
HAL Id: tel-01751783
https://hal.univ-lorraine.fr/tel-01751783

Submitted on 29 Mar 2018

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépôt et à la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche français ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.

Conséquences d’une carence en donneurs de méthyles
sur la différenciation neuronale et la plasticité : influence
d’une supplémentation périnatale sur le développement

cérébral
Andrea Geoffroy

To cite this version:
Andrea Geoffroy. Conséquences d’une carence en donneurs de méthyles sur la différenciation neu-
ronale et la plasticité : influence d’une supplémentation périnatale sur le développement cérébral.
Médecine humaine et pathologie. Université de Lorraine, 2015. Français. �NNT : 2015LORR0088�.
�tel-01751783�

https://hal.univ-lorraine.fr/tel-01751783
https://hal.archives-ouvertes.fr


 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

AVERTISSEMENT 
 
 

Ce document est le fruit d'un long travail approuvé par le jury de 
soutenance et mis à disposition de l'ensemble de la 
communauté universitaire élargie. 
 
Il est soumis à la propriété intellectuelle de l'auteur. Ceci 
implique une obligation de citation et de référencement lors de 
l’utilisation de ce document. 
 
D'autre part, toute contrefaçon, plagiat, reproduction  illicite 
encourt une poursuite pénale. 
 
Contact : ddoc-theses-contact@univ-lorraine.fr 
 
 
 
 
 

LIENS 
 
 
Code de la Propriété Intellectuelle. articles L 122. 4 
Code de la Propriété Intellectuelle. articles L 335.2- L 335.10 
http://www.cfcopies.com/V2/leg/leg_droi.php 
http://www.culture.gouv.fr/culture/infos-pratiques/droits/protection.htm 



Ecole Doctorale BioSE (Biologie-Santé-Environnement) 

Thèse 

Présentée et soutenue publiquement pour l’obtention du titre de 

DOCTEUR DE l’UNIVERSITE DE LORRAINE 

Mention : « Sciences de la Vie et de la Santé » 

Par 

Andréa GEOFFROY 

Conséquences d’une carence en donneurs de méthyles sur la 

différenciation neuronale et la plasticité : influence d’une 

supplémentation périnatale sur le développement cérébral. 

Le 08 Septembre 2015 

Membres du jury : 

Rapporteurs : 

Pr. Marie-Laure Kottler PU-PH, U1075 INSERM, Caen, France 

Dr. Patrick Anglard DR, U7364 CNRS, Strasbourg, France 

Examinateurs :  

Dr. Hervé Moine DR, CNRS 7104 / INSERM U964, Strasbourg, 

France 

Pr. Jean-Louis Guéant PU-PH, U954 INSERM, Nancy, France 

Dr. Jean-Luc Daval DR, U954 INSERM, Nancy, France 

Directeur de thèse    

Dr. Carine Bossenmeyer-Pourié MCU, U954 INSERM, Nancy, France, 

Co-directeur de thèse 

Membres invités: 
Pr. Bruno Charpentier   PR, U7365 CNRS, Nancy, France 

_________________________________________________________________________________ 

UMR 954 INSERM – «Nutrition, génétique et exposition aux risques environnementaux» 

9 avenue de la Forêt de Haye-Faculté de Médecine - 54500 Vandoeuvre-lès-Nancy 



REMERCIEMENTS 

Je transmets mes sincères remerciements : 

A Madame le Professeur Marie-Laure Kottler et à Monsieur le Docteur Patrick 

Anglard pour avoir accepté d’être rapporteurs pour ma soutenance de thèse. Merci pour le 

temps et l’intérêt que vous avez porté à l’évaluation de ce travail. 

A Monsieur le Docteur Hervé Moine, d’avoir accepté d’être examinateur. Une page 

se tourne et de nouveaux horizons s’ouvrent au sein de votre équipe. J’espère que le post-

doctorat sera riche en contribution dans le domaine du X-Fragile. 

A Monsieur le Professeur Bruno Charpentier pour avoir participé à l’évaluation et au 

suivi de ce travail, en tant que membre du comité de suivi de thèse. 

A Monsieur le Professeur Jean-Louis Guéant, directeur du laboratoire, de m’avoir 

accueilli au laboratoire INSERM U954 NGERE pour ces quelques années de recherche, dans 

le cadre du Master et de la Thèse. Pour m’avoir permis d’intégrer un établissement où la 

chaleur humaine est grande et où les compétences sont nombreuses ; me permettant la mise en 

œuvre de ce projet. C’est d’abord grâce à vous que j’ai pu être formée à la recherche.  

A Monsieur le Docteur Jean-Luc Daval, co-directeur du laboratoire et directeur de 

thèse, de m’avoir accepté comme doctorante sur ce projet, de m’avoir accordé votre confiance 

et votre soutien. De nous avoir permis à tous d’atteindre nos objectifs au cours de ces années. 

Merci pour votre sérénité qui m’a aidé à concrétiser ce manuscrit dans les meilleures 

conditions ! Merci de m’avoir soutenu et permis de développer ma passion pour la recherche. 

A Madame le Docteur Carine Bossenmeyer-Pourié, co-directrice de thèse, de 

m’avoir accepté en premier lieu pour un stage d’initiation de Licence 3 puis de Master 1 et de 

Master 2, pour finalement aboutir à cette thèse. Vous m’avez soutenu en 1
ère

 ligne, permis de

m’affirmer et de confirmer mes objectifs professionnels. C’est vous qui m’avez permis de 

tomber dans cette potion magique qui vous transforme, sur un plan professionnel et personnel. 

A Mademoiselle Racha Kerek, Docteur de l’université de Lorraine, première amie au 

sein du laboratoire et coéquipière en 1
ère

 ligne au cours de ma première année de thèse. A toi

qui m’a formé à la paillasse, avec qui on a tant rit et parfois tant désespéré quand les manips 

se décidaient à ne plus fonctionner ! 

A Mademoiselle Déborah Helle, technicienne, pour avoir contribué à ces travaux, 

pour m’avoir formé dans ses domaines de spécialité et pour avoir eu la patience de répondre à 

toutes mes questions. Merci aussi d’avoir le sang chaud, comme moi, ce qui nous a permis 

parfois, dans une bonne dispute de faire retomber la pression pour repartir de plus belle ! 

A Monsieur le Docteur Grégory Pourié, pour avoir pris le temps de m’enseigner et de 

m’épauler pour toutes les manips de comportement et surtout … pour les statistiques ! 



A Madame Maryvonne Merlet ainsi que Monsieur Arnaud Billon d’avoir supporté 

mes plaintes, mes angoisses, mes récits ; sur l’avancement de ma thèse, de ma rédaction et 

encore de ma rédaction ! Ca y est c’est fini ! Merci pour la relecture, une petite couche en plus 

au cas où vous n’en ayez pas assez entendu parler ! 

A Madame le Docteur Natacha Dreumont, merci ! D’avoir été là pour m’écouter, me 

rassurer et me conseiller pour la suite. Prochaines étapes : post-doc, publis et qualifs ! Pleins 

d’autres questions en perspectives … 

A Mademoiselle Justine Flayac, technicienne, pour transmettre tous les jours sa 

bonne humeur au laboratoire (oui oui, tu sais, tes farces ? … auxquelles j’ai réussi à 

échapper !). Merci tout particulier de m’avoir permis d’acquérir deux petits monstres félidés 

qui m’ont souvent obligé à souffler … en m’empêchant de travailler ! 

A Mademoiselle Aurélie Robert, technicienne, merci pour la seconde couche de 

bonne humeur ! Je t’avais promis de commémorer ta magnifique danse des canards du couloir 

pour nous rassembler au déjeuner. Voici chose faite et juste revanche pour m’avoir fait 

endosser un costume de lutin pour le Noël de l’unité ! 

A Mesdames Catherine Tavera et Dominique Guillaume, secrétaires, toujours les 

dernières au courant des potins ? Je ne dirais pas ça … Merci pour ces midis en votre 

compagnie, ces rires et sympathiques souvenirs en compagnie de Mademoiselle Justine 

Paoli. 

Merci à tous les doctorants de l’unité : Eva Feirgova, Rose Ghemrawi, Hassan 

Mehem, Anaïs Bison, Nicolas Martin, Sarah El Chakkour, Jérémy Willekens et tous les 

autres … pour tous ces bons moments … 

Merci à tous les membres de l’unité : Rémy Umoret, Sophie Lorentz, Aurélie 

Robert, Jean-Marc Alberto, Céline Chery, Pierre Rouyer, Fereshteh Amogli, Sebastien 

Hergalant, Philippe Gérard, Elise Jeannesson, Catherine Masson … pour la transmission 

de vos compétences… De même que Florence Coste. 

Merci à tous les Professeurs et Docteurs de l’unité : Rosa-Maria Rodriguez-Guéant, 

Shu-Fang Battaglia, Brigitte Leninger, Bernard Namour, Franck Hansmannel, Carole 

Arnold, David Coelho, Rémi Houlgatte … pour la transmission de votre savoir … 

Remerciements particuliers, pour toute l’équipe pédagogique avec qui j’ai effectué 

mon monitorat, Mesdames et Monsieur les Professeurs et Docteurs Dominique Chardard, 

Sandra Kuntz, Sabine Mazerbourg, Noémie Thomas, Marielle Thomas et Nadège 

Touche. Vous m’avez permis de sortir la tête de mon travail de thèse, pour participer aux 

enseignements que j’apprécie tout autant. 

Merci à mes parents, Albine et Claude Geoffroy, pour m’avoir inspiré, motivé et 

accompagné. Pour me soutenir dans mes projets … 



��

�

TABLE DES MATIERES 

LISTE DES FIGURES …………………………………………………………………... VII 

LISTE DES SCHEMAS DE SYNTHESE ……………………………………………….. IX 

LISTE DES TABLEAUX ………………………………………………………………..… X 

LISTE DES FICHES TECHNIQUES …………………………………………..……….. XI 

LISTE DES ABREVIATIONS …………………………………………………………. XIII 

___________________________________________________________________________ 

AVANT PROPOS ………………………………………………...………………………… 1 

- De l’observation à la compréhension : pathologies et nutrition ……………………. 1 

- L’émergence de l’embryologie et de la tératologie ………………………………… 2 

- Rôle des instances en charge de la santé publique ………………………………….. 3 

- Les limites liées au contexte socio-économique ……………………………………. 3 

- Etat de la recherche et problématiques ……………………………………………... 4 

SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE ………………………………………………………. 5 

I. Développement du système nerveux ……………………………………………….. 7 

1. Embryogenèse et croissance fœtale ……………………………………………… 7

2. Neurulation et mise en place anatomique du système nerveux …………………... 8

3. Expansion du système nerveux ………………………………………………..... 13

4. Période fœtale : croissance cérébrale et mises en place fonctionnelle ………...... 15

5. Architecture cérébrale et fonctionnalités ……………………………………….. 20

II. Déterminants du neuro-développement ………………………………………….. 25

1. Voies de régulation épigénomique et épigénétique de l’expression des gènes …. 28

a. Modification de l’ADN et des histones …………………………………. 28

b. Modification des histones ……………………………………………….. 33

2. Régulation post-transcriptionnelle de l’expression des protéines par les miRs … 36

a. Biogenèse des ARN non-codants de type miRs ………………………… 36

b. Mode d’action du complexe miRISC …………………………………… 39



���

�

c. Interventions des miRs dans le système nerveux central ……………….. 39

3. Régulation des voies de signalisation par les miRs ……………………………... 43

a. Prolifération, différenciation et survie ……………………………...…..  43

b. Maturation, plasticité synaptique et mémorisation ……………………… 55

c. Altération de l’expression des miRs et anomalies du SNC ……………... 60

4. Voies de régulation mises en jeu ………………………………………………... 63

a. STAT3 …………………………………………………………………... 63

b. Dll1/Notch ………………………………………………………………. 66

c. Récepteurs AMPA/NMDA …………………………………………...… 67

III. Vitamines B9 et B12 ……………………………………………….………………. 72

1. La vitamine B9, ou folates ……………………………………………………… 72

a. Structure, sources et besoins …………………………………………….. 72

b. Absorption des folates …………………………………………………... 73

c. Cycle des folates ………………………………………………………… 75

d. Carences en vitamines B9 ………………………………………………. 78

2. La vitamine B12, ou cobalamine ……………………………………………….. 79

a. Structure, sources et besoins …………………………………………….. 79

b. Absorption de la cobalamine ……………………………………………. 81

c. Métabolisme de la cobalamine ………………………………………….. 83

d. Carences en vitamines B12 ……………………………………………... 85

3. La vitamine B6, ou pyridoxine …………………………………………………. 86

a. Structure, sources et besoins …………………………………………….. 86

b. Absorption et métabolisme de la pyridoxine ……………………………. 88

c. Carences en vitamines B6 ………………………………………………. 88

IV. Cycle l’homocystéine ………………………………………………………………. 89

1. Cycle de l’homocystéine (ou cycle de la méthionine) ………………………..… 89

2. L’homocystéine …………………………………………………………………. 91

3. Voies d’élimination de l’homocystéine …………………………………………. 94

a. La voie de reméthylation (MTR-dépendante) …………………………... 94

b. La voie de transsulfuration (CBS-dépendante) …………………………. 95

4. Régulation des voies d’élimination de l’homocystéine …………………………. 97



����

�

5. Hyperhomocystéinémie et facteurs influençant cycle de monocarbones ……….. 99

a. Facteurs nutritionnels ………………………………………………….... 99

b. Facteurs génétiques ……………………………………………………... 99

c. Facteurs externes ………………………………………………………. 102

V. Pathologies et carence en donneurs de groupements méthyles ………………... 103 

1. Notion de fœtal programming …………………………………………………. 103

2. Pathologies du développement ……………………………………………….... 104

a. Altération de la fertilité et défauts des processus pré-implantatoire  ….. 104

