme qui les fabrique.

e Structure : Les protéines du cytosquelette permettent la consolidation et la motilité¢ des
cellules, comme c’est le cas pour les flagelles bactériens. On peut aussi citer le collagene,

qui structure la matrice extracellulaire.

e Stockage : Par exemple, le fer qui est stocké dans le foie en se liant & une petite protéine

appelée ferritine.
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5. Pathologies en lien avec une dénutrition en protéine

Les hydrates de carbone, lipides et protéines sont les trois principaux composants des
macronutriments. La balance entre ces trois composants est importante pour la santé et un
déséquilibre peut causer de nombreuses pathologies, et principalement des pathologies

métaboliques.

Les adultes ont besoin d'un apport de protéines d'au moins 0,66g/kg/jour pour maintenir
1'équilibre de 1'azote (84). Cet équilibre dépend de 1'azote nécessaire a la fois pour le maintien,
et dans le cas de la croissance, le dépot de protéines supplémentaires dans les tissus
nouvellement formés. Le métabolisme des protéines est dépendant de 1'age et conduit a des
besoins différents. Par exemple, la synthése des protéines du corps entier est de 17,4 g/kg/jour
chez les nouveau-nés, 6,9g/kg/jour chez les enfants, 3,0g/kg/jour chez I'adulte et 1,9g/kg/jour

chez les personnes agées (85).

Une carence protéique peut avoir de graves conséquences sur I’organisme, comme un mauvais
état nutritionnel accompagné d'un ralentissement de la guérison, un affaiblissement du systéme
immunitaire (avec une tendance plus prononcée aux infections), des troubles de la cicatrisation
avec un haut risque d'escarres et une faiblesse physique accompagnée d'une perte de masse

musculaire et osseuse. Tout ceci en raison des fonctions multiples qu'assument les protéines.

Les données épidémiologiques vont dans le méme sens que les données cliniques et montrent
un effet protecteur des protéines alimentaires face aux maladies cardiovasculaire. En effet,
l'apport en protéines a été inversement associé a ces maladies dans une cohorte de 80.082
femmes (86). Les protéines alimentaires sont également inversement associées a la
concentration d'homocystéine dans le sang (87), un facteur de risque indépendant des maladies

cardiovasculaires.

Les populations qui mangent de la viande maintiennent des concentrations plasmatiques
d'homocystéine inférieures a celles qui ne mangent pas de viande (88, 89). Dans de nombreuses
¢tudes de population, résumées par Obarzanek et al/ (90), une pression artérielle élevée a été
associée a une diminution des apports en protéines. Un changement de régime alimentaire
pendant 4 semaines en hypertension a montré qu'un régime riche en protéines (25% de 1'énergie)
était efficace pour abaisser significativement la pression artérielle (91). En outre, de nombreuses
¢tudes de population ont établi que la mortalité par accident vasculaire cérébral (AVC) est

inversement associée a l'apport en protéines (92, 93).
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Un nombre croissant de preuves indique que les régimes riches en protéines peuvent améliorer
le profil lipidique sanguin (94-98) et réduire ainsi le risque de maladies cardiovasculaires.
Wolfe et Giovannetti (96) ont montré que la substitution isocalorique de glucides par des
protéines (23% de 1'énergie) chez les sujets modérément hypercholestérolémiques a permis une
diminution significative du LDL et du cholestérol VLDL total, des triglycérides et une
augmentation du cholestérol HDL. Des changements similaires de lipides dans le sang ont été
observés chez les patients diabétiques de type 2 en combinaison avec l'amélioration du
métabolisme du glucose et de l'insuline (94, 95). Chez les femmes obéses, les régimes
hypocaloriques et riches en protéines améliorent la sensibilité a I'insuline et préviennent la perte
musculaire, tandis que les régimes hypocaloriques et riches en glucides favorisent une mauvaise
sensibilité a l'insuline et une perte de masse musculaire et osseuse (99). Les essais cliniques ont
montré que les régimes hypocaloriques riches en protéines sont plus efficaces que les régimes
hypocaloriques riches en glucides pour la promotion (100) et le maintien (101) de la perte de
poids chez les sujets obéses et produisant une sensation de faim moins intense et plus de

satisfaction (102).

La carence en protéines peut étre particulierement responsable des troubles de la croissance et
s'intégre a une malnutrition plus globale si elle se passe pendant la période périnatale. La
cohorte de recherche li¢e a la famine aux Pays-Bas en 1944 est un treés bon exemple pour étudier
les effets d'une mauvaise alimentation des le début de la vie chez les humains (103-105). En
faveur de I’hypothése de la programmation feetale, les modeles des animaux carencés en
protéines pendant les phases périnatales ont été utilisés pour étudier I’impact a long terme d’un
environnement intra-utérin défavorable sur la susceptibilité au syndrome métabolique comme
la résistance a I’insuline (106, 107), la stéatose hépatique (108, 109) et I'hypertension (110, 111).
D'autres études ont montré que la carence périnatale en protéine pouvait aussi modifier les
activités des animaux avec un impact négatif sur la croissance physique et les réflexes

neurologiques, et évoquer des comportements anxieux et dépressifs (112).

Alors que les modéles de programmation de la fonction métabolique sont bien caractérisés, les

mécanismes impliqués dans cette programmation restent encore mal compris.
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Partie 3 : Hypothése de la programmation feetale
1. Hypothése de la programmation feetale

L'hypothé¢se de la programmation feetale propose que I’environnement feetal, en particulier la
nutrition, peut directement influer le développement embryonnaire et "programmer" la santé de
I'enfant a 1’age adulte (113, 114) (Figure 12). Il a été clairement montré qu'un environnement
intra-utérin défavorable se traduit par une Restriction de Croissance Intra-Utérine (RCIU), et
peut conduire a un risque accru de troubles neurologiques, psychologiques et psychiatriques, a
la résistance a I’insuline et au diabéte, a de I'hypertension, aux maladies coronariennes, a une

obésité centrale, une hyperlipidémie, etc... (115-121).

Prénatal Postnatal
Vaisseaux
sanguins .
= Maladies
Ceeur 7'/ = | cardiovasculaires
7 £ Reins
Kas Y = Hypertension
w &« * Maladie coronarienne
+ L’insuffisance cardiague

HPA axis Maladies
Cerveau @ Neurologiques

Maladies neurodénégératives
Maladies neuropsychologiques
Maladies neuropsychiatrique
Accident vasculaire cérébral

Maladies
obstétriques

Maladies
métaboliques

Pancréas +  Obésite
‘)) + Diabétes 2

;\/ . + Hyperlipidémie

Figure 12. Programmation et développement des maladies et pathologies de la malnutrition foetale. Le stress
maternel influence le développement normal des tissus et des organes du feetus et augmente le risque de
développement des maladies cardiovasculaires, du syndrome métabolique, d’accidents vasculaires cérébraux et de
diverses maladies neurocomportementales, neuropsychologiques, et neuropsychiatriques plus tard dans la vie.
HPA, hypothalamic-pituitary-adrenal. D’apres Li Y et al, Progress in neurobiology 2012 (114).

Il est intéressant de constater que le risque n'est pas seulement présent chez les enfants
présentant des poids extrémes a la naissance, mais augmente linéairement avec la diminution

du poids du bébé.

Ces observations ont entrainé de nombreuses études épidémiologiques chez I'homme, et

expérimentales chez I'animal, et ont mené a la découverte d'un grand nombre d'associations
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entre des atteintes périnatales et diverses maladies de I'adulte (122) (Tableau 4). Le terme de
«programmation feetale» a été€ proposé pour décrire la manicre dont des événements foetaux ou
périnataux agissent sur le feetus et influencent le développement de maladies une fois atteint

'age adulte.

Tableau 4 (122). Exemples d’association entre les atteintes périnatales et les maladies de 1’adulte

Facteurs environnementaux responsables de la
Pathologies liées a la programmation feetale
programmation feetale

Mortalité par accidents cardiovasculaires
e  Restriction alimentaire maternelle
Maladies coronariennes

Restriction calorique
Diabeétes (type 1 et 2)

Restriction protéique

Obésité
- Restriction en micronutriments

Hypertension
e Substances exogenes

Dyslipidémie
- Glucocorticoides

Ostéoporose
- Nicotine

Schizophrénie

e  Perturbations de la circulation utéro-placentaire
Cancer (sein ; testicule ; leucémies...)

Hypoxie périnatale
Hypertension artérielle pulmonaire
Prééclampsie

Des édudes épidémiologiques chez ’homme ont permis de démontrer que ’incidence des
maladies métaboliques de ’adulte (obésité, hypertension, résistance a 1’insuline, syndrome
métabolique) est nettement augmentée quand la nutrition maternelle est perturbée a des périodes
critiques du développement feetal (123) et la phase périconceptionnelle joue un role important
pendant cette programmation (124, 125). Il a été montré par de nombreuses études que
I’alimentation maternelle durant la vie feetale pouvait affecter le développement a long terme
de la descendance, certains mode¢les animaux indiquent qu’une restriction en donneurs de
méthyle ou en protéines pendant la période périconceptionnelle affectent le métabolisme de
I’organisme et la régulation du métabolisme au niveau du foie et du coeur, le développement

cardiovasculaire, le systéme neurologique ainsi que d’autres parameétres (65, 106, 126). Ainsi,
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les fenétres de susceptibilit¢ a la programmation métabolique s’étend a la période

préconceptionnel (127-130).

Les effets passent par 1’altération de I’expression de genes clés impliqués dans la régulation de
nombreuses fonctions physiologiques, comme le métabolisme du lipide et du glucose,
I’adipogenese, la fonction mitochondriale ou le processus du développement. Des mécanismes
épigénétiques sont certainement aussi mis en jeu pendant la phase périconceptionnelle, comme
cela a ét¢ démontré chez 'hnomme avec des modifications au niveau de la méthylation de I’ADN
chez des geénes soumis a I’empreinte (IGF2, GNASAS et MEG3) et des génes non soumis a
I’empreinte jouant un role important dans la régulation de 1’expression des genes et du
métabolisme (IL10, LEP et ABCA1) (104, 105), et la recherche sur le géne IGF2 montre aussi
un effet plus profond pendant le début de la gestation. De nombreuses études sur des modeles
animaux carencés en donneurs de méthyle ou en protéines dans la période périnatale ont déja
¢été réalisées mais la plupart sont des études d’observation, les mécanismes sous-jacents ne sont
pas trés clairs. Nous avons de ce fait utilisé les deux modeles pour mieux étudier les mécanismes
sous-jacents au niveau du transcriptome et du méthylome. Et les mécanismes suggérés

auparavant sont présente comme suit.
2. Mécanismes sous-jacents a la programmation feetale

Trois principaux mécanismes ont été suggérés : une altération de la croissance de certains

organes, un exces de corticoides et des modifications épigénétiques (122).
2.1. Croissance diminuée de certains organes

Lorsque le feetus manque de substrats pour son développement a cause de la malnutrition
maternelle ou de problémes de transmission des nutriments de la mére au foetus pendant la
phase prénatale, la croissance de certains organes s'en trouve altérée (131). Par exemple, une
alimentation hypocalorique induit une diminution du nombre de cellules béta du pancréas qui
peut expliquer, du moins en partie, le risque augmenté¢ de diabete a 1'age adulte (132-134). Une
diminution du nombre de néphrons a cause de la restriction en protéine pourrait étre responsable
de l'augmentation du risque d'’hypertension a l'age adulte (135), alors qu'une réduction du
nombre total de cardiomyocytes a la naissance pourrait étre associée a 'augmentation du risque

des maladies cardiovasculaires a I’age adulte (136).

2.2. Excés persistant de corticoides
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La malnutrition des rattes enceintes (réduction de 50% de 1’apport énergétique) provoque une
augmentation des glucocorticoides maternels et néonataux (137). Le méme phénomeéne est
observé chez le cochon d'Inde, ou une réduction de 40% de 1'apport énergétique de la nutrition
maternelle augmente les concentrations de cortisol plasmatique maternel et feetal (138). Le
traitement des rattes enceintes nourries avec un régime a faible teneur en protéines, avec un
inhibiteur de la synthése des glucocorticoides (metyrapone), conduit & une progéniture qui
n'avait pas d'augmentation de la pression artérielle. Un exces de corticostérone conduit aux
mémes effets (139, 140). Ces données soutiennent I'hypothése que 1'exposition excessive de
I'unité foeto-placentaire aux glucocorticoides maternels réduit le poids a la naissance et

I’hypertension ultérieure.

On pense que 1'exposition feetale a un exces de corticoides induit une diminution du nombre de
récepteurs aux glucocorticoides dans I'hypothalamus fcetal. Il en résulte une perturbation de

l'axe hypothalamo-hypophysaire et une hypercortisolémie persistant apres la naissance (141).

Bien qu'il n'existe actuellement que peu de données chez 'humain concernant les effets a long
terme de l'exposition anténatale aux corticoides, il a ét¢é démontré que les enfants nés de telles

grossesses présentent un plus faible poids a la naissance (141).
2.3. Modifications épigénétiques

L'épigénétique est I'ensemble des mécanismes moléculaires ayant lieu au niveau du génome,
transmissibles d'une génération a l'autre, sans altération des séquences nucléotidiques. Les
principales modifications sont des altérations de la méthylation de I'ADN qui se produit sur les
cytosines, surtout au niveau des ilots CpG, et les modifications post-traductionnelles des
histones entrainant des changements dans l'assemblage de la chromatine (142). Ces
modifications se passent principalement au niveau des promoteurs des genes et auront comme
effet de réguler I'expression des génes en exprimant fortement certains genes, alors que d'autres

seront réprimés.

De plus en plus d’études se concentrent maintenant sur les implications de 1’épigénétique lors
du déclenchement d'une maladie. Comme la régulation épigénétique au cours du
développement subit des changements dynamiques, I'épigénome a un caractére labile, qui lui
permet de répondre et de s'adapter aux facteurs de stress environnementaux, y compris la
modification nutritionnelle (143, 144). Par exemple, la supplémentation ou la limitation de

l'alimentation de la mere en folates, méthionine ou choline a permis de démontrer I'impact sur
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les méthylations de I'ADN (145, 146). La méthylation de I'ADN ou des histones nécessite des
donneurs de méthyle provenant des folates et donc nécessite la présence des vitamines B6 et
B12, de la choline et de la méthionine pour le métabolisme du monocarbone, ainsi qu'une
gamme de méthyltransférases (147-151). Des changements épigénétiques dans les modeles de
rat avec restriction maternelle en protéines ont été rapportés pour le récepteur de I'angiotensine
IT de type 1b dans la glande surrénale. L'hypométhylation du promoteur proximal de ce géne a
pour effet d'en augmenter I'expression et d'induire une augmentation du nombre de récepteurs
a I'angiotensine, et développement d'une hypertension artérielle (110, 152). Un autre exemple
est les modifications de méthylation et de I’expression des génes soumis a I’empreinte Igf2/H19

chez les ratons males, causées par la restriction en protéines dans la nourriture maternelle (153).

En plus des modeles de restriction alimentaire de la meére, un certain nombre de travaux
suggerent que 'obésité maternelle et I’hypernutrition au début de la vie peuvent provoquer des
changements épigénétiques chez la progéniture. Par exemple, I'hypernutrition pendant la
période d'allaitement peut conduire a des modifications épigénétiques dans les génes clés
impliqués dans la voie de signalisation de l'insuline au niveau du muscle squelettique et
conduire au développement ultérieur d’une résistance a l'insuline (154). Une autre étude a
montré que I'obésité et le diabéte maternel induisent des anomalies métaboliques latentes et des

changements épigénétiques généralis€s chez les souris isogéniques (155).

Une caractéristique importante des modifications épigénétiques de I'ADN est qu'elles sont
transmises lors de la division cellulaire et perdurent durant la vie entiére. On comprend donc
aisément qu'une perturbation de ces mécanismes pourrait étre a l'origine d'atteintes se
manifestant des années plus tard (156, 157). Il existe des preuves pour les lignées germinales et
somatiques de I'héritage des modifications €pigénétiques qui peuvent étre responsables de
changements phénotypiques dans les générations futures (158). La transmission épigénétique
transgénérationnelle des caractéres permet une meilleure adaptation des générations a leur
environnement (159). Dans cette hypothese, les génes programmés pour 1’adaptation acquise
au cours de la vie des parents persistent a la génération suivante, permettant aux générations
futures de mieux survivre dans un environnement potentiellement défavorable. Cependant, il
semble que des expositions environnementales telles qu’une nutrition pauvre au début de la vie,
entrainent des réactions parentales inadaptées qui peuvent étre transmises a la descendance. Ces
changements épigénétiques ont le potentiel de favoriser la manifestation d’un phénotype au
niveau de la population a 1'échelle de plusieurs générations. Cette transmission peut exacerber

l'apparition rapide de phénotypes tels que 1'obésité et le diabete actuellement observés dans les
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populations humaines (159). Etonnamment, cette transmission ne passe pas uniquement par la
lignée maternelle. Des études ont montré que la nutrition durant I'adolescence du pére (et méme

du grand-pére) influence le méthylome et le transcriptome chez la descendance (12, 160).

Enfin, les modifications épigénétiques dues a des facteurs environnementaux n'ont pas lieu
uniquement pendant la période foetale, mais peuvent aussi se produire apres la naissance. Une
¢tude de Weaver et al. (161) a montré que les variations dans les soins maternels modifient
directement le statut de méthylation de promoteur du géne GR, influencant directement la

réponse au stress.
3. « Gatekeeper hypothesis »

Ozanne a montré que différents modeles d'animaux malnutris pendant la phase périnatale
pouvaient tous développer un syndrome métabolique (162), peut-&tre par les méme mécanismes
moléculaires. McMullen ef al. a proposé la « gatekeeper hypothesis » : Les genes et les voies
modifiés de la méme fagon, par des stress nutritionnels différents peuvent étre ceux qui sont

responsables de la génération des phénotypes des maladies (163).

Dans ma these, j’ai travaillé au niveau du transcriptome et du méthylome de 2 modgeles : le rat
carencé en donneurs de méthyl et le rat dénutri en protéine. Ensuite, je vais comparer le
transcriptome entre les 2 modeles pour regarder s’il existe des modifications en commun entre
les 2 modeles. On suppose que les geénes qui changent la méme fagon au niveau du

transcriptome soient des « gatekeeper genes ».
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Partie 4: Profils génomiques et épigénomiques
1. Génome : Du géne a la génomique fonctionnelle

L'ADN est le support héréditaire de I’information. La découverte de la structure de I’ ADN par
James Watson et Francis Crick en 1953 (164) permet de comprendre comment 1’information
génétique est transmise de génération en génération. Cette découverte de la double hélice
d’ADN, composée des 4 bases complémentaires Adénine - Thymine, et Guanine - Cytosine
permet de comprendre le mécanisme de réplication d’un brin d’ADN, et donc les mécanismes
d’apparition des mutations. La découverte de la structuration en codon de I’ADN par George
Gamow a conduit a la notion de code génétique par Nirenberg (165) qui explique les
mécanismes de transcription en ARN et de traduction en protéines. Au cours de la décennie
suivante, Walter Fiers séquence pour la premiére fois un géne, celui codant pour la protéine de

capside du bactériophage MS2 (166), puis le génome complet de ce méme organisme.

Les nouvelles connaissances sur les séquences des genes permettent a Phillip Sharp et Richard
J. Roberts d’identifier des génes capables de produire plusieurs protéines, c’est la découverte
de I’épissage alternatif (167). D¢s lors, le dogme central de la biologie moléculaire « un gene,
une protéine» est fortement compromis. Les progrés considérables de la biologie moléculaire,
et les débuts de la bioinformatique permettant la détection in silico de génes a partir des ORF
(Open Reading Frame — phase ouverte de lecture) rendent alors possible des études plus
completes du génome, c’est le début de la génomique. La Figure 13 résume I'évolution du

concept du gene (167).

1.1. La génomique

La génomique est 1'étude exhaustive des génomes et en particulier de 1'ensemble des geénes, de
leurs dispositions sur les chromosomes, de leurs séquences, de leurs fonctions et de leurs roles.
Elle se décompose en deux orientations complémentaires: la génomique structurale et la
génomique fonctionnelle. Les débuts de la génomique remontent au séquengage complet, par
Frederick Sanger en 1977 du génome du phage ®-X174 (168). De nombreux programmes
internationaux d’étude systématique des génomes sont alors lancés dans les années 80, et les
premigéres cartes génétiques, géniques et physiques des génomes ont été construites, en vue de

leur séquencage.

Le premier axe de la génomique qui a ¢été développé est celui de la génomique structurale. Elle

comprend principalement le séquencage des génomes, la détermination de polymorphismes et
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la détection d’altérations géniques. Cette branche de la génomique permet, en particulier, de
reclasser 1’ensemble des espéces en fonction de 1’évolution de leurs génomes (génomique
comparative), d’identifier précisément la position des genes sur les génomes, et d’étudier les

polymorphismes li€¢s aux pathologies humaines.

Le deuxéme axe de la génomique est la génomique fonctionnelle, qui a pour but d’identifier la
fonction des genes, ainsi que d’étudier la variation de leur expression. La génomique
fonctionnelle a pour ambition de comprendre tous les mécanismes dynamiques de régulation

transcriptionnelle a 1’échelle d’un tissu ou d’un organe pour expliquer le phénotype observé.

Au-dela de I’aspect fondamental de ces études, elles permettent également de comprendre les
dérégulations sous-jacentes aux pathologies étudi¢es, et d’identifier de nouvelles cibles

thérapeutiques.

Toutes ces études de génomique, qu’elles soient structurales ou fonctionnelles, ont pour point
commun de s’intéresser a 1’intégralit¢ du génome, et nécessitent donc la mise au point de
technologies permettant d’analyser, en une seule fois et si possible dans les conditions

physiologiques, le génome global.
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Figure 13. L'évolution du concept du géne. Historique des découvertes ayant fait évoluer les concepts du

depuis 1865. D’aprées Gerstein MB et al, Genome Res, 2007 (167).
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1.2. Les outils de la génomique

Les deux principales méthodes de la génomique sont les puces a ADN et le séquencage.

Les puces a ADN ont ¢été utilisées pour la premiere fois en 1995, notamment par 1’équipe de
Patrick O’. Brown (169) pour I’analyse de I’expression des geénes d’Arabidopsis Thaliana. Les
puces a ADN se composent d’un support, généralement en verre ou en silicium, sur lequel est
positionné un réseau de sondes ordonnées. Les 2 principales techniques de fixation des sondes
sur le support sont le dépot et la synthése in situ. La technique de synthése in situ présente
I’avantage d’une reproductibilité parfaite lors de la production de plusieurs lames, ce qui n’était
pas le cas avec la méthode par dépot. Elle permet également d’augmenter la résolution des
puces a ADN. Le nombre de sondes, variable en fonction du fournisseur, peut atteindre
plusieurs millions sur une seule lame. L’ARN ou I’ADN de I’échantillon que I’on veut étudier
va étre amplifié et marqué, généralement par un fluorochrome, puis hybridé sur la puce a ADN.
Le principe de fonctionnement des puces a ADN repose sur la découverte de la
complémentarité des bases par Watson et Crick (164). En effet, chaque ADNc présent dans
I’échantillon étudi¢ va s’hybrider sur la sonde complémentaire a sa séquence précisément
localisée sur la puce a ADN. Suite a ’hybridation et au lavage de la lame, une lecture laser
permet de quantifier I’émission de fluorescence des sondes. Les puces a ADN, initialement
utilisées principalement pour mesurer 1’expression des génes (transcriptome), ont maintenant
de nombreuses autres applications. On les utilise notamment pour des études de CGH
(Comparative Genomic Hybridization), de SNP (Single Nucleotide Polymorphism), de miRNA
(les micro-ARN), de ChIP-chip (ChIP pour Chromatin Immuno-Precipitation, puis hybridation

sur puce) ou encore de méthylation de I’ADN.

Le séquencgage est une technique plus ancienne, mais dont les progrés récents ont rendu ses
champs d’applications beaucoup plus importants. Les premicres techniques de séquencage du
génome humain nécessitaient [’utilisation de milliers de BAC (Bacterial Artificial
Chromosome), chacun contenant un fragment d’ADN d’environ 100 kb. Ces BAC devaient
ensuite étre amplifi¢€ par culture bactérienne, isolés puis coupés en plusieurs petits fragments de
2 a 3 kb qui sont alors clonés dans des plasmides. La séquence de chaque BAC est couverte en
moyenne 8 fois par les plasmides afin de pouvoir par la suite reconstruire la s€équence complete
du génome. Depuis le projet génome humain, il est possible de fragmenter directement I’ADN
génomique et de le cloner dans des plasmides, sans passer par 1’étape des BAC. La technique
de séquencage utilisée dans ces 2 cas de figure reste celle de Sanger (168), avec un systéme de

capillarité. Les techniques de séquencage de nouvelle génération (NGS pour Next Generation
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Sequencing), disponibles depuis 2004, révolutionnent actuellement le séquencage, non

seulement en termes de temps, de fiabilité et de colits, mais aussi en termes d’applications.
1.2.1. Mesure de ’expression des génes

La mesure de I’expression des génes, le transcriptome, se fait par la mesure du nombre de copies
d’ARNm transcrits pour chaque géne. Plus un géne dans une situation donnée est transcrit, et

plus la quantité d’ARNm sera importante.

Les puces a ADN sont historiquement ’outil de référence pour 1’étude du transcriptome. Le
principe fondateur des puces a ADN est basé sur la technique d hybridation entre des séquences
complémentaires d’acides désoxyribonucléiques, conformément aux observations de E.
Southern en 1975 (170). La particularité des puces a ADN réside dans la miniaturisation du
procédé permettant des milliers d’hybridations simultanées en utilisant une moindre quantité

de matériel génétique. Une puce a ADN est constituée d’un ensemble de plusieurs milliers a
Tissu étudié
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Figure 14. Etapes pour ’hybridation d’une puce 2 ADN. L'ARN messager dun échantillon est extrait,
marqué par reverse transcription (ADNc) par un fluorochrome puis hybridé sur une puce a ADN.
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plusieurs millions de sondes nucléotidiques déposées ou synthétisées sur un support solide de
quelques centimeétres carrés, chaque sonde étant spécifique d’un geéne ou fragment de gene
déterminé. Une fois les ARNm extraits des cellules, ils sont amplifiés et marqués par des
fluorochromes. Les échantillons sont alors hybridés sur une puce a ADN. Ces étapes sont

reprises dans la Figure 14.

La lame est alors scannée au moyen de lasers et les données d’expressions de chacune des
sondes sont enregistrées. Des méthodes de normalisation et de traitement des données
permettent alors d’identifier les génes dont I’expression est différente entre les 2 situations

étudiées.

L’objectif de ces études d’expression génique a large spectre est d’identifier les modifications
de quantit¢ d’ARNm de certains geénes en rapport avec une pathologie donnée, un paramétre de
jugement clinique ou en réponse a un traitement. L’idée est que de 1’analyse de ces
modifications d’expression émergera l’identification des mécanismes impliqués dans la
maladie étudiée ou la définition d’une signature moléculaire spécifique du diagnostic ou du

pronostic. Deux stratégies d’utilisation majeures se détachent :

a. L’identification de « génes candidats » :

L’objectif est d’identifier une relation entre un ensemble de genes et une caractéristique
(pathologie, malnutrition pendant période périnatale, phénotype particulier) sur la base de leurs
variations d’expression entre les différentes situations étudiées. Ces genes sont des candidats
valables pour I’identification de variations génétiques associées a un risque morbide accru ou a
une réponse au traitement anormale. L’identification d’un ensemble de variations génétiques
permettant de prédire avec une bonne fiabilité un risque morbide permettrait la mise en place
d’un test de dépistage individuel de ces anomalies a 1’échelle des populations a partir d’un
échantillon sanguin. Ceci aboutira a une meilleure prédiction du risque a 1’échelle de I’individu.
L’¢étude de ces geénes et de leur fonction permet également une meilleure compréhension des
mécanismes physiopathologiques et D’identification de nouvelles cibles thérapeutiques

potentielles.

b. L’identification de signatures moléculaires :

L’ensemble des génes spécifiquement exprimés de maniére différentielle dans une situation
clinique ou biologique précise correspond a une signature moléculaire de cette situation. Cette

signature peut étre utilisée comme un biomarqueur. Les études d’expression génique peuvent
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fournir une vision trés précise, basée sur des milliers de caractéristiques, du phénotype
moléculaires d’un individu. L’utilisation d’une signature basée sur plusieurs dizaines ou
centaines de caractéristiques moléculaires permettrait une stratification fine du risque morbide
ou de la réponse a un traitement a 1’échelle de I’individu. Des applications dans le domaine de

la cancérologie ont confirmé ce concept (171-173).
1.2.2. Etude des facteurs de transcription

Les facteurs de transcription sont des protéines qui agissent sur le niveau d’expression des genes,
en régulant la transcription du géne en ARNm. Ils se lient a I’ADN grace a leur domaine de
liaison a I’ADN, ou en complexe avec d’autres facteurs de transcription (co-facteur), et peuvent
activer, ou inhiber, I’expression des geénes. La Figure 15 présente les différents mécanismes de

régulation de la transcription par les facteurs de transcription (174).

chromatine
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—
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B -'J.“ %« delatranscription
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CRM TFBS proximale complexe d'initiation

de la transcription

Figure 15. Mécanisme de régulation de la transcription. Représentation des principales zones de régulation de
la transcription : le complexe d’initiation de la transcription, le TFBS (Transcription Factor Binding Site) proximal,
les CRM (Cis Regulatory Module), et le TFBS distal. Tiré de Wasserman et Sandelin, Nat Rev Genet, 2004 (174).

1.2.3. La découverte de motifs

Les méthodes de découverte de motifs sont utilisées pour identifier les sites de fixation des
facteurs de transcription sur ’ADN. Ces méthodes sont utilisées aussi bien sur les résultats de
ChIP-chip (Chromatin ImmunoPrecipitation on chip) que de ChIP-seq (Chromatin
ImmunoPrecipitation followed by sequencing), afin de localiser précisément le site de fixation.

L’objectif des méthodes de découverte de motifs est d’identifier un motif, une courte séquence
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d’ADN, statistiquement surreprésentée dans un jeu de séquences par rapport a ce que 1’on
attendrait par hasard. Il sera alors légitime de penser que ce motif est un bon candidat pour
représenter un site de fixation de facteur de transcription. Cette recherche est effectuée, dans le
cas d’une étude de ChlIP, sur les séquences positives par comparaison a des séquences négatives

de méme nature.
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2. L’épigénome
L'épigénome est 1'ensemble des modifications épigénomiques d'une cellule. L'épigénétique est
I'ensemble des mécanismes moléculaires ayant lieu au niveau du génome transmissible d'une

génération cellulaire a 'autre, sans altérations des séquences nucléotidiques (ADN), et avec un

caractére réversible.

L'é¢tude de 1'épigénome est essentielle pour comprendre le fonctionnement des génomes en
général. C’est un domaine de la génétique fonctionnelle qui est trés en vue actuellement. I1
représente une interface réglementaire majeure du génome eucaryote et adresse la question de
la plasticité¢ génomique. Bien que toutes les cellules nucléées portent le méme génome, elles
expriment des genes différents a des moments différents; ceci est régi entre autres, par des

variations épigénomiques.

2.1. Epigénomique

L'épigénomique est 1'étude de 1'ensemble des modifications de 1’épigénome d'une cellule. Les
mécanismes épigénomiques peuvent étre perturbés ou influencés in utero et dans l'enfance. La
pollution chimique, les médicaments et les drogues, le vieillissement et 1'alimentation sont des
facteurs qui peuvent agir sur I'épigénome. Les cancers, l'auto-immunité, les troubles

psychiatriques et le diabéte peuvent résulter de dérangements épigénomiques.

L’épigénomique s’intéresse aux mécanismes dynamiques et réversibles permettant de réguler
I’expression des génes, sans affecter la structure primaire de I’ADN. Les modifications
épigénomiques impliquent la méthylation de I’ADN ou les modifications post-traductionnelles
des histones. Les histones sont des protéines autour desquelles I'ADN peut s'enrouler, ce qui le
rend plus compact et en régule I'expression génique. Ces modifications sont connues pour

réguler un large panel de processus physiologiques et pathologiques (175).

- Les modifications post-traductionnelles des histones incluent la phosphorylation, 1’acétylation,

la méthylation, I’ubiquitination, I’ADP-ribosylation ou la SUMOylation de résidus spécifiques
(176). Ces modifications modifient la compaction de la chromatine. Elles peuvent influencer
I’expression des génes en régulant 1’accessibilité de I’ADN a des facteurs de transcription ou

leur recrutement (Figure 16).

Ces mécanismes restent toutefois assez complexes. Par exemple, 1’acétylation de la lysine est
souvent corrélée a une activité transcriptionnelle alors qu’une méthylation de lysine peut avoir

des effets différents sur la transcription selon la position de la lysine méthylée (177, 178).
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- La méthylation de ’ADN s’effectue par 1’ajout d’un groupement méthyle, grace a des

méthyltransférases de I’ADN, au niveau des cytosines chez la plupart des eucaryotes, et
uniquement dans le contexte de dinucléotides CpG chez les mammiferes (179). Le nombre et
la fagon dont sont méthylées ces bases influencent souvent 1'expression des genes : une faible
méthylation se traduit le plus souvent par une forte expression du gene alors qu'un haut niveau

de méthylation inactive le géne (Figure 16).

Ces dinucléotides, assez rares dans le génome (180) suivent une distribution non uniforme : il
existe des domaines, appelés ilots CpG, ou ils sont plus fortement représentés. Les ilots CpG
sont fréquemment retrouvés directement en amont et dans le premier exon des génes (181).
Lorsqu’un lot CpG d’une région promotrice est méthylé, le géne situé en aval est généralement

réprimé (179, 182).

chromatine transcriptionnellement actif

@ Méthylation de I'ADN VAN } | ¢ -

+ CMBPs
4| Modifications des * @ \ \/l o
B! histones La .

ADN

Histone chromatine transcriptionnellement inactif

Figure 16. Méthylation de PADN et modifications des histones. HAT, Histone acétyl transférase; DNMT,
ADN méthyltransférases; MBP, methylation binding protein, HDAC, Histone désacétylase. Modifi¢ d’aprés
http://www.nce.go.jp/en/nccri/divisions/14carc/14carc01.html et Lindsey JC et al, Neurosurg Focus, 2005 (183).

La répression génique peut donc se faire par deux mécanismes :

La méthylation de I’ADN peut empécher le recrutement de facteurs de transcription par ’ARN
polymérase au niveau de la région promotrice et elle peur également entrainer une modification

des histones, rendant ainsi I’ADN inaccessible.

La méthylation de I’ADN est impliquée notamment dans les processus de développement et de
différenciation. Le profil de méthylation au cours du développemet est présenté dans la Figure
17. La méthylation de I’ADN change lors de la reprogrammation ¢épigénétique du
développement. Des cellules germinales primordiales (PGCs) émergent dans les embryons a
E7.5 et, en concomitance avec leur prolifération et leur migration vers la créte génitale, la

méthylation de I’ADN est globalement effacées (ligne noire). Apres la détermination du sexe,
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un nouveau profil de la méthylation de ’ADN est établi dans les précurseurs des cellules
germinales dans un mode asymétrique dans les embryons males et femelles. Dans I’embryon
male (ligne bleu), la méthylation de novo a lieu avant la méiose dans les cellules mitose arrétées
(G1 phase ; prospermatogonia) et se termine avant la naissance. Dans I'embryon femelle (ligne
rouge), les ovocytes primaires entrent en meéiose et s'arrétent en prophase I (stade diploténe).
La méthylation de I'ADN est établie apres la naissance au cours de la phase de croissance
folliculaire / ovocyte. A la puberté, sous déclencheurs endocriniens spécifiques, les ovocytes
de vésicule germinative (GV) adulte reprennent la premicre division de la méiose. Apres
I’expulsion du premier corps polaire, les ovocytes s'arrétent en métaphase de la deuxiéme
division de la méiose (MII ovocytes) et la méiose est terminée seulement a la fécondation. Apres
la fécondation, une nouvelle vague de déméthylation de I'ADN a lieu et elle est différente sur
les génomes parentaux. Dans le zygote, la méthylation de I'ADN du génome paternel est
rapidement effacée par un mécanisme actif (ligne bleue). La déméthylation du génome maternel
est plus lente (ligne rouge) et elle est sous la dépendance de la réplication de I'ADN
(déméthylation passive). Elle est concomitante avec I’implantation du blastocyste et la
détermination des cellules de la lignée germinale, de nouveaux profils de la méthylation sont

établis, associés a la différentiation cellulaire.