b. Défauts de fermeture du tube neural …………………………………... 106

c. Supplémentation ……………………………………………………..… 107

3. Pathologies de l’adulte ……………………………………………………..….. 109

a. Risques cardio-vasculaires …………………………………………..… 109

b. Diabète ………………………………………………………………..... 110

c. Atteintes hépatiques …………………………………………………..... 110

d. Atteintes osseuses …………………………………………………..….. 111

e. Risques cancéreux …………………………………………………..…. 111

f. Troubles neuropsychiatriques et neurologiques ……………………..… 112

4. Pathologies neurodégénératives ……………………………………………..… 113

a. Paralysie supranucléaire progressive et sclérose en plaque …………… 114

b. Maladie de Parkinson ………………………………………………….. 115

c. Maladie d’Alzheimer …………………………………………………... 116

OBJECTIFS ……………………………………………………………………………… 119 

MATERIELS ET METHODES ………………………………………………………… 123 

I. Modèle animal ………………………………………………………………... 125 

�� Entretien et alimentation …………………………………………………... 125 

�� Alimentation ……………………………………………………………….. 125 

�� Reproduction ………………………………………………………………. 126 

�� Supplémentation …………………………………………………………… 127 

�� Prélèvements sanguins et tissulaires ………………………………………. 127 

	� Analyses morphométriques et histopathologiques ………………………… 128 

II. Modèle cellulaire ……………………………………………………………... 129

1. Souche et entretien ………………………………………………………… 129



�
�

�

2. Milieux de culture …………………………………………………………. 130

3. Viabilité cellulaire …………………………………………………………. 131

4. Traitement par siARN ……………………………………………………... 132

5. Récupération des échantillons ……………………………………………... 132

III. Dosages métaboliques ………………………………………………………... 133

IV. Etudes de l’expression génique et ARNs ……………………………………. 134

1. Méthylation globale de l’ADN ……………………………………………. 134

2. RT² Profiler PCR array ……………………………………………………. 134

3. qRT-PCR SYBR-Green …………………………………………………… 135

4. qRT-PCR Taqman …………………………………………………………. 136

5. Hybridation in situ des miRNAs …………………………………………... 137

V. Etudes de l’expression protéique ……………………………………………. 137 

1. Western Blot ………………………………………………………………. 137

2. Immunochimie …………………………………………………………….. 138

3. Duolink …………………………………………………………………….. 139

VI. Etudes comportementales ……………………………………………………. 139

1. Negative geotaxis ………………………………………………………….. 139

2. Righting reflex …………………………………………………………….. 140

3. Homing …………………………………………………………………….. 140

4. Labyrinthe multi-T ………………………………………………………… 141

VII. Etude statistique ……………………………………………………………… 141

RESULTATS ……………………………………………………………………………... 143 

- 1
ère

partie : La carence gestationnelle en donneurs de groupements méthyles

peut induire des défauts cérébraux persistants en réduisant la 

signalisation STAT3 ciblée par miR-124 .............................………………. 145 

- 2
ème

partie : Une supplémentation tardive en folates améliore les atteintes

cérébrales associées à une carence en donneurs de méthyles, en restaurant 

 les voies de signalisation Let-7a et miR-34a ……………………....…….... 149 

- 3
ème

 partie : La carence précoce en donneurs de méthyles engendre des

altérations de la plasticité synaptique par dérégulation de l’activité des 

miRs sur les récepteurs ionotropiques au glutamate. Effets bénéfiques d’une 

supplémentation périnatale en folates .....………………………………...... 153 




�

�

DISCUSSION, CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES ………………………….…… 161 

I. Facteurs environnementaux et développement ……………………………. 163 

II. Conséquences d’une carence précoce en donneurs de méthyles sur le

développement  cérébral …………………………………………………… 164

III. Carence précoce et altération du programme neurogénique ……………… 166

IV. La carence en donneurs de méthyle altère l’expression de Trim71 et

Dll1/Notch, deux acteurs de la fermeture du tube neural antérieur et

postérieur ………………………………………………………………….. 168

1. La régulation de miR-34a/Notch contribue à la fermeture et à l’organisation

de la colonne vertébrale, au niveau du tube neural postérieur ………… 168

2. La dérégulation de Let-7a/Trim71 contribuerait aux anomalies de fermeture

de la suture du cervelet, au niveau du tube neural antérieur …………... 171

V. La carence en donneurs de méthyle provoque une atrophie des structures 

cérébrales via une altération de la voieSTAT3 …………….……………… 172 

VI. La régulation de miR-124a/CREB contribue à la plasticité synaptique chez

l’adulte ……………………………………………………………………... 174

VII. Conclusions et Perspectives ……………………………………………….. 177

BIBLIOGRAPHIE ……………………………………………………………………….. 181 

___________________________________________________________________________ 

FICHES TECHNIQUES ………………………………………………………………… 245 

ANNEXES ………………………………………………………………………………… 283 

VALORISATION SCIENTIFIQUE ……………………………………………………. 287 

I. Publications ……………………………………………………………………. 289 

II. Communications orales ………………………………………………………... 290

III. Communications affichées …………………………………………………….. 291

IV. Travaux présentés en communication par un tiers …………………………….. 291




��

�




���

�

LISTE DES FIGURES 

Développement du système nerveux central 

Figure 1 : Schéma de la fermeture du tube neural ………………………………………….. 11 

Figure 2 : Les 12 paires de nerfs crâniens ………………………………….…………...….. 12 

Figure 3 : Différenciation des différentes vésicules cérébrales …………………………….. 14 

Figure 4 : Organisation des méninges, coupe coronale …………………………………….. 17 

Figure 5 : Sortie des nerfs spinaux par leur vertèbre respective ...………............................. 19 

Figure 6 : Architecture intra-cérébrale, coupe sagittale …………….……………………… 21 

Figure 7 : Représentation du système limbique et des noyaux gris centraux ……………… 23 

Déterminants du neurodéveloppement 

Figure 8 : Mise en place des différentes lignées cellulaires constituant le système 

nerveux …………………………………………………………………………………....… 26 

Figure 9 : Principaux acteurs de la méthylation de l’ADN en fonction du temps …………. 30 

Figure 10 : Mécanismes de déméthylation …………………………………………………. 32 

Figure 11 : Les différentes marques du code histone contribuent à l’expression ou à la 

répression des gènes ………………………………………………………………………… 35 

Figure 12 : L’emplacement des marques contribue également à l’expression ou à la 

répression des gènes ………………………………………………………………………… 36 

Figure 13 : Voie de biogenèse des miRs …………………………………………………… 38 

Figure 14 : Intervention des miRs dans les différentes étapes impliquées dans la mise en place 

du système nerveux central …………………………………………………………………. 42 

Figure 15 : Régionalisation dorso-ventrale et antéro-postérieure de la moelle épinière par 

l’expression délimitée des gènes Hox et basic helix-loop-helix (bHLH) …………………... 44 

Figure 16 : Cibles principales de miR-9 et phénomène de feedback négatif ………………. 47 

Figure 17 : Maintien de l’identité neuronale par miR-124 …………………………………. 49 

Figure 18 : Exemple de boucle de rétrocontrôle impliquant miR9/miR-9*, miR-124 et 

REST/SCP1 …………………………………………………………………………………. 51 

Figure 19 : Voies de régulation par miR-34 ………………………………………………... 54 

Figure 20 : Voies de régulation impliquant  miR-132 au sein du système nerveux  

central ……………………………………………………………………………………….. 57 

Figure 21 : Voies de régulation du système nerveux par miR-137 ………………………… 59 




����

�

Figure 22 : Représentation de voies majeures de la régulation du développement du système 

nerveux central ……………………………………………………………………………… 62 

Figure 23 : Voie de signalisation STAT3 ………………………………………………….. 65 

Figure 24 : Voie de signalisation Dll1/Notch ……………………………………………… 67 

Figure 25 : Voies de signalisation des récepteurs AMPA/NMDA …………….…………... 70 

Vitamines B9 et B12 : déterminants du cycle des monocarbones 

Figure 26 : Structure de l’acide folique …………………………………………………….. 72 

Figure 27 : Absorption intestinale  des folates ……………………………………………... 74 

Figure 28 : Cycle des folates ……………………………………………………………….. 76 

Figure 29 : Structures des formes tétrahydrofolates (THF) dérivées de l’acide folique …… 76 

Figure 30 : Synthèse de la distribution hépatique et périphérique des folates et de leurs 

modifications………………………………………………………………………………… 77 

Figure 31 : Structure de la cobalamine …………………………………………………….. 80 

Figure 32 : Absorption intestinale et distribution de la cobalamine ……………………….. 82 

Figure 33 : Synthèse de la distribution hépatique et périphérique de la cobalamine et de son 

utilisation ……………………………………………………………………………………. 84 

Figure 34 : Structures des formes de vitamine B6 et de leurs dérivés phosphorylés ………. 87 

Cycles des folates et de l’homocystéine : métabolisme des monocarbones 

Figure 35 : Cycle de la méthionine ………………………………………………………… 90 

Figure 36 : Structures des dérivées de l’homocystéine …………………………………….. 92 

Figure 37 : Cycle des monocarbones et régulation de l’homocystéinémie ………………… 96 

Figure 38 : Régulation de l’homocystéine …………………………………………………. 98 

Matériels et méthodes 

Figure 39 : Protocole animal élaboré au laboratoire pour l’étude des conséquences d’une 

carence précoce en donneurs de méthyles ………………………………………………… 126 

Figure 40 : Protocole cellulaire utilisé au laboratoire pour l’étude des conséquences d’une 

carence en donneurs de méthyles ………………………………………………………….. 131 



���

�

LISTE DES SCHEMAS DE SYNTHESE 

Développement du système nerveux central 

Schéma de synthèse 1 : Pathologies associées à un défaut de développement du système 

nerveux central.……………………………………..……………………………………….. 24 

Déterminants du neurodéveloppement 

Schéma de synthèse 2 : Voies de signalisation impliquées dans la mise en place du système 

nerveux et sa fonctionnalité ………………………………………………………………… 71 

Discussion, conclusions et perspectives 

Schéma de synthèse 3 : La carence en donneurs de groupement méthyle aboutit à différentes 

pathologies, par la dérégulation de voies de signalisation dont l’expression peut être 

partiellement restaurée par une supplémentation périnatale en acide folique …………..…. 179 



��

�

LISTE DES TABLEAUX 

Vitamines B9 et B12 : déterminants du cycle des monocarbones 

Tableau 1 : Apports nutritionnels conseillés (ANC) en folates ……………………………. 73 

Tableau 2 : Synthèse non exhaustive des causes de déficience en vitamine B9 …………… 79 

Tableau 3 : Apports nutritionnels conseillés (ANC) en vitamine B12 …………………….. 80 

Tableau 4 : Synthèse non exhaustive des causes de déficience en vitamine B12 ………….. 85 

Tableau 5 : Table des profils de carence en vitamine B12 ………………………………… 86 

Tableau 6 : Apports nutritionnels conseillés (ANC) en vitamine B6 ……………………… 88 

Cycles des folates et de l’homocystéine : métabolisme des monocarbones 

Tableau 7 : Table des profils physiologiques et pathologiques de l’homocystéine ...……… 93 

Tableau 8: Tableau des principaux déterminants d’une hyperhomocystéinémie …......….. 103 

Fiches techniques 

Tableau 9 : Préparation du milieu DMEM carencé en folates ……………………………. 254 

Tableau 10 : Composition du milieu de culture en condition de prolifération …………… 254 

Tableau 11 : Composition du milieu de culture en condition de différenciation …………. 255 

Tableau 12 : Préparation des solutions de siRNAs et de lipofectamine RNAiMax pour la 

tansfection …………………………………………………………………………………. 257 

Tableau 13 : Composition des gels de concentration et de séparation de 

polyacrylamide ………………………………………………...…………………….…….. 275 



���

�

LISTE DES FICHES TECHNIQUES 

Rats Wistar 

Fiche 1 : Entretien …………………………………………………………………………. 247 

Fiche 2 : Supplémentation ………………………………………………………………… 248 

Fiche 3 : Prélèvements des échantillons …………………………………………………... 249 

Fiche 4 : Analyses histopathologiques ……………………………………………………. 250 

Fiche 5 : Analyses histopathologiques bis ………………………………………………… 251 

H19-7/IGF-IR 

Fiche 6 : Décongélation et congélation …………………………………………………… 252 

Fiche 7 : Passages des cellules et récupération des échantillons ………………………….. 253 

Fiche 8 : Conditions de culture ……………………………………………………………. 254 

Fiche 9 : Viabilité cellulaire ………………………………………………………………. 256 

Fiche 10 : Traitement par siARN …………………………………………………………. 257 

Fiche 11 : Récupération des échantillons …………………………………………………. 258 

Dosages métaboliques 

Fiche 12 : Extraction des protéines cytosoliques ………………………………………….. 259 

Fiche 13 : Vitamines B9 et B12 ………………………………..………………………….. 260 

Fiche 14 : HCY, MMA, acide succinique, méthionine, SAM et SAH ……………………. 261 

Expression génique 

Fiche 15 : Quantification et test qualité des ADN et ARN ……………………………….. 263 

Fiche 16 : Extraction ADN ………………………………………………………………... 264 

Fiche 17 : Méthylation globale de l’ADN ………………………………………………… 265 

Fiche 18 : Extraction ARN ………………………………………………………………... 267 



����

�

Fiche 19 : RT² PCR Profiler Array ………………………………………………………... 268 

Fiche 20 : qRT-PCR SYBR Green …………...…………………………………………… 269 

Fiche 21 : Extraction des miRNAs ………………………………………………………... 270 

Fiche 22 : qRT-PCR TaqMAN ……………………...…………………………………….. 271 

Fiche 23 : Localisation des miRNAs …………………………………………………….... 272 

Expression protéique 

Fiche 24 : Extraction des protéines cytosoliques ………………………………………….. 273 

Fiche 25 : Western Blotting ……………………………………………………………….. 274 

Fiche 26 : Marquage immunochimique …………………………………………………… 277 

Fiche 27 : Duolink ………………………………………………………………………… 278 

Etude comportemental 

Fiche28 : Righting reflex ………………………………………………………………….. 279 

Fiche29 : Negativegeotaxis ………………………………………………………….……. 280 

Fiche 30 : Homing ………………………………………………………………………… 281 

Fiche 31 : Labyrinthe multi-T …………………………………………………………….. 282 

Annexes 

Annexe I : Anticorps ……………………………………………………………………… 283 

Annexe II : Composition des solutions …………………………………………………… 284 

�

�

�

�

�

�



�����

�

ABREVIATIONS 

5,10-MTHF  5,10-méthylène tétrahydrofolate 

5,10-MTHFR 5,10-méthylène tétrahydrofolate réductase 

5-me-THF 5-méthyltétrahydrofolate 

AdoCbl Adénosylcobalamine 

ADN  Acide désoxyribonucléique 

ADNc  Acide désoxyribonucléique complémentaire 

ADNg  Acide désoxyribonucléique génomique 

Akt Protéine kinase B 

AMPA  �-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid

ANOVA Analysis of variance 

ARN   Acideribonucléique 

ARNm  Acide ribonucléique messager 

Ascl1/Mash1 Achaete-scutecomplexhomolog 1 

Bcl Cobalamine ou vitamine B12 

Bcl-2 B-cell lymphoma 2 

Bcl-xl B-cell lymphoma-extra large 

BCS Cystathionine-β-synthase 

BET Bromured’éthydium 

bHLH Basic helix-lool-helix 

BHMT Bétaine-homocystéinemethyltransférase 

BMP Bone morphogenetic protein 

BSA Bovine serum albumin 

CA1 Corne d’Ammon 1 

Cdk Cycline-dependant kinase 

DAPI 4,6-diamidino-2-phenylindole 

DFTN Défaut de fermeture du tube neural 

DGCR8 Syndrome chromosomal [or critical] region 8 



��
�

�

DHFR Dihydrofolate réductase 

DHR Dihydrofolate 

Dll1 Delta-like 1 

DMEM Dulbecco's Modified Eagles Medium 

DNMT DNA methyl transferase 

DTT Dithiotréitol 

E16 16
ème

 jour embryonnaire

E20 20
ème

 jour embryonnaire

ECL EnhancedChemiluminescence 

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid 

FAO Food and Agriculture Organization 

Fox Forkhead box 

GAPDH Glycéraldéhyde-3-phosphate-deshydrogénase 

GD Gyrus denté 

GNMT Glycine N-méthyle transférase  

GO Argonaute RISC catalytic component 

Hcy Homocystéine 

HDAC Histone désacéthylase 

Hes1 Hairy and enhancer for split 1 

HMT Histone methyletransferase 

HRP HorseRadishPeroxydase 

IF Facteur intrinsèque 

J21 21
ème

 jour post-natal

Jag-1 Jagged-1  

JAK Janus Tyrosine Kinase  

JNK c-Jun N-terminal kinase 

kDa Kilo Dalton 



�
�

�

LCC Longueur cranio-caudale 

LCCI Longueur cranio-calcanéenne 

LCR Liquide céphalo-rachidien 

Let-7 Lethal-7 

LMBD1 Probable lysosomalcobalamin transporter 

LSD1 Lysine (K)-specific demethylase 1A  

LTD Long term depression 

LTP Long term potentiation 

MAP   Protéines associées aux microtubules 

MAPK  Mitogen-activatedprotein kinases 

Mash1/Ascl1 Achaete-scute complex homolog 1 

MAT  Méthionineadénosyltransférase 

MBD Methyl-CpG-binding domain  

MDD Methyl donor deficiency 

MeCbl  Méthylcobalamine 

MeCP2  Methyl CpG binding protein 2 

MHB   Midbrain-hindbrain boundary 

miR   microARNoumiRNA 

miRISC miRNA-induced silencing complex  

MMA   Acide méthylmalonique 

MS/MTR Méthionine synthase 

MT  Méthyle transférase(s)  

MTHFD  5,10-méthylènetétrahydrofolate déhydrogénase 

MTHFR  5,10-Méthylènetétrahydrofolate réductase  

mTOR  Mammaliantarget of rapamycin 

MTRR  Méthionine synthase réductase 

NMDA N-Méthyl-D-aspartate 

NRSE Neuronal restrictive silencerelement 

NRSF Neuron restrictive silencer factor  

OMS Organisation mondiale de la santé 



�
��

�

p53 Tumorprotein 53  

PAGE Polyacrylamide gel electrophoresis 

PAX Paired-Box transcription factor  

PBS Phosphate buffered saline  

PCR Polymerasechainreaction 

PG Polyglutamate 

PI3K phosphoinositide 3-kinase 

PIP3 Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate (PIP3) 

PKA Protéine kinase A 

PKC Protéine kinase C 

PL(P) Pyridoxal (-5’-phosphate) 

PM(P) Pyridoxamine (-5’-phosphate) 

PN(P) Pyridoxine (-5’-phosphate)  

PSD95 Post-Synaptic Density protein 95  

PTEN Phosphatase and TENsin homolog 

PVDF Polyvinylidenedifluoride 

qPCR Quantitative polymerasechainreaction 

Qsp Quantité Suffisante Pour  

REST Repressor element transcription factor  

RNase Ribonucléase 

RT Reverse transcription - Transcription inverse 

SA Semaine d’aménorrhée 

SAH S-adénosylhomocystéine 

SAHH SAH hydrolase  

SAM S-adénosulméthionine 

SDS Sodium dodécyl sulfate  

Ser Sérine  

SG Semaine de grossesse 

SHMT Hydroxyméthyltransférase 

SIRT1 Sirtuin1  



�
���

�

SNC Système nerveux central 

SOX SRY (Sex determining on Y)-related HMG box  

Src Proto-oncogene tyrosine-protein kinase Src 

STAT3 Signal Transducer and Activator of Transcription 2 

SVF Sérum de veau foetal 

SVZ Zone subventriculaire 

TBE Tris-Borate-EDTA  

TBS  Tris buffered saline  

TCII Transcobalamine II 

Tet Tet-eleven translocation protein 

THF  Tetrahydrofolate 

TLX   Human orphan nuclear receptor tailles 

TRBP   HIV-1 TAR RNA binding protein 

Trim71 ou Mlin41 Tripartite motif containing 71  

Tyr  Tyrosine 

UTR Untranslated region 

Wnt Wingless-type MMTV integration site family 



�
����

�



1 

AVANT PROPOS 

« Que ton aliment soit ta première médecine » (Hippocrate, 460-356 avant J.-C.). 

De l’observation à la compréhension : pathologies et nutrition 

Dès l’antiquité on soupçonne l’impact de l’alimentation sur la santé mais le premier principe 

« d’échange nutritif » n’est établi qu’au XX
ème

 siècle par Lambling (1921). Le développement

de la chimie et de la biochimie moderne, au XIX
ème

 siècle, permet la découverte des

macromolécules qui constituent les aliments. Elle définit trois composés (protéines, glucides 

et lipides), « indispensables à la vie », dont le rôle est de fournir à l’organisme le matériel 

nécessaire pour compenser la perte de matière et d’énergie. Les premières expérimentations 

animales sur des aliments artificiels créés à partir de ces composés, permettent rapidement de 

constater que ces molécules ne suffisent pas à combler les besoins physiologiques. On admet 

alors que les aliments doivent contenir d’autres substances, présentes en faible quantité, mais 

non moins indispensables à l’organisme. C’est l’émergence des micronutriments, vitamines et 

minéraux. 

On effectue alors un certain nombre de recoupements entre pathologies et nutrition. 

En 1497 Vasco de Gama est confronté au scorbut qui ravage son équipage. James Lind (1747) 

démontre que la consommation de produits frais, les agrumes, permet de prévenir et guérir ce 

mal grâce à l’acide ascorbique (vitamine C) découvert 50 ans plus tard. Le rachitisme et 

l’ostéomalacie sont connus depuis les années 1600. L’huile de foie de morue en est alors le 

traitement. Sir Edward Mellanby (1919) démontre chez le chiot que c’est sa teneur en 

Vitamine D qui procure à cette huile ses vertus curatives. 

Dans les années 1930, des patientes enceintes présentent une anémie macrocytaire qui ne 

répond ni au fer ni aux vitamines. Lucy Wills utilise des extraits de levure pour les traiter 

(Wills et al., 1931). Les folates extraits de feuilles d’épinard dans les années 1940 sont 

identifiés comme étant les composés qui induisent cet effet (Mitchell et al., 1941). 

En 1925 aux Etats-Unis, on constate la guérison de l’anémie par ingestion de foie chez le 

chien. A cette époque l’anémie pernicieuse est une pathologie dont l’étiologie est peu connue 
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et pour laquelle un traitement par apport en fer est inefficace. En 1948 un pigment rouge du 

foie est isolé et est nommé vitamine B12 dont l’effet curatif sur cette pathologie est démontré 

la même année. 

Les associations entre nutrition et pathologies donnent lieu à une multiplication d’études 

scientifiques dans le but d’élucider les voies métaboliques impliquées et d’élaborer des 

traitements simples pour certaines pathologies. 

L’émergence de l’embryologie et de la tératologie 

Les premières notions d’embryologie remontent au XVIII
ème

 siècle. A cette époque,

l’embryologie se confronte à la « théorie de la préformation », théorie la plus communément 

admise, qui présente l’embryon comme un être vivant entier miniature. Au XIX
ème

 siècle,

Karl Ernst Von Baer initie l’embryologie moderne, qui comprend l’embryologie descriptive 

(modifications morphologiques) et l’embryologie causale (déterminisme). On commence 

alors à admettre que l’embryon est un organisme qui se développe par la succession de 

plusieurs stades, chacun de plus en plus complexe et directement lié à l’environnement. Von 

Baer réalisera entre 1828 et 1837 la première étude d’embryologie comparée qui démontre 

que l’embryon est constitué de trois feuillets embryonnaires qui donneront lieu à la formation 

des différents organes et dont les premiers stades de développements sont communs aux 

animaux. Streeter (1942) et O'Rahilly et Müller (1987) synthétiseront l’ensemble du 

développement embryonnaire des vertébrés selon 23 stades successifs, dits « stades de 

Carnegie ».  

L’émergence de l’embryologie et de la tératologie (étude des « monstres », êtres vivants 

présentant une importante malformation congénitale) a donné lieu à un grand nombre 

d’études qui tentent d’élucider les causes et les mécanismes mis en jeux, afin d’élaborer des 

stratégies préventives ou curatives. 
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Rôle des instances en charge de la santé publique 

Parmi les causes de malformations congénitales, l’implication des carences vitaminiques à été 

mise en évidence. Au vu de la gravité de certaines de ces malformations, les scientifiques et 

les instances de santé publique insistent sur l’importance de l’adéquation entre les apports 

nutritionnels et les besoins physiologiques, en s’appliquant à étudier le rôle des nutriments 

dans le cadre de pathologies. En 1969, l’ensemble des connaissances apportées dans ce 

domaine a contribué à l’élaboration par l’OMS (Organisation Mondiale pour la Santé) et la 

FAO (Food and Agriculture Organization) d’une classification des carences à haut risque. En 

plus, le Codex Alimentarius (Codex sur la nutrition et les aliments diététiques ou de régimes) 

a pour mission d’informer la population et les professionnels de la santé des besoins 

physiologiques en termes de quantité (énergie) et de qualité (macro- et micro-nutriments), afin 

de prévenir les risques de carences et de pathologies associées. 

A l’heure actuelle, l’OMS considère les carences en vitamines du groupe B comme étant de 

Priorité II, suivant de près les carences classées de Priorité I en vitamine A, en Iode et en Fer. 

Les carences en donneurs de méthyles (vitamines B9 et B12) sont liées à la survenue de 

nombreuses pathologies. Au cours du développement, une carence en folates (vitamine B9) a 

été associée à des défauts de fermeture du tube neural chez l’embryon pouvant être létaux ou 

fortement handicapants. La forte prévalence d’une carence en folates a abouti en 1998 à la 

mise en place d’une stratégie de santé publique, consistant en la supplémentation 

systématique des farines au Canada et aux Etats Unis. En France, la supplémentation n’est pas 

systématique mais est fortement recommandée pour la femme souhaitant concevoir ou pour 

les femmes ayant déjà été exposées à des problèmes de grossesse en lien avec des défauts de 

fermeture du tube neural chez le fœtus. Cette supplémentation est alors usuellement prescrite 

un mois avant la conception et maintenue jusqu’à la fin du premier trimestre. 

Les limites liées au contexte socio-économique 

Malgré la mise en place de structures chargées des problèmes de santé publique et l’effort de 

diffusion des informations au grand public, les problèmes de santé liés à l’alimentation sont 

en permanence posés. Mis à part les problèmes de carences liés à un défaut génétique, à des 

pathologies, au vieillissement physiologique ou à la grossesse, de nombreux autres facteurs 
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conduisent à la persistance de ces carences (situation géographique, politique, socio-

économique, troubles du comportement alimentaire, déséquilibre alimentaire…). 

D’après l’Enquête nationale périnatale de 2010 en France, en dépit des bienfaits démontrés 

d’une supplémentation en folates selon la posologie indiquée et les diverses 

recommandations, seulement 40,3 % des femmes enceintes ont été supplémentées en 

vitamines B9 dont 24% en amont et pendant le 1
er

 mois de grossesse, c’est-à-dire à une

période efficace pour la prévention des anomalies du tube neural. 

Etat de la recherche et problématiques 

L’hyperhomocystéinémie qui découle d’une carence en vitamines B est impliquée dans un 

certain nombre de pathologies. Au cours du développement elle est liée à un retard de 

croissance intra-utérin et à des anomalies fœtales pouvant aboutir à des malformations 

congénitales létales ou graves, comme les spina-bidifa. Les microARNs (miRs) sont des 

régulateurs post-transcriptionnels fortement impliqués dans la modulation des différents 

processus biologiques qui se déroulent au cours du développement, de la maturation et de 

l’activité fonctionnelle cérébrale. Les altérations de la méthylation en condition de carence 

peuvent contribuer à une dérégulation de l’expression de miRs prédominants dans ces 

mécanismes. Les recommandations concernant la supplémentation en B9 contribuent à la 

réduction des risques liés aux altérations majeures du développement, et ont d’ores et déjà 

démontré leurs bienfaits lors d’actions préventives. Cependant, les phases de maturation 

cérébrale ne sont pas prises en compte dans les délais de prévention et n’en demeurent pas 

moins des périodes critiques de la mise en place du système nerveux central, sensibles à toute 

altération de l’environnement. Les effets d’une supplémentation tardive sur les phases de 

maturation fonctionnelle du système nerveux central n’ont à ce jour pas été étudiés. Ils 

pourraient pourtant, de manière interventionnelle et dans des cadres spécifiques, être 

bénéfiques. 