" Imprinted gDMRs

DNA methylation

Blastocyst

E7.25 E125 Birth Pubérty fertilisation Implantation

d ¥ Mitotic arrest % WM Proliferation W Wl Meiosisi
9 e Meiotic arrestimmmes

Figure 17. Le cycle de la méthylation de ’ADN : la dynamique de la méthylation de ’ADN au cours de
développement. PGCs, Primordial germ cells ; GV, Germinal vesicle. Modifi¢ d’aprés Smallwood et Kelsey
(184).

Ces événements de déméthylation post-fécondation ne comprennent pas les gDMRs soumis a
I’empreinte (ligne pointillée verte), ce qui entraine la méthylation allele-parental spécifique de
ces ¢léments dans les embryons précoces et l'expression des genes soumis a 1I’empreinte

associés. Concomitante avec I’implantation du blastocyste et la détermination des cellules de la
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lignée germinale, de nouveaux profils de la méthylation sont établis, associés a la

différenciation cellulaire (184).

Un épigénome est la description de ces modifications au niveau de I’ensemble du génome, a un
temps donn¢, dans des conditions données et dans un systéme biologique donné. Son étude
permet d’avoir une distribution de ces modifications dans le génome. L’épigénome répond a
des signaux environnementaux en modulant 1’activité des génes et sa variabilité peut étre a

’origine de certaines maladies multifactorielles (185).

Au niveau de I’interaction ADN-protéines, les facteurs de transcription modulent également
I’activité des genes. Ce sont des protéines qui se lient généralement a une séquence bien précise
de I’ADN et qui induisent, facilitent ou inactivent la transcription des geénes de diverses fagons.
IIs peuvent notamment agir au niveau de la condensation de la chromatine, de I’initiation de la
transcription et de la phase d’¢élongation du transcrit. Déterminer la présence (ou non) d’un ou
de plusieurs facteurs de transcription sur I’ADN peut renseigner sur ’activité transcriptionnelle

des génes.

2.2. Epigénétique et hérédité épigénétique

L’épigénétique transgénérationnelle est la transmission de marques épigénomiques au cours
des générations. Nous avons 1'habitude de penser que 1'épigénome d'un nouvel embryon a été
completement effacé et reconstruit a partir de zéro (Figure 17). Mais ce n'est pas tout a fait vrai,
certaines balises épigénétiques restent en place et se transmettent de génération en génération

(12), un processus appelé hérédité épigénétique.

L'épigénétique joue un rdle essentiel dans le domaine nutritionnel, les modifications de la
chromatine qui se produisent en réponse aux signaux métaboliques sont dynamiques ou stables
et pourraient méme étre hérités de facon transgénérationelle (186). Padmanabhan N ef al. ont
trouvé que des mutations dans le métabolisme des folates pouvait provoquer une instabilité
épigénétique et des effets transgénérationnels sur le développement (12). Une étude sur des rats
a montré que, la génération GO, carencée en protéines pendant la grossesse et la lactation, peut
entrainer la résistance a l'insuline et de 1'hypertension chez les rats de génération G1 et G2,
malgré une nutrition normale de la génération G1 (187). Une étude sur les populations d'
Overkalix, au nord de la Suéde, de personnes nées en 1890, 1905 et 1920, a montré que si les
grands-peres sont suralimentés au cours de leur croissance lente (c'est a dire avant la puberté,

le pic de croissance), la mortalité¢ due au diabéte de leurs petits-enfants sera augmentée (188).
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Une ¢tude de Los Angeles a révélé que les enfants souffrent plus d'asthme si leurs grands-meéres
ont fumé pendant leurs grossesses, par rapport aux enfants de meres ayant fumé pendant leurs
grossesses (189). Certains pensent que lorsque les méres sont nées, leurs ovaires ont déja été
influencés par le comportement de leur propre meére (la grand-mére) (151) (Figure 18). Lorsque
la grand-meére transmet l'information épigénétique (li¢ au tabagisme par exemple) a la mere,
elle transmet également des informations aux ovules qui serviront a constituer l'enfant de la

génération G2.

Parce que trois générations a la fois sont exposées aux mémes conditions environnementales,
un changement épigénétique doit étre observé dans la 4éme génération afin de fournir des

arguments convaincants pour une hérédité épigénétique (190).

Mére - la 187 génération G0
Foetus - la 28™e génération G1
Cellules germinales - la 32™¢ génération G2

Figure 18. Epigénétique et hérédité épigénétique. Si la femme enceinte est exposée a un produit chimique
toxique, alors il est possible que trois générations soient exposées, GO, G1 et G2. Hérdité transgénérationnel
épigénétique se produit lorsque la grande-petite-fille ou la quatrieme génération (G3) qui n'a pas eu I'exposition
mais présente des symptomes similaires. Tiré de http://learn.genetics.utah.edu/content/epigenetics/inheritance.
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2.3. Les outils de mesure de la méthylation de ’ADN

2.3.1. Mesure de la méthylation de I’ADN

Tableau 5. Résumé des méthodes utilisées pour mesurer la méthylation de ’ADN (191).

Traitement de

I’ ADN Principe Résolution  Avantages Inconvénients
Le bisulphite de sodium convertit les Haut: .
. ) , ; . \ . . . Conversion
Conversion au cytosines non méthylées en uracile, résolution Applicable a tous \
: . ) . 14 . . compleéte est
bisulphite tandis que les cytosines méthylées sont  de base les échantillons essenticlle
protégées de cette conversion unique

e Combined bisulfite restriction analysis, COBRA

e Representation Bisulfite-Seq, RRBS

e  Methylation-specific PCR, MS-PCR

e  Methylation-sensitive single nucleotide primer extension, Ms-SnuPE

e  Methylation-specific single-strand conformation analysis, MS-SSCA/Single-Strand Conformation
Polymorphism, SSCP

e  Methylation-specific denaturing gradient gel electrophoresis, MS-DGGE

e  Methylation-specific melting curve analysis, MS-MCA

e Methylight

e  Methylation-sensitive dot blot assay, MS-DBA

Meéthodes utilisant des enzymes de restriction sensibles a la méthylation

L’ADN est fragmenté avec une enzyme
de restriction sensible a la méthylation.

L’analyse est
limitée a la

st;aGS ; HELP En se basant sur la taille du Modérée i{ileliatllevement méthylation sur
y fractionnement, la méthode enrichit p les sites de
I’ADN méthylé restriction
Dlgestl(?n .de 1 ADN avec un’e enzyme Efficace pour la
Ny de restriction spécifique de I’ADN . .
Digestion Yy s dégradation de
méthylé, McrBC. En se basant sur la Modérée R -—
MerBC . . . I’ADN le plus
taille du fractionnement, la méthode méthvlé
enrichit I’ADN méthylé Y
Digestion de ’ADN avec une enzyme Haut débi
DMH ; CpG de restriction sensible a la méthylation, . al.lt. ’e i Probléme des
. . , , . Modérée  facilité o
island microarray Mse I, fragments méthylés enrichit , o faux positifs
Lo on d'automatisation
sont hybridés sur la puce de I’ilot CpG
Meéthodes de purification par affinité
L’anticorps est
disponible
Immunoprécipita Immunoprécipitation de I’ADN commercialement Nécessité
tion de I’ADN contenant des cytosines méthylées avec Modérée . Précipitation des d’une densité
méthylé (MeDIP) un anticorps monoclonal cytosines ¢élévée en m5C
méthylées dans
tous les contextes
Purification par T , . Nécessité
Gssage sur Immunoprécipitation de I’ADN Récupération des d’une densité
p X ., contenant des CpG méthylés en utilisant ~ Modérée  CpG méthylés o
colone daffinité une colonne MBD uniquement Clevée en
MBD q mCpG
Pz;;gczt;?l? par Immunoprécipitation de I’ADN I\/(I)itrh;),gi tf:;‘;:; Necessité
passag contenant des CpG non méthylées en Modérée p, d’une densité
colonne utilisant une colonne CXXC d’ADN non en CpG élevée
d’affinité CXXC méthylé p
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La détection de la méthylation sur une séquence d’ADN se fait de différentes manieres. Le
Tableau 5 présente un résumé des méthodes utilisées actuellement pour les études de
méthylation a haut débit (191). La mesure de la méthylation de I’ADN se fait par la mesure du
nombre de copies de cytosine qui sont méthylées dans la région du promoteur pour chaque gene,

appelé méthylome.
2.3.2. MeDIP-Chip

L'une des techniques pour mesurer les modifications des méthylations de I’ ADN est le MeDIP-
CHIP (Immunoprécipitation de I’ADN méthylé avec hybridation sur puce). Les étapes

principales sont presentées dans la Figure 19.

- =
Sonicatlon de '’ADN

ey

4ug

Dénaturation 2ug

Immunoprécipitation de
PADN méthylé (MeDIP)

l IP purification

\j

ADN méthylé 1-3%
! ! £20-60ng

l WGA2 amplification

A4 ? Msthylé

Puce du promoteur ? Non méthylé
A Anticorps

Figure 19. Processus de MeDIP-CHIP.
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3. La génomique intégrative

La génomique a ouvert la voie a des mesures pan-génomique des variations du génome, de la
structure de la chromatine et de I'expression des genes. Ces mesures permettent la description
complete de 1'état biologique d'un organisme ou d'un biotope, et en particulier d'un organe
normal ou malade. Ceci a permis de mettre en évidence dans de nombreuses pathologies des
génotypes, des variations du nombre de copies, des changements de méthylation, l'expression
particuliere de génes de micro-ARN ou protéines. Un enjeu actuel est de comprendre la

mécanique de tous ces changements et c'est 1'objectif de la Génomique Intégrative.

L'objectif de la Génomique Intégrative est d'intégrer les données génomiques issues de
différentes techniques afin d'obtenir des résultats de meilleure qualité et de comprendre les

mécanismes sous-jacents aux variations observées.

Par exemple, la prise en compte des données déja disponibles dans les bases de données de
génomique comme Gene Expression Omnibus (GEO) permettent de réaliser des méta-analyses
renforgant la pertinence des marqueurs diagnostics (192), de revalider (193) ou mieux

caractériser (194) des signatures.

Gene Transcriptio
Epigenomics EXM FQCNM
Erents | gl

: Genomics Data
icroRNA s CpG
Analytical ToOIS ey Genomics e  Functional
(R and Biocon Portals Knowle‘dM
M ’ Lit’_ Tw i

+ New functional
knowledge

* New physiological
understanding

* New testable
hypotheses

Figure 20. Plateforme de génomique intégrative. Structure conceptuelle d’un portail de génomique intégrative
regroupant des données de génomiques, des connaissances fonctionnelles et des outils d’analyse. Tiré¢ de Shinde
et al. BMC Genomics, 2010 (195).

59



Le second enjeu de la Génomique Intégrative est d'intégrer les données issues de différentes
technologies génomiques: polymorphismes génétiques SNP ou CNV, analyse de la méthylation
de 'ADN, de la fixation de facteurs de transcription sur la chromatine, expression d'ARN
messagers et de micro-ARN, données métaboliques et fonctionnelles. Ceci est essentiel pour la
compréhension des mécanismes. Il est maintenant admis que l'intégration des données de
transcriptome et de ChIP-chip permet de visualiser les réseaux de régulation génique, et que
l'intégration du génotypage et de I'expression des génes, 'approche Génomique génétique (196)

permet de découvrir les voies de signalisation.

Cette approche passe par 1’analyse, a différents niveaux, d’un méme modele d’étude afin
d’appréhender I’ensemble des mécanismes sous-jacents. Une plateforme de génomique
intégrative a d’ailleurs été mise en place sur internet (195) afin de faciliter I’accés a toutes les
données génomiques publiques et de pouvoir les analyser afin de produire des connaissances

nouvelles (Figure 20).

La génomique intégrative est également un préalable indispensable a toute étude de biologie
des systemes. En effet, la biologie des systémes a pour objectif de modéliser 1’organisme vivant
dans son ensemble, ainsi que ses interactions avec 1’environnement. Elle aura donc besoin des
données issues de la génomique afin de comprendre les interactions entre les cellules, les
organes, et I’environnement. L’¢tude du systeme biologique passera alors nécessairement par
une modélisation mathématique du vivant, afin de pouvoir évaluer I’'impact de différents

événements sur I’organisme complet étudié.

Notre objectif de ce projet est de caractériser les dérégulations métaboliques des modeles de rat
malnutris pendant la phase périnatale, analyser des pathologies associées et les mécanismes
sous-jacents, au moyen des outils de la Génomique dans une approche de Génomique

Intégrative.
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4. Puces a ADN

Les premicres biopuces développées ont été les puces a ADN, et sont probablement les plus

abouties aujourd’hui.

Le champ d’application des puces a ADN est vaste. Initialement développées comme outil de
criblage de banque (197), il est possible grace aux puces a ADN de mesurer I’expression des
genes (169, 197), de décrire physiquement un génome (198), de définir le statut de méthylation
de I’ADN (199, 200), des histones (201), et d’identifier des intéractions ADN-protéines (202,
203). Elles peuvent participer a I’annotation d’un génome (204) et a la détection des genes (205).
Elles sont également utilisées en reséquengage pour identifier des mutations (206) ou I’effet des

agents pathogénes (207).

La technique repose sur I’hybridation spécifique entre deux brins d’ADN de séquences
complémentaires, selon le principe du Northern ou du Southern blot : ’ADN fix¢é sur la puce
(ici la sonde) et I’ADN cible de I’échantillon que 1’on cherche & mesurer. Cet ADN a doser est
marqué par un isotope radioactif, une enzyme, un fluorochrome, ou de la biotine. Les
technologies dites monocanal peuvent utiliser la radioactivité (P* par exemple) ou les
fluorochromes (Cyanine3, et Cyanine5 par exemple) pour marquer les cibles. Les technologies
a double canaux utilisent deux fluorochromes différents (Cy3 et Cy5 par exemple) pour
hybrider simultanément deux cibles sur une méme puce. Le signal obtenu sur chaque sonde de
la puce est analysé grace a un lecteur capable de mesurer la radioactivité ou de discriminer les
deux fluorochromes. Il refléte ’abondance de ’ADN complémentaire dans I’ADN cible. Le
systeme a deux couleurs offre une certaine flexibilité, puisque le deuxieme échantillon peut
correspondre soit a une condition expérimentale, a une condition « normale » ou a un « standard

».

La particularité des puces a ADN réside dans la miniaturisation du procédé permettant des
milliers d’hybridations simultanées en utilisant une moindre quantité de matériel génétique.
Selon la problématique, les sondes utilisées pour fabriquer ces puces a ADN peuvent étre des
produits de PCR (169), des clones d’ADNc (208) ou d’ADN génomique (209), ou des
oligonucléotides de synthése (210). De plus, chaque sonde doit étre spécifique d’une région
précise du génome. Elles doivent étre concues de telle maniere a éviter les hybridations croisées

indésirables.

Ces sondes peuvent étre déposées par un robot, par contact ou par jet-d’encre sur le support

puis fixées de facon covalente sur ce dernier. Elles peuvent étre également constituées

61



d’oligonucléotides synthétisés in situ par jet d’encre (211) ou photolithographie (212). Une
technologie plus récente utilise un réseau ordonné de billes sur lesquelles ont été greffés des

oligonucléotides (213).

La nature de la sonde et la méthode de fabrication de la puce présentent chacune des avantages
et des inconvénients. L’utilisation de clones est par exemple utile pour I’étude de génomes pour
lesquels on a peu d’information de séquence. Elle exige néanmoins de nombreuses
manipulations (gestion de banque, amplification par PCR nécessaire avant dépdt...) offrant
autant de sources de contaminations et d’artéfacts. Il est maintenant admis que I’emploi
d’oligonucléotides constitue le meilleur choix pour des sondes. C’est notamment le choix des
principales sociétés commercialisant des puces a8 ADN, comme Agilent, Affymetrix et Roche-
NimbleGen. Elles ont aussi opté pour la synthése in situ, plus colteuse, mais plus flexible,
s’affranchissant des biais potentiels de spottage et proposant des puces de plus forte densité (et
par conséquent susceptibles de recouvrir I’intégralité du génome d’un organisme). Ces sondes
offrent une plus grande fiabilité, une meilleure spécificité grace au contréle du design des
sondes, uniformisant notamment les concentrations et les propriétés d’hybridation (Tm :
Temperature of melting) des spots. Leur emploi se limite cependant aux organismes dont on a

une connaissance approfondie de la séquence du génome.

Grace a pres de quinze ans de progres techniques, les puces a ADN ont atteint aujourd’hui une
certaine maturité. Grace a une densité plus importante, une seule puce peut par exemple contenir
tous les génes d’un génome, méme le plus complexe. La miniaturisation et I’amplification des
cibles (214, 215) permettent d’analyser des échantillons avec des quantités limitées de matériel,
comme des biopsies. L’existence de puces de plus en plus fiables, de moins en moins onéreuses

et de protocoles standardisés ont vulgarisé 1’utilisation des puces a ADN.

Enfin, de nombreux outils bio-informatiques ont été développés pour améliorer la gestion, le

traitement, 1’analyse et I’intégration de la masse de données générées.

4.1. Puces 2 ADN pour le transcriptome

Pour comprendre la fonction d’un gene, le fait de savoir quand, ou et dans quelle mesure un
gene est exprimé est essentiel pour comprendre 1’activité et le role biologique de ses protéines
correspondantes. Cependant, pour accéder a la fonction cellulaire et physiologique d’un gene il
est nécessaire de I’étudier dans le contexte de son interaction naturelle avec I’ensemble des

autres génes exprimés dans la cellule.
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L’ensemble des transcrits dans un systéme biologique donné, dans des conditions biologiques
précises, a un temps donné constitue le transcriptome. C’est un déterminant majeur du
phénotype et des fonctions cellulaires. Il est dynamique et varie d’un type cellulaire a un autre,
d’une condition biologique a une autre. L’intérét d’une étude des transcrits a grande échelle est
d’avoir une vue d’ensemble de I’expression du génome et de ses variations dans différentes

conditions.

L’objectif est de comprendre comment les génes aboutissent ensemble a la fonction biologique

impliquée dans 1’état physiologique ou pathologique d’un organisme.

L’¢étude du transcriptome d’un échantillon biologique permet de caractériser des signatures

propres a cet échantillon.

L’application la plus commune des puces @ ADN est I’étude du profil d’expression des ARNm.
La puissance des puces a ADN réside dans leur capacité a mesurer simultanément le niveau
d’expression de milliers de genes fournissant ainsi un instantané du transcriptome dans un
systéme biologique et dans une condition donnée. Les techniques de séquencage d’EST
(Expressed Sequence Tags, marqueurs de séquence exprimée) a grande échelle (216), d’analyse
en série de I’expression des genes (SAGE pour Serial analysis of gene expression) (217),
d’affichage différentiel (218) donnent également un profil transcriptionnel a grande échelle.
Cependant, ces techniques sont beaucoup plus cheres et moins flexibles que la technologie des

puces a ADN.

Les puces a ADN pour I’analyse du transcriptome ont été les premieres biopuces développées,
cela pour des raisons techniques (I’accessibilité relativement simple au transcriptome d’un
systéme, la facilité de manipulation de I’ADN) et biologiques (le niveau d’expression d’un gene

refléte sa fonction) (169).

Les puces congues pour mesurer I’expression des geénes sont généralement biaisées vers les
genes connus ou prédits codants pour des protéines. Des produits PCR issus de clone d’ADNCc,
des oligonucléotides (provenant d’EST par exemple) sont généralement employés comme

sondes.

Pour une analyse classique du transcriptome, les sondes sont le plus souvent congues dans la
partie 3’ des génes. Des isoformes par épissage alternatif d’un géne peuvent néanmoins étre

distingués par des puces a exons, disponibles pour les génomes séquencés comme ’homme, la
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souris ou le rat (219, 220). Ces puces a ADN, a trés haute densité contiennent plusieurs sondes

par exon connu ou prédit.

Les cibles, I’ensemble des ARNs de I’échantillon étudié, sont extraites, reverse transcrites en
ADNCc et marquées, puis hybridées sur la lame. Les signaux de la puce sont ensuite quantifiés

par un logiciel informatique.

Enfin, notons que 1’étude du niveau d’expression de petits ARN non-codants par les puces a ADN

est possible malgré leur petite taille (221, 222).

4.2. Puces a ADN pour I’épigénome et les interactions protéines-ADN

L’utilisation de puces a ADN couplée a des techniques de biologie moléculaire permet 1’étude

de I’épigénome ainsi que 1’identification des interactions ADN-protéines a grande échelle.

- Etudes des interactions protéines ADN : ChIP-chip

L’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) est une approche pour identifier des
interactions ADN-protéines in vivo dans des conditions physiologiques, applicable a tout type
d’échantillon biologique (cellules, tissus, organes) (223). Elle est constituée de 3 étapes : les
protéines qui sont fixées sur I’ADN sont liées de maniere covalente. Puis ’ADN est découpé
en courts fragments par sonication ou digestion enzymatique. Un anticorps contre la protéine
souhaitée est alors utilisé pour I’immunoprécipiter et pour récupérer ainsi le complexe protéine-
ADN. Enfin I’ADN est purifi¢ apres réversion du couplage covalent. L ’existence d’un anticorps

spécifique est un facteur crucial de cette technique.

Cet ADN peut étre cloné et analysé par PCR, par séquencage, par hybridation (sur une puce a
ADN) (202, 203). Pour cette derniére technique, I’ADN est amplifi¢, marqué puis hybridé sur
une puce a ADN contenant des régions régulatrices. Ces puces peuvent étre constituées de
sondes couvrant une région d’intérét (224), des ilots CpG riches en régions promotrices (181,

225) ou de sondes couvrant partiellement ou totalement le génome.

L’approche la plus commune pour détecter I’ADN enrichi par immunoprécipitation se fait en
technologie double-canaux par co-hybridation du ChIP et d’un controle (ADN génomique, par
exemple) sur la puce. En technologie mono-canal, le ChIP et le controle sont hybridés sur deux

puces différentes puis les résultats sont comparés.
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L’analyse de cet ADN a 1’aide de puces a ADN fournit I’ensemble des sites de liaison de la
protéine d’intérét sur la chromatine a I’échelle génomique. Bien que le ChIP-chip ait été d’abord
utilisé pour localiser les sites de liaison de facteur de transcription sur I’ADN (202, 203), une
des applications consiste aussi a caractériser d’autres phénomeénes de maniére globale, comme
les modifications d’histones (201). Dans ce dernier cas, les anticorps utilisés doivent étre

sensibles aux modifications post-traductionnelles des histones.

Une des principales limites de cette méthode est la nécessité d’un anticorps spécifique pour les
protéines. Des alternatives, comme 1’introduction d’un épitope fusionné a la protéine d’intérét
endogéne (226), I’identification par une ADN adénine méthyltransférase (DamID) peuvent étre
envisagées. Cette derniére approche détecte les sites de liaison potentiels d’une protéine en
analysant la méthylation de I’ADN au niveau des adénines dans les cellules exprimant la
protéine d’intérét fusionnée a une enzyme ADN adénine methyltransferase d 'Escherichia coli.
Les adénines se retrouvent méthylées au voisinage des sites de liaison de la protéine fusion. Ces
sites sont alors isolés par action d une enzyme de restriction et identifiés, comme en ChIP-chip,
par hybridation sur puce a ADN (227). Cependant, contrairement au ChIP-chip, 1’introduction

d’un épitope et le DamID ne permettent pas de travailler dans des conditions physiologiques.

D’autre part, I'utilisation d’une puce a ADN double brin permet également d’identifier in vitro

I’ensemble des sites de liaisons a I’ADN d’une protéine purifiée (228).

- La détection des régions d’ADN méthylées

Ceci peut étre réalisé par 1’utilisation d’enzymes de restriction sensibles a la méthylation, isolant
ces régions génomiques, suivie de leur identification par puces a ADN (DMH, Differential
Methylation Hybridation (229). Une autre méthode, similaire au ChIP-chip, implique
I’immunoprécipitation de ’ADN méthylé (MeDIP, Methylated DNA ImmunoPrecipitation)
avec un anticorps dirigé contre la cytosine méthylée (5’ -methyl cytosine) couplée a une
hybridation sur puce a ADN. Ces deux méthodes emploient des puces contenant des clones

d’ilots CpG (199) ou des sondes les couvrant, ou des BAC (230).
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5. Analyse des données génomiques et épigénomiques issues de puces a ADN

Les expériences sur puces géncrent de grandes quantités de données qu’il faut traiter et
interpréter. Il est important de distinguer au sein de ces données les variations biologiques et
les variations techniques. Les variations biologiques sont intrinséques a tous les organismes.
Elles peuvent étre influencées par des facteurs génétiques ou environnementaux. Ce sont celles
qui sont principalement recherchées, alors que les variations techniques sont liées aux biais

expérimentaux, parasitant alors les signaux biologiques d’intérét : elles sont indésirables.

Il existe des moyens permettant de minimiser les signaux parasites. Un plan expérimental,
décrivant les procédures et conditions expérimentales pour répondre a une question biologique,
doit étre défini avec soin, en particulier pour les études du transcriptome (231). Des méthodes
de normalisation (232) adaptées a la technologie et aux données doivent rendre comparables

les mesures des différentes puces.

Une fois que les échantillons sont normalisés, au niveau du transcriptome, on visualise les
données grace a la méthode de classification par k-means qui permet de regrouper entre eux les
geénes et les échantillons qui se ressemblent le plus. Nous avons choisi de regrouper les geénes
en 10 clusters. Chaque groupe de genes a fait I'objet d'une classification hiérarchique a 1'aide
du logiciel Cluster 3.0 (233) afin de visualiser I'homogénéité des groupes. La visualisation des

données a ¢été effectuée a l'aide du logiciel Java Treeview (233, 234).

Au niveau du méthylome, toutes les sondes ont été annotées par rapport au site d'initiation de
transcription (en anglais, transcription start site, TSS) le plus proche. Les distances entre la
position de la sonde et le TSS vont de 0 & 14.1 kb avec une moyenne de 1.67 kb. Les
changements dans les niveaux de méthylation entre les groupes témoins et expérimentaux sont
déterminés a l'aide du test de Student. Nous avons utilisé le critere de sé€lection des genes
positifs avec au moins deux sondes avec une p-value <0,01 comme décrit par d'autres auteurs
(235). Nous avons également derterminé les génes positifs avec au moins une sonde avec une

p-value <0,001. Ces criteres ont sélectionné les 5% de valeurs extrémes de la distribution.

Une fois trouvés les génes qui sont modifié€s au niveau du transcriptome ou du méthylome, des

outils statistiques et bioinformatiques doivent aider a I’interprétation biologique des données
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traitées, répondant ainsi a la question biologique posée. Par exemple, on utilise alors des

ontologies (Gene Ontology), des voies biologiques (KEGG), des maladies associ¢es (HGMD

et OMIM) et des connaissances de la littérature (PubMed), pour caractériser les genes

différentiels.

Litterature

Geéne

Réseau de
connaissances

Geéne candidat

Phénotype de
maladie

Protéine

Transcrit

Gene
Ontologie

Voies

Figure 21. Schéma type d’une analyse de données génomiques. HGMD, Human Gene Mutation Database;
OMIM, Online Mendelian Inheritance in Man; KEGG, Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes.
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L'hypothese de la programmation feetale propose que I’environnement feetal, en particulier la
nutrition, peut influencer directement le développement embryonnaire et "programmer" I'enfant
pour des pathologies a 1’dge adulte. Au cours du développement, les modifications du
métabolisme des monocarbones ou des protéines en lien avec une malnutrition peuvent étre
déléteres autant pour la meére que pour le nouveau-né. De nombreuses études épidémiologiques
sur de grandes populations indiquent que les maladies non transmissibles a 'dge adulte sont
liées a des facteurs dans la vie feetale ou pendant la petite enfance. Les problémes de nutrition
chez les femmes enceintes (surtout les micronutriments) sont régulierement évoqués par
I’organisation mondiale de la santé. L’étude de cohorte de la Famine Hollandais (1944-1945)
est un trés bon exemple pour étudier les effets d'une mauvaise alimentation au début de la vie
chez les humains, accompagnés souvent avec une retard de croissance intra-utérin (ou RCIU).
Les recherches sur les conséquences a long terme de I’exposition a la famine ont montré que
les individus exposés a la famine pendant la gestation sont susceptibles a de nombreuses
pathologies principalement métaboliques. Les mécanismes impliqués dans le processus sont
compliqués. Un grand nombre de recherches sur les modeles animaux a été effectué. Mais la
plupart des expériences sont des études d’observation, les mécanismes sous-jacents ne sont pas

trés clairs.

Pour mieux compredre des mécanismes sous-jacents a la programmation feetale, nous avons
mis en ceuvre deux modeles nutritionnels de rates adultes qui sont carencés en donneurs de
méthyles (vitamine B12 et folates) un mois avant la gestation jusqu’au sevrage a jour 21 ou des
rates adultes carencées en protéines pendant la gestation et la lactation. L’objectif général de
notre projet était d’identifier les modifications génomiques et épigénomiques en lien avec les
dérégulations du métabolisme dans les deux modeles. Nous avons pour cela utilisé des outils
de génomique fonctionnelle pour étudier le niveau d’expression de tous les geénes au niveau du
foie (le transcriptome) ainsi que les méthylations de I’ADN dans les régions promotrices
intervenants dans la régulation de ces genes (le méthylome). Le but ultime de ce travail était
d’identifier les génes qui sont modifiés a la fois au niveau de leur expression et de la méthylation
de I’ADN (définis comme « master gene ») suite a une malnutrition périnatale afin de pouvoir

mieux comprendre et modéliser les mécanismes sous-jacents aux pathologies associées.

Au niveau métabolique, nous avons €tudié les effects de la malnutrition sur le métabolisme
lipidique et le métabolisme énergétique dans les deux modeles. Nous avons aussi étudié la

distribution des graisses dans le modele de rat carencé en protéines, et les activités
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enzymatiques du métabolisme de I’Hcy: MTHFR et Méthionie synthase ; les métabolites du

cycle de I’homocystéine : SAM et SAH dans le modé¢le de rat carencé en donneurs de méthyles.

Il existe une hypothése qui s’appelle le « gatekeeper hypothysis » qui dit que certains génes
sont modifiés la méme fagon par des stress nutritionels différents, les « gakekeeper genes »
conduisant a les mémes phénotypes. Dans ma these, j’ai comparé les deux modeles pour trouver
les genes et les voies qui changent de la méme fagon dans les deux modeles. Nous nous sommes
aussi focalisés sur les « Master genes » de chaque modéle pour regarder s’ils caractérisent des

pathologies spécifiques.

Enfin, afin de vérifier si les modifications du transcriptome et du méthylome causées par la
malnutrition peuvent se transmettre a la génération des petits-enfants, nous avons aussi étudié
le transcriptome et le méthylome de la 3™ génération sur le modéle MDD, avec une nutrition
2éme

normale chez la génération.

72



Résultats

73



74



Partie 1 : Effets de la carence en groupements méthyles sur les transcriptome et

méthylome de foie de ratons a 21 jours
1. Caractéristiques biologiques des MDD (pour Methyl Donor Deficiency).

Chez les ratons déficients, nous avons observé une diminution du poids corporel, tandis que le
ratio poids hépatique / poids corporel était augmenté (Tableau 6). Comme prévu, le groupe
carencé avait une diminution en concentration sérique en folates et en cobalamine, une
augmentation considérable en concentration de I’homocystéine. Il y avait également une
augmentation considérable d'acides gras libres, du cholestérol total et des triglycérides dans le
sang. La glycémie a diminué mais l'insuline n'était pas significativement différente entre les
groupes. Toutes ces variations métaboliques sont indicatrices d’une maladie métabolique.

Tableau 6. Parametres physiologiques et métaboliques, comparaison avec d’autres régimes alimentaires
dans la littérature des rats MDD.

Restriction calorique ou

Paramétres * Témoins Carencés p-value protéique (référence)

Poids corporel (g) 40.4+ 0.6 20.0+ 1.6 <0.001  Diminution (236)

Foie (g) 1.5+0.1 1.6£0.1 0.471

Poids foie/corporel 3.6+0.1 8.5+0.1 <0.001 Pas de modification (237)
Glucose (mg/dL) 138.3+£3.8 754+5.5 <0.001  Diminution (238)

Vitamine B12 (pmol/L) 322.3+56.0 127.1 £16.58 <0.001 Pas de modification

Folates (nmol/L) 74.8+ 18.5 354+16.3 <0.001  Pas de modification
Homocystéine (umol/L) 6.28 £ 0.92 1736+ 5.80 <0.001 Diminution

Insuline (uU/mL) 26.1+4.0 22.5+2.6 0.475 Pas de modification (237, 238)
Cholestérol total (mmol/L) 2.7 +£0.2 4.6+0.3 <0.001 Pas de modification (237, 238)
Triglycérides (mmol/L)  0.4=0.1 0.7+0.1 <0.001 ?;gmemation inconstante (236-
Acides gras libres (mmol/L) 200.6+349 8848 1784 <0.001 ?;%memaﬁon RIS (15,
AST (IU/L) 185.8 £134 1007.2+27.0 <0.001 Pas de modification T

*Moyenne + écart type. Différence statistiquement significative (p<0,05), Student t-test (n = 10 pour chaque

groupe).

tDonnées de notre laboratoire avec des ratons nés de meéres avec une restriction en nourriture tous les 2 jours
pendant la gestation et la lactation. Homocystéine: 5.2 £ 0,5 et 3,5 = 0,4 umol/L (p<0,001) et ASAT (IU/L):

190,2+15,4 et 207,2420,1 UI/L, dans les groupes controle et restriction de la nourriture, respectivement.

2. Caractérisation du tissu hépatique.
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Au niveau tissulaire, on a observé une diminution en folates, méthionine et en S-
adénosylméthione, ainsi qu’une réduction de ’activité¢ de la MS. Et par conséquent, une
diminution de I’index de méthylation SAM/SAH. Les ratons carencés ont une augmentation
trés claire de la concentration en lipides totaux, qui est un indicateur trés important de la maladie
NAFLD (Non-alcoholic fatty liver disease). Il y avait également une augmentation considérable

des triglycérides. (Tableau 7).

Tableau 7. Paramétres biologiques dans le tissu hépatique des rats MDD.

Parametres™ Témoins Carencés P-value
Vitamine B12 (pmol/mg protéine) 23+0.5 2.5+0.5 0.614
Folates (nmol/mg protéine) 1.2+0.2 0.2+0.1 0.001
SAM (nmol/g tissu) 37.8+9.3 13.9£6.6 0.001
SAH (nmol/g tissu) 11.2+32 103+5.3 0.769
Ratio SAM/SAH 34+0.6 1.8+1.3 0.038
MS (nmol/h/mg protéine) 2.5+0.3 0.6 +0.1 0.008
BHMT (nmol/h/mg protéine) 7.0+£0.3 7.8+1.4 0.691
Lipides totaux (pg/mg tissu) 65.9+10.5 391.1+183.4 <0.001
Cholestérol (pg/mg tissu) 0.3+0.2 04+0.2 0.271
Triglycérides (pg/mg tissu) 35+1.2 21.3+£8.2 0.01

* Moyenne + écart type. Différence statistiquement significative (p<0,05), Student t-test (n = 10 pour chaque

groupe).
3. Transcriptome du foie.

Au niveau du transcriptome, aprés normalisation des données, la comparaison du profil
d'expression génique des 44 000 sondes pour les 26 456 génes distincts constituant la puce a
été effectuée par k-Means (239). Ceci a permis l'identification de deux groupes de génes qui
étaient différentiellement exprimés de maniere significative dans le foie de rats MDD par
rapport a celui des animaux contrdles: 3 269 genes surexprimés (P<0,0009) et 2.841 génes sous-

exprimés (P<0,0004) (Figure 22).

Il a été montré que ces genes, dont 1'expression est corrélée, participent aux mémes fonctions
biologiques. De ce fait, on y cherche des annotations fonctionnelles sur-représentées. Pour

chaque annotation on compare sa fréquence dans le groupe de génes a sa fréquence dans la puce
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de départ. Un biais significatif de fréquence indique un enrichissement de cette fonction dans
le groupe de genes. Les annotations que nous avons utilisé sont Gene Ontology (240) et le
logiciel GoMiner (241). Les résultats montrent que les génes sur-exprimés dans le groupe
carenc¢ par rapport au groupe controle sont impliqués dans le métabolisme des lipides, le stress
du réticulum endoplasmique et le fonctionnement mitochondrial. Les fonctions des génes sous-
exprimés participent au métabolisme du glucose, a la coagulation et au métabolisme du

cholestérol (Table 8).