5 

SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE 



6 



7 

I. Développement du système nerveux 

Le développement est une succession d’étapes dont la transition est assurée par 

l’expression de facteurs intrinsèques, extrinsèques et par l’action de facteurs physiques et 

mécaniques externes qui agissent de manière synergique. L’embryon subit une réorganisation 

constante, en cascade, où chaque étape est dépendante de la précédente et permet la mise en 

place chronologique des pré-requis pour l’étape suivante selon une complexité croissante. 

1. Embryogenèse et croissance fœtale

Le développement embryonnaire se déroule de manière séquentielle selon des 

mécanismes d’induction. Il est composé de deux grandes périodes ; les phases embryonnaire 

et foetale. La période embryonnaire correspond au passage d’un œuf fertilisé à un organisme 

« entier ». En embryologie descriptive, cette phase est couramment décrite selon les stades de 

Carnegie, qui déclinent en 23 étapes le déroulement de la période pré-embryonnaire et 

embryonnaire (O'Rahilly, 1979). La période pré-embryonnaire est décrite dans les stades 1 à 5 

qui s’étendent du 1
er

 au 12
ème

 jour de grossesse. Elle regroupe la formation du zygote, sa

segmentation lors de la descente dans les trompes (1
ère

 semaine) et l’implantation dans la

paroi utérine (2
ème

 semaine) (Shettles, 1962, Shettles, 1963, Hamilton et Boyd, 1960). En

termes de développement, elle correspond à une succession de divisions cellulaires qui 

aboutissent à une augmentation du nombre de cellules sans réelle augmentation de volume. A 

cette période, l’embryon mesure de 0,1 à 0,2 mm. La période embryonnaire décrite dans les 

stades 6 à 23 s’étend du 13
ème

 au 60
ème

 jour de grossesse. Elle regroupe la gastrulation qui met

en place les feuillets et les territoires embryonnaires à la 3
ème

 semaine, la plicature qui

délimite le corps de l’embryon et l’organogénèse de la 3
ème 

à la 8
ème

 semaine. La neurulation,

qui marque le début de la mise en place du système nerveux, est la 1
ère

 étape de

l’organogénèse. A cette période du développement, l’embryon croît de 0,2 à environ 30 mm. 

La période de développement embryonnaire qui regroupe les 23 stades de Carnegie s’étend 

sur les 8 premières semaines de grossesse (O'Rahilly et al., 1981). Elle regroupe les phases 

critiques du développement. Des mécanismes d’induction définissent les axes dorso-ventral, 

droite-gauche et cranio-caudal ainsi que les différents territoires embryonnaires. Ainsi, au 
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cours des deux premiers mois de grossesse, toute anomalie peut conduire à un arrêt spontané 

du développement. 

En obstétrique, le suivi de la grossesse s’exprime en nombre de semaines 

d’aménorrhée (SA), qui correspond au temps écoulé depuis la fin des dernières menstruations. 

Le nombre de SA correspond aux semaines de grossesse (ovulation et fertilisation) + 2 

semaines. Le développement fœtal se déroule à la suite des 8 premières semaines de grossesse 

(10 semaines d’aménorrhées). Cette phase de développement correspond à une période de 

croissance avec une augmentation de la taille du fœtus et des organes ainsi qu’une 

augmentation de la masse pondérale. Le fœtus ne subit plus de modifications anatomiques 

majeures mais une maturation des organes. Il se redresse selon l’axe longitudinal délimité par 

l’utérus, en position tête en bas dans la majeure partie des cas. A ce stade, la survie du fœtus 

dépend de la maturité des poumons et du cerveau. La viabilité définitive de l’enfant n’est en 

réalité acquise qu’à partir de la 28
ème

 SA. La prématurité correspond généralement à une

naissance entre les 29
ème

 et 38
ème

 SA. Les enfants ne pèsent alors pas plus de 2.5 kg. En temps

normal, la taille du fœtus passe de 3 cm à 8 semaines à 50 cm à terme (40
ème

 SA), l’individu

pèse environ 3 g au terme de l’embryogénèse (10
ème

 SA), 90 g à la fin du premier trimestre

(14
ème

 SA), 1,2 kg au terme du deuxième trimestre (26
ème

 SA) et en moyenne 3,350 kg à la

naissance. 

2. Neurulation et mise en place anatomique du système nerveux

Le système nerveux central et le système circulatoire sont les premiers à se développer, 

dès la 2
ème

 semaine de grossesse (SG). Les prérequis à la neurulation sont mis en place lors de

la gastrulation (stades 6 et 7, environ 13
ème

 au 17
ème

 jour) qui marque l’apparition de l’axe

longitudinal et de la symétrie bilatérale (O'Rahilly, 1970). C’est tout d’abord une migration du 

mésoblaste extra-embryonnaire, initiée au niveau d’un épaississement caudal de l’ectoblaste 

qui aboutit à la mise en place de la ligne primitive en direction crâniale. L’émergence de la 

ligne primitive (épaississement cellulaire sur la face dorsale) s’accompagne de la formation 

du sillon primitif. L’invagination cellulaire qui s’opère latéralement à l’axe antéro-postérieur, 

entre l’ectoblaste et l’endoblaste (présents au stade 5, 7
ème

 au 12
ème

 jour), est à l’origine du

troisième feuillet embryonnaire (le mésoblaste intra-embryonnaire). C’est la présence de la 



9 

ligne primitive qui engage la formation du système nerveux central. Son extension caudo-

craniale s’achève au niveau du 1
er

 tiers de l’embryon où son épaississement aboutit à la

formation du Nœud de Hensen. A ce niveau, un second mécanisme d’invagination permet la 

migration des cellules qui formeront la chorde, ce qui accentue l’inflexion du sillon. 

Au stade 8 (18
ème

 au 19
ème

 jour) tous les prérecquis à la formation du tube neural sont

en place. On distingue un creusement des tissus le long de l’axe cranio-caudal dont les bords 

font saillie pour former des bourrelets neuraux (O'Rahilly et Müller, 1981). A ce stade le 

système circulatoire de l’embryon est également en place. 

La neurulation à proprement parler commence au stade 9 (19
ème

 au 21
ème

 jour), entre la

3
ème

 et la 4
ème

 SG. L’involution au niveau de l’axe cranio-caudal s’accentue de sorte à former

une gouttière neurale dont les bords se surélèvent ; il s’agit de la toute première ébauche du 

système nerveux dont découleront le système nerveux central (à partir du tube neural) et 

périphérique (à partir des crêtes neurales). Le tissu mésodermique para-axial se segmente de 

sorte à former les premières paires de somites (1 à 3) de part et d’autre du futur système 

nerveux (Müller et O'Rahilly, 1983). Au fur et à mesure du développement embryonnaire, le 

nombre de somites augmente selon l’axe cranio-caudal ; c’est une des références utilisées 

pour dater l’embryon. Chaque somite sera à l’origine de 3 types de structures différentes : la 

partie axiale évoluera en sclérotome (futurs vertèbres, côtes et cartillages axiaux), la partie 

médiale évoluera en myotome (futurs muscles striés) et la partie la plus latérale en dermatome 

(futurs tissus conjonctifs situés sous la peau : derme et hypoderme). La fusion des bourrelets 

neuraux et la formation des premières somites induit une constriction de l’ensemble des 

structures qui s’accompagne de la formation d’une inflexion lordosique donnant naissance à 

un pli céphalique et un pli caudal, qui marque le début de la délimitation du corps. L’embryon 

présente alors une forme dorsalement concave. En parallèle on observe la mise en place de 

l’ébauche cardiaque. 

Au stade 10 (22
ème

 au 23
ème

 jour) la formation du tube neural commence (O’Rahilly et

Gardner, 1979). Les bourrelets neuraux de la gouttière neurale fusionnent. La fermeture de la 

gouttière neurale en direction craniale et caudale aboutit à la formation du tube neural (Liu et 

Niswander, 2005). Les points de fusion sont appelés neuropores, antérieur ou postérieur. Au 

moment de la fusion du tube neural, la réorganisation cellulaire aboutit au rejet de quelques 

cellules des bourrelets neuraux qui formeront les crêtes neurales. Les cellules de ces structures 
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migreront de sorte à former les ganglions spinaux qui projetteront un axone en direction 

centrale et un axone en direction périphérique à travers les nerfs spinaux. A l’extrémité 

antérieure de la gouttière neurale, les structures se modifient pour former les 3 vésicules 

cérébrales primitives (prosencéphale, mésencéphale, rhombencéphale). A ce stade, la 

fermeture antérieure du tube neural atteint déjà le mésencéphale (Müller et O'Rahilly, 1985), 

l’embryon passe de 4 à 12 somites et effectue ses premiers battements cardiaques (Figure 1). 

Au stade 11 (23
ème

 au 26
ème

 jour) équivalant au stade 13 à 20 somites, la fermeture du tube

neural se poursuit aux deux extrémités de l’axe et aboutit à la fermeture du neuropore 

antérieur, tandis que le neuropore postérieur est encore ouvert (Müller et O'Rahilly, 1986). Le 

prosencéphale commence à être modifié avec l’apparition des vésicules optiques. Les plis 

céphalique et caudal subissent une inflexion ventrale, qui marque pour la partie craniale le 

début de l’enroulement cérébral. 

Le stade 12 (26
ème

 au 29
ème

 jour) correspond au stade 21 à 29 somites. Il est le siège de la

fermeture du neuropore postérieur (Müller et O'Rahilly, 1987) et est associé à la mise en place 

des bourgeons des membres antérieurs. Les nerfs crâniens commencent à apparaître (Figure 

2). A la suite de la fermeture du tube neural, l’embryon se courbe de sorte à adopter une 

position dorsalement concave qui permettra la fermeture de la face ventrale. 
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Figure 1 : Schéma de la fermeture du tube neural (adapté de Liu et Niswander, 2005). 

L’émergence du tube neural marque la première étape de la mise en place du système nerveux central. 

Le neurectoderme est positionné de part et d’autre de l’axe antéro-postérieur de l’embryon. Il 

s’invagine pour former une goutiière, appellée plaque neurale. Lors du mouvement, ses bords se 

surélèvent et fusionnent progressivement. La fusion s’effectue en direction craniale et caudale au 

niveau des points de fusion, appelés neuropores antérieur ou postérieur. La réorganisation cellulaire 

s’accompagne du rejet de quelques cellules, entre l’ectoderme et les somites, appelées cellules des 

crêtes neurales, et qui donneront naissance au système nerveux périphérique. L’ensemble du tube 

neural sera à l’origine de la moelle épinière, à l’exception de son extrémité antérieure qui se 

modifiera en encéphale. 
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Figure 2 : Les 12 paires de nerfs crâniens (d’après L. Testut, Anatomie humaine, 1899). 

Les 12 nerfs crâniens dérivent des 3 territoires cérébraux primitifs (diencéphale, mésencéphale, 

myélencéphale). Ils assurent la communication entre le système nerveux central et les différents 

organes cible par leur fonction sensorielle (S), motrice (M) ou mixte (M/S). 

Nerfs crânien Origine Fonction - Organe cible 

I - Olfactif Diencéphale S - odorat 

II - Optique Télencéphale S - vision 

III - Oculomoteur Mésencéphale M - oeil 

IV - Trochléaire Mésencéphale M - oeil 

V - Trijumeau Myélencéphale M/S : 

S - face,M - muscles masticateurs 

VI - Abducens Myélencéphale M - oeil 

VII - Facial Myélencéphale M/S - muscles de la face 

VIII - Accoustique Myélencéphale S - audition etéquilibre 

IX - Glossopharyngien Myélencéphale M/S : 

S de la langue,M/S du pharynx 

X - Vague Myélencéphale M/S - cœur, poumons, viscères 

XI - Accessoire Myélencéphale M - muscles du cou 

XII - Hypoglosse Myélencéphale M - langue 
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3. Expansion du système nerveux

Au cours du stade 13 (29
ème

 au 31
ème

 jour), l’embryon présente plus de 30 somites. Le

système nerveux ne présente pas de modification majeure. Une évolution des vésicules 

optiques aboutit à la formation des placodes cristalliniennes. Un renflement des ganglions 

spinaux aboutit à la mise en place des nerfs rachidiens et branchiaux (Müller et O'Rahilly, 

1988). C’est également le siège de la mise en place du processus maxillaire, des bourgeons 

des membres postérieurs et des ébauches des différents organes. 

Au stade 14 (31
ème

 au 35
ème

 jour) la principale modification anatomique du système

nerveux central consiste en flexions cervicale et mésencéphalique prononcées. Elles seront le 

point de départ de la mise en place des 5 vésicules cérébrales définitives (Müller et O'Rahilly, 

1988) (Figure 3). A ce stade, les placodes olfactives sont en contact avec le télencéphale. 

Le stade 15 (25
ème

 au 38
ème

 jour) correspond à la mise en place de la face avec l’apparition

du processus frontal et maxillaire et l’apparition du cou. 

Les stades 16 et 17 (38
ème

 au 44
ème

 jour) rassemblent principalement des modifications de

la partie antérieure de l’embryon avec, notamment, une croissance de la tête et une précision 

des structures de la face (yeux, nez, oreilles) ainsi que des mains. Le prosencéphale est 

maintenant divisé en télencéphale suivi du diencéphale. Le mésencéphale poursuit sa flexion 

de sorte à se replier sur lui-même. L’apparition d’une très forte flexion pontique au niveau du 

rhombencéphale permet l’émergence en position dorsale du métencéphale (futur cervelet), 

tandis que le myélencéphale (qui formera le pont) fait la jonction entre les vésicules 

cérébrales et la moelle épinière. C’est le siège de la mise en place de plusieurs territoires de 

futures régions cérébrales comme l’hippocampe ou le cervelet (Müller et O'Rahilly, 1989). 

L’ébauche de l’hypophyse apparaît en contact avec le plancher du diencéphale. C’est 

également le siège de la mise en place des muscles striés et des muscles du dos ainsi que du 

squelette cartilagineux, notamment par l’apparition du bourgeon cartilagineux de l’os 

occipital et des vertèbres cervicales. 
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Figure 3 : Différenciation des différentes vésicules cérébrales (http://acces.inrp.fr) 

a - La fermeture du tube neural s’effectue en direction rostrale et caudale. L’invagination de la plaque 

neurale en direction ventrale et le soulèvement des bourrelets neuraux du côté dorsal aboutissent à 

l’apparition de points de contact. Ils sont appelés neuropores antérieur et postérieur et initient la 

fusion de la structure.  

b - De manière concommitante à la fermeture du tube neural, l’extrémité antérieure augmente en 

volume et s’organise en territoures cérébraux à l’origine de 3 vésicules cérébrales primitves : le 

prosencéphale, le  mésencéphale et le rhombencéphale (du pôle antérieur au pôle postérieur).  

c - Lorsque le tube neural est clos, les vésicules cérébrales primitives évoluent pour former 5 vésicules 

cérébrales définitives. Le télencéphale et le diencéphale dérivent du prosencéphale. Le diencéphale est 

suivi par la vésicule du mésencéphale qui ne subit pas de modification, puis par le métencéphale et le 

myélencéphale qui dérivent du rhombencéphale. 
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Le stade 18 (44
ème

 au 48
ème

 jour) est principalement marqué par la mise en route des

processus d’ossification ; ils sont clairement visibles dans les derniers stades embryonnaires 

(O'Rahilly et al., 1980, Müller et O'Rahilly, 1980). 

Les stades 19 à 22 (48
ème

 ou 56
ème

 jour) correspondent à un allongement du tronc, à une

position regroupée des membres et à une précision des membres postérieurs. Le visage est 

clairement délimité. 

Au stade 23 (56
ème

 au 60
ème

 jour), qui marque la fin du développement embryonnaire,

l’embryon présente un corps et des membres formés ainsi qu’une tête bien arrondie. Le 

volume de l’ébauche cérébrale représente plus d’un tiers du corps. Le plexus choroïde est mis 

en place dans les ventricules latéraux et le 4
ème

 ventricule (O'Rahilly et Müller, 1990). Un

troisième ventricule prend naissance au niveau du foramen interventriculaire et se développe 

au niveau du diencéphale. Le thalamus s’individualise dans le diencéphale. La rotation des 

hémisphères commence dans le télencéphale et aboutira à un recouvrement complet des autres 

vésicules cérébrales, à l’exception du métencéphale qui formera le futur cervelet et qui 

commence à se développer (Müller et O'Rahilly, 1990). Le mésenchyme lâche richement 

vascularisé qui entoure les vésicules cérébrales commence à s’individualiser en méninges. 

Autour de la moelle épinière, le squelette axial est bien marqué : disques intervertébraux 

formés à partir de zones denses du tissu conjonctif et corps vertébraux formés à partir de 

zones cartilagineuses qui s’étendent jusqu’à la base du crâne. 

Ala fin du 2
ème

 mois de grossesse, les somites ont disparu pour former différentes

structures internes. La croissance de l’embryon est alors évaluée par d’autres paramètres, 

notamment la mesure de la longueur cranio-caudal (LCC) qui correspond à la plus grande 

longueur (O'Rahilly et Müller, 1984). 

4. Période fœtale : croissance cérébrale et mise en place fonctionnelle

A la fin du stade 23, l’embryon passe sous la dénomination de fœtus et entame sa 

croissace fœtale. La première partie de la période fœtale, de la 10
ème

 à la 20
ème

 SA est

caractérisée par la forte croissance en longueur. La seconde partie de la grossesse, 20
ème

 à

40
ème

 SA, est caractérisée par une forte croissance en termes de masse pondérale. La longueur
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cranio-caudale est la mesure de référence jusqu’à la fin de la phase principale de croissance 

(20
ème

 SA). Au-delà de ce stade, la croissance fœtale et la croissance du nouveau-né seront

évaluées par la mesure de la longueur cranio-calcanéenne (LCCI) qui correspond à la taille de 

l’individu jambes étendues. 

La période fœtale est le siège de la croissance des organes et de l’acquisition de leur 

fonctionnalité. De façon concomittante à la rotation des hémisphères cérébraux, les entités 

fonctionnelles se mettent en place en suivant les mouvements physiques induits par la 

croissance du télencéphale. Les bulbes olfactifs s’individualisent aux pôles antérieurs des 

ventricules. Le corps calleux se met en place entre les deux hémisphères et est surplombé par 

le foramen interventriculaire. Au niveau de la paroi médiane et du plancher des ventricules 

latéraux du diencéphale se forme le cumulus des ganglions. La queue du noyau caudé se 

prolonge dans les lobes temporaux et subit la rotation des hémisphères. Le thalamus apparaît 

en position basale entre les ganglions ; en-dessous émergent successivement l’hypothalamus, 

l’épiphyse et l’hypophyse. Le thalamus et les ganglions de la base, présents dans la zone entre 

le diencéphale et le cervelet, deviendront une zone primordiale d’intégration des données. Le 

cortex cérébral et le cervelet se développent. Une partie du ventricule s’individualise en zone 

matrice en contact avec la lame corticale. Les cellules vont migrer de manière chronologique 

pour contribuer à la formation successive des couches corticales et du cervelet. Le plexus 

choroïde s’étend dans les ventricules qu’il occupe presque entièrement, et sera à l’origine de 

la formation du liquide céphalo-rachidien (Dixon et Halliburton, 1913) dont la synthèse 

contribue à l’expansion de volume cérébral. Sous la boîte crânienne, les méninges se 

développent à la surface du cerveau. La dure-mère et l’arachnoïde s’insinuent entre le 

téléncéphale et le cervelet de sorte à former la tente du cervelet tandis que la pie-mère est en 

contact direct avec la surface des structures cérébrales (O'Rahilly et Müller, 1986). L’espace 

sous arachnoïdien représente la loge liquidienne externe contenant le liquide céphalo-

rachidien tandis que la loge liquidienne interne correspond aux ventricules cérébraux (Figure 

4). 
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Figure 4 : Organisation des méninges, coupe coronale (Russi et Brown, 2014). 

Le cerveau est protégé au sein de la boîte crânienne. La fin de la période embryonnaire est marquée 

par la formation de plaques membraneuses dont l’ossification aura lieu progressivement au cours de 

la période fœtale. La fusion totale des différentes plaques crâniennes n’aura lieu qu’après la 

naissance. 

Sous la boîte crânienne, 3 membranes assurent secondairement la protection cérébrale. La pie-mère 

est la structure en contact direct avec les hémisphères, l’arachnoïde est la membrane intermédiaire, 

tandis que la dure-mère est celle en contact avec la boîte crânienne. Le plexus choroïde, qui tapisse la 

paroi des ventricules cérébraux, assure la synthèse du liquide céphalo-rachidien. La présence de sinus 

permet sa circulation à la surface de l’encéphale, dans l’espace sous-arachnoïdien délimité par la 

pie-mère et l’arachnoïde. On y trouve également les veines cérébrales superficielles. 

Arachnoid mater : archnoïde, Cerebral blood vessel : vaisseaux sanguins cérébraux, Choroid plexus : 

plexus choroïde, CSF (cerebro-spinal fluid) : liquide céphalo-rachidien, Dura mater : dure-mère, 

Gray matter : matière grise, Pie mater : pie-mère, Subarachnoid space : espace subarachnoïdien, 

White matter : matière blanche. 
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Les ébauches osseuses se mettent en place par un mécanisme d’ossification membraneuse 

au niveau de la calotte cranienne, des os de la face, de la machoire supérieure et remplace peu 

à peu le cartillage de Meckel qui constitue la mâchoire inférieure pour former le menton. La 

colonne cervicale et lombaire est encore ouverte. La formation de centres d’ossification 

compacts marque le début de l’ossification enchondrale des arcs vertébraux, des corps 

vertébraux et des côtes. Malgré l’apparition des centres d’ossifications, la persistance de 

cartilage explique que la croissance de n’achève qu’au moment de la puberté. Pendant la 

période fœtale, la croissance du corps et plus importante que celle du système nerveux. La 

moelle épinière s’étend avec la croissance mais ne se poursuit pas au-delà de la 1
ère

 vertèbre

lombaire, donc les derniers nerfs spinaux émergent de la moelle épinière à ce niveau. Les 

fibres nerveuses sortent du canal vertébral et les ganglions spinaux sont positionnés dans les 

foramens inter-vertébraux (espace en arrière du corps vertébral). Le décalage qui s’opère entre 

la sortie des fibres et le déplacement des ganglions spinaux au sein des foramens inter-

vertébraux par allongement de la colonne induit un étirement des fibres nerveuses du côté 

caudal qui porte le nom de « queue de cheval » (Figure 5). 

Au moment du terme, les sutures entre les os de la boîte crânienne ne sont pas ossifiées, ce 

qui permet une facilitation pour le passage de la ceinture pelvienne au moment de 

l’accouchement ainsi que la croissance du volume cérébral post-natal. 
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Figure 5 : Sortie des nerfs spinaux par leur vertèbre respective (Groupe de Recherche et 

d’Etude en Médecine Manuelle Osthéopathie, http://www.gremmo.net ; modifié) 

Au cours de la phase embryonnaire, le système nerveux croît de manière plus importante que le reste 

du corps. Cependant, la tendance s’inverse au cours du développement fœtal. 

A l’origine, chaque segment spinal est entouré par une vertèbre. Le nerf spinal qui émerge de chaque 

segment spinal est relié à un ganglion disposé dans le foramen de la vertèbre correspondante. 

Avec la croissance fœtale, la colonne vertébrale s’allonge tandis que le système nerveux ne subit pas 

de modification majeure. A terme, le dernier segment spinal sacré est au niveau de la première 

vertèbre lombaire. Puisque les ganglions sont placés dans les foramens vertébraux, leur position est 

décalée par rapport à leur segment spinal correspondant. Les nerfs qui émergent de la moelle épinière 

s’allongent avec le déplacement des ganglions et la longueur d’étirement est d’autant plus importante 

à partir du premier segment lombaire spinal. La region lombo-sacrée ne contient alors que des fibres 

nerveuses étirées, auxquelles on donne le nom de « queue de cheval ». 
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5. Architecture cérébrale et fonctionnalités

Bien qu’en termes de développement les structures ont des origines territoriales précises, 

leurs associations fonctionnelles sont indépendantes de la régionalisation et sont basées sur un 

grand nombre de circuits de projections formant des réseaux de communications 

(thalamus/cortex puis hippocampe ou cervelet/pont) associés à des relais (thalamus/noyaux 

gris centraux). En termes fonctionnels, le cortex cérébral regroupe trois structures corticales : 

le néocortex, l’archicortex et le paléocortex.  

Le néocortex est phylogéniquement le plus récent, il correspond à 90% du manteau 

cortical et sa structure s’étend avec la rotation des hémisphères pour recouvrir l’ensemble des 

hémisphères cérébraux. La croissance se réalise selon un mécanisme de « inside-out 

layering ». Aux 14
ème

 et 15
ème

 SA, des vagues de prolifération dans la zone subventriculaire

génèrent des neuroblastes qui migrent de manière apicale en suivant les cellules pyramidales 

déjà différenciées. Les 6 couches cellulaires qui constituent le cortex sont visibles à la 28
ème

SA. Elles comportent les aires motrices du coté frontal, des aires sensorielles du côté occipital 

et des champs d’associations sensito-sensorielles et motrices au centre (Broca, 1961). A la 

32
ème

 SA, la surface s’étend encore plus par la mise en place des circonvolutions et des plis

cérébraux. C’est la zone de traitement et de la régulation de l’ensemble des fonctions 

sensorielles et motrices (Mott, 1894). Le cervelet est appuyé contre le 4
ème

 ventricule. La

partie interne forme le vermis (structures vermiformes étirées en longueur). Le cortex 

cérébelleux contient une zone matrice interne, une zone du manteau, une zone marginale 

externe et une zone matrice externe. Les cellules nerveuses et gliales migrent via les piliers 

corticaux. Le cortex cérébélleux présente lui aussi une surface plissée mais avec deux couches 

cellulaires : la couche granulaire externe (stratum moléculaire) et la couche granulaire interne 

(stratum granulaire) contenant les noyaux cellulaires. Ces deux couches sont séparées par les 

cellules de Purkinje. Le cervelet constitue un centre de traitement moteur pour le contrôle des 

réflexes posturaux en réponse aux organes sensoriels et aux organes de l’équilibre. 

Conjointement aux signaux du cortex cérébral moteur, il coordonne et synchronise les gestes 

et contrôle la précision des mouvements. Au niveau du tronc cérébral, le pont correspond à la 

structure relais entre le cerveau et le cervelet tandis que le bulbe rachidien contribue à la 

régulation des fonctions vitales autonomes. Dans la moelle épinière, l’organisation est 

inversée par rapport au cerveau. La substance grise contenant les noyaux cellulaires est en 
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position centrale tandis que les prolongements axonaux sont en périphérie. D’une part, les 

projections axonales se propagent vers les centres intégrateurs cérébraux tandis que, d’autre 

part, les projections axonales sortent de la moelle épinière par les nerfs spinaux de la corme 

dorsale de la moelle. Les afférences sensorielles entrent dans la moelle épinière par les cornes 

ventrales pour transmettre les informations aux centres intégrateurs (Figure 6). 

Figure 6 : Vue en coupe sagittale de l’architecture intra-cérébrale (disponible sur 

www.brocku.ca) 

Le néocortex regroupe trois stuctures. Le cortex, composé des lobes frontal, pariétal, occipital et 

temporaux, recouvre la quasi-totalité des structures cérébrales. Il contient les différentes aires 

motrices, sensorielles et d’association dont la surface est augmentée par des circonvolutions. Le 

cervelet, qui présente également une surface plissée, logé entre le lobe occipital du cortex et le pons, 

est associé au contrôl du mouvement et de l’équilibre. Le tronc cérébral, constitué du pons, du bulbe 

rachidien et de la protubérance annulaire sert de voie de projection ou de centre de contrôle des 

fonctions autonomes. L’archicortex, en position centrale, est composé de l’hippocampe, du gyrus 

denté et des amydales. Ces structures, disposées de manière bilatérale autour du thalamus sont 

principalement associées aux fonctions de mémorisation. Le paléocortex, composé des noyaux gris 

centraux, du thalamus et des structures endocrines est disposé sous l’archicortex, entre le lobe frontal 

et le tronc cérébral. Il s’agit d’un centre d’intégration et d’une zone relais entre le système nerveux et 

le système endocrine. 
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L’archicortex est la structure la plus ancienne phylogénétiquement ; il existe déjà chez 

les poissons dans le rhinencéphale, et est la structure responsable du traitement des sensations 

olfactives. Chez l'être humain, on le trouve dans des structures très anciennes telles que 

l'hippocampe, le gyrus denté et les amygdales, qui obtiennent leur position en suivant la 

rotation du néocortex jusqu’aux lobes temporaux. C’est la structure attachée aux fonctions de 

mémorisation à court et à long terme (Figure 7). 