Prés d'un quart du transcriptome de rats MDD est modifié (23% des genes avec un changement
d'expression), y compris les génes cibles directs et indirects. La base de données d’analyse des
voies KEGG (242) utilisée sur des geénes exprimés différentiellement a révélé que la voie de
signalisation de PPAR, qui régule principalement métabolisme des lipides, et la chaine de
transport des €lectrons des mitochondries, principale source d'énergie, ont ét¢ affectées (Figure

23 et 24).
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Figure 22. Génes differentiellement exprimés dans le foie de rat MDD par rapport au contréle. L'expression
génique est présentée comme une matrice de couleur, ou chaque ligne représente un géne et chaque colonne un
échantillon. Les couleurs vert, noir et rouge correspondent aux valeurs inférieures, aux valeurs médianes et aux valeurs
supérieures, respectivement. A. Les données de transcriptome sont classées par 1'algorithme des k-means (avec k =
10). Deux groupes sont exprimés de maniere différentielle entre les rats témoins et MDD.B. Classification
hiérarchique de ces groupes afin de montrer 'homogénéité des deux groupes, et de montrer la capacité de ces deux
groupes a séparer les rats MDD des contréles (p<<0.025).C. Comparaison des profils moyens des deux groupes par le
test t de Student entre les 2 groupes; ***P<0.001.
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Tableau 8. Annotations fonctionnelles des génes enrichis dans le transcriptome de foie de rats MDD.

Gene ontology category GO Number Total Changed % P-value Enrichment
transition metal ion transport GO:0000041 43 17 40 0.0000 2.75
carbohydrate catabolic process GO:0016052 75 25 33 0.0000 231
response to glucose stimulus G0O:0009749 142 43 30 0.0000 2.1
response to hexose stimulus GO:0009746 148 44 30 0.0000 2.06
tissue remodeling GO:0048771 128 38 30 0.0000 2.06
hindbrain radial glia guided cell G0:0021932 5 5 100 0.0001 6.94
migration
cellular glucose homeostasis GO:0001678 59 20 34 0.0001 235
isoprenoid metabolic process GO:0006720 71 23 32 0.0001 2.25
., boneremodeling GO:0046849 68 22 32 0.0001 2.25
Q0
g cellular response to cholesterol GO:0071397 11 7 64 0.0002 4.42
S
:fa iron ion transport GO:0006826 17 9 53 0.0002 3.68
E serine family amino acid metabolic GO:0009069 24 1 46 0.0002 318
process
cholesterol metabolic process GO:0008203 73 23 32 0.0002 2.19
sterol metabolic process GO:0016125 74 23 31 0.0002 2.16
heme binding GO:0020037 36 14 39 0.0003 2.7
cellular amino acid biosynthetic GO:0008652 53 13 34 0.0003 236
process
C;llular response to carbohydrate GO:0071322 58 19 33 0.0003 297
stimulus
cellular response to glucose stimulus ~ GO:0071333 54 18 33 0.0004 2.31
cellular response to hexose stimulus GO:0071331 54 18 33 0.0004 231
ce:llular response to monosaccharide GO:0071326 54 13 33 0.0004 23]
stimulus
CoA hydrolase activity GO:0016289 15 9 60 0.0000 5.08
lipid transporter activity GO:0005319 35 18 51 0.0000 436
protein-lipid complex subunit G0:0071825 2 10 45 0.0001 3.85
organization
cGMP biosynthetic process GO0:0006182 26 11 42 0.0001 3.58
fatty acid beta-oxidation GO:0006635 46 19 41 0.0000 3.5
fatty acid catabolic process GO:0009062 58 23 40 0.0000 3.36
monocarboxylic acid catabolic GO:0072329 62 24 39 0.0000 398
process
cellular lipid catabolic process GO0:0044242 102 34 33 0.0000 2.82
2 fatty acid oxidation GO:0019395 66 22 33 0.0000 2.82
i acyl glycerol metabolic process GO:0006639 70 23 33 0.0000 2.78
4
d’:‘: triglyceride metabolic process GO:0006641 64 21 33 0.0000 2.78
@
neutral lipid metabolic process GO:0006638 72 23 32 0.0000 2.71
lipid oxidation G0:0034440 69 22 32 0.0000 2.7
lipid catabolic process GO:0016042 133 39 29 0.0000 248
phospholipid transport GO:0015914 23 11 48 0.0000 4.05
acyl-CoA hydrolase activity GO:0047617 14 8 57 0.0001 4.84
phospholipid efflux GO0:0033700 11 7 64 0.0001 5.39
regulation of cholesterol esterification GO:0010872 8 6 75 0.0001 6.35
plasma lipoprotein particle GO:0071827 2 10 45 0.0001 3.85
organization
structural constituent of ribosome GO:0003735 31 14 45 0.0000 3.83

79



PPAR Signaling Pathway Ketogenesis

HMGCS2 i
Lipidtransport 1 Fatty acid degradation
1
Liver Skeletal muscle Adipocytokine Apo-Al N
[Fatcoss |; | Fase |E Unsaturated fatty acid signaling pathway o) | B e \ Bile acid biosynthesis
[ S fatty acid ;
e : : “ Eicosanoid \ Apo-Clll PLTP |
| Fibrate drug EPARG Tooceiis 1 Synthesis and degradation
: | wsap / — DNA pog | of ketone bodies
ME1 1
| 9-cis-Retinoic acid \ I Glycerophospholipid
: SCD-1 1 metabolism
| Cholesterol metabolism |
1
: CYP7A1 LXRa I CYP8B1 I > Lipid metabolism
1 CYP7B1 CYP27 I
! Fatty acid transport !
: ]] Skeletal muscle Adipocyte ACEP " ACSLA " ACSLA I :
| ﬁ Unsaturated fatty acid | 1
- ————— [ rrarp Faer1s |[ Faee7 || FaTPs |
DNA
! 0 g 0 [ wee ][ ori ][ Fatcoss | :
! 9-cis-Retinoic acid
1 [ ] Fatty acid oxidation 1
: EHHADH || Acoxiis || Acapm | :
1 CYP4A1 CPTA CPT2 :
|
1 Acaa1 || acaoL || scpz 1
. ek
ey
1, | iAdboayle peAR |[_PLNS ][ FaBPa TR
(. ~—Adipocyte differentiation
[ g.rli?:::;d fatyscid acoc [ cap ][ mme- i
[I_ —— PPARY
- Lrg:'zglvdme derivative / RXR DNA UCP1 | = e e e e mm— » Adaptive thermogenesis
i
I 9.cis-Retinoicacd <~  \ \¥] LK || PDK4 | === » Cell suvival
———————— »  Ubiquitination
| perck || ek || Aqp7 | = = -+ Gluconeogenesis
Ligand Transcription factor Target gene

Figure 23. Voie de signalisation de PPAR. Il existe de nombreux genes cibles de la voie PPAR qui ont été
modifiés chez les rats MDD par rapport aux animaux témoins, en particulier les génes impliqués dans le
métabolisme des lipides et la néoglucogenese. Le facteur de transcription, PPARP, qui régule les génes
impliqués dans le transport des acides gras, l'oxydation des acides gras et la différenciation des adipocytes, a
également été modifié. Schéma modifi¢é de KEGG. Rouge, génes surexprimés ; Vert, génes sous-exprimés ;
Noir, génes non-modifié.
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Figure 24. La chaine de transport des électrons dans la mitochondrie a été affectée. Les geénes codant
pour les enzymes impliquées dans la chaine ont été modifiés par une carence en donneurs de méthyle, comme
laNADH déshydrogénase (Ndufs4, Ndufb9), la succinate déshydrogénase (SDHD) et la cytochrome ¢ oxydase
(COXT7a). Schéma modifi¢ de KEGG. Rouge, génes surexprimés ; Vert, génes sous-exprimés. Carré rouge,
geénes avec promoteur hyperméthylé ; carré vert, génes avec promoteur hypométhylé.
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4. Méthylome du foie.

Pour explorer les effets de la MDD sur 1'épigénome du foie, la méthylation de 'ADN du
promoteur des geénes a été évaluée par immunoprécipitation de ' ADN méthylé (MeDIP) suivie
d'une hybridation sur des puces 3x720k Nimblegen Rat Deluxe promoteur (MeDIP-chip). Pour
valider la procédure MeDIP, le géne de TSH2B a ¢été choisi pour 1'analyse par PCR en temps
réel apres sélection de la méthylation d'ADN par MeDIP. Les résultats de ces expériences ont
montré un fort enrichissement de TSH2B aprés amplification a 'aide du kit de WGAZ2. Sur la
puce comprenant les 720, 000 sondes pour 14, 981 génes, deux parameétres de sélection ont été
appliqués pour caractériser les genes ayant une variation significative du niveau de méthylation.
Les génes avec au moins une sonde avec une P-value <0,001 et les génes avec au moins deux
sondes avec une P-value <0,01 ont été considérés comme significatifs. Avec cette stratégie,
nous avons identifi¢ 1 032 geénes ayant des profils de méthylation altérés dans le foie de rats
MDD par rapport aux contrdles. Les annotations fonctionnelles de ces genes sont indiquées
dans le Tableau 9. Les genes différentiellement méthylés sont principalement associés au

métabolisme des lipides et d'autres fonctions clés du foie.

Tableau 9. Ontologies des génes enrichis au niveau de 1'épigénome du foie de rats MDD.

Gene ontology category GO Number Total Changed % P-value Enrichment
Golgi to plasma membrane protein .

G0:0043001 27 8 30 0.0008 3.8030
transport
ciliary cell motility GO0:0060285 7 4 57 0.0011 7.3344
glycosphingolipid binding G0:0043208 8 4 50 0.0020 6.4176
cellular response to drug G0:0035690 94 16 17 0.0023 2.1847
regulation of lipid biosynthetic process G0:0046890 113 18 16 0.0027 2.0446
neuromuscular junction development G0:0007528 71 13 18 0.0030 2.3501
negative regulation of fatty acid metabolic GO:0045922 14 5 36 0.0031] 4.5840
process
histamine secretion G0:0001821 9 4 44 0.0034 5.7046
negative regulation of fatty acid GO:0045717 9 4 44 00034  5.7046
biosynthetic process
phospholipid homeostasis G0O:0055091 9 4 44  0.0034 5.7046
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5. Croisement entre transcriptome et méthylome du foie.

La méthylation de I'ADN joue un role essentiel dans la régulation de l'expression génique et la
relation entre eux est complexe, méme si une forte méthylation du promoteur est principalement

associée a I'inhibition de l'expression des genes.

Nous suggérons que les génes modifiés, a la fois au niveau du transcriptome et au niveau de la
méthylation d'ADN dans le foie de rat MDD, pourraient étre des génes avec des fonctions tres
particulieéres. Nous avons nommés ces genes, « Master genes ». Leur nombre est limité a 266.
Leurs annotations fonctionnelles sont présentées dans le Tableau 10 et les geénes les plus
intéressants sont énumérés dans le Tableau 11. Nous observons que ces « Master genes » jouent
un role important dans la régulation du systéme rénine-angiotensine, un systéme clé impliqué
dans le contrdle de la pression artérielle (ADRB1, Agtrla, F2R) (Figure 25), 'homéostasie des
phospholipides (ABCA1, GPAM, Myp) et le métabolisme mitochondrial (Cox7a2, GPAM,
GPX4, Gstkl, Ndufb9, Ndufs4, Ndufaf4, PSENI1, Slc25a4), en particulier les chaines de
transport d'électrons (Figure 24). L'état de méthylation de certains génes de base est représenté
sur la Figure 26, avec les modifications de leurs taux d'expression. Parmi ces « Master genes »,
au moins 19 pourraient étre impliqués dans la NAFLD (Tableau 12). Ceci suggere que le MDD
pourrait conduire a la NAFLD.

Tableau 10. Annotations fonctionnelles des « master genes» du foie MDD.

Gene ontology category GO Number Total Changed % P-value Enrichment
renin secretion into blood stream GO:0002001 6 3 50  0.0001 28.8953
membrane GO:0006020 4795 108 2 0.0003 1.3016
renal response to blood flow involved
MEIEIEIEENEEaSh — woaminny g 3 38 00003  21.6715
regulation of systemic arterial blood
pressure
mitochondrial membrane GO:0001966 419 18 4 0.0004 2.4827
phospholipid homeostasis GO0:0005091 10 3 30 0.0006 17.3372
vacuole organization GO0:0007033 86 7 8 0.0007 4.7039
pigmentation G0:0003473 143 9 6  0.0008 3.6372
mitochondrial inner membrane GO:0005743 308 14 5 0.0009 2.6268
mitochondrial envelope G0O:0005740 455 18 4 0.0009 2.2862
positive regulation of receptor GO:0001921 12 3 25 00010  14.4477
recycling
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Tableau 11. « Master genes » et annotations fonctionnelles correspondantes. (GO: 0006020 membrane,

excluded)

Gene ontology category

Gene Symbol

renin secretion into blood stream/ renal response to
blood flow involved in circulatory renin-

angiotensin regulation of systemic arterial blood
pressure/ renal response to blood flow involved in

circulatory renin-angiotensin regulation of

systemic arterial blood pressure

mitochondrial membrane/ mitochondrial inner

membrane/ mitochondrial envelope

phospholipid homeostasis
vacuole organization

pigmentation

positive regulation of receptor recycling

ADRBI, AGTRIA, F2R

ACADL,ACATI1,COX7A2,GPAM,GPX4,GSTK1,HSD3B

5,NDUFAF4,NDUFB9,NDUFS4,NLRX1,PDK4,PSEN1,S
AMMS50,SDHB,SFXN5,SLC25A4, TOMM70A

ABCA1, GPAM, PPCS

ABCA1, ATG4B, HPS1, HPS4, PSEN1, TPMI, YKT6

BBS2, HPS1, HPS4, LRP6, NF1, PSENI,
RAB11A,SEC23A , SLC24A5

AGTRI1A, PSENI1, RAMP3
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Figure 25. La carence en donneur de méthyle influence le systéme rénine-angiotensine. D’aprés KEGG.
Rond, geénes différenticllement exprimés; carré, génes différentiellement méthylés. REN: rénine; AGTRI:
angiotensine II récepteur type 1; ADRBI: récepteurs adrénergiques béta 1; F2R: facteur de coagulation II
(thrombine) récepteur. Rouge, génes surexprimés ; Vert, génes sous-exprimés. Carré rouge, génes avec promoteur
hyperméthylé ; carré verte, génes avec promoteur hypométhylé.
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Figure 26. Modifications de 1'expression et des niveaux de méthylation de certains génes impliqués dans le
foie de rat MDD. Pour chaque géne, le log2 ratio MDD/Contrdle de 1'état de methylation pour toutes les sondes
dans la région du promoteur est calculé. Le schéma BedGraph a été généré avec UCSC Genome Browser (figure
de gauche). Le site d'initiation de transcription est indiqué par une fléche. L’il6t CpG est représenté en violet. Les
sondes significativement modifiées sont colorées en rouge (hyperméthylées) ou vert (hypométhylées). Les
niveaux d'expression des geénes du foie des rats témoins et MDD (figure de droite). Agtrla: Angiotensin receptor
la est nécessaire pour la régulation de la pression artérielle; Acatl: Acétyl-CoA Acétyltransférase 1 est nécessaire
pour le métabolisme des lipides; Adrb1: Adrenoceptor Beta 1 est nécessaire pour la régulation de la pression
sanguine ; Dnmt3a: DNA methyltransferase 3a est impliquée dans les modifications épigénétiques de I’ADN.
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Tableau 12. « Master genes » connus pour étre impliqués dans la NAFLD.

Gene symbol

Gene funtion related

Expression-Methylation

Previous Studies

Abcal (243,
244)

Adrb1 (245)

Agtrla (246,
247)

Cebpa (248,
249)

Cyplal

Gpam (248,
250)

Lppr4 (251)

Mbp

Nfe212 (252-
254)
(Nrf2)

Pon3 (255)

Rgn (256)

Serpincl (257)

Acadl (258-260)

Acatl (261)

Agpat3 (262)

Hsd3b5 (263)

KIf6 (264, 265)

Nnmt (266)

Fabp2 (267)

Samm50 (268,
269)

cholesterol efflux
regulate energy expenditure

fibrosis

A major dominant repressor of Fabp;
strong inhibitor of liver proliferation

lipid peroxidation

hepatic triglyceride synthesis,
accumulation and secretion; involved
in lipid synthesis

lipid metabolism

liver inflammation

transcription factor stimulating
expression of various antioxidant-
associated genes in the cellular
defense against oxidative stress

protection conferred by HDL against
LDL oxidation

insuline resistance; lipid metabolic
disorder

relation between cardiovascular risk
with NAFLD

fatty acid beta-oxidation

cholesterol metabolism

triacylglycerol synthesis; obesity
development and lipid metabolism

steroid metabolism

fibrosis

the rs694539 variant of NNMT gene
is a genetic risk factor for developing
NASH

fatty acid beta-oxidation; insulin
resistance

development and progression of
NAFLD

down

down

down

down

down

down

down

down

down

down

down

down

up

up

up

up

up

up

up

up

down
KO

polymorphisms

activated

down

up

polymorphisms

down/deficiency

down

down

down

up

up

up

up

up

polymorphisms

up

polymorphisms
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6. Validation des résultats du transcriptome et du méthylome

Les génes qui sont modifiés au niveau du transcriptome ou du méthylome ont été choisis pour
vérifier les modifications par RT-qPCR et MeDIP-qPCR respectivement. La Figure 27 présente
les résultats du MeDIP-qPCR et la Figure 28 présente les résultats de validation par RT-PCR.

2 B MeDIP-qPCR
P=0,06 OMeDIP-CHIP
1,5 P=0,18
8
= 1
g XX
XEXX
0,5
= Dnmt3a
& 0
=
g Acat1 Agtria
-0,5
k=
E 1 REX
8
3 P=0.04

1,5

Figure 27. Génes modifiés au niveau du méthylome de MDD et validés par MeDIP-qPCR. Les changements
relatifs log2 (MDD / contréle) du niveau de méthylation sont présentés avec des moyens de 3 déterminations. P-
values : * P <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001 par rapport aux animaux témoins.
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Figure 28. Génes modifiés au niveau du transcriptme de MDD et validés par RT-qPCR avec le technique TLDA.
Les modifications de I’expression des génes sont représentées en log2 ratio (MDD / contrdle) des puces & ADN (barres
blanches) et RT-qPCR (barres noires). Les données de RT-PCR ont été normalisées sur 4 génes de ménage: 18S,
ACTB, GUSB et HPRT1. La quantité relative des différents génes est normalisée par rapport a I'expression endogene
des génes de référence et a été calculée par la formule 2°24Ct ou AACt = (Ct géne - Ct géne de référence) rat MDD -
(Ct géne - Ct géne de référence) rat controle. P-values RT-PCR quantitative : * P <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001 par
rapport aux animaux témoins. A. Génes exprimés de maniere différentielle. B. Genes dont I’expression reste inchangée.
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Partie 2 : Effets de la carence en protéines sur les transcriptome et le méthylome du foie

de ratons a 180 jours
1. Caractéristiques métaboliques des rats MPR (pour Maternal Protein Restriction)

A la naissance, les ratons nés de méres nourries avec un régime carencé en protéines
présentaient une réduction du poids corporel par rapport aux petits nés de meres nourries avec
un régime standard, mais ils ont montré plus tard un rattrapage de croissance au jour 180.
Aucune différence statistiquement significative du poids corporel n'a été observée entre les
deux groupes (Tableau 13). Les rats adultes MPR présentaient des taux sériques élevés de
triglycérides, de cholestérol et d'acides gras libres ainsi qu’une augmentation du pourcentage
de graisse abdominale (Tableau 13). Collectivement, toutes ces variations métaboliques
soutiennent les résultats d'études antérieures indiquant que la restriction en protéines en début

de vie induit des troubles métaboliques et de composition corporelle a 1’age adulte.

Tableau 13. Caractéristiques phénotypiques des rats témoins et MPR.

Parameétres Controle MPR P-value
Poids a la naissance (g) 7.00+0.18 5.97+0.09 P<0.0001
Poids a J180 (g) 69417 679+27 NS
Graisse abdominale (% du corps) 5.06+0.32 7.31+0.46 P<0.01
Triglycérides (mmol/l) 2.75+0.28 4.12+0.32 p<0.05
Cholestérol (mmol/l) 2.67+0.17 3.73+£0.34 p<0.05
Acides gras libres (mmol/1) 0.39+0.04 0.61+0.07 P<0.05
Glucose (mmol/l) 9.19£0.54 8.77+£0.66 NS
Insuline (ng/ml) 6.29+1.47 3.27+0.48 NS

*Moyenne =+ écart type. Différences statistiquement significatives (p<0,05), Student t-test (n = 7 pour chaque
groupe).

2. Transcriptome du foie

La comparaison du profil d'expression génique des 44 000 sondes pour les 26 456 transcrits
distincts constituant la puce a été faite par k-means (239). Ceci a permis 1'identification de deux
groupes de genes qui sont différentiellement exprimés dans le foie des rats MPR par rapport
aux animaux témoins (Figure 29A). Parmi ceux-ci, 3 020 étaient des genes surexprimés (P

<0,0003) et 3 601 genes étaient sous-exprimés (P <0,002) (Figure 29B).
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Figure 29. Génes différentiellement exprimés dans le foie des rats MPR par rapport aux rats controles. A.
Analyse par k-means du niveau d'expression des génes. Chaque ligne représente une sonde, et chaque colonne
représente un échantillon. B. La moyenne de toutes les sondes de chaque échantillon a été calculée et comparée
avec t-test de Student pour les deux groupes; ***P<0.001, ***P<0.01.

Les annotations fonctionnelles de ces genes, en utilisant le logiciel GoMiner (241), montrent
que les geénes surexprimés sont impliqués dans la régulation du métabolisme et correspondent
en particulier a des enzymes impliquées dans le cycle Krebs, dans 1'activité oxydoréductase et
dans le métabolisme des acides gras. Les geénes sous-exprimés sont des facteurs qui sont

principalement impliqués dans la régulation du processus de développement et correspondent
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ainsi a des facteurs de transcription qui jouent un rdle clé dans l'intégration des signaux des

¢léments nutritifs, métaboliques et endocriniens, et a certaines enzymes impliquées dans la

régulation épigénétiques comme la méthylation de I'ADN et les modification post-

traductionnelle (méthylation, acétylation et glycosylation) des histones (Tableau 14). Les génes

représentatifs sont montrés dans les Figures 30 a 32.
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Figure 30. Illustration schématique des génes altérés par MPR — B-oxydation des acides gras, cycle de
Krebs. L'expression des génes du métabolisme des lipides est régulée par la voie de signalisation de PPAR.
Ovales orange foncé : génes sur-exprimés ; ovales vert foncé : génes sous-exprimés. Les carrés rouge, vert et
bleu représentent I’hyperméthylation, I’hypométhylation et I’hyperhypométhylation respectivement.
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Tableau 14. Annotations fonctionnelles des génes enrichis dans le transcriptome du foie des rats MPR.

GO Number  Gene ontology category Total Change Enrichment LogP FDR
G0O:0045239  tricarboxylic acid cycle enzyme complex 9 7 6.40 -4.95  0.0002
GO:0016878 acid-thiol ligase activity 16 11 5.66 -6.69  0.0000

oxidoreductase activity acting on the CH-CH group of

GO0:0016628 it NAD) @r NADID repessian 19 10 433 -4.65 0.0003
GO:0046356  acetyl-CoA catabolic process 23 11 3.93 -4.56  0.0006
GO:0016877  ligase activity forming carbon-sulfur bonds 24 11 3.77 -4.34  0.0010
GO:0009109  coenzyme catabolic process 28 12 353 -4.33  0.0009
GO:0006084  acetyl-CoA metabolic process 50 21 3.46 -6.97 0.0000
. GO:0016627 ((;)O(ilci)(;rseductase activity acting on the CH-CH group of 53 20 310 577 0.0000
% GO:0045333  cellular respiration 62 20 2.65 -4.59  0.0006
% GO:0044455  mitochondrial membrane part 109 30 2.26 -4.97  0.0000
g GO:0050662  coenzyme binding 199 46 1.90 -4.97  0.0000
G0:0006091 generation of precursor metabolites and energy 208 46 1.82 -4.45  0.0009
GO:0006631 fatty acid metabolic process 247 53 1.77 -4.64  0.0003
GO:0048037  cofactor binding 277 59 1.75 -4.99  0.0000
GO0:0032787  monocarboxylic acid metabolic process 348 73 1.73 -5.76  0.0000
GO:0031966  mitochondrial membrane 386 77 1.64 -5.18  0.0000
GO:0016874  ligase activity 358 71 1.63 -4.73  0.0003
GO0:0044429  mitochondrial part 537 105 1.61 -6.39  0.0000
GO:0019752  carboxylic acid metabolic process 637 122 1.58 -6.82  0.0000
GO:0043436  oxoacid metabolic process 637 122 1.58 -6.82  0.0000
GO:0031100  organ regeneration 77 24 2.28 -4.22 0.0080
GO:0045596  negative regulation of cell differentiation 272 61 1.64 -4.27  0.0083
GO:0051093  negative regulation of developmental process 329 70 1.55 -4.03  0.0100
GO:0016477  cell migration 506 102 1.47 -4.54  0.0064
GO:0048870  cell motility 567 112 1.44 -4.53  0.0056
GO:0051674  localization of cell 567 112 1.44 -4.53  0.0056
GO:0006928  cellular component movement 599 117 1.43 -4.48  0.0047
GO:0040011  locomotion 687 130 1.38 -4.24  0.0083
E GO:0009719  response to endogenous stimulus 789 146 1.35 -4.19  0.0081
g GO:0009888 tissue development 849 155 1.33 -4.11  0.0100
2 GO:0009653  anatomical structure morphogenesis 1325 237 1.31 -5.35  0.0029
E GO0:0048523 negative regulation of cellular process 1875 334 1.30 -7.27  0.0000
GO:0051641  cellular localization 1126 198 1.28 -4.10  0.0096
GO:0048519  negative regulation of biological process 2047 348 1.24 -5.49  0.0033
GO:0048513 organ development 1814 305 1.23 -4.45  0.0045
GO:0051179  localization 3071 513 1.22 -7.13  0.0000
GO:0048522  positive regulation of cellular process 2141 356 1.21 -4.72 0.0062
GO:0048731 system development 2430 404 1.21 -5.34  0.0025
GO:0007275  multicellular organismal development 2771 456 1.20 -5.53  0.0040
GO:0016043 cellular component organization 2506 412 1.20 -4.94  0.0055
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Figure 31. Illustration schématique des génes altérés par MPR - la chaine respiratoire Phosphorylation
oxydative. Ovales orange foncé : génes sur-exprimés ; ovales vert foncé : génes sous-exprimés. Les carrés
rouge, vert et bleu représentent I’hyperméthylation, I’hypométhylation et I1’hyperhypométhylation
respectivement.
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Figure 32. Illustration schématique des génes altérés par une restriction protéique maternelle - développement
et régulation de la transcription et de la chromatine. Activité des kinases, des facteurs de croissance, des facteurs
transcription (-cofacteurs) et des génes impliqués dans les modifications épigénétiques. Ovales orange foncé : génes
sur-exprimés ; ovales vert foncé : génes sous-exprimés. Les carrés rouge, vert et bleu représentent I’hyperméthylation,
I’hypométhylation et I’hyperhypométhylation respectivement.
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3. Méthylome du foie

La méthylation de I'ADN est I'une des plus importantes modifications épigénétiques et est
essentielle pour le développement des mammiféres (270). Pendant les processus de
spermatogenese et d’ovogenese, les modeles de méthylation d'’ADN sont rétablis par des
enzymes de DNMT3, ce qui est un processus complexe guidé par plusieurs facteurs tels que
I’enzyme Dnmt3L, et marquent les histones (271). Cependant, le renouvellement complet de la
méthylation de I'ADN fournit une fenétre critique au cours de laquelle les modifications
épigénétiques peuvent étre influencées ou déterminées par l'environnement et 1'état de la mere.
Ce concept est connu sous le nom de programmation feetale (272) et est supposé jouer un role
important dans le développement et la prédisposition a des maladies métaboliques comme

l'obésité et le diabéte de type 2 (273, 274).

Pour explorer les effets du MPR sur la méthylation de I’ADN au niveau du foie, la méthylation
de 'ADN du génome entier a été évaluée par immuno-précipitation de I'ADN méthylé (MeDIP)
suivie d'une hybridation en utilisant la puce 3x720k Nimblegen Rat Deluxe promoteur (MeDIP-
chip).

Sur la puce 8 ADN comprenant 720 000 sondes pour 14 981 genes, deux paramétres de sélection
sont appliqués pour caractériser les genes et les variations des niveaux de méthylation. Les
genes avec au moins une sonde dont la p-value <0,001 et les genes avec au moins deux sondes
dont les p-values <0,01 ont été considérés comme significatifs. Avec cette stratégie, nous avons
identifié 3 968 genes ayant des profils de méthylation altérés au niveau du foie des rats MPR,
par rapports aux controles. Les annotations fonctionnelles de ces génes sont indiquées dans le
Tableau 15. Les genes différentiellement méthylés sont impliqués dans le processus de
développement, la voie de la signalisation (modification des kinases), la régulation
transcriptionnelle et la croissance, et les modifications épigénétiques, comme par exemple les
genes codant pour des enzymes qui participent a la méthylation de 'ADN (Dnmt3a) ou la
méthylation et 'acétylation des histones (HMTS, KDM, KAT et HDAC) (Figure 32).

L'hypomeéthylation du géne Dnmt3a a été trouvée dans son ilot CpG (Figure 33) comme dans
le modele MDD (Figure 26). Dnmt3a est nécessaire pour préserver la méthylation des génes
soumis a I’empreinte. Pour les 6 génes soumis a I’empreinte chez le rat, sauf l'absence du geéne
Impact dans le transcriptome et méthylome, nous avons trouvé les modifications des cinq autres

genes soumis a I’empreinte au niveau de méthylome (Figure 33).
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Figure 33. Modifications des génes soumis a I’empreinte et du géne Dnmt3a au niveau du méthylome. Pour
chaque gene, le log2 ratio MPR/Contréle de I'état de méthylation pour toutes les sondes dans la région du
promoteur est calculé. Le schéma BedGraph a été généré avec UCSC Genome Browser. Le premier exon est
présenté en bleu et la direction du brin est indiquée par une fléche. Les sondes significativement modifiées sont
colorées en rouge/rose (hyperméthylées) ou vert/vert clair (hypométhylées) : rouge et vert, p-value < 0.01 ;
rose/vert clair, p-value < 0.05. Les ilots CpG sont représentés en vert en bas de la figure et les ilots <300 bases
sont en vert clair.
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Tableau 15. Annotations fonctionnelles des génes enrichis dans le méthylome du foie des rats MPR a jour

180.

GO Gene ontology categor Total Change Enrichment P-Value
Number gy gory g

GO:0060347 heart trabecula formation 12 10 3.00 0.0001
GO:0016577 histone demethylation 13 10 2.77 0.0003
GO:0008214 protein dealkylation 13 10 2.77 0.0003
GO0:0006482 protein demethylation 13 10 2.77 0.0003
G0:0060350 endochondral bone morphogenesis 38 21 1.99 0.0003
GO0:0070076 histone lysine demethylation 11 9 2.94 0.0003
GO0:0060571 morphogenesis of an epithelial fold 25 15 2.16 0.0007
GO:0061384 heart trabecula morphogenesis 18 12 2.40 0.0007
G0:0005242 inward rectifier potassium channel activity 18 12 2.40 0.0007
GO0:0005703 polytene chromosome puff 8 7 3.15 0.0008
G0:0030324 lung development 146 58 1.43 0.0011
GO0:0030323 respiratory tube development 147 58 1.42 0.0014
GO:0035112 genitalia morphogenesis 17 11 2.33 0.0016
GO:0033197 response to vitamin E 17 11 2.33 0.0016
GO:0097480 estab}lsh.rnent of synaptic vesicle ’] 35 1.55 0.0020

localization

G0O:0048489 synaptic vesicle transport 81 35 1.55 0.0020
GO:0048382 mesendoderm development 7 6 3.08 0.0024
G0:0060343 trabecula formation 20 12 2.16 0.0025
GO0:0019226 transmission of nerve impulse 765 246 1.16 0.0031
GO0:0097479 synaptic vesicle localization 84 35 1.50 0.0041

96



4. Croisement entre le transcriptome et le méthylome du foie des rats MPR

Les « master genes » dont l'expression est modifiée a la fois au niveau du transcriptome et au
niveau de la méthylation d'ADN dans le foie des rats MPR sont au nombre de 998. Les
annotations fonctionnelles de ces génes montrent qu’ils sont impliqués dans la différenciation,
la migration cellulaire, la mort cellulaire, la synthése d'ATP et les systémes contractiles
(Tableau 16). Un tres grand nombre de ces « master genes » est associé aux manifestations de

maladies métaboliques telles que I'hypertension, le diabéte et 1'obésité (Figure 34) (275).

Hypertension Diabétes

AFG3L1 FLNA

ACTC1 ADRA1D ATP2A2 HSPA9 ITGB1
ATPBVOE1 BDKRB1 CACNA1C AVPR2 CALD1 ITGB4 PSMB8
CX3CL1  ELN GRK4 DCN  NR4A2 PTGS1 PTTG1
HCN2 IARS KCNJ1 THBD RDX S100A9
KCNJ16  MARK2  MYOC SMAD1 SULF2
NFATC4 NTF3 OPTN SUV420H1 TACRT

P2RX2 PPIA UQCRFS1
PRKAR2A PRSS1

PTQS1  ST8SIA4
TCIRG1
TUBA1A

uTs2

ATP10A

CCL5
R CPT2
EGF
NOS1
HK2
NPPC NRF1
Egg:gg PPP1R3A
SLC15A1

TULP4

ATP8B1 BAAT
F8 GHR

GNRH1 HMGB1
PCDH7  SLIT1
SNAP25  SYT5

Obésite

Figure 34. Master genes impliqués dans le syndrome métabolique. Les relations entre génes candidats et
maladies associées sont tirées de la base de données OMIM (http://www.omim.org/) et de l'analyse de la
littérature (http://SNPs3D.org). Nous avons trouvé qu'il y a 53, 45 et 39 génes qui sont liés a I’hypertension, au
diabete et a I’obésité, respectivement.
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Tableau 16. Annotations fonctionnelles des « master genes » du foie des rats MPR.