Le paléocortex est bien représenté chez les reptiles où il atteint son développement 

maximum, mais il est encore présent chez les Mammifères dans des structures anciennes 

telles que les noyaux gris centraux ou le rhinencéphale. Il est ainsi constitué des ganglions de 

la base également appelés noyaux gris centraux, qui sont accolés aux ventricules cérébraux. 

Dans cette zone, le thalamus est disposé en position médiane et est latéralement entouré des 

noyaux gris centraux : le striatum (formé par le putamen et le noyau caudé), le globus 

pallidus, la substance noire et le noyau sub-thalamique. Le thalamus ne fait pas à proprement 

parler partie des noyaux gris centraux. C’est une structure d’intégration de l’ensemble des 

afférences sensitives et sensorielles ainsi que des efférences motrices. Il contribue à la 

régulation de la conscience, de la vigilance et du sommeil en relayant les informations entre 

les différentes structures cérébrales en passant par les ganglions de la base (Figure 7). 

L’hypophyse et l’épiphyse (ou glande pinéale) sont des organes neuroendocrines qui libèrent 

des messages hormonaux dans le sang. L’épiphyse synthétise la mélatonine pendant la nuit 

pour ralentir l’activité gonadique et réguler les rythmes biologiques veille/sommeil. 

L’adénohypophyse en position antérieure synthétise les hormones peptidiques ; 

adrénocorticotrophine (ACTH), hormone lutéinisante (LH), hormone folliculo-stimulante 

(FSH), hormones thyroïdiennes (TH, 5TH), mélanotropine (MSH pour melanocyte 

stimulating hormone), prolactine. La neurohypophyse postérieure libère la MSH (antagoniste 

de la mélatonine), l’ocytosine et la vasopressine. Le système est étroitement régulé par 

l’hypothalamus qui transmet des signaux de libération des différentes hormones ; il constitue 

le système de relais entre le système nerveux et le système endocrine. La libération des 

hormones est effectuée dans les vaisseaux du plexus pie-mérien ou dans les ventricules.  

Au cours du développement et de la maturation cérébrale, des défauts de mise en place 

des structures peuvent aboutir à diverses pathologies (Schéma de synthèse 1). 
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Figure 7 : Représentation du système limbique (en haut) et des noyaux gris centraux (en haut 

et en bas) (figures disponibles sur www.brocku.ca) 

L’archicortex et le paléocortex sont des structures placées en position centrale au sein du système 

nerveux ventral. Lors de la rotation des hémisphères, certaines structures sont étirées de la zone 

frontale à la zone temporale, comme l’hippocampe ou le noyau caudé. Les structures en positions 

centrales, comme le thalamus, l’hypothalamus, l’hypophyse ou l’épiphyse ne sont pas affectées par 

cette réorganisation.  
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Couches intracérébrales 

Neuropore antérieur 

Tube neural 

Synaptogénèse & Fonctionnalisation 

Neurulation primaire 

Maturation anténatale Maturation  postnatale 

Neurulation secondaire 

Face 

Développement 
embryonnaire 

Développement fœtal 

Vésicules cérébrales Cerveau 

Système nerveux  

Développement post-
natal 

Neurogénèse 

Ebauche 
cartilagineuse Ossification 

Squelette axial 

Neuropore postérieur 

Spina bifida occulta 

Hydrocéphalie, 
Exencéphalie, 
Anencéphalie 

Atrophie cérébrale 

Déficience mentale, d’apprentissage, de mémorisation 

Autisme, schizophrénie, épilepsie, … 

Spina bifida aperta 

Fente labio-maxillo-palatine 

Retard de croissance, désorganisation du squelette axial, malformations 
vertébrales 

Prolifération 
Différenciation 

Zones intra-cérébrales 

Agénésie du corps calleux 

Schéma de synthèse 1 : Pathologies associées à un défaut de développement du système nerveux central. 
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II. Déterminants du neuro-développement

Lors de la fermeture du tube neural, les neuroblastes prolifèrent pour constituer un stock 

de progéniteurs neuraux. Au début de la période fœtale, à partir de 14 semaines, les 

progéniteurs neuronaux commencent à migrer vers des sites appropriés pour la formation des 

différentes régions du cerveau. Le mouvement cellulaire nécessaire à la mise en place des 

structures se fait par mouvements amyboïdes. La mise en place de cônes de croissance 

constitués de filipodes (ramifications du cytoplasme) permet l’utilisation de points de contact 

sur des cellules pilliers, souvent des cellules gliales, et la contraction du cytosquelette d’actine 

et myosine permet le mouvement cytoplasmique (Witte et al., 2008). La migration s’arrête 

lors de la création d’un point de contact fort grâce à la présence de molécules d’adhésion. A 

ce moment là, la stabilisation se fait par une perte de dynamisme des microtubules du 

cytosquelette qui sert alors au transport de protéines ou de métabolites à travers la cellule. 

La différenciation cellulaire s’effectue à partir du moment où le tube neural est clos. Les 

précurseurs multipotents du neuroépithélium perdent progressivement leurs capacités de 

prolifération et acquièrent peu à peu leurs spécialisations cellulaires au cours de la 

différenciation, pour aboutir en temps et en lieu spécifiques aux différentes lignées neurales : 

oligodendrocytes, astrocytes et neurones (Ihrie et Alvarez-Buylla, 2008). Un nombre limité de 

progéniteurs conservent leur capacité à proliférer et à se différencier, dans des zones 

restreintes du système nerveux central comme la zone sous-granulaire du gyrus denté de 

l’hippocampe et la zone subventriculaire (Ihrie et Alvarez-Buylla, 2008) (Figure 8). 
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Figure 8 : Mise en place des différentes lignées cellulaires constituant le système nerveux 

(Krigstein et Alvarez-Buylla 2009). 

Au cours de la différenciation, les cellules du neuroépithélium prolifèrent par divisions symétriques ou 

asymétriques, avant de s’engager dans les différents profils de cellules neurales par transformation. 

Au cours de la mise en place des différentes lignées cellulaires, le neuroépithélium résiduel prend le 

nom de zone ventriculaire. La zone marginale persiste et donne également naissance à deux nouvelles 

structures : la zone subventriculaire et le manteau. 

Les cellules neuroépithéliales se composent de deux populations de cellules : les glioblastes et les 

neuroblastes. Parmi les glioblastes, une fraction de la population donne naissance à des cellules 

gliales radiaires qui ont une fonction de pilliers pour la migration des cellules progénitrices entre les 

différentes couches cérébrales, tandis que la seconde est à l’origine des cellules progénitrices des 

astrocystes et des cellules progénitrices des oligodendrocytes. Les neuroblastes seront à l’origine des 

cellules neuronales. Les différents progéniteurs migrent jusqu’à la zone subventriculaire où ils 

conservent leurs statut de progéniteurs, ou migrent jusqu’au manteau où ils se différencient en 

astrocytres, oligodendrocytes ou neurones. D’autres populations cellulaires sont présentes au sein du 

système nerveux. Les cellules de la microglie dérivent de cellules mésenchymateuses tandis que 

certaines cellules résiduelles de la zone ventriculaire nommées cellules épendymaires donnent 

naissance aux cellules épithéliales du plexus choroïde.  

MA : manteau, MZ : zone marginale, NE : neuroépithélium, nIPC : cellules progénitrices neuronales, 

oIPC : cellules progénitrices oligodendritiques, SVZ : zone subventriculaire, VZ : zone ventriculaire 



27 

La mise en place des réseaux commence entre la fin de la période embryonnaire et le 

début de la période fœtale ; elle est mise en évidence par l’acquisition de certains réflexes 

(Wozniak et al., 1980). Les constituants du cytosquelette ont un rôle important très tôt au 

cours de la maturation du système nerveux central. La mise en place des axones et dendrites 

est assurée par une déstabilisation localisée du cytosquelette qui permet la polarisation de la 

cellule, l’émergence de l’axone, et qui fait intervenir les « microtubule-associated proteins » 

(MAPs), de sorte à assurer ponctuellement le dynamisme nécessaire. Les oligodendrocytes et 

les cellules de Schwann, cellules auxiliaires des axones, enveloppent respectivement les fibres 

du système nerveux central et périphérique par profonde invagination de leur membrane et 

enroulement en tours successifs pour assurer la conduction neuronale. 

La maturation fonctionnelle du système nerveux se fait par la mise en place des réseaux 

synaptiques. Dès 25 semaines, une première phase de maturation est réalisée, les cellules 

surnuméraires sont détruites par apoptose. Au cours de la période fœtale, la mise en place des 

cellules dans les différentes structures s’accompagne de la mise en place d’un grand nombre 

de connexions entre les neurones par le développement de synapses. Ces structures 

responsables de la communication cellulaire et de la transmission nerveuse sont produites en 

très large excès. Après la naissance, la maturation se poursuit. Les signaux afférents sensitifs 

et moteurs aboutissent à la sélection des circuits neuronaux définitifs, de nombreux neurones 

sont éliminés mais surtout de très nombreuses synapses sont créées ou détruites (Holt et 

Mikati, 2011). L’utilisation des réseaux synaptiques contribue à leur renforcement et leur 

maintien, tandis que les connexions inutilisées sont éliminées (Johnston et al., 2001). Tout au 

long de la vie, l’activité des synapses sera modulée par les mécanismes de « potentialisation à 

long terme » ou de « dépression à long terme » pour favoriser ou inhiber certaines voies de 

transmission. La phase de sélection neuronale et synaptique est indispensable au bon 

fonctionnement cérébral puisque l’activité de neurones surnuméraires peut aboutir à des 

troubles neurologiques tandis que des défauts de plasticité synaptique peuvent aboutir à des 

défauts d’apprentissage ou de mémorisation, voire à des déficiences mentales. Ces altérations 

sont retrouvées dans un certain nombre de pathologies, comme l’autisme, la schizophrénie et 

l’épilepsie (Joseph, 1999, Anand et Scalzo, 2000, Edbauer et al., 2010). 

La mise en place du système nerveux central est régulée par des facteurs intrinsèques 

et extrinsèques (Caldwell et al., 2001, Lillien, 1998). Ceux-ci permettent de réguler 
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l’expression spatio-temporelle d’un ensemble de gènes impliqués dans la prolifération, la 

migration, la différenciation cellulaire et la synaptogenèse ; ils sont regroupés sous le terme de 

« programme neurogénique ». L’orchestration de l’expression des gènes et de leurs moyens 

de régulation permet la coordination harmonieuse des différents processus nécessaires à la 

mise en place du système nerveux. L’induction des cellules par des facteurs extrinsèques 

(facteurs de croissance, neuromédiateurs, neurotransmetteurs…) aboutit à l’activation de 

voies de signalisation intrinsèques au bout desquelles des facteurs de transcription assurent 

l’expression de gènes, prédéterminés selon le type d’engagement des cellules. Le système 

d’expression génique est modulé de manière chronologique par différents régulateurs, 

épigénétiques ou épigénomiques, comme les microARNs (Krichevsky et al., 2006). 

1. Voies de régulation épigénomique et épigénétique de l’expression des gènes

a. Modification de l’ADN et des histones

La régulation de l’expression des gènes commence très tôt au cours du développement 

et est indispensable à l’embryogenèse (Robertson et Wolffe 2000, Okano et al., 1999, Goto et 

al., 1994). Dès la phase de fertilisation, l’ADN subit une déméthylation globale (Hajkovaet 

al., 2002). Lors de la phase de pré-gastrulation, des phénomènes de méthylation de novo, 

région- et gène-dépendants, s’effectuent de sorte à exprimer les gènes nécessaires à la 

différenciation cellulaire (Delaval et Feil, 2004, Razin et Shemer, 1995) ; les profils de 

méthylation seront donc différents entre progéniteurs et cellules différenciées (Meissner et al., 

2008). L’ajout des groupements méthyles s’effectue sur la position 5’ des cytosines, 

principalement dans les îlots CpG (Razin et Riggs, 1980). Tous les dinucléotides CG ne 

seront pas méthylés et les différents profils de méthylation présenteront une distribution 

spécifique selon les tissus (Liang et al., 2011, Razin et Szyf, 1984). La méthylation de l’ADN 

est un phénomène réversible (Lu et al., 2004, Ramchandani, et al.,1999), ce qui supporte 

l’hypothèse de la « programmation fœtale ». Cette notion repose sur l’hypothèse que les 

anomalies physiologiques pourraient faire intervenir des ajustements au niveau moléculaire, 

susceptibles d’être transmis à la descendance avec des conséquences à court et/ou à long 



29 

terme. Des troubles précoces sont associés à des profils de méthylation de l’ADN altérés 

(Mychasiuk et al., 2012, Roth et Sweatt, 2011, P.O. McGowan, et al., 2009, Murgatroyd et al., 

2009, Mueller et Bale, 2008, Novikova et al., 2008, Champagne et al., 2006, Weaver et al., 

2004) mais peuvent être réversés de manière plus tardive (Weaver et al., 2006), comme dans 

le cadre d’apports en méthyles (Weaver et al., 2005). 