GO Number

Gene ontology

Change Enrichment P

Genes

category
<mooth muscle cell ANKRDI17, FOXO4, HES1, NFATC4,
GO:0051145 . fferenti;ion 11 3.77 0.0001 NTF3, SHH, SMARCA2, SMARCAA4,
! TSHZ3, VEGFA, WNT7B
GO:0014848 urinary tract smgoth 5 934 0.0001 CACNAIC, P2RX2, TACRI1, TRPVI,
muscle contraction TSHZ3
CACNAIC, CALB1, CHRNE,
_ . DLGAPI, DNAJA3, ENOI, F2R,
GO:0097060 synaptic membrane 18 2.48 0.0003 ITPRI, MET, MTMR2, NPTN, NTSE,
etc.
ACE2, ADRAID, AHR, CACNAIC,
) vascular process in CX3CLI1, CYSLTRI1, EDNI1, EGF,
G0O:0003018 circulatory system 22 227 0.0003 F2R, FGFBP3, HIF1A, ICAM1,
NOS1, NPPA, NPPC, etc.
e reaulation ANGPT4, BDKRBI, CBLL1, CCLS5,
G0:0030335 g‘f’sceuv‘:nie%:t; n° 30 1.94 0.0004 CX3CL1, CXCLI13, DDR2, EDNI,
g EGF, F2R, FERT2, FGF2, etc.
) fibroblast growth CXCL13, FGF2, FGFBP3, FIBP,
GO:0017134 ¢ tor binding 7 4.9 00004 51 G1, HSPAY, TGFBR3
lation of ADRAID, AHR, CACNAIC,
G0:0019229 reg“af‘tlrf - 11 3.24 0.0005 CX3CL1, CYSLTRI, EGF, F2R,
Vasoconstrictio HIF1A, ICAM1, PTGS1, TACR1
esbonse (0 oreani ABCC2, ABCC4, ABCC5, ABPI,
G0:0010243 n"{frpo S: oorganic 4, 1.47 0.0005 AHR, AR, ATP2A2, ATP6VOD2,
oge ATP6VOE1, BCKDHA, etc.
i chemoattractant CCL5, FGF2, HGF, HMGB1, NTF3,
GO:0042056 6 531 0.0006 e Py
GO:0046870 g?g:i?r‘l‘;m ton 4 8.4 0.0007 NOSI, P2RX2, SLC24A2, TDH
urinary bladder
GO0:0014832  smooth muscle 4 8.4 0.0007 CACNAIC, P2RX2, TACRI, TRPV1
contraction
eomulticellular ABCC4, ABI3, ABT1, ACE2, ACTCI,
GO:0044707 Sr glfi' m“ rce war- 199 1.12 0.0008 ACTN3, ADAMTS9, ADK, ADRAID,
OTganism process AGPAT6, AHR, etc.
- leomediated ABCC4, ABP1, AP1S1, AP2BI,
G0:0016192 tVr"ic e'rt ediate 80 1.41 0.0009 AP3M2, ARF3, BAGALTI, BTBDY,
anspo CACNAIC, CARI, etc.
ATPase activit ABCC2, ABCC4, ABCC5, ATPI12A,
G0:0042623 1:d Y, 26 1.94 0.0009 ATP1B3, ATP2A2, ATP6VOEI,
coup ATP$B1, CHDI1, CHD2, etc.
_ hyaluronan ABCCS5, EGF, FGF2, GUSB, HGF,
G0:0030212 metabolic process 7 4.2 0.001 HMMR, VEGFA
p i ACTCI, AHR, ANGPT4, AR,
GO:0060548 giiilﬁvgeﬁ“lon 67 1.46 0.001 BARDI, CCLS, CDK5, CFL1, CRH,
CX3CLI, DDT, DDX3X, etc.
reshonse to nitrosen ABCC2, ABCC4, ABCC5, ABPI,
GO:1901698  SSPonse tonirogen 40 1.43 0.001 AHR, AR, ATP2A2, ATP6VOD2,

compound

ATP6VOE1, BCKDHA, etc.
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Des exemples de changement d'expression et de méthylation de certains « master genes » sont
présentés dans la Figure 35. On remarquera que I'hyperméthylation du promoteur induit la sous-
expression des génes Ar et Vegfa et la surexpression du géne DCN. L'hypométhylation du
promoteur conduit a la surexpression d'Igf1r mais n'induit pas de changement d'expression pour

le géne Ace.
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Figure 35. Modifications de l'expression et des niveaux de méthylation de certains génes impliqués dans le
foie des rats MPR. Pour chaque gene, le log2 ratio MPR/Contrdle de 1'état de méthylation pour toutes les sondes
dans la région du promoteur est calculé. Le schéma BedGraph a été généré avec UCSC Genome Browser (figure
de gauche). Le premier exon est présenté en bleu et la direction du brin est indiquée par une fleche. Les sondes
significativement modifiées sont colorées en rouge (hyperméthylées) ou vert (hypométhylées). Les niveaux
d'expression des genes du foie dans les rats témoins et MPR (figure de droite). Les il6ts CpG sont représentés en

vert €N bas de la figure et les 116ts <300 bases sont en vert clair.
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5. Validation des résultats du transcriptome

Les geénes qui sont modifiés au niveau du transcriptome ont été choisis pour vérifier les

modifications par RT-qPCR. La Figure 36 présente les résultats de validation par RT-PCR.

3 mRT-qPCR OPuce a ADN

1
D
0

AtF6 Ar mad7
05 Akric2 ﬂ ﬂ Den Fgf21 .:I Elovi6

*

Figure 36. Génes validés par RT-qPCR. Les modifications d’expression des geénes sont représentées en log2
ratio (MPR / contrdle) mesuré par puces a ADN (barres blanches) et RT-qPCR (barres noires). Les données de
RT-PCR ont été normalisées sur le géne de ménage: ACTB. La quantité relative des différents geénes est
normalisée sur l'expression endogéne de génes de référence et a été calculée par la formule 2-22¢ ou AACt =
(Ct géne - Ct géne de référence) rat MDD - (Ct géne - Ct géne de référence) rat contrdle. P-values de la RT-
PCR quantitative : * P <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001 par rapport aux animaux témoins.

En résumé, en édudiant les événements moléculaires associés a une carence en protéines
pendant la phase périnatale et en analysant le transcriptome et le méthylome au niveau du foie,
nous avons trouve des genes qui sont modifiés et impliqués dans les processus métaboliques et
développementaux. Les « master genes » présentant des changements a la fois dans leur
expression et au niveau de la méthylation de 'ADN dans la région du promoteur sont
principalement impliqués dans des processus physiologiques comme la différenciation / la
migration / la mort cellulaire, les réponses endogeénes / organiques / hormonales et 1’activité
protéine kinase, principalement au niveau du systeme urinaire, du systeéme circulatoire, du
systéme musculaire et du systéme nerveux central. De plus, un grand nombre des génes affectés
a la fois au niveau de leur expression et 1'é¢tat de méthylation de 'ADN a cause d’un régime

MPR sont associés a des maladies métaboliques comme 1'hypertension, le diabete et 1'obésité.
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Partie 3 : « Gatekeeper hypothesis »

Ozanne SE a montré que des modéles animaux différents malnutris pendant la phase périnatale
pouvaient tous développer un syndrome métabolique (162), peut-étre partagent-ils les mémes
mécanismes moléculaires. McMullen et al. ont posé le « gatekeeper hypothesis » : les génes et
les voies modifiés de la méme fagon par des stress nutritionnels différents peuvent étre ceux

qui sont responsables de la génération des phénotypes des maladies (163).

Dans ma these, j’ai travaillé sur deux modeles de foie de rat au niveau du transcriptome et du
méthylome: MDD (methyl donor deficiency) pendant la phase périnatale et MPR (maternal
protein restriction). Nous avons aussi comparé avec le modéle MPR développé par Altobelli G

(276) mais a des temps différents.

On suppose que les génes modifiés de la méme facon entre les différents modéles au niveau du
transcriptome sont les « Gatekeeper genes ». Les genes modifiés a la fois au niveau du

transcriptome et du méthylome sont les « masters genes » de chaque modéle.
1. Comparaison entre MDD J21 et MPR J180
Modifications communes des transcriptomes

Entre les deux modeles différents, il y a 437 génes en commun qui sont surexprimés et 400
génes sous-exprimés (Tableau 17). Les annotations fonctionnelles des génes surexprimés sont
principalement impliquées dans la régulation du métabolisme de la mitochondrie et les genes
sous-exprimés sont principalement impliqués dans la localisation cellulaire, dans la réponse au
stimulus du glucagon, dans la régulation de la réponse inflammatoire aigué et le transport

d’unique-organisme et du vésicule (Tableau 18).

Tableau 17. Génes communs au niveau du transcriptome du foie des rats MDD et MPR.

MPR
Surexprimé Sous-exprimé Inchangé Total
Surexprimé 437 542 2290 3269
Sous-exprimé 423 400 2018 2841
MDD
Inchangé 2160 2659 15527 20346
Total 3020 3601 19835 26456
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Tableau 18. Annotations fonctionnelles des génes en commun dans le foie des rats MDD et MPR.

GO ID Total Change  Enrichment P-Value FDR Term
6635 68 12 8.1511  0.0000 0.0000 fatty acid beta-oxidation
16627 51 9 81511 0.0000 0.0000 oxidoreductase activity, acting on the CH-CH group of
donors
19395 91 13 6.5985  0.0000 0.0000 fatty acid oxidation
34440 94 13 6.3879  0.0000 0.0000 lipid oxidation
9062 88 12 6.2986  0.0000 0.0000 fatty acid catabolic process
72329 106 13 5.6648  0.0000 0.0000 monocarboxylic acid catabolic process
44242 154 14 4.1991 0.0000 0.0000 cellular lipid catabolic process
46395 215 19 4.0819  0.0000 0.0000 carboxylic acid catabolic process
7 16054 215 19 4.0819  0.0000 0.0000 organic acid catabolic process
é 44282 276 20 3.3471  0.0000 0.0000 small molecule catabolic process
g 44712 277 20 3.3350  0.0000 0.0000 single-organism catabolic process
8 44429 696 35 23228  0.0000 0.0000 mitochondrial part
5739 1528 75 22672 0.0000 0.0000 mitochondrion
44444 6088 166 1.2594  0.0000 0.0042 cytoplasmic part
3995 8 4 23.0948  0.0000 0.0044 acyl-CoA dehydrogenase activity
31966 419 24 2.6457  0.0000 0.0047 mitochondrial membrane
5740 455 24 24364  0.0001 0.0048 mitochondrial envelope
5743 308 20 29993  0.0000 0.0050 mitochondrial inner membrane
6631 308 19 2.8494  0.0000 0.0050 fatty acid metabolic process
5746 58 8 6.3710  0.0000 0.0055 mitochondrial respiratory chain
51234 3271 99 1.3928  0.0001 0.2400 establishment of localization
51179 4088 116 1.3058  0.0003 0.2933 localization
33762 46 6 6.0024  0.0004 0.3000 response to glucagon stimulus
44425 2775 84 1.3930  0.0005 0.2400 membrane part
44765 2936 87 1.3636  0.0007 0.2571 single-organism transport
2673 68 7 4.7372  0.0007 0.2733 regulation of acute inflammatory response
6810 3196 93 1.3391  0.0008 0.2533  transport
51014 9 3 15.3395  0.0008 0.2750 actin filament severing
T 44444 6088 158 1.1943  0.0009 0.2327 cytoplasmic part
é 30133 93 8 3.9586  0.0009 0.2480 transport vesicle
2 10543 22 4 83670  0.0012 0.3067 regulation of platelet activation
g 43434 472 21 2.0474  0.0015 0.3660 response to peptide hormone stimulus
31988 880 33 1.7257  0.0015 0.3800 membrane-bounded vesicle
2674 11 3 12.5505  0.0015 0.3832 negative regulation of acute inflammatory response
5793 39 5 5.8998  0.0015 0.4000 endoplasmic reticulum-Golgi intermediate compartment
43027 24 4 76698  0.0016 03695 zgzt;tigtei;t};;r)gczz(siopeptidase inhibitor activity involved in
51656 261 14 24684  0.0017 0.3582 establishment of organelle localization
6112 154 10 29882  0.0020 0.3843 energy reserve metabolic process
5737 7455 185 1.1420  0.0021 0.3767 cytoplasm
44421 942 34 1.6610  0.0023 0.3776 extracellular region part
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Modifications communes des méthylomes

En utilisant la méme stratégie pour la sélection de génes positifs dans les niveaux de
méthylation comme précédemment décrits, 1 032 et 3 968 genes ont été identifiés dans ces deux
modeles respectivement, avec 326 génes en commun. Les annotations fonctionnelles de ces
genes sont montrées dans le Tableau 19.

Tableau 19. Annotations fonctionnelles des génes modifiés dans les méthylomes du foie des rats MDD et
MPR.

GO ID Total Change Enrichment P-Value Term

48873 23 5 8.7097 0.0002 homeostasis of number of cells within a tissue

43001 27 5 7.4194 0.0005 Golgi to plasma membrane protein transport

55091 9 3 13.3549 0.0012 phospholipid homeostasis

30864 35 5 5.7235 0.0016 cortical actin cytoskeleton

6893 35 5 5.7235 0.0016 Golgi to plasma membrane transport

8104 1143 44 1.5423 0.0021 protein localization

34405 24 4 6.6775 0.0027 response to fluid shear stress

9405 42 5 4.7696 0.0037 pathogenesis

7205 2% 4 6.1638 0.0037 g;ct)}t;i/r;}l/(inase C-activating G-protein coupled receptor signaling
16338 27 4 5.9355 0.0042 calcium-independent cell-cell adhesion

45793 14 3 8.5853 0.0046 positive regulation of cell size

34067 14 3 8.5853 0.0046 protein localization to Golgi apparatus

5923 66 6 3.6423 0.0059 tight junction

45617 5 2 16.0259 0.0059 negative regulation of keratinocyte differentiation

43709 5 2 16.0259 0.0059 cell adhesion involved in single-species biofilm formation
43708 5 2 16.0259 0.0059 cell adhesion involved in biofilm formation

34204 5 2 16.0259 0.0059 lipid translocation

30913 5 2 16.0259 0.0059 paranodal junction assembly

2001 5 2 16.0259 0.0059 renin secretion into blood stream

70160 67 6 3.5879 0.0064 occluding junction

33036 1356 48 1.4182 0.0070 macromolecule localization

7528 71 6 3.3858 0.0084 neuromuscular junction development

72600 6 2 13.3549 0.0087 establishment of protein localization to Golgi

51807 6 5 13.3549 0.0087 ?:z;;ir(:lrkl)i(())rﬁt:lﬁe;zr;;:sﬁ(;fﬂdefense response of other organism involved
51805 6 2 13.3549 0.0087 ;er\:e;lr(r)lnb i(;rt itcoliiizlrlzzﬁ(;fn immune response of other organism involved
30682 6 2 13.3549 0.0087 evasion or tolerance of host defense response

20012 6 2 13.3549 0.0087 evasion or tolerance of host immune response

1025 6 2 13.3549 0.0087 RNA polymerase III transcription factor binding

5242 18 3 6.6775 0.0095 inward rectifier potassium channel activity

780 18 3 6.6775 0.0095 condensed nuclear chromosome, centromeric region
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« Master genes » communs

Nous avons précédemment défini que les génes modifiés, a la fois au niveau de l'expression
génique et de la méthylation de 'ADN sont les «master genes ». 29 « master genes » sont
identifiés comme communs entre les deux modéles dont 15 geénes possédant les mémes

modifications au niveau de leur expression (Tableau 20). Le Tableau 21 présente les annotations

fonctionnelles de ces geénes.

Tableau 20. Master genes en commun (29 génes).

Gene symbol Gene Name MDD MPR
Atp2a2 ATPase, Cat+ Transporting, Cardiac Muscle, Slow Twitch 2 down down
Fert2 Fert2 fer (fms/fps related) protein kinase, testis specific 2 up up
Gsn GELSOLIN; GSN down down
Med10 MEDIATOR COMPLEX SUBUNIT 10; MED10 down down
Optn OPTINEURIN; OPTN up up
Slc26a4 SOLUTE CARRIER FAMILY 26, MEMBER 4; SLC26A4 down down
Tmem86a Transmembrane Protein 86A down down
Tubalc Tubulin, Alpha 1c down down
Abpl AMILORIDE-BINDING PROTEIN 1; ABP1 up down
Clen5 CHLORIDE CHANNEL 5; CLCN5 up down
Emilinl ELASTIN MICROFIBRIL INTERFACER 1; EMILIN1 down up
F2r COAGULATION FACTOR II RECEPTOR; F2R up up
Faim Fas Apoptotic Inhibitory Molecule up down
Higd2a HIGI1 Hypoxia Inducible Domain Family, Member 2A up down
LOC317456 down down
Lphn2 LATROPHILIN 2; LPHN2 up down
Mierl Mesoderm Induction Early Response 1, Transcriptional Regulator up up
Mrm]1 Mitochondrial RRNA Methyltransferase 1 Homolog (S. Cerevisiae) up up
NP2 NEUROFIBROMIN 2; NF2 up up
Nitl NITRILASE 1; NIT1 down up
Nmb NEUROMEDIN B; NMB down up
Nmi NMYC INTERACTOR; NMI down up
0Odf311 Outer Dense Fiber Of Sperm Tails 3-Like 1 up down
Prkd3 protein kinase d3 down down
RGD1560065 up down
Rodl REGULATOR OF DIFFERENTIATION 1; RODI up down
Rpl21 RIBOSOMAL PROTEIN L21; RPL21 up down
Sdhb SUCCINAITE DEHYDROGENASE COMPLEX, SUBUNIT B, IRON SULFUR up up
PROTEIN; SDHB
Xpot EXPORTIN, tRNA; XPOT up down
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Tableau 21. Annotations fonctionnelles des « master genes» en commun.

GOID Total Change Enrichment P-Value FDR Term

48038 9 2 112.05 1.00E-04 0.08 quinone binding

7259 130 4 15.52 1.00E-04 0.12 JAK-STAT cascade
31094 12 2 84.04 2.00E-04 0.16 platelet dense tubular network

7260 62 3 24.40 2.00E-04 0.17 tyrosine phosphorylation of STAT protein
31252 251 4 8.04 0.0014 0.44 cell leading edge

7205 28 5 36.02 0.0014 051 ]Sairgrtlzil?nl;iEZiﬁ vSa-;ctivating G-protein coupled receptor
30027 111 3 13.63 0.0013 0.57 lamellipodium

7249 197 3 7.68 0.0067 0.58 I-kappaB kinase/NF-kappaB cascade
70062 61 2 16.53 0.0064 0.59 extracellular vesicular exosome
32956 190 3 7.96 0.0061 0.60 regulation of actin cytoskeleton organization
31589 210 3 7.20 0.008 0.60 cell-substrate adhesion
65010 67 2 15.05 0.0077 0.60 extracellular membrane-bounded organelle
43230 67 2 15.05 0.0077 0.60 extracellular organelle

7243 922 6 3.28 0.008 0.61 intracellular protein kinase cascade

3779 226 3 6.69 0.0098 0.61 actin binding
32535 226 3 6.69 0.0098 0.61 regulation of cellular component size
15108 59 2 17.09 0.006 0.61 chloride transmembrane transporter activity
42995 1351 7 2.61 0.0136 0.61 cell projection
32153 74 2 13.63 0.0093 0.62 cell division site
22610 737 5 3.42 0.0135 0.62 biological adhesion

2. Comparaison entre MDD J21 et MPR J1

La comparaison du transcriptome entre les rats J21
modele MPR a mise en évidence 287 geénes en

exprimés. Les annotations fonctionnelles des

du modele MDD et les rats nouveau-nés du
commun surexprimés et 281 geénes sous-

génes surexprimés sont principalement

impliquées dans le métabolisme des acides gras, celles des geénes sous-exprimés sont

principalement impliquées dans l'activit¢ des chimiokines / des neurotransmetteurs

métaboliques / dans la réponse immunitaire humorale et le cycle cellulaire (Tableau 22).
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Tableau 22. Annotations fonctionnelles des génes en commun chez les rats MDD J21 et MPR J1.

GO ID Total Change  Enrichment P-Value FDR Term
31903 48 8 9.19 0.0000 0.0000 microbody membrane
5778 48 8 9.19 0.0000 0.0000 peroxisomal membrane
44438 77 10 7.16 0.0000 0.0000 microbody part
44439 77 10 7.16 0.0000 0.0000 peroxisomal part
5743 310 25 445 0.0000 0.0000 mitochondrial inner membrane
46395 219 17 4.28 0.0000 0.0000 carboxylic acid catabolic process
16054 219 17 4.28 0.0000 0.0000 organic acid catabolic process
19866 328 25 4.20 0.0000 0.0000 organelle inner membrane
9 10876 233 17 4.02 0.0000 0.0000 lipid localization
é 44282 285 20 3.87 0.0000 0.0000 small molecule catabolic process
g 44712 286 20 3.85 0.0000 0.0000 single-organism catabolic process
5 31966 425 29 3.76 0.0000 0.0000 mitochondrial membrane
5740 463 30 3.57 0.0000 0.0000 mitochondrial envelope
5759 323 20 3.41 0.0000 0.0000 mitochondrial matrix
44429 712 44 3.41 0.0000 0.0000 mitochondrial part
32787 485 29 3.30 0.0000 0.0000 monocarboxylic acid metabolic process
6820 443 23 2.86 0.0000 0.0000 anion transport
31967 755 33 241 0.0000 0.0000 organelle envelope
19752 955 41 2.37 0.0000 0.0000 carboxylic acid metabolic process
31975 773 33 235 0.0000 0.0000 envelope
8250 12 4 17.63 1.000E-04 0.0300 oligosaccharyltransferase complex
31597 9 3 17.63 5.000E-04 0.0356 cytosolic proteasome complex
10044 11 3 14.42 1.000E-03 0.0431 response to aluminum ion
42133 28 5 9.44 2.000E-04 0.0235 neurotransmitter metabolic process
8009 30 5 8.81 2.000E-04 0.0250 chemokine activity
42379 42 6 7.55 1.000E-04 0.0243 chemokine receptor binding
42417 36 5 7.34 5.000E-04 0.0356 dopamine metabolic process
502 60 7 6.17 1.000E-04 0.0248 proteasome complex
5791 66 7 5.61 2.000E-04 0.0248 rough endoplasmic reticulum
=]
s om0 sw aommer omwo  Iodberelbiononbiniin e g
153
_% 51351 85 8 4.98 2.000E-04 0.0232 positive regulation of ligase activity
5 49 80 7 4.63 8.000E-04  0.0382 fﬁ%‘;}avggfn"fn‘:gg‘cnz‘;lpcr;’ctf‘;“ ligase activity
51443 ]2 7 451 9.000E-04 0.0406 g((:)tsllg:/; regulation of ubiquitin-protein ligase
3697 83 7 4.46 1.000E-03 0.0405 single-stranded DNA binding
30176 84 7 4.41 1.000E-03 0.0420 integral to endoplasmic reticulum membrane
51340 102 8 4.15 7.000E-04 0.0355 regulation of ligase activity
6959 141 11 4.13 1.000E-04 0.0273 humoral immune response
86 159 12 3.99 0.000E+00 0.0277 G2/M transition of mitotic cell cycle
51591 107 8 3.95 1.000E-03 0.0405 response to cAMP
19884 161 1 361 2 000E-04 00251 antigen processing and presentation of

exogenous antigen
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3. Comparaison entre MPR J180 et MPR J1

Pour le méme modé¢le a des ages différents, il y a 202 génes en commun surexprimés et 236
génes sous-exprimés. Les geénes surexprimés sont principalement impliqués dans le
métabolisme des acides aminés et des lipides, tandis que les geénes sous-exprimés sont
principalement impliqués dans I’organisation de complexes protéine-ADN, la maintenance de
chromatine, le cycle cellulaire, I’expression des génes et le développement du systéme cardio-

vasculaire (Tableau 23).
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Tableau 23. Annotations fonctionnelles des génes en commun chez les rats MPR J180 et MPR J1.

GO ID Total Change Enrichmmt P-Value FDR Term
44743 27 6 16.90 0.0000 0.0000 intracellular protein transmembrane import
65002 34 6 13.42 0.0000 0.0000 intracellular protein transmembrane transport
71806 35 6 13.04 0.0000 0.0000  protein transmembrane transport
31903 48 7 11.09 0.0000 0.0000  microbody membrane
5778 48 7 11.09 0.0000 0.0000  peroxisomal membrane
55114 774 26 2.56 0.0000 0.0000  oxidation-reduction process
5739 1573 41 1.98 0.0000 0.0000  mitochondrion
44281 2565 58 1.72 0.0000 0.0000  small molecule metabolic process
g 44710 3177 69 1.65 0.0000 0.0000  single-organism metabolic process
é 44444 6321 111 1.34 0.0000 0.0000  cytoplasmic part
E 5737 7761 128 1.25 0.0000 0.0031  cytoplasm
g 44429 712 24 2.56 0.0000 0.0033  mitochondrial part
16558 13 4 23.41 0.0000 0.0036  protein import into peroxisome matrix
44438 77 7 6.92 0.0001 0.0048  microbody part
44439 77 7 6.92 0.0001 0.0048  peroxisomal part
5743 310 14 3.44 0.0001 0.0052  mitochondrial inner membrane
72594 270 13 3.66 0.0001 0.0055  establishment of protein localization to organelle
19752 955 28 2.23 0.0000 0.0057  carboxylic acid metabolic process
6082 1077 31 2.19 0.0000 0.0057  organic acid metabolic process
43436 1060 30 2.15 0.0000 0.0060  oxoacid metabolic process
10369 20 5 16.51 0.0000 0.0000  chromocenter
65004 108 11 6.73 0.0000 0.0000  protein-DNA complex assembly
71824 134 12 591 0.0000 0.0000  protein-DNA complex subunit organization
6323 114 10 5.79 0.0000 0.0000  DNA packaging
71103 152 13 5.65 0.0000 0.0000  DNA conformation change
6325 450 21 3.08 0.0000 0.0000  chromatin organization
51276 675 27 2.64 0.0000 0.0000  chromosome organization
34641 4529 98 1.43 0.0000 0.0000  cellular nitrogen compound metabolic process
2 6807 4850 104 1.42 0.0000 0.0000  nitrogen compound metabolic process
Z’:s; 6139 4137 90 1 44 0.0000 0.0092 B;lgclzcs)sase—contammg compound metabolic
_;g 779 40 6 9.90 0.0000 0.0100  condensed chromosome, centromeric region
5 278 934 31 2.19 0.0000 0.0109  mitotic cell cycle
90304 3375 77 1.51 0.0000 0.0114  nucleic acid metabolic process
34622 586 23 2.59 0.0000 0.0120  cellular macromolecular complex assembly
46483 4325 92 1.40 0.0001 0.0120  heterocycle metabolic process
44428 2843 67 1.56 0.0001 0.0126  nuclear part
7275 4739 99 1.38 0.0000 0.0133  multicellular organismal development
44271 2822 67 1.57 0.0000 0.0141  cellular nitrogen compound biosynthetic process
16568 402 18 2.96 0.0000 0.0150  chromatin modification
35459 5 3 39.62 0.0000 0.0160  cargo loading into vesicle
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4. Comparaison des trois modéles

Transcriptome

L'expression génétique a été comparée dans les 3 modeles (MDD J21, MPR J1, MPR J180).

Cette analyse a révélé un ensemble de 46 genes en commun qui sont sur-exprimés et de 42

genes sous-exprimés dans les trois modéles de programmation métabolique par rapport aux

animaux témoins. La plupart des génes sur-exprimés sont impliqués dans la régulation de la

fonction mitochondriale alors que les génes sous-exprimés sont principalement impliqués dans

la régulation de la prolifération cellulaire (Figure 37 et Tableau 24).

3020 up
3601 down

3269 up
2841 down

46 up
42 down

2754 up
2809 down

Figure 37. Génes du transcriptome communs aux 3 modéles.
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Aadat, Aco2, Acsl1, Actl7b, Afg31,
Aim1l, Bat5, Bckdha, Chchd3,
Chkb, Clybl, Cog1, Colg, Commd4,
Cpt2, Crcp, Dappl, Dgati,
Dusp10, Eg¢fl7, F2r, Farp2, Galt,
Gedh, Grb7, Mfn2, Mmp10,
Mrpl43, Mybpc3, Ndufb9, Ndufs3,
Nudt7, Odf1, Optn, P2ry2, Per2,
RGD1306072, Rps19, Samm50,
Sdhd, Slc22a5, Stxbpb5, Tat,
Timm10, Trpv1, Vps13d

Ariddb, Atf2, C4bpb, C5, Ccna2,
Cdca8, Coch, Cs, Dad1, Enpp3,
Ephb2, Gria4, Gsta2, Ins1, Mgst3,
Nat8, Nme1, Nusap1, Pcsk6, Plk1,
Pphin1, Prelp, Prep, Prkarzb, Rk,
RGD1306626, RGD1309188,
5100g, Sec23b, Secb1b, Sf3a3,
Slc16a13, Slc30a7, Slc7ab,
Slc7a9, Sgstm1, St6gali, Taf15,
Tars, Tmed10, Tmed2, Tnfrsf11b



Tableau 24. Annotations fonctionnelles des génes du transcriptome communs aux 3 modéles.

GO ID Total Change Enrichment P-Value FDR Term
7007 14 3 64.82 0.0000 0.0000 inner mitochondrial membrane organization
8053 17 3 53.38 0.0000 0.0000 mitochondrial fusion
9068 18 3 50.42 0.0000 0.0000 gig‘c‘::‘;e NI e AN
7006 72 5 21.01 0.0000 0.0000 mitochondrial membrane organization
44455 142 6 12.78 0.0000 0.0000 mitochondrial membrane part
5743 310 8 7.81 0.0000 0.0000 mitochondrial inner membrane
19866 328 8 7.38 0.0000 0.0000 organelle inner membrane
31966 425 10 7.12 0.0000 0.0000 mitochondrial membrane
2 5740 463 10 6.53 0.0000 0.0000 mitochondrial envelope
é 44429 712 15 6.37 0.0000 0.0000 mitochondrial part
2 31967 755 11 441 0.0000 0.0000 organelle envelope
g 31975 773 11 430 0.0000 0.0000 envelope
5739 1573 19 3.65 0.0000 0.0000 mitochondrion
44444 6321 35 1.68 0.0000 0.0000 cytoplasmic part
44710 3177 23 2.19 0.0000 0.0022 single-organism metabolic process
5737 7761 38 1.48 0.0000 0.0024 cytoplasm
6637 83 4 14.58 0.0002 0.0087 acyl-CoA metabolic process
35383 83 4 14.58 0.0002 0.0087 thioester metabolic process
2536 5 2 121.00 0.0001 0.0095 ;:Zggr‘l’;‘e’ry B ) e i LY iy
35337 25 3 36.30 0.0001 0.0100 fatty-acyl-CoA metabolic process
12505 1193 12 3.35 0.0001 0.1467 endomembrane system
48208 14 2 47.65 0.0008 0.1629 COPII vesicle coating
48207 14 2 47.65 0.0008 0.1629 vesicle targeting, rough ER to cis-Golgi
48194 13 2 51.31 0.0007 0.1667 Golgi vesicle budding
42589 13 2 51.31 0.0007 0.1667 zymogen granule membrane
51234 3384 20 1.97 0.0006 0.1680 establishment of localization
16485 168 4 7.94 0.0016 0.1700 protein processing
280 289 5 5.77 0.0016 0.1704 nuclear division
'§ 922 103 3 9.71 0.0036 0.1706 spindle pole
g 50803 101 9.91 0.0034 0.1717 regulation of synapse structure and activity
g 30449 29 2 23.00 0.0034 0.1728 regulation of complement activation
g 2000257 29 2 23.00 0.0034 0.1728 regulation of protein activation cascade
44238 7104 30 1.41 0.0033 0.1751 primary metabolic process
44431 424 6 4.72 0.0015 0.1757 Golgi apparatus part
31090 1711 12 2.34 0.0033 0.1764 organelle membrane
30137 20 2 33.35 0.0016 0.1769 COPI-coated vesicle
10369 20 33.35 0.0016 0.1769 chromocenter
794 95 3 10.53 0.0029 0.1779 condensed nuclear chromosome
777 30 2 22.24 0.0036 0.1784 condensed chromosome kinetochore
42277 205 4 6.51 0.0032 0.1786 peptide binding
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Partie 4 : Effets transgénérationels, projet TransG

On dit que trois générations a la fois sont exposées aux mémes conditions environnementales
(Figure 18), parce que les cellules germinales sont déja développées dans I’embryon et le fetus
de G1. Par rapport aux nos protocoles nutritionnels (modele MDD et modéle MPR), la phase
de la formation des cellules germinales primordiales (PGCs) et ses méthylations de novo est
aussi exposée a la malnutrition (Figure 38), on suppose donc que la malnutrition pendant la
gestation et la lactation chez la GO (grande-meére) puisse aussi provoquer des perturbations chez

la G2 (petit-enfant).
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Figure 38. La chronologie de la formation des cellules germinales primordiales (PGCs) chez le rat par
rapport au protocole nutritionnel.

Pour regarder si des modifications du transcriptome chez G1 peuvent se transmettre a la G2,
nous avons travaill¢ sur le transcriptome des 2 générations a jour 21: G1 et G2. L accouplement
entre adultes de G2 se passe entre femelles et males qui ne sont pas fréres et sceurs et tous les
rats males sont des rats contrdles (Figure 39). Dans ce projet, nous avons concentré notre
attention sur deux organes, le coeur et le foie, qui sont deux cibles importantes de la stéatose

dans le syndrome métabolique et pour lesquels la recherche de mécanismes communs de
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dérégulation a fait I’objet de trés nombreux travaux dans la littérature. Notre stratégie
expérimentale comportait une premiére étape de caractérisation des conséquences métaboliques
et du transcriptome qui nous a permis d’identifier des troubles causés par la carence en donneurs

de méthyles.

Contrdle MDD

Carencé en donneurs de méthyles

GO Oo—" L el 1 mois avant 'accouplement —

severage des ratons G1

G1 &) é) &’ l CJJ ﬁ ﬁ G1 Modifications génétiques

v

G2 G2 Modifications génétiques ?
0 0 O O

Figure 39. Projet TransG : étude du transcriptome G1 et G2.

Le poids corporel, le poids du foie et du cceur des rats carencés sont bien diminués chez les G1
par rapport aux rats témoins. Les ratios du poids du foie et du coeur sur le poids corporel sont
augmentés chez les G1, mais aucune différence significative n’est observée chez les G2. Le
groupe carencé avait une augmentation considérable de la concentration en homocystéine. Nous
avons également observé une augmentation considérable d'acides gras libres et de triglycérides
dans le sang, et une diminution de la concentration en glucose chez les G1, mais pas de
chagements importants chez les G2 a part une augmentation de la concentration en glucose et
une diminution du cholestérol. L’augmentation du glucose chez les G2 est un indicateur
intéressant pour le diabéte. L’augmentation de la concentration en créatine chez les G1 et les
G2 n’est pas significative entre les deux groupes, mais indiquent une diminution de la clérance

de la créatine, donc une diminution de la fonction rénale ou hépatique (Tableau 25).
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Tableau 25. Paramétres physiologiques et métaboliques des rats MDD et témoins de G1 et G2.

Gl G2

Marqueurs

Contrdle MDD p-value  Controle MDD p-value
Poids corporel (g) 60.18+3.64 30.39+1.45 <0.001  53.26+3.39 50.14+2.68 0.4881
Poids du foie (g) 2.62+0.19 1.90+0.21 0.023 2.23+0.16 2.07+0.13 0.4388
Ratio poids du foie/corporel (%)  4.17+0.14 6.17+0.41 <0.001  4.21+0.22 4.11£0.08 0.6787
Poids du cceur (g) 0.30+0.01 0.18+0.01 <0.001  0.25+0.02 0.31+0.06 0.3314
Ratio poids du coeur/corporel (%) 0.48+0.02 0.60+0.02 <0.001  0.47+0.01 0.66+0.17 0.2194
Homocystéine (umol/L) 7.67+0.61 36.99+6.49 <0.001  8.96+1.11 8.16+0.55 0.518
Glucose (g/L) 1.53+0.05 0.95+0.10 0.001 14440.05 1.64+0.03 0.005
Cholestérol total (g/L) 1.30+0.04 1.29+0.12 0.971 1.30+0.04 1.11£0.06 0.015
Triglycérides (g/L) 1.10£0.15 1.75+0.16 0.013  1.07+0.11 1.29+0.09 0.141
ALAT (U/L) 63.50+3.00 25.29+5.19 <0.001  54.50+3.72 44.25+2.68 0.044
ASAT (U/L) 299.75+15.58 331.43+43.82 0.485 189.63+13.33 161.13+8.04 0.093
Lactate (U/L) 306.00+25.67 270.14+35.85 0.433 254.88+14.53 253.88+33.09 0.978
HDL (mmol/L) 0.33+0.01 0.35+0.04 0.562 0.36+0.01 0.34+0.01 0.508
LDL (mmol/L) 0.20+0.01 0.18+0.02 0.342 0.2340.01 0.2240.01 0.611
Acides gras libres (mmol/L) 196.13+21.72 541.57+95.85 0.002 355.63+102.98 211.38+15.26 0.188
Créatine (umol/L) 2.44+0.09 9.24+4.77 0.149 6.85+3.25 7.28+4.74 0.942

Les données du transcriptome du foie et du cceur chez les deux générations G1 et G2 sont en
cours d'analyse.
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Discussion/Conclusion
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Partie 1 : Effets de la carence en groupement méthyles sur le transcriptome et le

méthylome du foie de ratons a 21 jours

Les ratons MDD ont un poids corporel diminué, une augmentation considérable des acides gras
libres, du cholestérol et des triglycérides dans le sang. L’insuline est diminuée mais pas
significativement (Tableau 6). Tous ces paramétres métaboliques sont en accord avec des
¢tudes antérieures comme observé dans des autres modéles de programmation feetale chez des
rats avec une restriction en protéine et/ou la restriction alimentaire (106, 236-238). La teneur
significativement ¢€levée en lipides du foie est un indicateur trés important du développement

de la maladie NAFDL (Tableau 7).

Les effets directs de la MDD sur le métabolisme et les facteurs clés associés a des maladies
métaboliques ont été largement décrits dans le passé (2, 277, 278). Cependant, la plupart de ces
¢tudes ont mis l'accent sur I'analyse de genes et / ou de protéines individuelles. Nous présentons
pour la premiére fois une analyse des effets combinés induits par une carence en donneurs de
méthyle maternelle sur 1'épigénome et le transcriptome de la progéniture. Nos données montrent
clairement qu'un déficit en donneurs de méthyle de la mere entraine des modifications
importantes dans les méthylation de I'ADN et l'expression des geénes impliqués dans le
métabolisme du glucose et des lipides, le stress du RE, la fonction mitochondriale, la

coagulation du sang et des troubles neurologiques (Talbeau 8, Figure 23-24).

Nos données montrent également que le MDD induit des changements bien plus importants
dans le transcriptome que dans la méthylation de I’ADN, indiquant que la carence en donneurs
de méthyle cible un nombre réduit de « master genes » qui ont un impact majeur sur l'expression
et la fonction des génes, car ils agissent sur un programme ou une voie de signalisation clé.
L'hypothese émise est que le méme schéma commun de réponses programmeées en réponse a
divers stress nutritionnels pourrait étre des modifications épigénétiques (163). Nos résultats
suggerent que les genes dont la méthylation de ' ADN et dont 1'expression est modifiée de fagcon

concomitante sont les « master genes» de la carence en donneurs de méthyle.

Des résultats contrastés ont €té trouvés par Altobelli ef al. dans un modele de restriction de la
protéine de rat nouveau-né (276). Ils ont trouvé une absence d'intersection entre les
modifications d'expression génique et des modifications de méthylation de I’ADN. IIs n’ont
trouvé que 3 genes différentiellement modifiés, avec un de FDR 1%. Nos résultats préliminaires
sur un modele de rats adultes nés de méres carencées en protéines montrent une meilleure

intersection.
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I1 est intéressant de noter que la plupart des « master genes » que nous avons identifiés sont
connus pour participer a la maladie NAFLD (Talbeau 12). La NAFLD est une maladie
complexe résultant de 1'exposition environnementale agissant sur un fond polygénique et
comprenant plusieurs modificateurs indépendants. Elle est fortement associée a des
caractéristiques du syndrome métabolique, tels que l'obésité abdominale, la résistance a
l'insuline, l'intolérance au glucose ou T2MD et la dyslipidémie athérogeéne (279, 280). Les
genes impliqués dans NAFLD dont les niveaux de la méthylation et d'expression ont été
modifiés par la carence de donneurs de méthyle comprennent Rgn et FABP2, qui sont impliqués
dans la résistance a l'insuline; ABCA1 et ACATI, associé au métabolisme du cholestérol;
GPAM et Agpat3, liés a la synthése des triglycérides et Agtrl et KLF6 qui sont impliquées dans
la fibrose. Cette observation suggere que le MDD puisse conduire a la NAFLD. Cette hypothése
est en outre soutenue par le fait que le MDD modifie également l'expression, mais pas la
méthylation de 'ADN, d'un autre ensemble de génes liés a la stéatose hépatique non alcoolique,
comme ENPP1, GCKR, PDK4, qui sont associés avec le métabolisme du glucose et la
résistance a l'insuline, APOC3, APOE , qui jouent un rdle clé dans I'exportation des lipides et
'oxydation dans le foie, et SOD2 qui est impliqué dans le stress oxydatif. Tous ces résultats

mettent en évidence l'influence de la MDD sur pathomécanismes épigénomiques de NAFLD.

L'expression de Dnmt3a est modifiée par 1’alimentation MDD maternelle. Dnmt3a est
nécessaire pour la méthylation de novo du génome et est essentiel pour 1’établissement du
pattern de méthylation de 'ADN au cours du développement (281). Les faibles niveaux de
méthylation et augmentation de 1'expression de Dnmt3a peuvent donc expliquer pourquoi le
MDD modifie la méthylation de I'ADN, donc I'expression des genes. L'expression de Dnmt3b
et Dnmtl a également montré une tendance a diminuer, mais pas significative (FC = 0,74 avec
P =0,11 et FC = 0,93 avec P = 0,45, respectivement). En outre, Dnmt3a est nécessaire pour
préserver la méthylation des génes soumis a I’empreinte (282). Bien que nous n’ayons pas
trouvé de modification de la méthylation des 6 génes soumis a ’empreinte chez le rat (Igf2,
IGF2R, H19, RASGRF1, Sfmbt2 et Impact), nous avons observé la sous-expression d’Igf2 et
la sur-expression d’IGF2R et d'Impact.

Comme prévu, nous avons trouvé une corrélation négative entre I'expression des genes et la
méthylation de I'ADN pour de nombreux genes, comme Agtrla, PSEN1 et Dnmt3a (Figue 25).
Etonnamment, nous avons observé qu'il n'y a pas de corrélation directe entre la méthylation de
I'ADN et l'expression des geénes en général. En fait, quand le MDD induit seulement des

changements modestes dans la méthylation de 'ADN, il n'y a pas de changement correspondant
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dans I'expression des geénes. Ceci indique que d’autres facteurs jouent des roles plus importants
que la méthylation sur I’expression des geénes. Ceux-ci pourraient étre les modifications post-
transcriptionnelles des histones et les facteurs de transcription. Un manque de correspondance
entre la méthylation de I' ADN et 1'expression des geénes a également été rapporté dans une étude
récente sur les cellules pancréatiques de patients diabétiques (283). Cela pourrait s'expliquer
par le fait que quelques cytosines méthylées peuvent inhiber un promoteur voisin mais que
I’organisation d’une structure stable de la chromatine nécessiterait le dépassement d’un seuil

de sites modifiés qui conduirait a l'inactivation des geénes (284).

Des études antérieures ont démontré que la carence en vitamine B12 et / ou folates diminue les
niveaux de méthylation de I'ADN, mais nous avons trouvé de nombreux génes avec des niveaux
augmentés de méthylation de I'ADN au niveau de leurs régions promotrices aprés carence en
donneurs de méthyle. Cette observation est en accord avec les résultats de Lambrot et al., qui a
¢galement constaté que la carence en folates modifie I’ épigénome du sperme de la souris, non
seulement par la diminution de la méthylation de I'ADN, mais aussi en augmentant les niveaux
de méthylation de certains génes (160). En conclusion, notre étude montre que la carence en
donneurs de méthyle affecte la méthylation de I'ADN d’une maniere limitée, tandis que le
transcriptome semble beaucoup plus affecté. Ceci suggere que les «master genes » modifiés
aux deux niveaux peuvent jouer un role direct dans les pathologies associées aux MDD, tels

que la NAFLD.

Les effets transgénérationnels de MDD pourraient expliquer si ces « master genes » ont une
hérédité épigénétique. Lambrot ef al ont révélé que la carence en folate paternelle pourrait
modifier I’épigénome du sperme de la souris (160), et Padmanabhan N et al ont trouvé que la
mutation dans le métabolisme du folate pourrait provoquer l'instabilité épigénétique et les effets
transgénérationnels sur le développement (12). L’¢tude de l'expression et de 1'état de
méthylation de ces « master genes » dans la lignée de rats MDD pourrait déterminer si ces genes
sont impliqués dans 1'effet transgénérationnel des MDD. Parce que trois générations a la fois
sont exposées aux meémes conditions environnementales, un changement épigénétique doit étre
observé dans la 4¢éme génération (190) afin de fournir des arguments convaincants pour
I’hérédité épigénétique. D'autres analyses du transcriptome et du méthylome sur la lignée de
rats MDD sont nécessaires pour répondre a cette question. Dans cette étude, nous démontrons
que les changements d’expression des «master genes» peuvent induire des composantes de la
NAFLD dans la génération G2. La démonstration d’une transmission épigénétique de la

méthylation de ces génes, permetttrait de mettre en évidence un risque plus élevé de NAFLD
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dans la génération G3. Les résultats du projet TransG fourniront peut-étre la réponse a la

question.
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Partie 2 : Effets de la carence en protéines sur le transcriptome et le méthylome du foie

de ratons a 180 jours

L'objectif principal de cette étude a été d'établir les effets d’une carence en protéine sur la
méthylation de I'ADN et sur I'expression des génes. Nos résultats montrent que 1’alimentation
carencée en protéines pendant la gestation et I'allaitement ont résulté en un RCIU indiqué par
le poids a la naissance significativement diminué mais avec une croissance de rattrapage
postnatale, des perturbations métaboliques a I'dge adulte: hypertriglycéridémie,
hypercholestérolémie, et une augmentation de la graisse abdominale (Tableau 13). Toutes ces

observations sont cohérentes avec les études précédentes (109, 285-288).

Les changements épigénétiques, en particulier la méthylation de 'ADN, ont été proposés

comme I'un des mécanismes sous-jacents de la programmation feetale (104, 110, 276).

Les résultats de nos analyses de transcriptome et de méthylome montrent des altérations
généralisées impliquées dans le métabolisme hépatique, tels que le métabolisme des lipides,
montrant une bonne corrélation avec les troubles métaboliques (Figure 30-31, Tableau 14). De
méme, le processus d'entretien de la chromatine, la régulation du cycle cellulaire, tissulaire et
le développement des organes sont altérés (Figure 32-33, Tableau 15). Des études antérieures
ont également constaté les troubles de la régulation du métabolisme et du cycle cellulaire causée

par le MPR (276, 289, 290).

Les « master genes » sont pour la plupart des kinases, des facteurs de croissance, des facteurs
de transcription, et aussi des enzymes impliqués dans la méthylation de I'ADN et des
Modifications Post-Transcriptionnelles (PTMs) des histones (Figure 32). Par exemple, High-
mobility group box 1 (HMGB1), protéine liant I’ADN, est une cible moléculaire critique dans
plusieurs maladies humaines y compris les troubles métaboliques. Elle influence la liaison, la
courbature, la réplication, la réparation de I'ADN, la transcription génique, et la stabilité des
nucléosomes (291). Un autre exemple est le récepteur aux androgénes (AR), un facteur de
transcription qui régule I’expression des genes et affecte la prolifération et la différenciation
cellulaire dans les tissus cibles. Via AR, les androgeénes jouent un role essentiel dans la
régulation de la distribution de la graisse corporelle chez 'homme (292). Vascular Endothelial
Growth Factor A (VEGFA), facteur de croissance, actif dans 'angiogen¢se, la vasculogenese
et 1'évolution de la croissance des cellules endotheliales, est essentiel pour le processus de
développement et est liée a diverses maladies. De méme la Lysine-Specific Demethylase 2A

(KDM2A), I’'Histone Deacetylase 1 (HDACI1), responsables de la méthylation et de
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I’acétylation des histones, appartiennent aux « master genes » du modéle MPR. Enfin, la
modification de certains génes seulement au niveau du transcriptome peut également entrainer
des changements dans d'autres geénes, tels que les modifications de PPARA, PPARG et PGC-
la qui pourraient induire des modifications des genes cibles en aval impliqués dans le
métabolisme des lipides et d'autres aspects par la voie de signalisation PPAR. Ces genes
expliquent peut-étre pourquoi il y a plus de génes affectés dans le transcriptome que dans le

méthylome.

D'autres facteurs que I'épigénomique influencent les programmes de développement (293),
comme un retard de croissance de certains organes (131-136) ou I’exces de glucocorticoides
(121, 137-141, 290). Enfin, certaines méthylations de I'ADN, ayant lieu a grande distance de la

région promotrice, peuvent aussi influencer l'expression d'un gene (294).

Il est intéressant de constater qu’un bon nombre de ces « master genes » sont impliqués dans
les troubles métaboliques (Figure 34). Par exemple, Intercellular Adhesion Molecule-1 (ICAM-
1), une molécule d'adhésion transmembranaire impliquée dans la migration des leucocytes aux
sites d'inflammation, est surexprimée dans les rats MPR, et plusieurs études antérieures chez
I'homme ont identifié que son niveau élevé a été liée a I'adiposité abdominale (295), la résistance
de I’insuline (296), le diabéte de type II (297), I'athérosclérose coronarienne (298) et la stéatose
hépatique non alcoolique (NAFLD) (299). Chez la souris, un niveau élevé d'ICAM-1 soluble
augmente le niveau d'adiposité (300). Endothelin 1 (ET-1), codé par le gene EDNI, est un
vasoconstricteur puissant et agit comme un modulateur de la vasomotricité et le remodelage

vasculaire (301), jouant un rdle important dans I'hypertension.

Bien que nécessitant une confirmation par d'autres études, ces découvertes soutiennent
fortement I'hypothese que les phénotypes physiologiques et métaboliques perturbés sont sous
le controle de la génétique et de 1'épigénétique de la programmation feetale. Ces « master

genes » pourraient étre considérés comme des genes prédictifs des pathologies métaboliques.
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Partie 3: Programmation feetale, « Gatekeeper genes » et « Master genes »

Le phénoméne de la programmation feetale par qui le stress intra-utérin est associé a des effects
physiologiques et métaboliques a 1’age adulte est maintenant bien établi dans une variété

d’especes incluant I'hnomme.

L'étude de cohortes humaines a mis en €vidence I'importance de 1'alimentation du début de la
vie (Dutch Famine 1944-1945) (103), la relation entre le poids a la naissance et la mort par
maladie coronariéne, la pression artérielle, le diabéte de type 2 et le syndrome métabolique

(Hertfordshire de Barker 1910 et 1930) (302-305).

Les études expérimentales sur des animaux ont joué un role crucial dans la démonstration de la
plausibilité biologique de I'hypotheése de la programmation feetale et sont maintenant utilisées
pour analyser ces phénoménes au niveau moléculaire. La fibrose du cceur et du foie sont
observées chez les ratons exposés a une carence en donneurs de méthyle pendant la phase
périnatale (65, 126), 'hypertension artérielle est observée dans la descendance des rongeurs
exposés a la restriction alimentaire maternelle (306), une restriction protéique (111), la carence
en fer (307), une alimentation riche en graisses (308) et la ligature de I'artére utérine (309). De
méme dans ces modeles, on observe une altération de 'homéostasie du glucose, des déficiences

rénales, une dyslipidémie (131, 310) et des troubles métaboliques.

Tout ceci démontre le phénomene de la programmation feetale. Toutefois, les mécanismes sous-
jacents ne sont pas €lucidés. Il y a deux aspects a prendre en compte pour mieux comprendre
des mécanismes de la programmation foetale. Tout d'abord il est important de comprendre les
changements qui se produisent dans l'embryon, le feetus ou le nouveau-né au moment du stress
initial car ils seront les moteurs primaires du phénotype a l'age adulte. Ensuite, il existe de

nombreux changements secondaires entre les événements initiaux et la pathologie.

C'est dans ce dernier domaine que le plus grand nombre d'études animales sont disponibles. Le
phénoméne de remodelage tissulaire a surtout été étudié dans les reins (135, 311). Un régime
faible en protéines pendant la gestation chez le rat, en particulier pendant les derniers stades de
la gestation, se traduit par un rein de taille normale, mais avec une réduction (jusqu'a 30%) du
nombre de néphrons. Les effets du stress nutritionnels sur la différenciation et de la prolifération
d'organes sont sous la dépendance de facteurs endocrines comme par exemple les

glucocorticoides (137).

123



Des modifications épigénétiques sont aussi un mécanisme important sous-jacent qui permet de
répondre et s'adapter aux facteurs de stress environnementaux, y compris la modification
nutritionnelle (143, 144). La supplémentation ou la limitation de l'alimentation de la mére pour
un ensemble de facteurs alimentaires, comme le folate, la méthionine, ou la choline affectent la
méthylation de 'ADN dans la progéniture (145, 146). La restriction en protéines pourrait aussi
faciliter le développement d'une hypertension artérielle par modifications épigénétiques (110,
152). De la méme fagon, une métylation différentielle a été aussi observée dans les génes soumis

a I’empreinte, comme le géne de I’IGF-2 chez 'homme (104, 105).

Les différents modéles de stress métaboliques conduisent a des effets similaires au niveau
physiologique, moléculaire et pathologique. Ceci a donné naissance a I'hypothése des
« Gatekeeper genes » (163): quelques geénes essentiels seraient responsables de tous les

phénomenes observés dans les différents modéles.

Les résultats que j'ai obtenus dans les mod¢les que j'ai étudiés durant ma thése montrent qu'il
existe bien un lien entre stress nutritionnel et effets physiologiques, moléculaires et
pathologiques, méme a la seconde génération. Ces effets sont visibles au niveau du méthylome
et du transcriptome. Dans tous les modeles, le transcriptome est plus affecté que le méthylome,
ce qui suggere que les effets sur le transcriptome sont majoritairement des effets indirects. Les
genes altérés aux deux niveaux semblent plutdt liés a des effets stables, ce qui nous a conduits
a les qualifier de « Master genes ». Ces génes semblent spécifiques d'un modele particulier car
seuls 29 « master genes » sont communs aux deux modeles (Tableau 20). Ils ne présentent pas
d'annotations fonctionnelles significatives (Tableau 21) et leur modification d'expression n'est
concordante que pour 14 genes (Tableau 20). Ces genes ne ressemblent pas a I'idée qu'on se fait

des « gatekeeper genes ».

J'ai aussi montré qu'il existe des modifications similaires dans les différents modéles. La
diminution du poids corporel, I’hypertriglycéridemie et I’augmentation des acides gras libres
dans le sérum étaient tous observés dans les deux modeles, ce sont des caracteres typiques des
maladies métaboliques. Au niveau du transcriptome (Tableau 18, 22 et 24) : augmentation de
l'expression des genes impliqués dans le métabolisme lipidique, des acides gras libres et des
triglycérides, des fonctions mitochondriales. « KEGG pathway analysis » a montré que la voie

de la signalisaiton de PPAR ¢était influencée dans les deux modeles.

I1 existe aussi des résultats différents dans les deux modéles: insuline inchangée dans le modé¢le

MDD mais diminuée 2 fois dans le modéle MPR a la maniére de signification marginale,
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glucose diminué dans le modele MDD mais pas dans MPR, cholestérol inchangé dans le modele

MDD mais augmenté dans le modele MPR.

De méme, chaque modéle touche des fonctions biologiques spécifiques: sous-expression du
métabolisme du glucose dans le modele MDD (Tableau 8) et sous-expression des genes
impliqués dans le processus du développement et différenciation des cellules par modifications
des activités des kinases, modifications des histones et de I'ADN dans le modéle MPR (Tableau
14, Figure 32). Enfin, les deux mode¢les semblent conduire a des pathologies différentes: les
« master genes » du modele MDD semblent impliqués dans la NAFLD (Tableau 12), tandis que
les « masters genes » du modéle MPR semblent plutdt impliqués dans le syndrome métabolique
(Figure 34). Ces résultats indiquent que ces génes pourraient étre directement liés au modele et

a des pathologies spécifiques.

On peut donc imaginer que dans les modeles métaboliques que j'ai étudiés, des modifications
similaires peuvent étre observées avec augmentation du métabolisme lipidique, des acides gras
des triglycérides, et des fonctions mitochondriales. Ces changements pourraient conduire a de

I'hypertension, et étre sous le controle des « gatekeeper genes » comme peut-étre PPAR.

La déficience en donneurs de méthyles conduit a la sous-expression des génes impliqués dans
le métabolisme du glucose et a la stéatose hépatique, tandis qu'une alimentation faible en
protéine se traduit par une diminution des modifications post-traductionnelles de 'ADN et des
histones, et au syndrome métabolique. Ces événements seraient déterminés par des « master

genes » spécifiques.

Le fait que chez I'homme ou dans certains mod¢les animaux, les différentes pathologies des
NAFLD et du syndrome métabolique, sont souvent trouvées associées, refléterait plus le fait
que ces modeles affectent globalement le métabolisme, alors que nos études sont plus ciblées

sur un aspect particulier du métabolisme.

Ces génes seraient ainsi de bonnes cibles thérapeutiques spécifiques. Une analyse plus poussée
des fonctions spécifiques a chacun des modeles devrait permettre de mieux comprendre les

mécanismes moléculaires associés a chacune des pathologies.
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Dans ce travail, j'ai montré qu'il existait des modifications du transcriptome et du méthylome
communes aux deux modéles de stress métabolique probablement liées a 1'expression de
« gatekeeper genes », et aussi des modifications spécifiques li¢ a l'expression de « master

genes ».
Des études complémentaires restent a réaliser pour approfondir ces idées.

Ces génes (master ou gatekeeper) sont ils modifiés sur plusieurs générations ? Sont-ils soumis
a l'empreinte parentale? Une partie de ces réponses sera peut-étre obtenue lors de 'analyse des

résultats du projet TransG.

Existe t-il des fonctions, des « master genes » et des pathologies spécifiques a d'autres modeles

de stress nutritionnels ?
Nos résultats peuvent-ils étre observés chez 'homme ?

Peut-on mieux caractériser les événements communs ou spécifiques entre les deux modéles ?
Ceci impliquera de réaliser des méta-analyses des données des deux modeles mais aussi des
données publiques sur le sujet. Il faudra pour cela réaliser des analyses spécifiques aux
évenements communs et aux évenements spécifiques, car 1'existence d'annotations tres fortes
liées au métabolisme des lipides et au fonctionnement mitochondrial masque probablement des

annotations (fonctions) plus subtiles.
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1. Modé¢le animal

Les animaux ont été traités selon les recommandations décrites dans le « Guide for care and use
of laboratory animals » (NIH, MD, 1985). Le numéro d’agrément du comité d’étique pour le
modele carencé en vitamine B12 et folates est n°54-547-22, délivré par la Direction
départementale pour la protection des populations, Meurthe et Moselle, France. La commission
d'examen de ['Université de Lorraine a aussi approuvé cette étude. Les rats adultes (Wistar Han
IGS, Charles River, Saint Germain sur 1’Arbresle, France pour le modéle MDD et les rats
Spraguey Dawley, Charles River, France pour modéle MPR) sont maintenus en conditions
standard d’élevage, avec un cycle d’alternance jour/nuit de 12 h, a température ambiante (23°C
+ 3°C), et avec eau et nourriture a volonté. Tous les animaux de laboratoire ont été gardés selon

les exigences du Comité national de réflexion éthique sur I'expérimentation animale.
1.1. Régime alimentaire
1.1.1. Modéle carencé en Vitamine B12 et Folates

Un mois avant 1’accouplement, les rats ont été alimentés soit avec un régime standard type
A04/A03(1) (Rats souris ¢élevage, SAFE, Augy, France) soit avec régime carencé en vitamines
B12 et folates (2) (Special Diet Service, Saint-Gratien, France). Les rats males sont alimentés
avec le régime standard avant I’accouplement. La carence en donneurs de méthyle se poursuit
pendant toute la gestation (21 jours). Dans les 24 heures aprés la parturition, la portée est réduite
a dix individus pour la standardisation de 1’étude. Pour les animaux concernés, la carence a été
maintenue jusqu’au moment du sevrage (21 jours post-natal) au travers de [’allaitement

maternel ; au-deld, une alimentation standard a ét¢ donnée aux animaux (Figure 40).

Mehyl Donors Deficiency (MDD)

I - = Diet without vitamin B12 and folates - - - II
' l
Pre-pregnancy Pregnancy Lactation 1

N oy
.y (U T 30 Days T 21 Days T 21 Days T

Mating Birth Sacrifice

Figure 40. Protocole nutritionnel du modéle de rat carencé en donneurs de méthyles (MDD).
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(1) BASIC DIET INFORMATION: Code: 829452

Name: CONTROL B-VITAMINS (M)

CALCULATED ANALYSIS:

FRESH 10% H20 FRESH 10% H20
TOTAL % 100.00 100.00 CL % 0.37 0.35
MOISTURE % 422 10.00 SCL % 031 0.29
C FAT % 5.46 5.13 K % 0.51 0.48
C PROTEIN % 17.21 16.17 SK % 0.50 0.47
C FIBRE % 2.46 2.31 MG % 0.11 0.10
ASH % 5.07 476 SMG % 0.00 0.00
NFE % 64.33 60.45 FE mgkg | 153.32 144.07
PECTIN % 0.00 0.00 SFE mgkg | 111.65 104.91
HEMICELL % 0.06 0.06 CU mg/kg | 11.08 10.41
CELLULOSE | % 2.88 271 SCU mg/kg | 10.00 9.40
LIGNIN % 0.00 0.00 MN mg/kg | 50.99 4791
STARCH % 31.50 29.60 SMN mgkg | 4991 46.90
SUGAR % 31.85 29.93 ZN mgkg | 42.08 39.54
G ENERGY Mlkg | 16.39 15.40 SZN mg/kg | 18.00 16.91
D ENERGY Mlkg | 1527 14.35 CO ng/kg 525.00 49332
MENERGY | Mi/kg | 13.90 13.06 SCO ng/kg 525.00 49332
AF ENERGY | keallkg | 3752.15 3525.72 I ng/kg 0.00 0.00
CIl41IMYRI | % 0.01 0.01 ST ug/kg 0.00 0.00
Cl6 1PALM | % 0.03 0.03 SE ug/kg 0.00 0.00
CISIW9OL | % 1.13 1.06 SSE ug/kg 0.00 0.00
CI82W6 LI % 2.66 2.50 F mg/kg | 0.00 0.00
CI83W3 LI % 037 0.35 VIT A iu/kg 5000.00 4698.27
C204W6 AR | % 0.01 0.01 SVIT A iu/kg 5000.00 4698.27
C225W3CL | % 0.00 0.00 VIT D3 iu/kg 2200.00 2067.24
CI2LAURIC | % 0.02 0.02 S VIT D3 iu/kg 1000.00 939.65
Cl4 MYRIST | % 0.03 0.03 VITE iu/kg 5531 51.97
ClI6 PALMIT | % 0.55 0.52 SVITE iu/kg 50.00 46.98
CISSTEARL | % 0.21 0.20 VIT BI THI mgkg | 4,13 3,88
ARGININE % 0.55 0.52 S VIT Bl mgkg | 4,05 3,81
LYSINE % 1.10 1.03 VIT B2 RIB mgkg | 0.34 0.32
SLYS % 0.00 0.00 S VIT B2 mg/kg | 0.00 0.00
METHIONINE | % 0.43 0.40 VITB6PYR | mgkg | 4.16 3.91
S METH % 0.00 0.00 S VIT B6 mgkg | 4.08 3.83
CYSTINE % 0.04 0.04 VITBI2CY | ngkg 50.00 46.98
SCYST % 0.00 0.00 SVIT B12 ng/kg 50.00 46.98
TRYPTOPHA | % 0.15 0.14 VITCASCO | mgkg | 7.00 6.58
N
S TRYPT % 0.00 0.00 SVIT C mgkg | 7.00 6.58
HISTIDINE % 0.40 0.38 VITKMENE | mgkg | 5.15 4.84
THREONINE | % 0.60 0.56 SVITK mgkg | 5.15 484
S THREO % 0.00 0.00 FOLIC ACID | mghkg | 1.94 1.82
ISOLEUCINE | % 0.88 0.83 S FOLIC mgkg | 1.90 1.79
LEUCINE % 1.32 1.24 NICOTINIC mgkg | 10.08 9.47
PHENYLALA | % 0.72 0.68 S NICOTIN mg/kg | 9,80 9,21
N
VALINE % 1.05 0.99 PANTOTHENI | mghkg | 10,45 9,82
TYROSINE % 0.72 0.68 SPANTOTH | mgkg | 9.87 9,27
TAURINE % 0.00 0.00 CHOLINE mg/kg | 1248,50 1173,16
GLYCINE % 0.69 0.65 SCHOLINE | mgkg | 1027,50 965,49
ASPARTICA | % 0.98 0.92 INOSITOL mg/kg | 98,00 92,09
GLUTAMIC A | % 2.84 2.67 SINOSITOL | mg/kg | 98,00 92,09
PROLINE % 1.19 .12 BIOTIN ng/kg 0,00 0,00
SERINE % 0.65 0.61 S BIOTIN ug/kg 0,00 0,00
HYD PROLIN % 0.00 0.00
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(2) BASIC DIET INFORMATION: Code: 821086

Name: LOW B VITAMINS (P)

ﬁﬁkﬁ%{'ﬁm FRESH 10% H20 FRESH  10% H20
TOTAL % 100.00 ] 100.00 | GLYCINE % 0.69 0.65
MOISTURE % 423 1000 | ASPARTIC ACID % 0.98 0.92
CRUDE OIL % 5.46 5.13 GLUTAMIC ACID % 284 2.67
CRUDE PROTEIN % 1721 | 1617 | PROLINE % .19 112
CRUDE FIBRE % 2.46 231 SERINE % 0.65 0.61
ASH % 4.04 4.64 HYD. PROLINE % 0.00 0.00
NFE % 6454 | 6065 | HYD. LYSINE % 0.00 0.00
PECTIN % 0.00 0.00 ALANINE % 0.56 0.53
HEMICELLULOSE % 0.06 0.06 Ca % 0.65 0.61
CELLULOSE % 288 271 P TOTAL % 0.46 0.43
LIGNIN % 0.00 0.00 P PHYTATE % 0.00 0.00
STARCH % 3172 | 2981 | P AVAILABLE % 0.46 0.43
SUGAR % 3186 | 2994 | Na % 0.22 021
GROSS ENERGY Mike | 1643 | 1544 | CI % 0.27 0.25
Eﬁigé?{ESTIBLE Mikg | 1531 | 1430 |k % 0.53 0.50
SDS
METABOLISABLE Mikeg | 1393 | 13.00 | Mg % 0.1 0.10
ENERGY
AF ENERGY Mike | 1572 | 1477 | Fe ma/ke | 106.08 99.69
Cl4 1 MYRISTOLEIC | % 0.01 0.01 Cu meke | 11.08 1041
C16 1 PALMITOLEIC | % 0.09 0.08 Mn ma/ke | 50.99 4792
C18 1 W9 OLEIC % 0.98 0.92 Zn ma/ke | 44.08 ISW)
CI8 2 W6 LINOLEIC | % 191 1.79 Co wo/ke | 52500 | 49337
CI83 W3 LINOLENIC | % 033 031 I ug/ke | 0.00 0.00
igégIgONlC % 0.01 0.01 Se ugke | 0.00 0.00
gi%f)x\?w ONIC % 0.00 0.00 F mekeg | 0.00 0.00
C12:0 LAURIC % 0.10 0.09 VITAMIN A iwkg | 5000.00 ‘6‘698'7
C14:0 MYRISTIC % 017 0.16 VITAMIN D3 Twke 100000 | 939.75
C16:0 PALMITIC % 032 0.30 VITAMIN E ke | 55.50 52.16
C18:0 STEARIC % 0.19 0.18 }’gﬁﬁ%gl mekg | 4.98 4.68
ARGININE % 0.55 0.52 ngg’gi\ﬁi meke | 034 0.32
LYSINE % 1.10 1.03 X\I(%glcl)il?\? meke | 4.98 468

VITAMIN B12
METHIONINE % 0.43 0.40 CYANOCOBALAMIN | pghkg | 0.00 0.00

E

VITAMIN C
CYSTINE % 0.04 0.04 N CORBIC ACID me/ke | 7.00 6.58
TRYPTOPHAN % 0.15 0.14 R’Eﬁgﬁ%ﬁ . mo/kg | 4.80 451
HISTIDINE % 0.40 038 FOLIC ACID me/ke | 0.01 0.01
THREONINE % 0.60 0.56 NICOTINIC ACID me/ke | 10.08 047
ISOLEUCINE % 0.88 0.83 PANTOTHENIC ACID | mg/ke | 1045 9.82
LEUCINE % 132 124 CHOLINE mo/ke | 0.06 0.06
PHENYLALANINE % 0.72 0.63 INOSITOL mo/ke | 98.00 92.10
VALINE % 1.05 0.99 BIOTIN we/ke ] 0.00 0.00
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1.1.2. Modéle carencé en protéine

Huit rats femelles vierges Spraguey Dawley pesant 200-250 g ont été obtenus aupres de Charles
River (France), et placés sous un cycle de 12 h de lumicre / obscurité (lumiere allumée a 07h00)
avec de la nourriture et de I'eau ad libitum pendant au moins dix jours avant toute manipulation
expérimentale. Ils ont ensuite été accouplés avec des males de 3 mois de la méme souche (2
femelles pour 1 male). Aprés avoir confirmé que les rattes étaient gestantes via la détection de
spermatozoides dans un frottis vaginal, les méres ont été nourries avec une alimentation pauvre
en protéines (8g de protéines pour 100g d'aliment) ou avec une alimentation standard (20 g de
protéines pour 100 g nourriture) pendant la grossesse et la lactation (Figure 41). Dans les 24

heures aprés la parturition, la portée est réduite a sept individus pour la standardisation de

I’étude.
Maternal Protein Restriction (MPR)
I— Low-protein diet (8% Protein)  mmm r Standard diet (20% Protein) == 'I
) - -
3 A |
4 Pregnancy Lactation Growth k
SN ‘
- T 21 Days A 21 Days A 159 Davs T
Confirmation . e
of pregnancy Birth Weaning Sacrifice

Figure 41. Protocole nutritionnel du modéle de rat carencé en protéines (MPR).

Composition des régimes expérimentaux (g / kg d'aliments)

. Control MPR
Macronutrient (20% protein) (8% protein) Standard Chow
Protein
Casein 220 90 180
Carbohydrate
Cornstarch 631 761 630
Fat
Vegetable oil 43 43 37
Cellulose 54 52 53
Vitamin Mix 10 10 10
Mineral Mix 40 40 40
Energy density (kcal/g) 3.8 3.8 3.6
% macronutrient kcal/g
Protein 23 9.5 20.2
Carbohydrate 67 80.3 70.5
Fat 10 10.2 9.3
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1.2. Prélévement et gestion des échantillons

Les portées ont été sacrifiées par exces d’isoflurane a 1’age de 21 jours pour le modele MDD.
Au préalable, un prélévement sanguin intracardiaque a ¢été réalis¢é pour 1’analyse des
concentrations plasmatiques ou sériques. Le sang est recueilli dans des tubes contenant de
I’Heparin Lithium pour le plasma (Ref 368884) ou dans des tubes contenant du Clot Activator
pour le sérum (Ref 368498). Le plasma et le sérum ont été récupérés en centrifugeant le sang a

4°C pendant 20 minutes a 3000g.

Le foie est ensuite prélevé, rincé dans une solution de PBS 1x (phosphate buffered saline) et
congelé instantanément dans ’azote liquide. Les organes ainsi préparés sont stockés au froid a

-80°C.

Pour le modeéle MPR, le sacrifice, le prélévement du sang et du foie a été fait a Nantes. Le foie

a servi our I’extraction de I’ARN et de I’ADN a mesurer le transcriptome et le méthylome.

Les nombres des échantillons pour mesurer des biomarqeurs plasmatiques/sériques et du foie,

du transcriptome et du méthylome sont montrés dans le tableau ci-dessous :

MDD MPR
Controle Carencé Controdle Carencé
Age J21 J21 J180 J180
Biomarqueurs plasmatiques/sériques 10538 et59) 10538 et59) 7 (tous 3) 7 (tous &)
Biomarqueurs du foie 10538 et59) 1058 et59) - -
Transcriptome 4238et29) 4(138et39) 4 (tous &) 4 (tous &)
Méthylome 3(13et29) 328etl1Q) 3 (tous &) 3 (tous &)

Pour le Projet TransG, tout le projet a été fait a Nancy comme le modéle MDD et on a travaillé
sur le foie et le cceur au niveau du bipmarqueurs plasmatiques/sériques et du transcriptome dans
la génération 1 et la génération 2 (la mere carencée pendant sa gestation est définie comme

génération 0) aussi a I’age J21, les nombres des échantillons sont montrés dans le tableau ci-

dessous :
Foie/Coeur-G1 Foie/Coeur-G2
Controle Carencé Controle Carencé
Age J21 J21 J21 J21
Biomarqueurs plasmatiques/sériques 8(4Jetd Q) 733etd?) 8@ Jetd?Q) 9(5JTetd Q)

8(AJetd?) T7(3Jetd?) 8@JIetd?) 9(5Fetd Q)

Transcriptome
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2. Dosages plasmatiques / sériques et tissulaires
2.1. Métabolisme de I’homocystéine

2.1.1. Folates et vitamine B12

Principe

Les dosages ont été effectués sur des échantillons de plasma a I’aide du coffret commercial
SimulTRAC-SNB (ICN Pharmaceuticals) et ont été réalisés en collaboration avec le laboratoire

de biochimie biologie moléculaire nutrition et métabolisme du CHU de Nancy-Brabois.

La vitamine B12 et les folates non-marqués entrent en compétition avec leurs homologues
marqués (vitamine B12 [*’Co] et folates [!%°I]) vis-a-vis d’un nombre restreint et constant de
sites de fixation. Par conséquent, le taux de radioactivité est inversement proportionnel a la
concentration de 1’échantillon. Grace a cette technique, les taux de vitamine B12 et de folates

sont déterminés simultanément dans un seul tube.
Le protocole utilisé est celui décrit par le fabricant.

e Extraire les échantillons protéiques a partir du tissu du foie.
e Les courbes d’étalonnages sont réalisées sur 6 points:
» Vitamine B12 (0, 74, 148, 296, 740 et 1480 pM)
» Folates (0, 2.3, 4.5, 9.1, 23 et 45 nM)
e Déposer 200 uL d*homogénat protéique dans un tube a hémolyse.
e Ajouter 200 pL de solution active de marquage/DTT (Sigma-Aldrich (St Louis, USA)),
agiter.
e Incuber a température ambiante pendant 15 min.
e Ajouter 100 pL de réactif d’extraction, vortexer.
e Incuber a température ambiante pendant 15 min.
e Ajouter 1000 pL de réactif de liaison SimulTRAC-SNB, agiter.
e Incuber les tubes a température ambiante pendant 60 min, a 1’abri de la lumicre.
e Centrifuger pendant 10 min a 1000 g.
¢ Eliminer le surnageant.

e Compter la radioactivité du culot a I’aide d’un compteur gamma.