L’expression en temps et en lieu spécifiques des gènes est ainsi dépendante du profil 

de méthylation de l’ADN. Cette cinétique d’expression est associée à une dynamique 

structurale de l’ADN qui autorise ou non l’expression des séquences des gènes qu’elle 

contient. De manière générale, l’euchromatine disponible pour les phénomènes de 

transcription est associée à un profil d’hypométhylation, tandis que l’hétérochromatine non 

accessible aux acteurs de la transcription est associée à un profil d’hyperméthylation (Razin et 

Cedar, 1977). Il existe donc une corrélation inverse entre le taux d’expression des gènes et le 

taux de méthylation de leurs promoteurs (Rauch et al., 2009, Weber et al., 2007). La présence 

de cytosines méthylées dans une séquence régulatrice empêche la fixation des facteurs de 

transcription et contribue à la répression de l’expression des gènes (Takizawa et al., 2001, 

Watt et Molloy, 1998, Inamdar, et al.,1991). La présence de cette base modifiée au niveau des 

promoteurs de l’ADN permet le recrutement de protéines de liaison à l’ADN méthylé (MBD, 

pour methylated DNA binding domain proteins) qui présentent un rôle de répresseurs de la 

transcription (Cross et al., 1997, Nan et al.,1997, Lewis et al., 1992). Ces protéines sont 

couplées à d’autres co-répresseurs et enzymes de remodelage de la chromatine qui favorisent 

le changement de conformation de l’ADN de sa structure euchromatine à hétérochromatine 

pour la répression de l’expression des gènes (Fuks et al., 2003, Jones et al., 1998, Nan et al., 

1998). Le profil de méthylation de l’ADN est mis en balance avec l’état du code histone 

(profil de méthylation ou acétylation des histones qui l’entourent) (Gupta et al., 2010, Miller 

et al., 2008). Le profil des promoteurs n’est pas la seule zone de l’ADN à réguler l’expression 

des gènes puisque la méthylation des gènes en dehors des promoteurs serait favorable à la 

transcription (Wu et al., 2010, Lister et al., 2009, Hellman et Chess, 2007). 

La méthylation de l’ADN fait intervenir les ADN méthyltransférases (DNMTs) (Razin 

et Cedar, 1977), ainsi que le donneur de méthyle S-adénosyl-méthionine (SAM). Ces enzymes 

jouent un rôle crucial au cours du développement ; DNMT1 et DNMT3a sont fortement 

exprimées au stade embryonnaire mais leur expression persiste dans le système nerveux 

central mature (Feng et al., 2005, Brooks et al., 1996, Goto et al., 1994) où leur activité 
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contribue à la régulation de l’expression des gènes neuronaux (Feng et al., 2005, Fan et al., 

2001, Robertson et Wolffe 2000, Brooks et al., 1996, Goto et al., 1994) et aux phénomènes de 

plasticité synaptique (Feng et al., 2010) (Figure 9). 

Figure 9 : Principaux acteurs de la méthylation de l’ADN en fonction du temps (Baker-

Andresenet al., 2013). 

Après fertilisation, le matériel génétique du zygote subit une déméthylation globale. Des phénomènes 

de méthylation de novo, région- et gène-dépendants, s’effectuent de sorte à exprimer les gènes 

spécifiques aux différents types cellulaires. Ce type de méthylation est assuré par deux DNA-

méthyltransférases : DNMT3a et DNMAT3b. Les deux formes sont présentes au cours de 

l’embryogenèse, avec une présence prédominante de DNMT3b. DNMAT3a semble majoritairement 

impliquée dans les phénomènes post-natals précoces, qui correspondent au siège de son pic 

d’expression. DNMAT3a et DNMT3b assurent la régulation de l’expression des gènes nécessaires au 

maintien du statut des cellules progénitrices neurales et des neurones immatures. Par sa présence lors 

de la phase post-natale précoce, DNMT3a serait principalement associé au maintien des neurones 

immatures. 

Tout au long du développement et de la vie, le statut de méthylation du matériel génétique doit être 

assuré. Ce type de méthylation est assuré par DNMT1. Il s’agit d’une DNA-methyltransferase 

présente à tous les stades et serait particulièrement impliquée dans la régulation de l’expression des 

gènes nécessaires aux mécanismes de plasticité synaptique. 

 DNMT : DNA-Methyl Trasferase ; NPC : cellules progénitrices neurales 
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Des réactions de déméthylation surviennent (Bruniquel et Schwartz, 2003, Lucarelli et 

al., 2001, Oswald et al., 2000, Szyf et al., 1995, Wilks et al., 1984) notamment dans les 

neurones post-mitotiques (Feng et al., 2010, Miller et Sweatt, 2007, Levenson et al., 2006, 

Weaver et al., 2004, Martinowich et al., 2003). Elles constituent une réponse à l’activité 

neuronale (Guo et al., 2011 ; Ma et al., 2009) ou à l’apprentissage (Lubin et al., 2008). Les 

mécanismes mis en jeu font appel aux systèmes de réparation de l’ADN. Les processus de 

déméthylation pourraient faire intervenir la création de sites abasiques par action de 

glycosylases (Jost, 1993, Razin et al., 1986), de mismatch C/T ou G/C (Kangaspeska et al., 

2008, Rai et al., 2008, Morgan et al., 2004) qui pourraient contribuer aux phénomènes de 

déméthylation globale (Popp et al., 2010). Lorsque les taux de SAM sont faibles, les DNMTs 

peuvent intervenir en désaminant les cytosines méthylées en thymidines (Zingg et al.,1998, 

Shen et al., 1992). Les protéines de liaison à l’ADN contenant un domaine de fixation au 

méthyle-CpG (MDB), telles que methyl CpG binding protein 2 (MeCP2) et les methyl-CpG-

binding domain proteins 1, 2 et 4 (MBD1, MBD2 et MBD4) forment des complexes 

protéiques impliqués dans le recrutement d’acteurs de la répression de l’expression génique 

dont les histones désacétylases (HDACs) (Defossez et Stancheva, 2011, Dhasarathy et Wade., 

2008). Parmi elles, MBD2 pourrait avoir une activité déméthylase intrisèque au niveau des 

îlots CpG (Detich et al., 2002, Bhattacharya et al., 1999). Cependant, certaines équipes ne 

sont pas parvenues à retrouver cette activité (Boeke et al., 2000, Ng et al., 1999, Wade et al., 

1999). Par contre, des 5-hydroxy-méthyle-cytosines sont présentes dans l’ADN (Pelizzola et 

al.,2008). Les protéines de la famille ten-eleven translocation (Tet) sont capables d’induire la 

déméthylation (Guo et al., 2011, Tahiliani et al., 2009) et ten-eleven translocation 

methylcytosine dioxygenase 1 (Tet1) est capable de transformer les méthyle-cytosines en 

hydroxy-méthyle-cystosines pour déméthyler ou maintenir le statut déméthylé de certains 

gènes (Kriaucionis et Tahiliani 2014, Guo et al. 2011, He et al., 2011, S. Ito, et al., 2010). La 

déméthylation liée à MBD2 pourrait faire intervenir des mécanismes d’oxydation (Hamm et 

al.,2008) par l’intervention de cette protéine (Figure 10). 
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Figure 10 : Mécanismes de déméthylation (Baker-Andresenet al., 2013). 

En réponse au taux d’activité neuronal, le profil d’expression des gènes peut être amené à changer 

pour assurer certains mécanismes comme la plasticité synaptique ou l’apoptose. Les mécanismes de 

déméthylations sont alors mis en jeux pour assurer l’expression des gènes impliqués. 

La création de 5-hydroxymethylcytosine peut induire des chaînes de réactions enzymatiques plus ou 

moins complexes. Ces réactions aboutissent à la déméthylation de manières indépendantes des 

mécanismes de réparation de l’ADN.  

AID/APOBEC: zinc-dependent DNA-deaminase; GADD45: Growth arrest and DNA-damage-

inducible protein; MBD: methyl-CpG-binding domain protein; TDG/SMUG: DNA-glycosylase; TET: 

ten eleven translocation family 
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De nombreuses études font le lien entre méthylation de l’ADN et niveau d’expression 

des gènes dans les différents stades de développement, notamment au sein des neurones (Guo 

et al., 2011, Iwamoto et al., 2011, Mikaelsson et  Miller, 2011, Han et al., 2010, LaPlant et al., 

2010, Miller et al., 2010, Feng et al., 2007, Miller et Sweatt 2007). Le taux et le type de 

méthylation participent à la définition du statut cellulaire ; les formes hydroxyméthylées sont 

associées à la totipotence (Ficz et al., 2011, Ruzov et al., 2011) tandis qu’un switch vers les 

formes méthylées est associé à la mise en place du devenir cellulaire (Ficz et al., 2011). La 

méthylation contribue à la transition des cellules souches ou progéniteurs (Kim et al., 2009, 

Hatada et al., 2008, Mohn et al., 2008) en cellules différenciées exprimant des marqueurs 

spécifiques (Cortese et al., 2011, Hirabayashi et Gotoh, 2010, Meissner et al., 2008, Mohn et 

al., 2008, Takizawa et al., 2001). Cependant, la modification du taux de méthylation n’est pas 

la seule régulation mise en jeux puisque la variation de méthylation de gènes peut ne pas avoir 

de conséquences sur leur taux d’expression basale (Chen et al., 2012, Sorensen et al., 2010, 

Zajac et al., 2010). 

b. Modification des histones

La modification de la structure des nucléosomes est une régulation décisive pour 

déterminer l’accessibilité des promoteurs aux facteurs de transcription, et donc pour la 

régulation de l'expression des gènes (Yoo et al., 2006). Le code histone est un système 

complexe de régulation par méthylation et acétylation, pouvant correspondre à des signaux 

différents selon la sous-unité à laquelle elle s’applique. Les nucléosomes sont des associations 

d’ADN et de protéines histones H2A, H2B, H3et H4 (Margueron R et al., 2005) dont les 

queues N-terminales peuvent subir différentes modifications, comme des méthylations, des 

acétylations, des phosphorylations ou des ubiquitinations (Kouzarides, 2007, Shilatifard, 

2006, Bonaldi et al., 2004, Nowak et Corces, 2004, Strahl et Allis, 2000). Les marques de 

méthylation sont des modifications stables tandis que les marques d’acétylation et de 

phosphorylation correspondent à des modifications dynamiques. L’action d’histones acétyle-

transférases (HATs) et d’histones déméthylases (HDMs) (Cloos et al., 2006, Shi et al., 2004) 

contribue à la conformation euchromatine nécessaire à l’expression des gènes tandis que 

l’action d’histones désacéthylases de type I et II (HDACs, à domaine catalytique à zinc) et 
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d’histones méthyle-transférases (HMTases) contribuent à la conformation hétérochromatine 

qui n’autorise pas l’expression des gènes (Y. Zhang et al., 1999). Les protéines HDACs de 

type III (ou sirtuines, nicotinamide NAD+-dépendantes) interviennent dans la modulation de 

protéines non-histones. Certaines marques de méthylation correspondent à un signal 

répresseur, comme la triméthylation de l’histone H3 lysine 27 (H3K27me3) (Wang et al., 

2010) et H3K9me3 (Ryu, et al.,2006, Fujita et al., 2003, Fuks et al., 2003), tandis que d’autres 

correspondent à un signal activateur, comme la monométhylation de l’histone H4 lysine 20 

(H4K20me1), ou les triméthylations H3K4me3, H3K36me3 et H3K79me3 (Bannister et 

Kouzarides, 2005, Santos-Rosa et al., 2002). Des statuts bivalents comme l’association de la 

marque répression H3K27me3 et de quelques H3K4me3 permettent une dynamique 

expression/répression rapide (Azuara et al., 2006, Bernstein et al., 2006). De la même 

manière, des marques d’acétylation peuvent conduire à une expression, comme H3K9ac, 

H3K14ac, H4K8ac, H4K12ac ou H4K16ac (Peleg et al., 2010, Hargreaves et al., 2009) 

(Figure 11). La position des histones modifiées est un facteur supplémentaire pour la 

régulation de l’expression des gènes (Figure 12). 
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Figure 11 : Les différentes marques du code histone contribuent à l’expression ou à la 

répression des gènes (Kim, 2014). 

Le code histone est un système de régulation qui fait intervenir un ensemble de modifications sur 

différents résidus des queues N-terminales des protéines histones H2A/H2B, H3 et H4. 

Parmi ces modifications : l’ubiquitination, la sumoylation, la citrullination, la phosphorylation, 

l’acétylation et la méthylation. Les modifications les plus décrites sont la phosphorylation et 

l’acétylation à caractère dynamique, qui font intervenir un équilibre entre kinases/phosphatases et 

histones acétylases/histones désacétylases, ainsi que la méthylation décrite comme stable qui fait 

appel à des DNA-methyl-transférases. 
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Figure 12 : L’emplacement des marques contribue à l’expression ou à la répression des gènes 

(modifié de Jakovcevski et Akbarian, 2012). 

Le système de régulation de l’expression des gènes par le code histone est d’autant plus complexe que 

la position des nucléosomes marqués entre en jeu. La régulation est basée sur l’équilibre entre les 

marques activatrices et répressives des histones constituant les nucléosomes situés au niveau des 

promoteurs, du corps du gène ou des régions enhancer, auquel s’ajoute l’état de méthylation du gène 

lui-même. 

2. Régulation post-transcriptionnelle de l’expression des protéines par les miRs

a. Biogenèse des ARN non-codants de type miRs

En complément de la régulation de l’expression des gènes par modification de l’ADN ou 

des histones, la cinétique d’expression des gènes peut être modulée par l’action de petits 

acides ribonucléiques (ARNs) non-codants nommés microARNs (miRNAs ou miRs). Ce sont 

des régulateurs post-transcriptionnels (Manakov et al., 2009). Ils sont décrits comme des 

régulateurs chronologiques de l’expression des gènes du programme neurogénique, de sorte à 

assurer l’expression coordonnée et harmonieuse des gènes spécifiques et des voies de 

signalisation (Martinez et Gregory, 2010). Certains miRs sont spécifiquement exprimés au 

niveau du cerveau et sont impliqués dans les différentes étapes du développement et de la 
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maturation cérébrale (Maller Schulmann et al., 2008, Krichevsky et al., 2006,  Kim et al., 

2004). 

Les miRs sont des éléments simple-brin de petite taille (22 à 24 nucléotides) 

principalement intergéniques mais certains sont transcrits à partir de séquences situées dans 

des introns ou des exons de séquences d'ARN non codants ainsi que dans les introns de gènes 

codant pour des protéines (Kim, 2005). Leur synthèse nécessite différentes étapes de 

maturation structurale, qui sont également nécessaires à leur translocation du noyau vers le 

cytoplasme. Le transcrit primaire (pri-miR) est une séquence de plusieurs kilobases transcrite 

par l’ARN polymérase II, au sein du noyau où elle est pliée sous forme de tige-boucle (Du et 

Zamore, 2005). Elle est prise en charge par la Rnase III Drosha qui, associée à DiGeorge 

syndrome chromosomal region 8 (DGCR8), clive le pri-miR en pré-miR (Denli et al., 2004, 

Gregory et al., 2003). Le pré-miR ne compte alors que 70 à 80 nucléotides. Il contient la 

structure tige-boucle d'à peu près 22 nucléotides ainsi que 2 nucléotides non appariés en 3'. 