2.1.2. Dosage de I’homocyctéine (HCY)
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Principe

La concentration plasmatique de 1’homocyctéine est mesurée par une technique de
chromatographie liquide ultra haute performance couplée a une détection par spectrométrie de

masse en mode MRM (Multiple Reaction Monitoring) positif.

L’homocystéine liée aux protéines est libérée par ajout d’un réducteur. Les protéines sont
précipitées au méthanol. Les standards internes deutérés sont ajoutés et quelques pL sont
injectés dans I’UPLC (Ultra Performance Liquid Chromatography). La quantification est faite
grace a une gamme d’étalonnage en plasma et I'ajustement inter-échantillon est réalisé¢ grace

aux standards deutérés ajoutés en concentration connue et constante.

Ce dosage a été réalisé en collaboration avec le laboratoire de biochimie et de biologie

moléculaire du CHU de Nancy-Brabois
Préparation des réactifs :

e Préparation d’aliquots de solutions meéres standards non deutérées et deutérées a 1 mmol/L.

Homocystéine (MM 268,4) Homocystéine d8 (98%)
Poudre (mg)* 13.27 13.8
HCL 0,1N (T° amb, hormones) 50 mL 50 mL

Vortexer, Soniquer

NaOH 10M (+ 4°C, hormones) 1 mL 1 mL
DTT 132.7 mg 132.7 mg
HCL 0,IN gsp 100mL

Vortexer, Soniquer

Concentration sol.mére ImM d’homocystéine ImM d’homocystéine d4

Aliquoter par fraction de 0.7 mL Congeler a -20 °C.

* NB : Vérifier les quantités a peser pour chaque nouveau flacon en fonction de la masse et de la pureté du produit.

e Préparer la gamme d’étalonnage : diluer S8 au '4 jusqu’a obtenir S1 dans le pool de plasma :

Concentration
finale (M) S8 S7 S6 S5 S4 S3 S2 S1
Homocystéine 100 50 25 12.5 6.25 3.125 1.5625 0.781
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e Préparer le mélange de standards internes :
» 150 uL de HCY d4 a 1 mmol/L
» 4,5ml de DTT 200 mmol/L
e Préparation des contrdles d’homocystéine : Plasma Control Level I (n°0072) + II (n°0073)
lyophilisé.
e Reconstituer chaque flacon avec 2 mL d’eau distillée HPLC grade, laisser reposer 10 a 15
minutes et agiter jusque dissolution totale. Faire des aliquots de 200 pL a conserver a -20°C.

e Préparation de la solution d’extraction Méthanol/Ac. Formique 0.1% (v/v).
Préparation des échantillons :

e Préparation des extraits protéiques selon la procédure décrite précédemment.

e Faire un bain d’ultrasons pour dilution compléte, conserver a -80°C.

e Décongeler les plasmas, les vortexer et les centrifuger (10 min, 3500 tours par minutes)
e Allumer la thermosoudeuse Waters (30 min de préchauffe).

e Dans un Tube conique a centrifuger de 1,5 mL en polypropyléne.

Standard Controle (pool,

Double blanc Standard SO S1 4S8 level 1 et 2) Echantillons
Volume prélevé 50 uL pool 50 uL pool 50 uL 50 uL 50 uL
Standard interne 0 50 uL 50 uL 50 uL 50 uL
DTT 200 mM 50 uL 0 0 0 0
Vortexer et attendre 15 min a température ambiante
?;fgifél% ac. 100 uL 100 uL 100 uL 100 uL 100 uL

*NB : Travail possible a partir de 25uL de plasma. Dans ce cas, diviser tous les volumes par 2.

e Vortexer et incuber 30 min a + 4°C.

e Vortexer et centrifuger a 16000 tours par minutes, 10 min.

e Reprendre 100 pL de surnageant dans un microtube de 1,5 ml (congeler éventuellement si
nécessaire pour utiliser ultérieurement a 1’é¢tape LC-MSMS (Liquid chromatography-
tandem mass spectrometry) par 400 uL d’H20 0,1 % (v/v) ac formique (= dilution au
1/5¢éme).

e Vortexer et centrifuger a 16000 rpm pendant 10 min.

e Transférer sur microplaque Waters 350 puL ou 1 mL (ne pas remplir les puits a plus d’1/3).
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e Sceller les plaques avec un film plastique a 1’aide de la thermosoudeuse Waters (30 min de
préchauffe).
e Passer sur LC-MSMS selon la technique ci-apres :
» Mcéthodes :
- Lancement de la méthode LC-MSMS via Analyst
- Méthode UPLC Acquity: &ISO 2.80 MIN 95-5 FL.method
- Me¢éthode d’acquisition : \&T3 HCY MMA AC SUCC ISO FL H6.dam

2 périodes : MRM + pour HCY puis MRM — pour MMA & acide succinique et présence d’une
valve pour permettre un switch vers la poubelle)

- Me¢éthode de quantification : HCY —AC SUCC-MMA.qm

2.1.3. Analyse des molécules adényliques (SAM/SAH) par dérivation fluorescente a I'aide
du chloroacétaldéhyde

Principe

La chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie de masse (en anglais Liquid
chromatography-mass spectrometry ou LC-MS) est une méthode d'analyse qui combine les
performances de la chromatographie en phase liquide et de la spectrométrie de masse afin

d'identifier et/ou de quantifier précisément de nombreuses substances.

Une unité LC-MS est composée de deux blocs principaux : un chromatographe en phase liquide

et un spectrometre de masse.
Préparation des solutions stocks (SAM ; SAH)

e Préparer les solutions stocks de standards (SAM ; SAH) a 50mM dans de D’acide
chlorhydrique 1N.

e Ajouter 0.5v de NaOH 2N, 0.2v de citrate de sodium 1M (pH=5) et 0.3v d’eau ultra pure
pour atteindre une concentration finale de 25mM.

e Aliquoter et stocker a -20°C.

e Préparer les solutions de travail stocks de standards a SuM final dans de 1’eau ultra pure.
Déprotéinisation des échantillons

e Me¢langer 100ul d’échantillon (ou de standard) a Sul d’HCIO4 a 60%, vortexer et incuber 5

minutes dans la glace.
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e Centrifuger a 20000g pendant 10 minutes (4°C).

e Eliminer le culot.

e Ajouter un volume de KOH (0.5N) pour neutraliser et précipiter les sels de perchlorate et
vortexer.

e Ajouter 20 ul de KH2PO4 (1M) pour tamponner la solution, vortexer, centrifuger a 20000g

pendant 10 minutes (4°C) et ¢liminer le culot.
Dérivation des adényles

e Dans des microtubes noirs de 0.5ml, ajouter successivement:
» 200 pL d’échantillon ou de standard.
» 200 pL d’acétate de sodium a 1M.
» 10 pL de chloroacétaldéhyde a 50%.

e Vortexer et incuber a 80°C pendant 20 minutes puis refroidir a 4 °C.
Procédure de séparation et d’analyse par HPLC

e Le matériel utilisé au laboratoire est une pompe a haute pression P1000XR, 0.8ml/minute
(95 bar), un four a colonne a 30°C, une colonne Resolve n°85711 C18 (150x3.9mm, 5p),
un détecteur a fluorescence Shimadu RF10AXL (278nm : Ex/418nm : Em) et un intégrateur
(logiciel Borwin 3.1).

e Déposer 50 uL de dérivation des adényles dans les inserts pour flacons d’échantillonneur
automatisé AS100.

e Injecter 10 puL dans la colonne.

e Solution pour la phase mobile.
2.1.4. Concentration en méthionine
Principe

Tous les acides aminés et les peptides avec un groupe a-amino libre produit lors de la réaction
a la ninhydrine (hydrate de tricétohydrindéne), une substance bleu-violet, sauf de la proline et
de I'hydroxyproline seulement avec la réaction a la ninhydrine produit une substance en jaune.
La réaction de la formation d’un dérivé coloré entre la ninhydrine et les acides aminés est tres
sensible, et le maximum d'absorption du composé obtenu se situe a 570 nm. Selon la réaction
des tons bleu-violet générés, la concentration d'acides aminés dans un échantillon peut étre

déterminée par la colorimétrie a 570 nm.
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Détermination de la concentration en méthionine avec la méthode colorimétrique a la

ninhydrine par JLC-500/V AminoTac™ Amino Acid Analyzer®.
2.2. Métabolisme lipidique : Triglycérides, cholestérol et lipides totaux

Principe

Les triglycérides sont dosés apres hydrolyse enzymatique par des lipases. L’indicateur est une
quinone-imine formée a partir de peroxyde d’hydrogéne, de 4-aminophénazone et de 4-
chlorophénol, la réaction étant catalysée par la peroxydase. Le principe est présenté dans le

schéma réactionnel suivant (312, 313) :

lipases

Triglycérides + H,O » glycérol + acides gras

Glycérol + ATP oK »  glycérol-3-phosphate + ADP

Glycérol-3-phosphate + 0, __GPO dihydroxyacétone + phosphate + H,0,

POD

2H,0, + 4-aminophénazone + 4 chlorophénol quinoneimine + HCI + 4H,0

* GK, Glucokinase ; GPO, Glycérol phosphate oxydase; POD, Péroxydase.

Le cholestérol est dosé¢ par la méthode enzymatique CHOD-PAP : Méthode enzymatique

décrite par Allain et al (314), selon le schéma réactionnel suivant :

CE
Cholestérol estérifié > Cholestérol + acides gras libres
Cholestérol + 02 o » Cholestendone 3 + H,O,
i POD . fe s
2H,0,+ Phénol + PAP > Quinonéimine (rose) + 4H,0

* CE, Cholestérol estérase ; CO, Cholestérole oxydase ; POD, Péroxydase.

Les mesures sont réalisées avec un automate multiparamétrique Olympus AU 2700®
(Beckman-Coulter, France). Ces dosages ont été réalisés en collaboration avec le laboratoire de

biochimie biologie moléculaire nutrition et métabolisme du CHU de Nancy-Brabois.
2.3. Métabolisme énergétique
2.3.1. Marqueurs du stress cellulaire (ALAT/ASAT)

Principe
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Le principe de la méthode consiste a mesurer I’activité¢ enzymatique de ’ALAT a partir de 2
réactions successives. La premicre transforme la L-alanine en pyruvate via I’ALAT, la seconde
permet la transformation du pyruvate en L-lactate en utilisant comme co-facteur le NADH. La
diminution de I’absorbance due a la conversion du NADH en NAD+, proportionnelle a
I’activité¢ ALAT dans 1’échantillon, est mesurée a 340 nm. Le dosage de I’Aspartate
AminoTransférase (ASAT) est réalisé selon la méthode développée par Henry (315). Comme
pour le dosage de I’ALAT, le principe de la méthode consiste a mesurer I’activité enzymatique
de I’ASAT a partir de 2 réactions successives. Le premier produit a partir du L-Aspartate, du
L-Glutamate et de 1’oxaloacétate via ’ASAT, la seconde permet la transformation de
I’oxaloacétate en L-mactate en utilisant comme co-facteur le NADH. La diminution de
I’absorbance due a la conversion du NADH en NAD+, proportionnelle a I’activit¢ ASAT dans

I’échantillon, est mesurée a 340 nm.

Le dosage de I’ Alannine AminoTransférase (ALAT) a été réalisé selon la méthode de Henry
(315) et Bergmeyer (316). Les mesures sont réalisées avec un automate multiparametrique,
Olympus AU 2700 (Beckman Coulter, France). 12 uLL de résume pour le dosage de I’ALAT et
12 pL pour le dosage de ’ASAT. Ces dosages ont été réalisés en collaboration avec le
laboratoire de biochimie biologie moléculaire nutrition et métabolisme du CHU de Nancy-

Brabois.
2.3.2. Dosage Radio-Immunologique de I’insuline
Principe

Le dosage radioimmunologique dépend de la capacité d'un anticorps a se lier & son antigene.
Pour quantifier l'antigéne, les formes radioactives et non radioactives de 1'antigene sont en
compétition pour les sites de liaison sur un anticorps spécifique. Plus I’antigéne non radioactif
est présent, moins l'antigéne radioactif va se lier a 1’anticorps. Dans le dosage de l'insuline
ImmuChem™, l'anticorps est li¢ de facon covalente a la surface intérieure d'un tube en
polypropyléne. Ainsi, le complexe antigéne-anticorps li€ est également 1i€ a la paroi du tube. 1l
n’y a pas de deuxieme anticorps, de charbon actif ou tout autre agent précipitant nécessitant une
centrifugation. A la fin de I'essai, l'antigéne libre est aspiré ou décanté. La radioactivité ['>°I]
liée a I’anticorps, inversement proportionnelle a la quantité d’insuline non-radioactive, est
ensuite mesurée a I’aide d’un compteur gamma. L’insuline dans les échantillons est déterminée

graphiquement a partir d’une courbe de standards d’insuline. Les dosages ont été effectués sur
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des échantillons de plasma a I’aide du coffret commercial (ImmuChemTM Coated Tube Insulin

125] RIA Kit, (MP Biomedicals, LLC)).

Ces dosages ont ¢été réalisés en collaboration avec le laboratoire de biochimie biologie

moléculaire nutrition et métabolisme du CHU de Nancy-Brabois.
2.3.3. Dosage du glucose
Principe

Il s’agit d’un test enzymatique UV (méthode a 1’héxokinase) utilisé dans la détermination

quantitative du glucose dans le sérum, le plasma et I’urine.

Le glucose est phosphorylé par 1’action de 1’hexokinase (HK) en présence d’adénosine
triphosphate (ATP) et d’ions magnésium pour produire du glucose 6-phosphate et de
I’adénosine di-phosphate (ADP). Le glucose 6-phosphate déshydrogénase (G6P-DH) oxyde le
glucose 6-phosphate de fagon spécifique pour produire du gluconate 6-phosphate ; NAD" est
simultanément réduit en NADH. L’augmentation de 1’absorbance a 340nm est proportionnelle

a la concentration en glucose de 1’échantillon.

Equation de la réaction :

HK, Mg

Glucose + ATP Glucose 6-phosphate + ADP

\4

G6P-DH

Glucose 6-phosphate + ADP Glucose-6-P + NADH + H-

\4

Le mesure a été réalisée avec un automate multiparametrique Olympus AU 2700® (Beckman-
Coulter, France). Ce dosage a été réalisé en collaboration avec le laboratoire de biochimie biologie

moléculaire nutrition et métabolisme du CHU de Nancy-Brabois.

Remarques : Les métabolites des échantillons provenant de Nantes ont été dosés pour I'insuline
en utilisant un des kits de dosage de Linco Research Inc. Triglycérides, cholestérol et acides
gras libres ont été analysés par des méthodes enzymatiques (Triglycérides enzymatiques PAP
150, BioM¢érieux; Cholesterol RTU, Biomérieux). Les concentrations sériques de glucose ont

¢té déterminées avec un moniteur de glucose sanguin (Accu-CheckH, Roche Diagnostics).

2.4. Dosages enzymatiques
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2.4.1. Mesure de I’activité de la méthionine synthase, MS
Principe

La mesure de I’activité¢ de la MS est faite par la Dosage radio-immunologique (RIA, radio
immuno assay en anglais). La MS catalyse la reméthylation de I’Hcy en méthionine en utilisant

le 5-méthyltétrahydrofolate selon la réaction suivante :

mj\‘,\/sn Ho’ﬁ\/\/s‘cri
NH,

Hey Meéthionine

MS

\
P

5-Méthyl-THF THF *}w

H
HaN_N. N Oy .OM O OH

= O =
JN/K\ j\/ —C\/—JKN/I/\I,O T I‘N ANH N ”‘r T ~pO
P il
CHs " " n s ; HO
L’enzyme peut étre spontanément inactivée au cours de la réaction a cause d’une oxydation du

Cobalt (I) en Cobalt (II). La réactivation par reméthylation réductrice est catalysée par la

Meéthionine synthase réductase (MTRR, EC 1.16.1.8) et demande I’utilisation de SAM.

La préparation des réactifs se fait avec de 1’eau milli-Q désoxygénée (sous flux d’azote gazeux
durant 30 minutes) et le mélange réactionel est maintenu sous un flux d’azote durant toute la
préparation. Le méthyltétrahydrofolate (MeTHF) et la méthylcobalamine (Me-B12) étant

photolabiles, ils sont conservés dans des tubes noirs.
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La réaction est réalisée dans un volume final de 100 uL. contenant :

Concentration Concentration
Volume réactionnel : 100 pL réactionnelle stock Volume
Protéines 500 ug 20 pg/ul 25 uL
K>H/KH2(POs) pH 7,2 100 mM 1M 10 uL
DTIT ® (H0) 25 mM 580 mM 4.3 uL
Na/Ascorbate ) (H,0) 25 mM 720 mM 3.5uL
SAM® (H,0) 20 uM 2 mM 1 uL
Methyl-B12? (H,0) 50 uM 5 mM 1 uL
Homocystéine” (HCI 1N) 5 mM 500 mM 1 uL
MeTHF® (DTT 10 mM) 0.225 mM 22.5 mM 1 uL
[14C] MeTHF® (DTT 10 mM) 25 uM 2.5mM 1L
Eau gsp 100 uL. 52.2 uL

Incuber le mélange réactionnel pendant 20, 40 60 et 80 min a 37°C dans un bloc chauffant
thermostaté ; dans ces conditions, la réaction est linéaire, proportionnelle au temps
d’incubation et a la concentration en enzyme ;

Arrét de la réaction en chauffant les échantillons a 95°C, 5 min puis refroidir dans la glace.
Centrifuger a 12.000 g pendant 10 min a 4°C.

Equilibrer les colonnes™® par des lavages successifs (4x5 mL d'HCI 0,5 N), puis un autre
lavage de 5x2 mL d'eau milli-Q.

Charger les colonnes avec I’échantillon (100 pL) puis rincer le gel avec 3x1 mL d’eau milli-
Q.

La radioactivité est comptée dans des tubes en Polyéthyléne® en mélangeant 1 volume
d’éluat a 4 volumes de Pico-Fluor™®),

La ['*CH3] méthionine produite a été mesurée sur un analyseur”” TRI-CARB, 1900CA.
Eluer le ['*C] méthyl-tétrahydrofolate en régénérant les colonnes avec 4x5mL d’acide

chlorhydrique.

NB:
(1) DTT (H20), Na/Ascorbate (H20), SAM (H20), MeTHF: Sigma-Aldrich (St Louis, USA).
(2) Methyl-B12 (H20): Sigma-Aldrich (St Louis, USA).

€)

['“C] MeTHF : GE Healthcare.
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(4) Colonne AGIx8, résine cationique échangeuse d'anions Cl- : Bio-Rad Laboratories,
(Marnes-la-Coquette, France).

(5) Fioles de comptage en polyéthyléne de capacité 20 mL : Packard Biosciences, Etats-Unis.
(6) PicoFluor : agent de scintillation (Packard Biosciences, (Etats-Unis). Colonnes AG 1-X8
BioRad Laboratories.

(7) Analyseur TRI-CARB, 1990CA : Packard Biosciences, Etats-Unis.

2.4.2. Mesure de ’activité de l1a bétaine-homocyctéine méthyltransférase, BHMT
Principe

L’activité de la BHMT a été estimée selon la technique décrite par Garrow (317). Cette mesure
est basée sur le transfert d’un groupement méthyle radiomarqué de la bétaine sur
I’homocystéine pour former de la méthionine. La séparation des deux éléments radiomarqués
est obtenue apres un passage sur une colonne chromatographique échangeuse d’anions (OH-).

La fraction ¢luée (contenant la méthionine) est alors comptée.

Préparation du mélange réactionnel :

Volume réactionnel : 100 uL Concentration Concentration Volume
réactionnelle stock
Protéines 500 ug 20 pg/ul 25 uL
Tris-HCI® pH 8 50 mM 5M 20 uL
DTT® (H0) 25 mM 580 mM 8.6 uL
Bétaine (U (H,0) 2 mM 200 mM 20 uL
D, L Homocystéine®” (HCI 1N) 5 mM 500 mM 20 uL
[*H] Bétaine 15 nM 1,5 uM 2 uL
H>0 gsp 100 uL 4.4 uL

e Incuber le mélange dans le bloc chauffanta 1 h/37°C
e Arréter en chauffant a 95°C/5 min puis refroidir a 4°C.
e Centrifuger a 20 000 g/4°C/10 min.

e Eliminer le culot.
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Séparation de la méthionine tritiée synthétisée par chromatographie d’échange d’ions :

Déposer le surnageant sur une colonne de 0,8 x 4 cm @ contenant 2 mL de résine AG1x8®
préalablement équilibrée en ions OH- en lavant avec 4 x 5 mL de NaOH IN et 5 x 2 mL
d’eau MilliQ.

Laver le gel avec 1 mL, 3 mL et 3 x 5 mL eau MilliQ pour éliminer la [°’H] Bétaine en excés
dans 1’échantillon.

Eluer la [*’H] Méthionine produite lors de la réaction en lavant le gel avec 5 x 2 mL de HCI
0,5N

Mesurer la radioactivité dans des flacons en polyéthyléne® (20 mL) contenant 1 volume
d’éluat avec 4 volumes de liquide de scintillation® a 1’aide d’un compteur a scintillation
Tri-Carb 1900 CA® . Les activités sont exprimées en nmol de produit par heure et par mg
de protéines totales.

NB:

(1) Tous les produits sont fournis par Sigma-Aldrich (St Louis, USA).

(2) Colonne de 0,8 x 4 cm, BioRad ; résine AG1x8 ammonium quaternaire, BioRad

(3) Tous les produits sont fournis par Packard Biosciences®.
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3. Mesure d’expression des genes au moyen de puces a ADN

3.1.

Extraction et controle de qualité de ’ARN

3.1.1. Extraction d’ARN a partir des tissus avec le RNeasy Plus Mini Kit

Avec ce kit, tous les ARNs de plus de 200 nucléotides sont purifiés, les ARNm sont conservés

et tous les ARNs de taille inférieure a 200 nucléotides (15 a 20% des ARN totaux) sont exclus
(ARNr 5.8S, ARNr 5S et ARNY).

Toutes les étapes se font a température ambiante. Toutes les centrifugations doivent étre

effectuées entre 20 et 25°C.

U

NB

=

=

NB

Avant de commencer :

Préparer éthanol 70% (ou 50% pour le foie).
Ajouter 10 pl de B-mercaptoéthanol pour 1 mL de tampon RLT.

Ajouter 4 volumes d’éthanol 96-100% au tampon RPE comme indiqué sur la bouteille.
Procédure :

Broyer le tissu a 1’aide d’un mortier et d’un pilon dans 1’azote et la carboglace et garder
entre 20 et 30 mg de tissu puis conserver le reste a -80°C.

Ajouter 600 pL de tampon RLT et homogénéiser a 1’aide d’une seringue et d’une aiguille
(0.9 mm) en faisant passer le lysat au minimum 5 fois dans la seringue.

Centrifuger le lysat a vitesse maximale (12 a 14,000 g) pendant 3 min.

Récupérer le surnageant a 1’aide d’une pipette et transférer le tout dans un nouveau tube.
Ajouter 1 volume d’éthanol 70% (préférentiellement 50% pour le foie) et mélanger en

pipetant (ne pas centrifuger).

: un précipité peut se former apres 1’ajout d’éthanol mais cela n’affecte pas la procédure.

Transférer 700 pL de I’échantillon dans une colonne placée sur un tube de 2 mL.

Centrifuger pendant 15s a 8000 g (10 000 rpm) et évacuer 1’écoulement.

: si I’échantillon est supérieur a 700 puL, centrifuger le reste successivement en gardant la

méme colonne et évacuer I’écoulement apres chaque centrifugation.

=

Ajouter 700 pL de tampon RW1 dans la colonne.
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= Centrifuger 15s a 8000 g (10 000 rpm) pour laver la membrane et évacuer 1’écoulement.

NB : enlever délicatement la colonne du tube pour éviter tout contact entre la membrane et le

produit d’écoulement. S’assurer que le tube est bien vide.

= Ajouter 500 pL de tampon RPE dans la colonne.

= Centrifuger 15s a 8000 g (10 000 rpm) pour laver la membrane et évacuer I’écoulement.
=  Ajouter 500 puL de tampon RPE dans la colonne.
=

Centrifuger 2 min a 8000 g (10 000 rpm) pour ¢éliminer toute trace d’éthanol.

NB : enlever délicatement la colonne du tube pour éviter tout contact entre la membrane et le

produit d’écoulement.

Placer la colonne sur un nouveau tube de 2 mL.

Centrifuger 1 min a vitesse maximale pour éliminer toute trace de tampon RPE.
Placer la colonne sur un nouveau tube de 1.5 mL.

Ajouter 30 a 50 uL. d’eau Rnase-free directement sur la membrane.

Centrifuger 1min a 8000 g (10 000 rpm) pour éluer I’ARN.

A

Au cas ou la quantit¢é d’ARN prévisible est supérieure a 30 pg, répéter cette étape en
ajoutant a nouveau 30 a 50 pL. d’eau Rnase-free puis centrifuge 1 min a 8000 g (10 000
rpm).

Doser les ARN afin d’obtenir la concentration de chaque échantillons.

U

= Aliquoter les ARN par 1 pg (et 500 ng pour le dépdt sur gel d’agarose) et conserver a -
80°C.

3.1.2. Quantification
3.1.2.1. Dosage avec Spectrophotometre Biophotometer, Eppendorf

= Diluer I’ADN ou I’ARN dans de I’eau a un 1/60¢éme dans une cuve en quartz.
= Lire I’absorbance a 260 (absorbance des acides nucléiques) et 280 nm (absorbance des

protéines) avec un spectrophotometre.

La concentration en ARN est calculée selon la formule suivante :
[ARN] =44 pg/mL x A260nm x facteur de dilution
[ADN] =50 pg/mL x A260nm x facteur de dilution
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Le rapport A260/A280 témoigne de la pureté¢ des ARN, celui-ci doit étre idéalement compris
entre 1,8 et 2 lorsque le dosage est effectué¢ dans I’eau Rnase-free.

L’absorbance a 260 nm doit étre comprise entre 0,1 et 1, dans le cas contraire, ajuster la dilution.
3.1.2.2. Dosage avec MultiskanGo (Thermo Scientific)

La concentration en ARN et ADN est calculée selon la formule suivante :
[ARN] = A260nm x 40 x 20 (ng / uL)
[ADN] = A260nm x 50 x 20 (ng / pL)

Le rapport A260/A280 témoigne de la pureté des ARN, celui-ci doit étre idéalement compris
entre 1,8 et 2 lorsque le dosage est effectué dans I’eau Rnase free.

L’absorbance a 260 nm doit étre comprise entre 0,1 et 1, dans le cas contraire, ajuster la dilution.
3.1.3. Vérification de I’intégrité des ARN sur gel d’agarose
e  Préparation du gel d’agarose

= Dissoudre I’agarose pour une concentration de 1,5 % (poids/volume) dans du tampon TBE

1X (Tris, Borate, EDTA) (80-100 mL), par exemple 1,2 g dans 80 mL du tampon.

U

Chauffer le mélange a I’aide d’un four micro-ondes jusqu’a complete dissolution de
’agarose.

Attendre quelques minutes (15mins) que le mélange refroidisse.

Ajouter le bromure d’éthidium (BET) a 0,5 ug/mL et homogénéiser.

Couler le mélange dans le support de la cuve d’électrophorese.

Ajouter un peigne de 15 ou 20 puits selon le nombre d’échantillons a déposer.

Laisser polymériser pendant environ 20 min.

)

Placer le support dans la cuve remplie de tampon TBE 1X.
e  Préparation et dépot des échantillons d’ARN

Décongeler les aliquots de 500 ng préparés au préalable.

Ajouter de I’eau MilliQ gsp 10 pL et 2 pLL de tampon de dépot.

Déposer les 12 puL finaux dans les puits du gel.

Refermer la cuve avec son couvercle et relier les électrodes a un générateur de courant continu

puis faire migrer pendant 40 mina 110 V.
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e Observation des ARNSs sur gel d’agarose

= Une fois la migration achevée, arréter le générateur et sortir le support de la cuve puis
visualiser 'ARN contenu dans le gel sur une plaque UV (312 nm) par Image Master ™ VDS.
= Deux bandes correspondant aux ARNr 28S et 18S sont alors visibles sur le gel, par contre,

si les ARN sons dégradés, un smear est alors observé.

Exemple de résultats

S e e e S

3.1.4. Vérification de qualité des ARN avec le Bioanalyseur Agilent

Le Bioanalyzer 2100 (Agilent) est une plateforme qui permet de séparer des échantillons par

¢lectrophorése en vue de leur contrdle-qualité.

Ref Kit: 5065-4476 http://www.chem.agilent.com

Réactifs et matériels :

Bioanalyseur 2100 Agilent

RNA 6000 Nano Kit

RNA 6000 Nano Chips

Chip priming station

Echantillons a doser (12 échantillons/puce)

RNA 6000 ladder (Stocké a -80 °C, aliquotes de 1.5ul/tube)

YV V. V V V V

La concentration requise pour les échantillons requise doit étre comprise entre 5 et

500ng/pL
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3.1.4.1. Préparation du « ladder »
A réception du kit, le « ladder » peut étre conservé a -20 °C jusqu’a sa préparation.

Pour préparer le «ladder », le décongeler et le dénaturer 2 min a 70 °C puis le placer
immédiatement sur glace. Faire des aliquots de 1,5 pL dans des tubes eppendorf de 0,5 mL.

Les aliquots sont conservés a -80°C.
3.1.4.2. Préparation du matériel

= Sortir le RNA 6000 Nano Assay Kit a température ambiante, 30 min avant utilisation, a
I’abri de la lumicre.
= Préparer un incubateur (tubes eppendorf de 0.5ml) a 70 °C.

= Préparer la station comme indiqué sur les schémas.

Cran du haut

Cran « C »

3.1.4.3. Préparation du Gel-dye Mix
RNA gel matrix filtré

= Placer 550 pL de RNA gel matrix (bouchon @ ) sur la colonne de filtration. Centrifuger 10
min a 4000 rpm (1500 rcf). Conserver un mois a 4 °C.

Gel-dye mix

= Mettre 65 pL. de RNA gel matrix filtré dans un tube Eppendorf de 1,5 mL et rajouter 1 pL.
de RNA dye concentré (bouchon @) — Vortexer
Centrifuger 10 min a 12 000rpm (13 000 rcf)

Gel-dye mix conservation 2 jours a 4 °C, a I’abri de la lumicre
3.1.4.4. Préparation des échantillons et du marqueur de taille

= Décongeler le RNA 6000 Ladder sur glace.
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=

=

Incubation des échantillons et du ladder (optionnel pour le ladder), 2 min a 70 °C, pour les
dénaturer.

Placer immédiatement les tubes sur glace. Les centrifuger (les conserver sur la glace).

3.1.4.5. Couler le gel

U

=

Placer la seringue sur « La station ».

Régler la seringue sur 1 mL.

Déposer 9 uL de Gel-dye mix dans le puits G de la puce (ne pas introduire de bulles
d’air!)

Placer la puce dans « La station ».

Fermer « La station » er presser doucement sur la seringue jusqu’au « clip ».

Attendre exactement 30 secondes

Déclipser la seringue. Laisser la position de la seringue remonter doucement (jusqu’a la
graduation 0,8 mL environ), remonter doucement le piston de la seringue a 1 mL.

Ouvrir « La station ».

3.1.4.6. Puce

=

U

U

RV

Déposer 9 pL de Gel-dye mix dans les deux puits notés |G| de la puce (ne pas introduire de
bulles d’air !).

Vortexer le RNA 6000 Nano marker (bouchon @ ).

Déposer 5 uL de RNA 6000 Nano marker dans le puit réservé au ladder # et dans les
12 puits réservés aux échantillons.

Déposer 1 pL de ladder (L décongelé) dans son puits &

Déposer 1 pL. de chaque échantillon.

Vortexer 1 min la puce a 2400 rpm.

Placer la puce dans I’appareil Agilent 2100 bioanalyzer.

Fermer le couvercle de I’appareil doucement pour ne pas endommager les électrodes

Démarrer I’analyse dans un délai maximum de S min

3.1.4.7. Analyse (logiciel version B)

=

Allumer le périphérique puis 1’ordinateur, se connecter grace au « login » et au « mot de

passe » relatif au projet qui ont été fournis par la plateforme.
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= Dans le menu Previous Assay, sélectionner RNA.
= Sélectionner Eucaryote Total RNA Nano pour le controle d’ARN total (ou mRNA).
= Appuyer sur START.

= Lorsque I’analyse commence, penser a nommer les échantillons.
3.1.4.8. Nettoyage des ¢lectrodes de ’appareil

= Déposer 350 uLL de RNase ZAP dans une puce de lavage RNase ZAP. L’introduire dans
I’appareil, et la laisser 1 minute (pas plus).

= Déposer 350 uLL d’eau dans la puce prévue a cet effet. L’introduire dans I’appareil, et la
laisser 1 minute.

= Laisser le couvercle de I’appareil ouvert durant 1 minute pour sécher les électrodes puis le

refermer.
3.1.4.9. Sauvegarde des données et impression

= Pour imprimer les données, cliquer sur I’icone d’impression.
Décocher PDF et/ou HTML puis appuyer sur « print »
= Pour sauvegarder les données.
Cocher PDF puis « save as » sur le support le plus approprié (clé¢ USB, serveur, mes

documents...)
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3.2. Puces a ADN pour le transcriptome
Principe

La technologie des puces a ADN (microrrays) consiste a déposer sur des lames de verre des
sondes constituées de produits PCR ou d'oligonucléotides longs (50 mer-70 mer) a des densités
pouvant atteindre 1.000.000 de dépdts par cm?. Ces lames sont ensuite hybridées avec des cibles
fluorescentes (ADNc ou ADN génomique). Les molécules fluorescentes les plus couramment
utilisées appartiennent a la famille des cyanines, Cy3 et Cy5. Apres hybridation, les signaux
d’hybridation sont détectés a 1’aide d’un scanner de fluorescence. L’utilisation de deux
fluorochromes différents permet la détermination des signaux d’hybridation de deux

¢chantillons distincts au cours d’une seule expérience.

Une fois les intensités d’hybridation obtenues, un important travail d’analyse des données est

nécessaire pour en extraire les informations biologiques.

3.2.1. Préparation des échantillons

| RNA total ou ARNm |

v

| Synthése de ADNc |

v

Synthése de ARNc et
amplification

v

Purification de ARNc

v

Préparations des échantillons a
hybrider

v

Hybridation pendant 17hs (65° C)

v

Lavage

v

Scanner

v

Extraction des données

Programme de travail pour préparation des échantillons et hybridation sur des puces
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Etape 1. Préparation du mix Spike A et mix Spike B (~ 0.5 h)

= Equilibrer les bains d'eau a 37 °C, 65 °C, 80 °C, 40 °C et 70 °C.

= Me¢langer vigoureusement les solutions stockées avec le vortex.

= Chauffer a 37 °C pendant 5 minutes, et mélanger sur le vortex une fois plus.

= Centrifuger brievement dans une centrifugeuse pour entrainer le contenu du tube vers le
fond avant 1’ouvrir. Des résidus de la solution peuvent se déposer sur les cotés ou le

couvercle des tubes pendant le transport et le stockage.

Dilutions du mix Spike A pour cyanine 3 et Spike B pour cyanine 5 marquage.

Quantité d’ARNs au o Volume de Spike mix utilisé pour
Dilution :
départ chaque réaction marquée (nL)

RNA total (ng) J&re  péme  géme  géme

200 1:20  1:40 1:16 2

Conservation des dilutions de Spike Mix

= Conserver le Agilent RNA Spike-In Kit, Two-Color de -70 °C a -80 °C dans un congélateur
non-décongelé pendant 1 an depuis la date de réception.

= La 1%¢ dilution de 1’Agilent Spike Mix (A ou B) peut étre conservée pendant 2 mois dans
un congélateur non-décongelé de -70 °C a -80 °C et étre décongelé jusqu’a 8 fois.

= Aprés utilisation, jeter les 25, 3°™ et 4°™ dilutions.
Etape 2. Préparation des marquages (Temps requis : ~5.5 h)

Pour chaque essai, assurez-vous que le volume de I'échantillon d'ARNs totaux plus le volume
de I’ARN spike-in control dilué ne dépasse pas 3,5 pL. Parce qu’une réaction 1x implique des
volumes inférieurs a 1 pL, préparer des composants dans un mélange et diviser dans des tubes
a essais individuels avec des volumes >1 pL. Lors de la préparation de 4 échantillons, utiliser

le master mix a 5x. Lors de la préparation de 8 échantillons, utiliser le master mix a 10x.

1) Ajouter 10 a 200 ng d'ARNSs totaux ou 5 ng d'ARN polyA a un tube de centrifugation de

1,5 ml pour obtenir un volume final de 1,5 uL. Si les échantillons sont concentrés, diluer
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avec de 1'eau jusqu'a ce que 10 a 200 ng du total ou 5 ng de I'ARN polyA soient ajouté dans
un volume de 1,5 pL. Diluer les ARNs totaux juste avant de les utiliser et conserver les
ARNSs totaux a une concentration de plus 100 ng / pL.

2) Préparer des tubes a la fois de Spike A Mix / cyanine 3-CTP et Spike B Mix / cyanine 5-
CTP.

3) Ajouter 2 pL de Spike Mix dilué a chaque tube. Chaque tube contient maintenant un volume
total de 3,5uL.

4) Préparer et ajouter I’amorce du promoteur T7:

a) M¢élanger I’amorce du promoteur T7 et de 1'eau pour préparer le Mix comme indiqué dans

le tableau suivant.

Volume (uL) pour Volume (uL) pour 5 Volume (puL) chaque 10
Composant chaque réaction réactions réactions
Amorce promoteur T7 0.8 4 8
Eau sans nucléase 1 5 10
Volume total 1.8 9 18

b) Ajouter 1,8 uL du Mix de I’amorce du promoteur T7 au tube qui contient 3,5 pL. d'ARNs
totaux et I'ARN spike-in control dilués. Chaque tube contient maintenant un volume total
de 5,3 uL.

c) Dénaturer I'amorce et la matrice en incubant les réactifs a 65 °C dans un bain d'eau en
circulation pendant 10 minutes.

d) Placer les réactifs sur la glace et incuber pendant 5 minutes.

5) Préchauffer le tampon de 5X first strand a 80 °C pendant 3 a 4 minutes pour assurer la
remise en suspension des composants du tampon. Pour la remise en suspension optimale,
mélanger brievement sur un vortex et centrifuger le tube dans une microcentrifugeuse pour
faire tomber les résidus dans la paroi du tube. Conserver a la température ambiante jusqu'a

’utilisation.
6) Préparation et I’ajout de d’ADNc Master Mix:

a) Immédiatement avant |’utilisation, ajouter les composants d’ADNc Master Mix comme

indiqué dans le tableau ci-dessus et utiliser une pipette pour mélanger doucement et garder
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b)

f)
g)

a température ambiante. Le mélange AffinityScript RNase Block est un mélange
d'enzymes. Gardez le mélange AffinityScript RNase Block sur la glace et ajouter a ' ADNc

Master Mix immédiatement avant utilisation.

Volume (uL)
Volume (pL) pour 5 Volume (uL) pour 10
pou chaque ; )
Composant ) réactions réactions
réaction

5X First Strand Buffer (green cap) 2 10 20
0.1 M DTT (white cap) 1 5 10
10 mM dNTP mix (green cap) 0.5 2.5 5
AffinityScript RNase Block Mix

) 1.2 6 12
(violet cap)
Volume Total 4.7 23.5 47

Centrifuger brievement chaque tube d'échantillon dans une microcentrifugeuse afin de
faire tomber les résidus dans la paroi et le couvercle du tube.

Ajouter 4.7 uL de cDNA Master Mix dans chaque tube d'échantillon et mélanger par
pipetage. Chaque tube contient maintenant un volume total de 10 pL.

Incuber les échantillons dans un bain d'eau en circulation a 40 °C pendant 2 heures.
Déplacer les échantillons dans un bain-marie a 70 °C circulant et incuber pendant 15

minutes.

Note : Incubation a 70 °C pour inactiviter I’enzyme AffinityScript.

Transférer les échantillons dans la glace, incuber pendant 5 minutes.
Centrifuger brievement chaque tube d'échantillon dans une microcentrifugeuse afin de

faire tomber les résidus dans la paroi et le couvercle du tube.

Stopping Point : Si vous ne passer pas immédiatement a 1'étape suivante, conserver les

échantillons a -80 °C.

7)

Préparation et ajout de Transcription Master Mix :
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a) Immédiatement avant utilisation, mélanger doucement les composants comme indiqué
dans le tableau ci-dessus et dans l'ordre précis¢ pour la transcription Master Mix par
pipetage a température ambiante. La T7 ARN polymerase mix est un mélange d'enzymes.
Gardez la T7 RNA polymérase sur la glace et ajouter au transcription Master Mix juste

avant utilisation.

Volume (pL)
Volume (uL) pour 5 Volume (uL) pour 10
pour chaque

Composant ) réactions réactions
réaction

Nuclease-free water (white cap) 0.75 3.75 7.5
5X Transcription Buffer (blue cap) 32 16 32
0.1 M DTT (white cap) 0.6 3 6
NTP mix (blue cap) 1 5 10
T7 RNA Polymerase Blend (red cap) 0.21 1.05 2.1
cyanine 3-CTP or cyanine 5-CTP 0.24 1.2 24
Volume Total 6 30 60

b) Ajouter 6 pL de transcription Master Mix a chaque tube d’échantillon. Mélanger
doucement par pipetage. Chaque tube contient maintenant un volume total de 16uL.

c) Incuber les échantillons dans un bain d'eau en circulation a 40 °C pendant 2 heures.

Stopping Point : Si vous ne passer pas immédiatement a I'étape suivante, conserver les

¢chantillons a -80 °C.
Etape 3. Purification de ' ARN marqué / amplifié (Temps requis : ~0.5h)

1) Ajouter 84 pL d'eau sans nucléases a votre échantillon cRNA, pour un volume total de 100
pL.

2) Ajouter 350 pL de tampon RLT et bien mélanger par pipetage.

3) Ajouter 250 pL d'éthanol (96% a 100% de pureté) et bien mélanger par pipetage. Ne pas
centrifuger.

4) Transférer 700 pL de I'échantillon sur une colonne ARNc RNeasy dans un tube de collecte
de 2 mL. Centrifuger I'échantillon a 4 °C pendant 30 secondes a 13.000 rpm. Jeter le tube

de collection et liquide dedans.
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5)

6)

7)

Transférer la colonne RNeasy dans un nouveau tube de collecte et ajouter 500 pL de tampon
RPE (contenant de 1'éthanol) dans la colonne. Centrifuger 1'échantillon a 4 °C pendant 30
secondes a 13,000 rpm. Jeter 1'effluent. Réutiliser le tube de collection.

Ajouter encore 500 puL de tampon RPE dans la colonne. Centrifuger 1'échantillon a 4 © C
pendant 60 secondes a 13,000 rpm. Jeter I'effluent et le tube de collection.

Si le tampon RPE reste sur la membrane de la colonne, transférer la colonne RNeasy dans
un nouveau tube de collection de 1,5 mL et centrifuger 1'échantillon a 4 © C pendant 30
secondes a 13,000 rpm pour ¢liminer toutes les traces restantes de RPE tampon. Jeter ce

tube de collection et utiliser un nouveau tube pour €luer I'échantillon d’ARNc nettoyé.

Attention : Ne pas jeter l'effluent final a 1'étape suivante. Il contient 1'échantillon ARNc.

8)

9

Eluer I'échantillon d’ARNc nettoyé par transfert de la colonne RNeasy dans un nouveau
tube de collection de 1,5 mL. Ajouter 30 pL d'eau sans RNase directement sur la membrane
du filtre. Attender 60 secondes, puis centrifuger a 4 °C pendant 30 secondes a 13 000 rpm.

Maintenir 1’échantillon d’ARNc sur la glace. Jeter la colonne RNeasy.

Etape 4. Quantification de ’ARNc et détermination de P’activité spécifique de chaque

réaction

1)

2)

3)

Quantifier ARNc en utilisant le NanoDrop ND-1000 Spectrophotometre UV-VIS version
3.2.1.
Utiliser la concentration de I' ARNc (ng / uL) pour déterminer le rendement de ' ARNc (ug)

comme dans la formule suivante:

Concentration d’ARNc = 30 pL (volume d'élution)
1000

= ung ARNc

Utiliser les concentrations de I'ARNc (ng / pl) et cyanine 3 ou de cyanine 5 (pmol / pL) afin

de déterminer l'activité spécifique de la maniere suivante:

Concentration de Cy3 ou Cy5

1000 = [ Cy3 ARN
concentration dARNc pmol Cy3 / ug ¢

3.2.2. Hybridation

Etape 1. Préparer le 10X Blocking Agent
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1) Ajouter 500 uL d'eau sans nucléases dans I’ampoule contenant I’agent de blocage lyophilisé
10X fourni avec 1’Agilent Gene Expression Hybridization Kit, ou ajouter 1250 pL d'eau
sans nucléases dans I’ampoule contenant I’ Agent de blocage lyophilis¢ 10X a grand volume
(Agilent p /n 5188 -5281).

2) Meélanger au vortex doucement. Si la pastille se dissout pas complétement, chauffer le
mélange a 37 °C pendant 4 a 5 minutes.

3) Faire descendere tout le matériel adhérant aux parois ou au couvercle des tubes par

centrifugation pendant 5 a 10 secondes.

Note: Le 10X Blocking Agent peut étre préparé a 1'avance et stocké a -20 °C jusqu'a 2 mois.

Apres décongélation, répéter les procédures de vortex et centrifugation avant utilisation.
Etape 2. Préparation des échantillons a hybrider

1) Equilibrer un bain d'eau a 60 °C.
2) Pour chaque puce a ADN, ajouter chacun des composants, comme indiqué dans le tableau

ci-dessous au tube de centrifugeuse sans nucléases 1,5 mL:

Volume/1-pack Volume/2-pack  Volume/4-pack  Volume/8-pack

Composant puce puce puce puce
Cy3-marqué, ARNc amplifié 2.5 ug 1.875 pg 825 ng 300 ng
Cy5-marqué, ARNc amplifié 2.5 ug 1.875 ng 825 ng 300 ng
10 X Blocage Agent 50 uL 25uL 11 uL 5uL
Eau sans nucléases A 240 puL A 120 uL A 52.8 uL A 24 uL
Tampon Fragmentation 25 X 10 uL 5uL 22 uL 1 pL
Volume Total 250 pLL 125 pL 55 pL 25 pL

3) Bien mélanger, mais doucement sur un vortex.
4) Incuber a 60 °C pendant exactement 30 minutes pour fragmenter I'ARN.

5) Refroidir immédiatement sur de la glace pendant 1 minute.
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6) Ajouter le tampon d'hybridation HI-RPM 2x GEx pour les formats de puces a ADN 1-pack,

2-pack, 4-pack, et 8-pack au volume approprié pour arréter la réaction de fragmentation.

Volumes pour chaque hybridation

Composant 1-pack 2-pack 4-pack 8-pack
ARNCc provenant du mélange de

) 250 uL 125 uL 55uL 25 uL
fragmentation
2x GEx tampon d'hybridation HI-RPM 250 uL 125 uL 55 uL 25 uL

7) Bien mélanger a la pipette de maniére attentive. Prendre soin d'éviter d'introduire des bulles.
Ne pas mélanger dans un mélangeur a vortex car ce type de mélange introduit des bulles.

8) Centrifuger pendant 1 minute a température ambiante a 13,000 rpm dans une
microcentrifugeuse pour faire tomber 1’échantillon sur les parois et le couvercle et pour
aider diminuer les bulles. Utiliser immédiatement. Ne pas stocker.

9) Placer I'échantillon sur de la glace et charger sur la puce dés que possible.
Etape 3. Préparation de I’hybridation

1) Charger une lame de joint propre dans le fond de la chambre Agilent SureHyb avec
I'étiquette vers le haut et alignée avec la section rectangulaire de la base de la chambre.
S’assurer que le tiroir d'étanchéité est aligné avec le fond de la chambre et n'est pas ouvert.

2) Passer lentement le volume de I'échantillon d'hybridation (voir le tableau suivant) sur le

joint ainsi a un "glisser-passer" manicre.

Volumes pour chaqune hybridation

Composant 1-pack 2-pack 4-pack 8-pack
Volume préparé 500 pL 250 pL 110 pLL 50 uL
Volume a hybrider 490 uL 240 pL 100 pL 40 uL

3) Placer lentement un tableau "c6té actif" vers le bas sur la lame d'étanchéité de SureHyb, de
sorte que le code a barres "Agilent" soit orienté vers le bas et le code a barres numérique
soit orienté vers le haut. S’assurer que les deux lames sont correctement alignées dos a dos.

4) Placer le couvercle de la chambre SureHyb sur les lames en sandwich et faire glisser
I'ensemble de serrage sur les deux pieces.
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5)
6)

7)

8)

Serrer la pince sur la chambre.

Faire pivoter verticalement la chambre assemblée pour mouiller le joint et évaluer la
mobilité des bulles. Si nécessaire, appuyer le montage sur une surface dure pour déplacer
les bulles stationnaires.

Placer la chambre de coulissement montée sur la rotissoire dans une étuve réglée sur 65 °C.
Régler la rotation a 10 tours par minute pour l'utilisation du tampon d'hybridation 2x GEx
HI-RPM.

Hybrider a 65 °C pendant 17 heures.

Etape 4. Lavage et lecture de la puce

1)

2)

3)

4)

Retirer la puce 8 ADN de la chambre et la placer dans un tube Falcon contenant 50 mL de
solution de lavage 1 préchauffée. Attention a la lamelle qui va se détacher. Une fois qu'elle
est tombée dans le liquide, retourner la lame pour éviter que la lamelle ne se retrouve en
contact avec les spots de la puce.

Rincer la lame dans les solutions de lavage 2 puis 3 (effectuer 10 retournements du tube
pour chaque étape de ringage).

Essorer la puce en la plagant dans un tube Falcon 50 mL contenant un morceau de papier
absorbant et centrifuger a 500 g pendant 3 minutes.

Lire la puce avec le scanner G2505C Agilent.
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3.3. Analyse des données
3.3.1. Normalisation des données

La premicere étape de 1'analyse des données de puces a ADN, suite a la quantification du signal,
est une ¢tape de normalisation des données. En effet, plusieurs biais expérimentaux peuvent
apparaitre au cours des étapes de marquage, d'amplification et d'hybridation des différentes
puces a ADN. Il est notamment connu que le taux d'incorporation des 2 fluorochromes utilisés
pour les puces a ADN est différent. Il en résulte donc un signal plus important pour un
fluorochrome que pour l'autre. De plus, la mesure de l'intensité de I'émission de fluorescence
d'une lame a l'autre peut varier indépendamment des échantillons utilisés. Afin de pouvoir
comparer les échantillons entre eux, il est donc indispensable d'éliminer les biais expérimentaux
par une étape de normalisation. Ces méthodes reposent sur I'hypothése qu'une majorité des

genes n’a pas d'expression différentielle entre les conditions étudiées.

Il existe de nombreuses méthodes de normalisation des puces a ADN, plus ou moins spécifiques
a la plateforme ou la technologie utilisée. Néanmoins, la méthode de Lowess (193, 318) reste
une des méthodes les plus classiques dans ce domaine. Le lowess (locally weighted scatterplot
smoothing) est une méthode de régression pondérée locale permettant d'éliminer les biais non
linéaires (bruit de fond, saturation). Chaque échantillon va étre normalisé par rapport a un profil
de référence, comme par exemple le profil médian de tous les échantillons, a I'aide d'une fenétre
glissante. Une fonction de régression est calculée pour chaque fenétre, ce qui va permettre de
construire une courbe d'ajustement global pour normaliser les données. Un exemple est montré

dans la Figure 42.
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Figure 42. Normalisation des nonnées a haut débit avec Lowess. A. Lowess; B. Statistiques descriptives
avant et apres normalisation; C. Corrélation de chaque échantillon par rapport au profil médian avant et apres
normalisation.
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3.3.2. Clustering des données : K-Means

Une fois que les échantillons sont normalisés, on visualise les données grace a la méthode de

classification par k-means qui permet de regrouper entre eux les génes et les échantillons qui

se ressemblent le plus. Le principe de cette méthode est de calculer une distance, ou une

corrélation, entre toutes les paires de génes (ou d'échantillons) possibles afin de regrouper de

maniére ascendante les génes (ou les échantillons) les plus similaires entre eux. Les groupes de

genes co-exprimés ont été identifiés par k-means, une méthode itérative (i = 200) k-means (k =

10) la procédure sur les données normalisées (log-transformées et les génes centrés-médian)

avec la corrélation de Pearson non-centrée comme mesure de similarité¢ (239). Nous avons

choisi de regrouper les génes en 10 clusters. Chaque groupe de génes a fait I'objet d'une

classification hiérarchique a 1'aide du logiciel Cluster 3.0 (300)
afin de visualiser 'homogénéité des groupes. La visualisation
des données a été effectuée a l'aide du logiciel Java Treeview
(233, 234).

Dans ces figures, les échantillons (en colonne) et les génes (en
ligne) sont regroupés par leur similarité (Figure 43).

La corrélation de 1'expression d'un certain nombre de genes est
sous-tendue par une méme fonction biologique, ainsi que par
des régulations communes par différents facteurs de
transcription (319). L'étape suivante est d’analyser les fonctions

biologiques des groupes de genes par la Gene Ontology (GO).
3.3.3. Annotations fonctionnelles des clusters

Les annotations fonctionnelles permettent d’identifier les
fonctions biologiques dans lesquelles sont impliqués les génes
d’un cluster. On utilise pour cela une ontologie (vocabulaire
structuré et control¢) des geénes, en général GO. Le projet GO a
¢té initi¢ afin d’intégrer et d’uniformiser de manieére cohérente
les descriptions des génes et produits de génes de différentes
bases de données (240). Un exemple est présenté sur la Figure
44, modifié d’apres Ashburner, M et al (240). Plusieurs outils
d’annotation ont été développés a partir des termes GO pour
identifier des fonctions biologiques enrichies dans un groupe de

genes. Le principe de ces outils est d’identifier des termes GO
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statistiquement sur- ou sous- représentés dans le groupe de genes étudié par rapport a

I’ensemble des génes considérés dans 1’étude.

L’outil que nous utilisons pour les annotations de groupes de génes est I’outil GoMiner (241).
A partir de la liste des geénes d’un groupe, et de la liste compléte des génes de la puce a ADN,

cet outil fournit wune liste

) . A DNA metabolism
d’annotations fonctionnelles, ) b .
DNA degradation ——/{ (—h DNA recombination
chacune associée a une p-valeur DNA packagitig <" = DNA repair
DNA MP.QT.?{HE“ ; [REWS Redt Ligt
initiale et un taux de faux-positifs _ ) BNRT R et
mitochondrial UL
Benome mainkenance
(FDR). En plus de cette p-value, i
UMM replication
nous  effectuons un  calcul e ek i
DM A-dependent s—— — D"\Allgﬂl:lurt
DA replicalion CInCd : ::.:,'l : .::
d’enrichissement, afin de tenir pre-eplicative complex +~
fermation and maintenamce
. e ! DMA sbrand rlllnrl;l.im.r:
compte du nombre de geénes ayant | MOMI Mot Momd DN et Rt
l.:_l.ln I :! :-:.m uswinding \"H-.___._ .
) . DN Mot Mt wowo ¥ : e gy
I’annotation COCHIMEMT Moa? cocsiMcms  DNA P iz
o COCagCA  Prining elabon OFRI
IR = . i gt L2
Figure 44. Exemples d'ontologies des IMrmm COCEMCME Som i
K N A [ £ (T e
génes. Trois exemples illustrent la u i i A
structure et le style utilisé par GO pour h
reprégenter les ontologies des genes et B muolecular functon
associer des génes avec des nceuds dans \
une ontologie. Les ontologies sont ’/ Rz
construites a partir d'un vocabulaire nucleic acid binding T enayme
structuré et contrlé. A. Ontologie du ] / \
processus biologique. Cette section — S brlicase = e rhrorbaiiss
illustre une partiec de l'ontologie du J
processus biologique décrivant le
métabolisme de 1'ADN. Notez qu’un o e v n“ g T e
noeud peut avoir plus d’un parent; par fencsinacrae . Mot helicase Nticame | nencalne
exemple, ‘DNA ligation’ a 3 parents |r"'('“'3!'3: Miewms, Mo \ l" ’)h]'*
i . . Tlr'(:'_'.\f:‘,ll; ':I::t A : :I-
‘DNA dependent DNA replication’, IIL o ATP-dependent _,.
‘DNA repair’ et ‘DNA recombination’. 1 cses
. . | . MM
B. Ontologie de 1la fonction kel COCIMON Vit
moléculaire. Cette ontologie n'est pas e o RS, i
destinée a représenter une voie de I
réaction, mais refléte plutét des
catégories conceptuelles de la fonction c cell
des produits des génes. Un produit du g
gene peut étre associé a plus d'un noeud .-/
a lintérieur d'une ontologie, comme tﬁﬂl{'ism_ mucleus
cela est illustré pour les protéines ’/ \. i
MCM. Ces protéines ont été montrées bomis rmcleshes . nimclesr
comme pouvant se lier a la chromatine g - anchuplass
et possédant une activit¢ d'hélicase SR / \\
d’ADN ATP-dépendent, et sont notées R oo — nphmm fo
: cample M7
dans les deux noeu@s. C. Ontologie 'de i :.TZ.‘_ ks DRA pebymesare: Py
.. e primase comples I COCRAMCA
composants cellulaire. Les ontologies COCSAMICMI Mims Mex | coceshecs
sont congues pour une cellule eucaryote er"‘z'r“:lr Mot o gl DA polymese +— oo
L. COCENMOMT Mos? Momal? FINS Paldi IVA pal
générique, et sont suffisamment R ey
flexibles  pour  représenter les DN replication factor A comples
différences connues entre les divers arigin
organismes. = SALY |.|ur VLS DA replication factor C complex ";;ﬁ:l‘i“::"
. CRCT O] Owed




considérée. En effet, selon la fonction, le nombre de génes concernés peut étre trés variable, et
le calcul de I’enrichissement permet en plus de savoir si I’annotation fonctionnelle est sur- ou

sous-représentée dans le cluster, ce que n’indique pas la p-value.
3.4. Validation des résultats du transcriptome par RT-qPCR

Pour valider les résultats du transcriptome, nous avons choisi des génes qui sont modifiés et des
genes non modifiés définis par I’analyse des puces a ADN pour validation par la technique RT-
qPCR. La PCR quantitative (ou PCR en temps réel, qPCR) permet de quantifier avec sensibilité

et précision le niveau d'expression des geénes pour les études de transcriptome.

La qPCR a été réalisée avec des TLDA (Tagman Low Density Array) d'Applied Biosystems. Il
existe des TLDA pré-congus (angiogénése, alzheimer, apoptose, GPCR, inflammation,
transporteurs ABC, cellules souches, kinases...), ou des TLDA personnalisés avec les génes
d'intéréts. Les amorces pour ces genes sont pré-concues par Applied Biosystems. L'équipement
de Q-PCR (ABI Prism 7900HT avec chargement robotisé, options microplaques 96, 384 ou
cartes microfluidiques) permet de déterminer rapidement le profil d'expression d'un grand
nombre de génes sur plusieurs échantillons. L'utilisation des cartes microfluidiques développées
par Applied Biosystems, préchargées en sonde TagMan, permet de mesurer simultanément
l'expression de 16 a 384 genes (y compris genes de référence et génes d'intérét). Cette technique
est tres sensible, reproductible et robotisée et permet de réaliser jusqu'a 5000 dosages par jour
en utilisant des volumes de 1 a 2 pL par réaction. Le matériel disponible sur la plateforme

permet également de préparer et de controler la qualité des échantillons d'ARN.

Tableau 26. Liste des génes chosis pour validation par RT-qPCR.

Assay ID Gene Symbol Gene Name

Hs99999901 sl 18S Eukaryotic 18S rRNA

Rn00563121 ml Acadl acyl-CoA dehydrogenase, long chain

Rn00561094 ml Ace angiotensin I converting enzyme (peptidyl-dipeptidase A) 1
Rn01789864 sl Acotl acyl-CoA thioesterase 1

Rn01506345 ml Acsm2a acyl-CoA synthetase medium-chain family member 2A
Rn01759928 ¢l Acta2 actin, alpha 2, smooth muscle, aorta

Rn00667869 ml Actb actin, beta

Rn00593114 ml Agt angiotensinogen (serpin peptidase inhibitor, clade A, member 8)
Rn02758772 sl Agtrla angiotensin II receptor, type la

Rn01487515 ml Akrlc2 aldo-keto reductase family 1, member C2

Rn00755277 ml Aldhla7 aldehyde dehydrogenase family 1, subfamily A7
Rn00560747 ml Ar androgen receptor
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Rn00560747 ml
Rn01490844 ml
Rn00560865 ml
Rn01528889 ml
Rn01526721 _ml
Rn00682395 ml
Rn01503161_ml
Rn01027162 gl

Rn01469994 gl

Rn01469990 gl

Rn00563336_ml
Rn00592815 ml
Rn00565061 ml
Rn04219642 gl

Rn04222952 ml
Rn00566655_ml
Rn00565886_ml
Rn01527840 ml
Rn00565713_ml
Rn00580432_ml
Rn02116660_s1

Rn01538170_ml
Rn01444705 gl

Rn01421756_ml
Rn00585577 ml
Rn01482578 ml
Rn01500926_ml
Rn00440945 ml
Rn00440940_ml

Rn00580241 ml
Rn00598552_ml
Rn00821477 gl

Rn00578319 ml
Rn00572010_ml
Rn00573232_ml
Rn01511604_ml

Ar

Atfo
B2m
Bmp7
Colla2
Cptlb
Dcn
Dnmt3a
Dnmt3a
Dnmt3a
Egf
Elovl6
Fabp2
Fgf21
Gsta2
Gusb
Hmbs
Hprtl
Igfbpl
111b
LOC494499
Mmp2
Mrpl43
Nnmt
Pdk4
Plat
Pon3
Pparg
Pparg
Ppargcla
Ppargclb
Slc25a4

Smad7
Tgfbl
Timp2
Vegfa

androgen receptor

activating transcription factor 6

beta-2 microglobulin

bone morphogenetic protein 7

collagen, type I, alpha 2

carnitine palmitoyltransferase 1b, muscle
decorin

DNA (cytosine-5-)-methyltransferase 3 alpha
DNA (cytosine-5-)-methyltransferase 3 alpha
DNA (cytosine-5-)-methyltransferase 3 alpha
epidermal growth factor

ELOVL fatty acid elongase 6

fatty acid binding protein 2, intestinal
fibroblast growth factor 21

glutathione S-transferase A2

glucuronidase, beta

hydroxymethylbilane synthase

hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1
insulin-like growth factor binding protein 1
interleukin 1 beta

LOC494499 protein

matrix metallopeptidase 2

mitochondrial ribosomal protein L43
nicotinamide N-methyltransferase

pyruvate dehydrogenase kinase, isoenzyme 4
plasminogen activator, tissue

paraoxonase 3

peroxisome proliferator activated receptor gamma

peroxisome proliferator activated receptor gamma

peroxisome proliferative activated receptor, gamma, coactivator 1

alpha

peroxisome proliferative activated receptor, gamma, coactivator 1 beta

solute carrier family 25 (mitochondrial carrier; adenine nucleotide

translocator), member 4
SMAD family member 7

transforming growth factor, beta 1
TIMP metallopeptidase inhibitor 2

vascular endothelial growth factor A
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La conception de la plaque permet de mesurer simultanément l'expression de 48 geénes y

compris 6 génes de référence : 18s, Actb, B2m, Gusb, Hmbs et Hprtl (Figure 45).

@
Aootl Actaz '

L “ Mmp2 | .ﬂ ...

" n | Mﬂ _

16 vimp2. Ppargcib

Figure 45. Design de la plaque de TLDA.

3.4.1. Rétrotranscription des ARNs

Le High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit contient tous les réactifs nécessaires pour
la transcription inverse (RT) des ARNs totaux en simple brin d'ADNc dans un volume de
réaction de 20 pL. Le protocole est optimisé jusqu'a 2 ug d’ARN. Toutes les étapes doivent étre

réalisées dans la glace pour éviter la dégradation des ARNSs.

Composants :

» Tampon 10X RT

» MultiScribe™ Reverse Transcriptase

> RT Primer Mix
» 25X dNTP Mix (100 mM)

Procédure :

1) Préparation des échantillons a 10 pL
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Volume/Réaction (uL) 33 reactions

Composants

Kit without RNase Inhibitor (uL)
10X RT Buffer 2 66
25X dNTP Mix (100 mM) 0.8 26.4
10X RT Random Primers 2 66
MultiScribe™ Reverse Transcriptase 1 33
RNase Inhibitor -
Nuclease-free H20 4.2 138.6
Total 10 330

Décongeler les échantillons d’ARN dans la glace, ainsi que le Tampon 10X RT, MultiScribe™

Reverse Transcriptase, RT Primer Mix et 25X dNTP Mix (100 mM).

Pour chaque échantillon, prendre 1 pg pour faire la RT. Diluer les échantillons pour obtenir un

volume final de 10 pL. Préparer 2 RT pour doubler.

2) Préparation de 2x RT Master Mix

Préparer le 2x RT Master Mix en utilisant les composants de la trousse avant de préparer la

plaque de réaction. Bien mélanger et centrifuger brievement pour récupérer le contenu sur les

parois et le couvercle.

3

N’

Préparation des réactions

= Pipetter 10 uL du 2 XRT master mix dans les tubes individuels.

= Pipetter 10 pl d'échantillon d'ARN dans chaque tube, pipetter de haut en bas deux fois

pour mélanger.

= Sceller les tubes.

= Centrifuger brievement les tubes pour récupérer le contenu sur les parois et le couvercle et

pour éliminer les bulles.

= Placer les tubes sur la glace jusqu'au chargement dans le thermocycleur.

Composants Volume (uL)
2 XRT master mix 10
ARN 10
Total 20

4) Effectuer la transcription inverse
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Important : Ces conditions sont optimisées pour une utilisation avec le High Capacity cDNA

Reverse Transcription Kit. Régler le volume de réaction a 20 ul.

Step 1 Step 2 Step 3 Step 4
Tembérature (°C) 25 37 85 4
Time 10 min 120 min 5 min 0
3.4.2. PCR Quantitative
Duré de stockage Température de stockage (°C)
stockage a court terme (24 heures avant utilisation) 2236
stockage a long terme -15a-25

Les amorces sont déja présentes dans la plaque pour chaque amplicon.

TagMan® Universal PCR Master Mix:

e AmpliTaq Gold® DNA Polymérase, UP(Ultra Pure)
e Uracyl-N glycosylase (UNG)

e NTPsavec dUTP

e ROXT™ Référence passive

e  Composants tampons optimisés

1) Préparer un mélange réactionnel en utilisant le tableau suivant :

Composants Volume (pL)
TagMan® Universal PCR Master Mix 50
RNase-Free Water 30
ADNc 20
Total 100

2) Déposer le mélange réactionel de I'échantillon dans les réservoirs de la plaque TLDA

= Placer la plaque de TagMan sur un banc de laboratoire, avec le coté de la feuille vers le bas.

= Déposer 100 uL de mélange de réaction spécifique a la PCR pour I'échantillon désiré dans
une micropipette de 100 pL.

= Maintenir la micropipette dans une position inclinée et placer I'embout dans l'orifice de
remplissage.

= Répartir le mélange de la réaction afin qu'elle soit balayée dans et autour du réservoir de

remplissage vers l'orifice d'évent.
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3) Centrifugation de la plaque TLDA

Paramétres EASYSet (touchpad)
Taux d’accélération 9

Taux de décélération 9

Vitesse 1,200 rpm (331 % g)
Temps de centrifugation 2 x 1 min

Une fois que les réservoirs de remplissage ont été chargés avec des échantillons d'ADNc, la

plaque est centrifugée pour distribuer les échantillons d'ADNc¢ dans les puits de réaction.
3.4.3. Analyse des résultats

La quantité relative des différents génes normalisés a I'expression de geénes de ménage a été
calculée par la formule 222 ot AACt = (Ct gene — Ct reference) MDD - (Ct gene — Ct reference)

Controle. Des tests de Student ont été effectués avec un niveau de significativité de 0,05.

Ensuite les résultats de TLDA sont comparés avec les résultats de la puce 8 ADN pour voir s’ils

sont bien cohérents avec les résultats du transcriptome.

197



4. Mesure de la méthylation de ’ADN : MeDIP-CHIP (Roche NimbleGen)

4.1. Extraction de ’ADN

4.1.1. Extraction de ’ADN avec phénol/chloroforme/alcool isoamylique (25 :24 :1)
e  Matériels

(1) Acétate ammonical 7.5 M (n° 1302 77.08 g/ mol)

57.81 g/100 ml Réalisé par filtrage et conservé a 4 °C ou TA

(@) Tris 0.5M PHS8.0 (121.14g/mol)

6.057 g/100 ml Ajuster a PH 8.0 avec de 1’Hel

3)EDTA 0.5MPH8.0 (372.26g/mol)

18.613g/100ml  Ajuster a PH 8.0 avec du bicarbonate/de la soude

(4) TE PH 8.0

10mlde Tris 0.5M PHS8.0

I mld’EDTA 0.5M PHS8.0 50 ml TE

39 ml eau

(5) Tampon de digestion

100 ml Nacl 1M 10 ml

10 ml  Tris 0.5M PH 8.0 I ml avec de I’eau
25ml EDTA 0.5M PHS&.0 2.5ml jusqu’a 50 ml
0.5% SDS 25¢g 025¢g

—10 ml Tampon + 50 pl protéine K (0.1ug/ml)
® Nacl 1M  (58.44g/mol) 5.844 g/100 ml

), (3), (@) et (6) exigent un passage a 1’autoclave.
e  Préparation des cellules

Tissus : 25-30mg
Tampon de digestion : 1.2ml/100mg tissus  (on met a peu pres 300 pL)

= D¢s que possible apres 1'excision, hacher rapidement les tissus et les congeler dans 1'azote

liquide.
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= Broyer les tissus avec un mortier et un pilon préalablement refroidi, ou écraser avec un
marteau en une fine poudre.
= Suspendre le tissu en poudre dans 1,2 ml de tampon de digestion par 100 mg de tissu sans

grumeaux.
e Lyse des cellules

= Incuber les échantillons a 50 °C pendant 12-15h dans des tubes bien fermés.
¢ Les échantillons seront visqueux. Le tissu sera peut-étre presque indiscernable aprés 12h
d’incubation, une boue devrait étre observée a partir des échantillons d'organes et les

cellules en culture devront étre relativement claires.
e Extraction des Acides Nucléiques

= Extraire compleétement les échantillons avec un volume égal de phénol / chloroforme /
alcool isoamylique.
% Attention : Le phénol est extrémement caustique.

= Centrifuger 10 minutes a 1700 x g dans un rotor.
% Si les phases ne séparent pas bien, ajouter un autre volume de tampon de digestion, sans
protéinase K, et répéter la centrifugation.

.

s S'il existe une couche épaisse de matériau blanc a l'interface entre les phases, répéter

l'extraction organique.
e  Purification de ’ADN

= Transférer la phase aqueuse (supérieure) dans un nouveau tube et ajouter 1/2 volume de 7,5
M d’ammonium acétate et 2 volumes (d'un montant initial de la couche supérieure)
d'é¢thanol a 100%. L'ADN devrait former immédiatement un précipité filandreux. Récupérer
I'"ADN par centrifugation a 1700 x g pendant 2 minutes.

= Rincer le culot avec de I'éthanol 70%. Décanter I'éthanol et sécher le culot a I'air libre.

% 1l est important de bien rincer pour enlever les résidus de sel et de phénol.

= Remettre en suspension 'ADN a ~1 mg/ml dans du tampon TE jusqu'a dissolution. Agiter
doucement a température ambiante ou a 65 °C pendant plusieurs heures pour faciliter la
solubilisation. Conserver a 4 ° C.

s A partir de 1 g de cellules de mammifére, ~2mg de I'ADN peuvent étre attendus.
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¢ Sinécessaire, le résiduel de I’ARN peut étre éliminé a cette étape par ajouter du sodium
de dodécylsulfate a 0,1% (SDS) et 1pg/ml de DNase-free RNase (UNIT 3.13) et les
incuber a 37°C pendant 1h, suivie par une extraction organique et précipitation a I'éthanol,

comme ci-dessus.

4.1.2. Quantification de ’ADN

Voir plus haut (3.1.2.1)

4.2. MeDIP-Chip

4.2.1. MeDIP (Methylated DNA immunoprecipitation)

L R

U

U

Mise au point de la sonication

Prendre 4pg d’ADN dans 200 pL.

Ajouter 0.6 uLL de RNase A (concentration finale de 30 pg/mL).
Incuber 2h a 37°C.

Déposer sur glace.

Sonication 30sec ON/30 sec OFF en position High.

Prélever 10 uL d’ADN a TO puis apres chaque pulse de sonication.
Déposer sur gel d’agarose 1.5%.

On veut des fragments entre 200 et 1000 pb avec une majorité des fragments autour de 500

pb.

Préparation de ’ADN génomique : traitement a la RNAse

Prendre 4 ng d’ADN dans 200 pL.
Ajouter 0.6 pL. de RNAse A (concentration finale de 30pug/mL).
Incuber 2h a 37°C.

Sonication de ’ADN génomique

Soniquer I’ADN : 30sec ON /30 sec OFF, sonicateur en position high (temps de sonication
déterminé apres mises au point).

Prélever 10 uL d’ADN soniqué pour le contrdle sur gel d’agarose 1%.

Précipiter I’ADN soniqué : ajouter 1uL Glycogene, 20 pLL. NaCl 5M (0.1 volume), 400 pnL
d’éthanol 100% (2 volumes).
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Placer 1h a -80°C (ou une nuit).

Centrifuger 15min a 4°C a 13000 rpm.

Eliminer le surnageant.

Rincer le culot avec 120 uL d’EtOH 70% (0,3 volumes).
Centrifuger 15min a 4°C a 13000 rpm.

Eliminer le surnageant.

Laisser sécher les culots.

Reprendre le culot dans 30 pL de I’eau.

Doser au NanoDrop.
Immunoprécipitation de P’ADN méthylé (MeDIP)

Mettre 2 pg d’ADN dans un tube de 1.5 mL et compléter a 450 uL avec H2O.

Prélever 45uL (input) et conserver au réfrigérateur jusqu’a 1’étape d’¢lution.

¢ L'Input n'est pas nécessaire si 'on compare directement le contrdle et le carencé.
Dénaturer 10 minutes a 95°C et placer immédiatement sur glace. Laisser 10 min.

Ajouter 51 pL de 10x IP buffer.

Ajouter 5 pL d'anticorps anti-Sméthyl-C.

Incuber sur la nuit a 4°C sous agitation.

Resuspendre 40 pL de Dynabeads avec 800 puL. PBS-BSA 0.1%, Agiter 5 minutes a
température ambiante, Eliminer le surnageant.

Resuspendre a nouveau les billes avec 800 uL PBS-BSA 0.1%, Agiter 5 minutes a
température ambiante, puis €liminer le surnageant.

Resuspendre dans 40 pL de 1x IP buffer.

Ajouter les billes au mélange Anticorps-ADN.

Incuber 2h a 4°C sous agitation.

Enlever le surnageant.

Laver avec 700 puL 1x IP buffer, agiter 10 minutes a température ambiante, éliminer le
surnageant.

Laver avec 700 puL 1x IP buffer, agiter 10 minutes a température ambiante, éliminer le
surnageant.

Laver avec 700 uL 1X IP buffer, changer de tube, agiter 10 min a température ambiante,

¢liminer le surnageant.

Elution
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Resuspendre les billes dans 250 pL Proteinase K digestion buffer.
Ajouter 205 pL de Proteinase K digestion buffer a I’input.

=
=

= Ajouter 3.5 pLproteinase K (20 mg/ml stock).

= Incuber 3 heures a 50°C sous agitation en thermomixer a 800 rpm.
=

Récupérer le surnageant dans un nouveau tube.
e  Purification de PADN

Extraction d’ADN par phénol-chloroforme

U

Préparer des tubes phase lock (2 ml).

U

Centrifuger la phase lock 30 sec, 13000 rpm.

U

Y mettre les IP et les inputs et ajouter 500 uLL de Phénol-SEVAG (=Phénol : chloroforme :
alcool isoamylique).

Me¢élanger 10 s par agitation puis centrifuger 3 min, 13000 rpm.

Ajouter 300 pL de Phénol-SEVAG.

Me¢élanger 10 s par agitation puis centrifuger 3 min, 13000rpm.

Ajouter 300 pL de SEVAG.

Mélanger 10 s par retournements puis centrifuger 3 min, 13000 rpm.

Mettre la phase supérieure dans un nouveau tube 1,5 ml (env 200 pL).

Ajouter 20 pl de NaCl 5M (0,1 vol),

I

1 pul glycogene (20 pg/ul)

400 pl d’EtOH 95% glacé (2 vol)
Incuber 1h 4 -80°C.
Centrifuger 15min a 13000 rpm a 4°C.
Enlever le surnageant.
Laver les culots avec 120 uL EtOH 70%.
Centrifuger 15min a 13000 rpm a 4°C.

Sécher les culots.

) R S I VY

Reprendre dans 30 pL de I’eau.

Dosage au nanodrop module ssDNA-30 et controle par qPCR
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Réactifs

PBS-BSA 0.1%

9 ml PBS
1 ml BSA 10 mg/ml stock

10x IP buffer

100 mM Na-Phosphate pH 7.0

1.4 M NaCl

0.5 % Triton X-100

(10x and 1x IP buffer peuvent étre conservés a température

ambiante pendant plusieurs semaines.

1 M Na-Phosphate pH 7.0

39 ml 2 M monobasic sodium phosphate (NaH2PO4) (276g/L)
61 ml 2 M dibasic sodium phosphate (Na2HPO4)(284 g/L)
100 ml H20

Proteinase K digestion buffer

50 mM Tris pH 8.0
10 mM EDTA
0.5 % SDS

4.2.2. Controéle-qualité du MeDIP par qPCR

Les oligonucléotides méthylés et non-méthylés (TSH2B et GAPDH), fournis par Diagenode et

ajoutés dans le mix de préparation de 1’échantillon, servent a controler I’efficacité du MeDIP

par qPCR (avec le SYBR Green, sur le Rotor-Gene) sur ces séquences, avec des amorces

fournies dans le kit.

Matériel et réactifs

BSA 10X ultra pure

Echantillons IP

YV V. V V V

Plaque 96 puits

Power SYBR Green 2x

Primer Up/Low 10 pnM (GAPDH et TSH2B)
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e  Préparation des échantillons

= Préparation des primers a 10 uM : Mélanger 1 uL de chaque primer 1 mM avec 98 pL
d'eau.

= Préparation du mix de PCR (volumes pour un puits)

BSA 10X 1 uL
Primers 10 uM 0,5 uL
SYBR Green 7,5 uL

= Déposer 9 uL de mix par puits.

= Préparation des échantillons.
Les échantillons sont déposés en duplicat sur la plaque.

= Déposer 6 pL d’échantillon et de l'input dans les puits contenant le mix de PCR.
= Filmer la plaque en prenant soin de ne pas toucher le film.

= Centrifuger 2 min, 2000 rpm.
Remarque : la plaque peut étre conservée quelques heures a 4 °C.

e  Préparation du run

Assay: Standard Curve (AQ)
Container: 96 wells clear plate
Template: Blank template
Add detector — cliquer sur sybr SYBR
Sample volume : 15 uLL

e Lancer le run de la plaque

e  Analyser

Avant d’effectuer les calculs, vérifier que le Ct du blanc est indéterminé, et que I’ADNg s’est
bien amplifié (vérification des courbes et des Ct).
Pour les échantillons qui ont un Ct indéterminé, nous leur donnerons la valeur de 40 afin de

calculer le rendement et I’enrichissement.
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Calculs :

Le taux de récupération est, pour une séquence étudiée, son pourcentage dans 1’IP par rapport
a sa quantité¢ dans I’Input. Il est idéalement de 100% si tous les fragments méthylés sont
immunoprécipités et se calcule a I’aide de la formule suivante :

MeDIP
Input

Taux de récupération (%) = 2(CtInput=Ct MeDIP) » Ed x 100%

Fd : Facteur de dilution de I’Input. Par exemple, si 100 pL. de 1’échantillon soniqué ont été
utilisés pour faire le MeDIP et 20 uL de I’échantillon soniqué ont été utilisés comme Input, Le
Fd=1/5. Si le facteur de dilution est de 10, le taux de récupération = 2[(CtInput-3.32)-CtIPT x 100 oy
Ct Input et Ct IP sont les cycles de seuil (cycle threshold) de I’input et de I’échantillon
immunoprécipité respectivement. Le facteur de correction 3,32 est appliqué puisque seulement

10% de I’échantillon est utilisé comme input (23-2= 10).

En comparant les résultats obtenus entre les oligonucléotides contrdles méthylés et non-

méthylés, on déduit I’enrichissement en séquences méthylées a vec la formule suivante :

taux de récupération de I'’ADN méthylé

acteur d'enrichissement = — — - — -
/ taux de récupération de l'’ADN non — méthylé

MeDIP /

Input (%)
U

= Control

25 = MDD
20
15
10

5

TSH2B GAPDH
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4.2.3. Amplification de ’ADN aprés ChIP

Réactifs et matériels

WGA?2 Kit a -20 °C; Thermocycleur; Speed vacuum préchauffé pendant 30 min; Glace;
QIAquick PCR cleanup.

ATTENTION ! Ceci n’est pas le protocole d’origine. Sur de I'ADN génomique, il est
nécessaire de faire une phase de fragmentation ! Aprés un ChIP, PADN est déja
fragmenté

=

=

Préparation des échantillons

Préparation des Inputs : mettre 10 ng d’ADN dans un volume de 10 pL de I’eau.
Préparation des IP : lyophiliser les 30 pL d’ADN au speed-vac et les reprendre dans 10 pLL
de I’eau.

Transférer chaque échantillon dans un tube de 0.2 ml pour PCR.
Préparation de la bibliothéque

Mettre 2 pL de Library Preparation Buffer 1X — vortex ou aller-retour, centrifugation
rapide.
Ajouter 1 pL de Library Stabilization Solution — vortex ou aller-retour, centrifugation
rapide.

Mettre les tubes 2 min a 95° C — dans la glace directement et centrifugation rapide.

Ajouter 1 pL de Library Preparation Enzyme — vortex ou aller-retour, centrifugation
rapide.
Incuber : 20 min, 16°C

20 min, 24°C

20 min, 37°C

5 min, 75°C

Inf, 4°C

Centrifugation rapide, amplification Conservation possible a -20°C jusqu’a 3 jours.
Amplification (Round 1)

Préparer le Master Mix (pour un tube)
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Amplification Master Mix 10X 7.5 uL
H20 nuclease-free 47.5 uL
WGA DNA Polymerase S5uL

= Incuber : 3 min, 95 °C
15 sec, 94 °C
5 min, 65 °C 14 cycles
4°C

= Purification QIAquick PCR cleanup columns.

Dosage des ADNs au NanoDrop : 1 a 4 pg attendu(s)

Conservation a -20 °C
Une seconde phase d’amplification est possible a partir de 15 ng de produit dans 10 pL
e  Amplification (Round)

= Préparer les échantillons: mettre 15 ng de chaque échantillon dans un volume final de 10
ul
=  Préparer le Master Mix (pour un tube)
Amplification Master Mix 10X 7.5 uL
H20 nuclease-free 47.5 uL
WGA DNA Polymerase 5uL
= Incuber : 3 min, 95°C
15 sec, 94°C
14 cycles
5 min, 65°C
4°C
= Purification sur QIAquick PCR cleanup columns

Dosage des ADNs au NanoDrop : 1 a 4 pg attendu(s)

Conservation a -20 °C
4.2.4. Marquage des échantillons (NimbleGen Dual-Color Labeling Kit)
Avant de commencer
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» Aliquoter les DNTPs et les amorces marquées aux cyanines en quantité suffisante pour un
usage unique.

» Aliquoter une solution de NACI 5M pour précipiter. Le vortexer ou chauffer si nécessaire.

1) Préparation des solutions dans un tube de centrifugeuse a 1.5ml

Random Primer Buffer All Array Formats Notes

Random Primer Buffer (vial2) 998.25 uLb , . .
Préparer un tampon frais chaque fois

B-Mercaptoethano]* 1.75 uL que les amorces sont remises en
suspension.

Total 1ml

*Ne pas utiliser de f-Mercaptoéthanol provenant d'une bouteille ouverte depuis plus de 8 mois.

2) Centrifuger les Cy3-Random et Cy5-Random Nonamers. Diluer chaque amorce dans 462
pL de tampon Random Primer avec du f-mercaptoéthanol. Aliquoter en volume de 40 pL
pour une réaction individuelle dans des tube PCR de 0,2 ml et conserver a -20 ° C.

% Ne pas utiliser des amorces diluées depuis plus 4 mois.

3) Assembler des échantillons expérimentaux et de contrdles dans tubes PCR 0,2 ml

séparément.
3 x 720k Arrays

Composant Echantillon expérimental Echantillon controle
Echantillons préparées 4.2.3 1 g 1 pg
Cy3-Random Nonamers dilué

/ 40 pL
dans I’étape 2)
Cy5-Random Nonamers dilué

40 pL /

dans I’étape 2)
Eau sans nucléase A volume 80 pL A volume 80 puL
Total 80 uL 80 uL

4) Chauffer et dénaturer les échantillons dans un thermocycleur a 98 °C pendant 10 minutes.
Refroidir rapidement dans un bain d'eau glacée pendant 2 minutes.
% Le refroidissement rapide apres la dénaturation est essentiel pour I’hybridation a haut
rendement.

5) Préparer le mix de ANTP/Klenow pour chaque échantillon de 1'étape précédente.
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¢ Conservez tous les réactifs et le mix de dNTP / Klenow sur la glace. Ne pas vortexer

apres 1’addition de Klenow.

dNTP/Klenow Master Mix :Recipe per Sample Al Ao I ol
10 mM Dntp Mix (vial 6) 10 uL
Eau sans nucléase (vial 1) 8 uL
Klenow Fragment (3’->5" exo-) 50u/ul (vial 5) 2 ulL
Total 20 nLL

6) Ajouter 20 pL du mix dNTP / Klenow déja préparé a l'étape 5 a chacun des échantillons

dénaturés. Conserver sur la glace.

Clorpass All Arrays Formats

Echantillon expérimental Echantillon controle
Volume de réaction a ’étape 4) 80 puL 80 uL
dNTP/Klenow Master Mix a 1’étape 5) 20 uL 20 uL
Total 100 pLL 100 pLL

7) Bien mélanger par aspiration et refoulement 10 fois avec la pipette.
% Ne pas vortexer apres 1’addition de Klenow.

8) Centrifuger rapidement pour recueillir le contenu dans le fond du tube.

9) Incuber pendant 3 heures dans un thermocycleur a 37 °C avec le couvercle bien fermé,
protéger de la lumiere.

10) Arréter la réaction par ajouter de « Stop Solution » (0.5 M EDTA).

All Arrays Formats

Composant
Echantillon expérimental Echantillon controle
Volume de réaction a 1’étape 6) 100 pL 100 pL
Stop Solution (0.5M EDTA) (vial7) 10 pL 10 pL
Total 110 pL 110 pL

11) Ajouter du NaCl a 5M a chaque tube.
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All Arrays Formats

Composant

Echantillon expérimental Echantillon contréle
Volume de réaction a I’étape 10) 110 pL 110 pL
5M NaCl (vial8) 11.5 pL 11.5 pL
Total 121.5 pL 121.5 pL

12) Vortexer brievement, centrifuger, et transférer tout le contenu dans un tube de 1,5 ml

contenant de I'isopropanol.

All Arrays Formats
Composant
Echantillon expérimental Echantillon controle
Volume de réaction a I’étape 11) 121.5 puL 121.5 pL
Isopropanol 110 uL 110 uL
Total 231.5 pL 231.5 pL

13) Bien vortexer bien. Incuber pendant 10 minutes a température ambiante, a 1'abri de la
lumiére.

14) Centrifuger a 12,000 x g pendant 10 minutes. Retirer le surnageant avec une pipette. le
culot doit étre rose (Cy3) ou bleu (Cy5).

15) Rincer le culot avec 500 uL de 80% d'éthanol déja refroidi dans la glace. Déloger le culot
de la paroi du tube par aspiration a plusieurs reprises.

16) Centrifuger a 12,000 x g pendant 2 minutes. Retirer le surnageant avec une pipette.

17) Sécher les produits dans un ADN-vacuum avec concentrateur sur feu doux jusqu’a ce qu’ils
soient secs (environ 5 minutes), a I'abri de la lumiére.

18) STOP POINT : Passer a I’é¢tape 19, ou conserver les échantillons marqués a -20°C
(jusqu’a un mois), a I'abri de la lumiére.

19) Centrifuger les tubes brievement avant l'ouverture. Réhydrater chaque culot dans 25 pL
d'eau sans nucléases (vial 1) par réaction.

20) Vortexer pendant 30 secondes et centrifuger rapidement pour recueillir le contenu dans le
fond du tube. Continuer a vortexer ou laisser reposer a température ambiante, a I'abri de la
lumicre, pendant environ 5 minutes ou jusqu'a ce que la pastille soit complétement

réhydratée, puis de vortexer de nouveau rapidement et centrifuger.
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21) Quantifier chaque échantillon par la formule suivante :

Concentration (pg/ml) = A260 x 50 x Facteur Dilution

Ou directement avec le spectrophotomere NanoDrop

22) Sur la base de la concentration, calculer le volume de 1'échantillon expérimental et controle
requis pour chaque échantillon pour I’hybridation indiquée dans le tableau ci-dessous et

combiner les deux échantillons dans un tube de 1,5 ml:

Echantillons 385K Array 4x72k Array 2.1M Array 3x720K Array
Expérimental 6 ug 4 ug 34 pg* 15 pg
Controle 6 ug 4 ug 34 pg* 15 pg

23) Sécher les produits dans un ADN vacuum avec concentrateur sur feu doux a l'abri de la
lumicere.
24) STOP POINT : Passer a I'étape de I’hybridation, ou conserver les échantillons marqués a -

20°C (jusqu’a un mois), a l'abri de la lumiere.
4.2.5. Hybridation & lavage
e  Préparation des échantillons

1) Régler le systeme d'hybridation a 42 °C. Avec le couvercle fermé, il faudra au moins 3
heures pour que la température se stabilise.
% Faire attention a la température du systeme d'hybridation qui pourrait fluctuer pendant la
stabilisation.

2) Reprendre le culot de 1'échantillon séché dans I'échantillon de contrdle selon le tableau
suivant. Utilisez un STC (Sample Tracking Control) unique pour remettre chaque

échantillon a hybrider en suspension. Notez quel STC est utilisé pour chaque échantillon.

o 3x720K Array
Reagent for resuspension Sample Tracking Control
Volume to add to Cy-labeled Sample from step 23 in 4.2.4. 5.6 uL

211



3) Bien vortexer et centrifuger pour recueillir les produits au fond du tube.
4) Préparer le mix d’hybridation selon le tableau suivant, prévu pour une puce au format

3x720K. Pour hybrider plusieurs puces, modifier la quantité.

Mix d’hybridation pour une puce 3x720 K Puce
2X Hybridization Buffer (viall) 35ul
Hybridization Component A (vial2) 14 pLL
Alignment Oligo (vial3) 1.4 uL
Total 50.4 pLL

5) Ajouter la quantité appropriée de solution d'hybridation a chaque paire d'échantillons selon

le tableau suivant:

Component Each Sample Pair for a 3x720K Array
Resuspended sample from step 2 5.6 uL
Hybridization solution from step 4 14.4 uL
Total 20 pL

6) Bien vortexer (environ 15 secondes) et centrifuger pour recueillir les produits au fond du
tube. Incubez 4 95°C pendant 5 minutes, a I’abri de la lumiére.
7) Mettre les tubes a 42°C (dans le bloc d'échantillon du systéme d'hybridation ou d'un bloc

thermique) pour au moins 5 minutes. Vortexer et centrifuger avant le chargement.
e  Hybridation

Charger les échantillons dans les 30 minutes suivant l'ouverture du robinet a vide-emballés pour
empécher la formation de bulles pendant le chargement et / ou hybridation.

Hybrider des échantillons a 42 °C pendant 16-20 heures.
e Lavage et scan de la puce

1) Retirer la puce de la chambre et la placer dans un tube Falcon contenant 50 ml de la

solution de lavage I préchauffée. Attention a la lamelle qui va se détacher. Une fois
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qu'elle est tombée dans le liquide, retourner la lame pour éviter que la lamelle ne se
retrouve en contact avec les spots de la puce.

2) Laver encore une fois pendant 2 minutes dans la solution de lavage I avec une agitation
vigoureuse et constante.

3) Transférer la lame dans la solution de lavage II et laver pendant 1 minute avec une
agitation vigoureuse et constante.

% Ne pas laisser les lames sécher entre les étapes de lavage.

4) Transférer la lame dans la solution de lavage III et laver pendant 15 secondes avec une
agitation vigoureuse et constante.

5) Retirer la lame a partir de lavage III. Essorer dans un séchoir a microréseau NimbleGen
ou autre séche-puces & ADN suivant la recommandation du fabricant.

6) Scanner la puce avec le MS 200 biopuces scanner et le logiciel MS 200 pour collection

des données.
4.3. Analyse des données
4.3.1. Normalisation des données

Comme décrit dans la partie concernant le transcriptome (voir paragraphe 3.3.1).

4.3.2. Sélection des sondes positives et des génes positifs en ChIP

Toutes les sondes ont été annotées par rapport au site d'initiation de transcription (en anglais,
transcription start site, TSS) le plus proche. Les distances entre la position de la sonde et le
TSS vont de 0 a 14.1 kb avec une moyenne de 1.67 kb. Les changements dans les niveaux de
méthylation entre les groupes témoins et expérimentaux sont déterminés a l'aide du test de
Student. Nous avons utilisé€ le critere de sélection des genes positifs avec au moins deux sondes
avec une p-value <0,01 comme décrit par d'autres auteurs (235). Nous avons également
derterminé les genes positifs avec au moins une sonde avec une p-value <0,001. Ces criteres

ont sélectionné les 5% de valeurs extrémes de la distribution.
4.3.3. Faire les figures « BedGraph Track Format » sur UCSC

Les diagrammes de profils de méthylation du promoteur de géne ont été générés avec le

navigateur UCSC (données BedGraph utilisant la fonction Custom Tracks).

Procédure : UCSC (http://genome.ucsc.edu/ ) — UCSC Genome Browser on Rat — «manage

custom tracks » — coller les données sur le site UCSC — Submit
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Cet exemple spécifie 48 points de données distincts du gene Ace sur chr10 dans la région de
95.357.473 2 95.362.353. Pour voir cet exemple comme une piste de coutume dans le Genome
Browser, copiez le texte et collez-le dans la zone de texte piste navigateur annotation. Comme
les informations sur la chip est fait avec la version Rn4, donc on fait la figure sur UCSC avec

la version Rn4.

Résultats de BedGraph sur UCSC :

Ace

browser position chrl10:95357473-95362353
browser hide all

browser pack refGene encodeRegions
browser full altGraph

# 300 base wide bar graph, autoScale is on by default == graphing

# limits will dynamically change to always show full range of data

# in viewing window, priority = 20 positions this as the second graph

# Note, zero-relative, half-open coordinate system in use for bedGraph format

track type=bedGraph name="BedGraph Format" description="BedGraph format" visibility=full
color=200,100,0 altColor=0,100,200 priority=20
chrl0 95357473 95357539 -0.521694739

chrl0 95357558 95357620 -0.670386241 ﬁ
chrl0 95357663 95357727 -0.275606526
chrl0 95357768 95357826 0.193718469
chrl0 95357878 95357934 -0.473525203
chrl0 95358083 95358133 -0.121909921 |
chrl0 95358203 95358254 -0.149130712
chrl0 95358303 95358360 -0.23904378
chrl0 95358386 95358444 -0.733264908
chrl0 95358498 95358556 -0.286076543

chrl0 95358604 95358663 -0.337377889 "
chrl0 95358698 95358748 -0.201275602
chrl0 95358794 95358844 -0.149435669
chrl0 95358904 95358954 -0.262141915 i

chrl0 95358989 95359039 -0.098047457
chrl0 95359093 95359143 -0.002874869
chrl0 95359205 95359255 -0.19996739
chrl0 95359293 95359347 -0.030102706
chrl0 95359388 95359438 0.181924139
chrl0 95359488 95359538 -0.130189324
chrl0 95359593 95359643 0.299302586
chrl0 95359703 95359761 0.20226361

chrl0 95359793 95359843 0.126943925
chrl0 95359883 95359933 -0.112147797
chrl0 95359983 95360033 -0.04275832

chrl0 95360103 95360153 -0.456109764
chrl0 95360193 95360243 -0.254240315
chrl0 95360303 95360353 -0.272716259
chrl0 95360403 95360453 0.215237031

chrl0 95360483 95360533 -0.232172794
chrl0 95360603 95360653 -0.536369735
chrl0 95360688 95360738 -0.333298628
chrl0 95360783 95360833 -0.271780375
chrl0 95360893 95360943 -0.204359786
chrl0 95360993 95361043 -0.005573183
chrl0 95361103 95361153 -0.246003652
chrl0 95361198 95361248 -0.211526398
chrl0 95361283 95361333 -0.535667835
chrl0 95361385 95361435 -0.036694358
chrl0 95361490 95361540 -0.560982375
chrl0 95361583 95361633 -0.402121966
chrl0 95361688 95361738 -0.051747055
chrl0 95361803 95361853 -0.457502856
chrl0 95361898 95361948 0.032745005
chrl0 95361988 95362038 -0.178052587
chrl0 95362083 95362133 -0.173743081
chrl0 95362193 95362243 0.006265983
chrl0 95362303 95362353 -0.605002235

Ace

5kb

0.30 -
0
0.73 -

CpG Islands
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4.3.4. Annotations fonctionnelles des génes positifs en ChIP

Méthodes comme présenté dans 1’analyse du transcriptome. (3.3.3)

4.4. Validation des résultats du méthylome par MeDIP-qPCR

Pour valider les résultats de MeDIP-Chip, nous avons choisi des sondes modifi¢es
significativement dans le MeDIP-CHIP pour controler en MeDIP-qPCR. Le dessin des amorces

a ¢été congu avec Primer 3 (http://primer3.ut.ee/) et la spécificité vérifiée par Primer Blast

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Les génes GAPDH (Diagnode, #pp-1046-

050) et TSH2B (Diagnode, #pp-1043-050) ont été choisis comme geénes négatif et positif

respectivement.

Tableau 27. Amorces désignées contre les sondes des génes significatifs.

Oligo name Sequence

F-acatl AAG-GTC-CAA-TGC-CTT-TTG-AA

R-acatl AGA-AGC-TAT-CAA-AAT-AGT-CCT-GAC-ACT
F-Agtrla TTT-TAG-CTG-TGA-CCT-GAA-TTT-AAC-C
R-Agtrla GTC-ATT-GGC-AAA-CAA-AGA-GGT-G
F-Dnmt3a TAA-ACT-CCG-CGT-TTC-CCT-GA

R-dnmt3a CGG-GAG-AAA-GTT-GCA-GAA-AG

F, Amorce en amont ; R, Amorce en aval.
4.4.1. Test des amorces
On fait la qPCR avec I’ADN génomique pour vérifier la spécificité des amorces.

Préparation de la réaction qPCR TAKARA Ozyme (RR420A) :

Volume de réaction 20 [réaction pL] | [stock pL] |Volume (uL)
SYBR Premix Ex Taq (Tli RNaseH Plus) 1 2 10
ROX Ref Dye 1 50 0.4
Amorce F 0.3 uM 10 uM 0.6
Amorce R 0.3 uM 10 uM 0.6

Eau jusqu'a 18 puL 6.4

Répartir 18 pL de mix dans chaque puit, puis ajouter les ADNc
ADNc - - 2
Total 20
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Préparer la reactions comme indiqué dans le tableau ci-dessus, et ensuite déposer sur la plaque

96 puits et analyser avec 1’Appareil StepOne Plus Applied Biosystems dans les conditions
suivantes :

» Dénaturation initiale et activation de 1'enzyme : 95°C/30sec.

» 40 cycles de dénaturation et hybridation/élongation : 95°C/5sec + 60°C/30sec.

» Courbe de Fusionet gel d'agarose.

Melt Curve

 Acatt Agtria
60000.0 1

TSH2B

GAPDH

50000.0

40000.0

30000.0

Derivative Reporter (-R)

20000.0

———————— = ~ N ',‘ \
10000.0 —— = : -

La courbe de fusion et le gel d’agarose montrent que les amorces que nons avons dessinées sont

bien spécifiques pour les genes choisis.
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4.4.2. Calibrateur

On prend tous les échantillons IPs & mélanger et a diluer en 1, 1/5, 1/25, 1/125 et 1/625 pour

faire le calibrage qui permet de contrdler et de normaliser 1’efficacité de la PCR.

TSH2B

30

29 Calculer la pente comme
o8 y = -3.0154x + 20.608

27 R?=0.9917
O 26 )
505 et Defficacité de la PCR est
T 24

23 calculé comme suit :

22
21
20

indiqué dans la figure a gauche

-1
-3 25 -2 15 -1 05 0 Efficacité = (10(pente) — 1)
Log (dilution facteur)

X 100
Agtria

30 Exemples :

29 y=-32178x+ 19.524

28 R2=0.98
o2 TSH2B=114.6
5 26
5 25

S ;g Agtrla =104.53

22
21
20
-3 25 -2 -15 -1 -05 0
Log (dilution facteur)

4.4.3. Test des échantillons et analyse

Préparer le mix de réaction comme dans la partie du test des amorces (4.4.1) et faire la dilution

des échantillons d’IPs au 50°™.
Calculer le ratio de quantité par la formule suivante :

Ct géne intérét (cal—éch
(1 + Egéne intérét) & ( )

Rath —_— N 7
I I E Ct gene gei Cal—é C]l
( g\ , f) ( )

Réf : référence ; cal : calibrateur ; éch : échantillons.
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Résumé : Une des caractéristiques les plus connues de la programmation métabolique est qu’un événement commun
physiopathologique a I'age adulte obtenu indépendamment du stress nutritionnel au début de la vie. Cela a conduit a penser que
les altérations métaboliques dilies au stress nutritionnel précoce pouvaient résulter de la programmation seulement d’un petit
nombre de génes qui agissent comme gardiens d'un réseau de génes ou d'une voie de signalisation. Ici nous avons 1’intention
de tester cette hypothése par I'analyse combinée du transcriptome et méthylome avec des échantillons de foie des rats nés de
meres nourries avec une alimentation restreinte en protéines (MPR) ou carencée en donneur de méthyles (MDD) pendant la
gestation et la lactation et comparer entre les 2 models. Au moment du sevrage, la progéniture MDD a été sacrifiée, tandis que
la progéniture du groupe MPR a regu une nourriture standard jusqu'a 1'dge de 6 mois. Les rats a jours 21 nés de meres nourries
avec un régime MDD ont 3.269 génes surexprimé (P <0,0009) et 2.841 genes sous-exprimés (P <0,0004) par rapport aux
témoins. Les modifications de méthylation de I'ADN ont été trouvées dans les régions promotrices de 1.032 génes. Les analyses
fonctionnelles ont révélé que ces génes sont principalement impliqués dans le métabolisme des lipides et du glucose, du systéme
nerveux, la coagulation, le stress du réticulum endoplasmique et la fonction mitochondriale. Les master genes présentant des
changements a la fois dans 1'expression et la méthylation d'ADN sont limités a 266 génes et ils sont principalement impliqués
dans le systéme rénine-angiotensine, le métabolisme de la mitochondrie et de I'homéostasie phospholipide. La plupart de ces
master genes participent a la Non Alcoholic Fatty Liver Disease (NAFLD). La restriction protéique maternelle (MPR) a entrainé
une augmentation de la masse grasse abnominale, de I'hypertriglycéridémie, de I'hypercholestérolémie et un taux élevé d’acides
gras par rapport aux témoins. 3.020 génes sont surexprimés (P<0,0003) et 3.601 sous-exprimés (P<0,002) au niveau du
transcriptome et 3.968 génes modifiés au niveau du méthylome par rapport aux témoins. L'analyse fonctionnelle a indiqué que
les génes surexprimés sont principalement impliqués dans les voies métaboliques et les génes sous-exprimés et différemment
méthylés sont principalement impliqués dans des processus du développement. 998 master genes ont été trouvés, et 1éanalyse
fonctionnelle de ces génes a indiqué un effet significatif sur le développement des tissus, la régulation de la transcription et le
métabolisme, et beaucoup d'entre eux sont associés a des maladies chroniques comme I'hypertension, I'obésité centrale et le
diabéte. L'expression des génes et la méthylation de 'ADN du génome obtenus en utilisant ces modeéles ont été comparés aux
données de méthylome et de transcriptome précédemment obtenus a partir de foie des rats restreints en protéines et sacrifiés a
la naissance. Cette analyse a révélé un ensemble commun de 46 génes qui sont sur-exprimés et 42 génes sous-exprimés dans
les trois modeles de programmation métabolique par rapport aux animaux témoins. La plupart des génes surexprimés sont
impliqués dans la régulation de la fonction mitochondriale alors que les génes sous-exprimés sont principalement impliquées
dans la régulation de la prolifération cellulaire et l'expression des génes. Nous avons identifié¢ également un ensemble de 122
genes dont les niveaux de méthylation ont été modifiés a la fois par une carence en donneurs de méthyle et une restriction
protéique. Ces observations soutiennent I’hypothése qu’un petit nombre de génes essentiels sont a la base de la programmation
de troubles métaboliques, indépendamment du stress nutritionnel.

Mots-clés : Programmation métabolique, Programmation feetale, Epigénétique, méthylation de I'ADN, Restriction protéique
maternelle, Carence en donneurs de méthyle, Méthylome

Abstract: One of the most striking features of metabolic programming is that a common physiopathological output at adulthood
is obtained irrespective to the nutritional insult during early life. This has suggested that the metabolic alterations due to early
nutritional stress might result from the programming of only a small number of genes which act as gatekeepers of a fundamental
gene network or signalling pathway. Here we aimed to test this hypothesis through the combined analysis of the transcriptome
and methylome in rat liver samples derived from animals born to dams fed either a protein-restricted diet (MPR) or a methyl
donor deficient (MDD) diet through gestation and lactation. At weaning, the offspring born to MDD dams were sacrificed
whereas the pups from the MPR group were fed standard chow until the age of 6 months. 21-day-old rats born to mothers fed
a MDD diet during gestation and lactation have 3,269 over-expressed (P<0.0009) and 2,841 under-expressed (P<0.0004) genes
compared to controls. Modifications of DNA methylation were found in the promoter regions of 1,032 genes. Functional
analyses revealed that these genes are mainly involved in glucose and lipid metabolism, nervous system, coagulation,
endoplasmic reticulum stress and mitochondrial function. Master genes exhibiting changes in both gene expression and DNA
methylation are limited to 266 genes and are mainly involved in the renin-angiotensin system, mitochondrion metabolism and
phospholipid homeostasis. Most of these master genes participate in Non Alcoholic Fatty Liver Disease (NAFLD). Maternal
protein restriction (MPR) resulted in increased fat mass, hypertriglyceridemia, hypercholesterolemia and high fatty acids
compared to control. 3,020 genes were up-regulated (p < 0.0003) and 3,601 (p < 0.002) down-regulated by MPR compared to
controls. Modifications of DNA methylation was found in 3,968 genes. The functional analysis indicated that the overexpressed
genes were mainly involved in metabolic pathways and the under-expressed and differentially methylated genes were mainly
involved in physiological process. 998 master genes were found, functional analysis of these genes indicated a significant effect
on tissue development, regulation of transcription and metabolism, and many of them are associated with chronic diseases such
as hypertension, central obesity and diabetes. The genome-wide expression and DNA metylation results obtained using these
models, were compared to previous methylome and transcriptome data obtained using liver from MPR pups sacrificed at birth.
This analysis revealed a common set of 46 genes that were up regulated and 42 genes down regulated in the three models of
metabolic programming compared to control animals. Most of the up regulated genes are involved in the regulation of
mitochondrial function whereas the down-regulated genes are mainly involved in the regulation of cell proliferation and gene
expression. We identified also a set of 122 genes whose methylation levels were changed both by methyl donor deficiency and
protein-restriction. These observations sustain the hypothesis that a small set of core genes underlies the programming of
metabolic disorders irrespective of the nutritional insult.

Key words: Metabolic programming, Fetal programming, Epigenetics, DNA methylation, Maternal protein restriction, Methyl
donor deficiency, Methylome
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