Ces caractéristiques sont nécessaires à la reconnaissance du pré-miR par l'exportine-5 Ran-

GTP-dépendante qui se charge de sa translocation vers le cytoplasme (Yi et al., 2003, 

Gwizdek et al., 2002). Une population particulière d’ARN non-codants de type miRs, appelés 

miRtrons, présente une séquence située dans des introns de gènes codants. Leur structure, 

similaire à celle des pré-miRs, est acquise lors de l’épissage et présente une première phase de 

maturation indépendante du complexe Drosha/DGCR8 (Babiarz et al., 2008, Berezikov et al., 

2007, Okamura et al., 2007, Ruby et al., 2007). Après translocation dans le cytoplasme, les 

pré-miRs sont reconnus et maturés par la Rnase III Dicer (Du et Zamore, 2005, Grishok et al., 

2001, Hutvagner et al., 2001, Ketting et al., 2001). A la suite du recrutement de Dicer et des 

transactivateurs HIV-1 TAR RNA binding protein (TRBP) et PACT, le clivage de la structure 

tige-boucle aboutit à la forme mature d’environ 22 nucléotides. Il existe toutefois des 

exceptions ; miR-451 n’est pas maturé par DICER mais par l’activité catalytique de 

Argonaute RISC catalytic component 2 (AGO2) (Cifuentes et al., 2010). Une fois sous forme 

mature, un seul brin est généralement incorporé dans le complexe de répression miR-mediated 

silencing complex (miRISC) et associé à TRBP, argonaute RISC catalytic component 1 

(AGO1) et AGO2 qui en sont les principales protéines (Du et Zamore, 2005, Bartel et al., 

2004). AGO1 lie directement le brin du miR sélectionné (Mourelatos et al., 2002) qui est 

également associé à FRMP (Jin et al., 2004). AGO2 est également contenu dans le complexe 

en association directe avec les miRs pour réguler la répression des ARN messagers (ARNm) 
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cibles (Hammond et al., 2001). Le complexe contient un certain nombre d’autres protéines 

telles que pumilio RNA-binding family member 2 (Pum2) et moloney leukemia virus 10 

homolog (MOV10) (Figure 13). 

Figure 13 : Voie de biogenèse des miRs (Olde Loohuis et al., 2012). 

La voie principale de synthèse commence dans le noyau lors de la transcription des séquences par une 

ARN polymérase II, qui aboutit à la libération de séquences précurseurs pri-miRNA. Leur processing 

par la Rnase III Drosha aboutit à des précurseurs pré-miRs sous forme tige-boucle possédant à 

l’extrémité 3’ des nucléotides non appariés. La structure est reconnue par l'exportine-5 et transloquée 

dans le cytoplasme où elle est maturée par la Rnase III Dicer en séquence double brins dont le brin 

anti-sens est généralement sélectionné pour incorporer le miRISC silencing complex, composé de 

nombreuses protéines. 

L’association du miR à sa séquence cible conduit à la répression de sa traduction ou le plus souvent à 

une dégradation de l’ARNm par désadénylation. 
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b. Mode d’action du complexe miRISC

Les possibilités de régulation post-transcriptionnelle des ARNm cibles par le 

complexe miRISC sont nombreuses puisqu’un miR peut cibler un grand nombre d’ARNm, 

tout comme un ARNm peut être ciblé par de nombreux miRs (Sinha et al., 2011, Peter, 2010, 

Wu et al.,  2010, Bartel, 2009, Yoo et al., 2009). La reconnaissance des ARNm cibles se fait 

par complémentarité de séquence imparfaite ou « presque » parfaite (Bartel, 2009), entre la 

séquence « seed » du miR composée de 6 à 8 nucléotides (disposée de 2 à 5pb de son 

extrémité 5') et la séquence miR responsive element (MRE) de la région 3' untranslated region 

(UTR) des ARNm majoritairement (Bartel et al., 2004) ; il arrive également que l’association 

ait lieu en 5' UTR ou dans la région codante des gènes (Tay et al.,  2008). L’association d’un 

miR à son ARNm cible aboutit à une répression de la traduction ou le plus souvent à une 

dégradation de l’ARNm par désadénylation (Yates et al., 2013, Ebert et Sharp, 2012, 

Pasquinelli, 2012, Huntzinger et Izaurralde, 2011, Guo et al., 2010, Du et Zamore, 2005, 

Bartel et al., 2004). L’inhibition de la traduction fait intervenir une interaction entre les 

protéines du complexe miRISC et les protéines d’initiation (Kong et al., 2008). La régulation 

est dépendante de la coiffe m7G en 5' UTR (Mathonnet et al., 2007, Wakiyama et al., 2007) 

puisque l’inhibition de la traduction est basée sur un système de compétition en 5’entre les 

protéines AGO et eukaryotic translation initiation factor 4E (eIF4E), qui lors de la traduction 

permet la circularité de l’ARNm en coopération avec les poly(A)-binding protein 1 (PABP1) 

(Sonenberg et Dever, 2003). D’ailleurs, de nombreux miRs sont associés aux polyribosomes 

(Kim et al., 2004, Nelsonet al., 2004). La perte de conformation conduit à une réduction de 

l’efficacité de la traduction ainsi qu’à une plus forte exposition de la queue 3’ poly-A aux 

exonucléases (Mathonnet et al., 2007).  Suite à l’action du complexe miRISC, les ARNm dont 

la traduction est réprimée s’accumulent au sein des P-Bodies. Ces structures contiennent des 

enzymes de décoiffage (DCP1/DCP2) et de déadénylation (complexe CCR4/CAF1/NOT1). 

La protéine GW182 en est un composant majeur et son association avec la protéine Ago2 est 

responsable de la séquestration des complexes miRISC/ARNm cibles au sein des P-Bodies 

(Figure 13).  
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c. Interventions des miRs dans le système nerveux central

Les miRs possèdent une expression spatio-temporelle finement régulée (Cochella et 

Hobert, 2012, Kapsimali et al., 2007, Landgraf et al., 2007), qui permet leur contribution 

dynamique (Miska et al., 2004 ) aux processus de régulation des phénomènes de 

développement, de  maturation cérébrale et de plasticité synaptique. La régulation de ces 

processus par les miRs est indispensable puisque l’absence totale de Dicer, et l’altération de 

l’expression des miRs qui en découle, est liée à une altération de la différenciation neuronale 

et à des défauts morphologiques du système nerveux central et périphérique. Leur régulation 

intervient dans différentes régions cérébrales ainsi que dans différents types cellulaires 

(Haramati et al., 2010, Huang et al., 2010, Kawase-Koga et al., 2010, Kawase-Koga et al., 

2009, Cuellar et al., 2008, Davis et al., 2008, De Pietri Tonelli et al., 2008, Kim et al., 

2007, Landgraf et al., 2007, Schaefer et al., 2007, Miska et al., 2004, Giraldez et al., 2005). 

De la même manière, des altérations du développement du système nerveux central, des 

défauts cognitifs d’apprentissage et de mémorisation spatiale ont été observés dans le cadre 

d’une absence de DGCR8 (Sellier et al., 2013, Wang et al., 2007, Stark et al., 2008, Babiarz et 

al., 2011). Les miRs sont exprimés dans tous les types de tissus ; cependant, ils peuvent être 

spécifiques de certains tissus voire de certaines structures. Le pré-miR-138 est ubiquitaire 

mais sa forme mature n’est exprimée que dans le cerveau et le foie ; puisque son transport 

cytoplasmique n’est pas altéré dans les autres tissus, c’est la régulation de sa maturation par 

Dicer qui est mise en jeu (Obernosterer et al., 2006). Au sein du système nerveux central, 

l’expression des miRs peut être homogène ou spécifique de certaines régions cérébrales 

(Olsen et al., 2009, Bak et al.,2008, He et al., 2007). Leur présence et celle des protéines 

impliquées dans leur mode de régulation, dans le cytoplasme de l’axone (Hengst et al., 2006 ; 

Giuditta et al., 2002) et des dendrites (Lugli et al., 2008 ; Kye et al., 2007) contribuent à la 

régulation de la traduction locale des ARNm ; bien que la majorité des mécanismes de 

traduction s’effectue dans le soma. Les pré-miRs sont transloqués dans différentes zones 

subcellulaires, comme les synapses, et maturés in situ (Lugli et al., 2008). Le transport 

implique une discrimination des différents pré-miRs puisque les miRs dérivés d’un même pri-

miR, donc d’une même région génomique, présentent un profil d’expression variable dans les 

différents compartiments subcellulaires (Kye et al., 2007). Les processus mis en jeux 

demeurent cependant mal connus (Kaplan et al., 2009 ). Les mécanismes de traduction locale, 
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et la régulation par les miRs sont indispensables au développement du système nerveux 

central, à la neurogenèse (Doginiet al., 2008, Wheeleret al., 2006, Kosik et Krichevsky, 2005, 

Smirnova et al., 2005, Miska et al., 2004), à la différenciation (Krichevskyet al., 2006, 

Smirnova et al., 2005, Sempere et al., 2004), à la survie (Cox et al., 2008), à la guidance des 

axones (Aschrafi et al., 2010, Leung et al., 2006, Ming et al., 2002, Zhang et Poo, 

2002, Campbell et Holt, 2001, Campbell et al., 2001), à la régénération axonale (Hanz et al., 

2003, Zhang et al., 2001), à la mise en place des synapses (Schacher et Wu, 2002), et à la 

plasticité synaptique (Wang et al., 2009, Si et al., 2003, Beaumont et al., 2001, Martin et al., 

1997) ; cette dernière étant déterminante dans les mécanismes de consolidation de la mémoire 

(Guzowski et al., 2000) (Figure 14).Toute altération peut donc aboutir à des déficits cognitifs 

(Ehninger et al., 2008). Lors des mécanismes de mémorisation, seules les synapses stimulées 

qui disposeront du matériel nécessaire vont profiter des mécanismes impliqués dans la 

plasticité synaptique (Bramham et Wells, 2007, Smart et al., 2007, Aschrafi et al., 2005, 

Kandel, 2001). La traduction locale est alors un avantage puisque peu de copies d’un ARNm 

transloquées à la synapse peuvent être traduites en grand nombre de protéines, tandis que les 

protéines traduites en grand nombre dans le soma nécessitent d’être transportées (Wang et al., 

2010). 
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Figure 14 : Intervention des miRs dans les différentes étapes du développement du système 

nerveux central (adapté de Motti et al., 2012). 

La mise en place du système nerveux central fait intervenir les miRs dans la régulation dans le temps 

et dans l’espace des gènes nécessaires aux différentes phases du développement, notamment par la 

régulation de la traduction locale. 

Dans le cerveau, leur expression peut être dépendante d’une région cérébrale ou d’un type cellulaire, 

ou être ubiquitaire. Leur action peut également être spécifique d’une phase du développement ou 

impliquée dans différents processus : organisation structurale, prolifération, migration, 

différenciation, extension axonale ou synaptogenèse. 
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3. Régulation des voies de signalisation par les miRs

a. Prolifération, différenciation et survie

La mise en place de l’axe antéro-postérieur fait intervenir l’expression différentielle 

des nombreux gènes Hox (Dasen et Jessell, 2009), tandis que l’axe dorso-ventral est 

déterminé par l’expression ventrale de SHH (sonic hedgehog) couplée à l’expression 

mésodermique de l’acide rétinoïque (Jessell, 2000) et des Bone morphogenetic proteins 

(BMPs) côté dorsal. Dans ce cadre, des miRs comme miR-17-3p ou miR-196 contribuent au 

maintien des différents territoires (Chen et al., 2011, Asli et Kessel, 2010, McGlinn et al., 

2009, Sehm et al., 2009, Hornsteinet al., 2005). L’organisation spatiale des cellules 

neuronales et gliales du système nerveux central met en jeu un certain nombre de voies de 

signalisation au cours de la fermeture du tube neural (Maller Schulman et al., 2008) et de la 

morphogenèse des régions cérébrales comme le cortex ou l’hippocampe (Davis et al., 2008) 

(Figure 15).  
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Figure 15 : Régionalisation dorso-ventrale et antéro-postérieure de la moelle épinière par 

l’expression délimitée des gènes Hox et basic helix-loop-helix (bHLH) (Liu et Niswander, 

2005) 

L’axe dorso-ventral est défini par l’expression des BMPs et de membres de la famille du TGFβ côté 

dorsal, ainsi que par l’expression SHH côté ventral. 

Les cellules progénitrices neurales sont dans un premier temps divisées en larges domaines dorso-

ventraux par l'expression différentielle des gènes homeotiques Pax. Les BMP activent les gènes Pax 

dorsaux et délimitent de domaine d'expression de Pax6. 

La signalisation BMP est également impliquée dans la régulation des sous-populations cellulaires qui 

expriment différents membres de la famille bHLH. Les niveaux les plus élevés de BMP définissent une 

sous-population exprimant Math1 au niveau le plus dorsal tandis que les niveaux moins élevés sont 

associés à des sous-populations exprimant les NGN1/2 et le facteur de transcription Mash1 aux 

niveaux plus ventraux. La régionalisation des cellules précurseurs mène à la formation de populations 

distinctes du côté dorsal et ventral : les interneurones dorsaux, interneurones ventraux et les neurones 

moteurs. 

bHLH : basic helix loop helix proteins; BMPs : bone morphogenetic proteins; dI1–6 : interneurones 

dorsaux; MN : neurones moteurs; NGN1/2 : neurogénines 1 et 2; SHH : sonichedgehog;  TGFβ : 

transforming growth factor-β; V0–3 : interneurones ventraux 
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La mise en place du système nerveux central passe par la délimitation des différentes 

vésicules cérébrales. Cette délimitation s’effectue à partir de centres d’organisation qui 

émettent des molécules de régulation qui contrôlent l’expression des gènes impliqués dans la 

mise en place des différentes structures cérébrales. Entre le mésencéphale et le 

rhombencéphale, la midbrain-hindbrain boundary (MHB) est en premier lieu définie par 

l’expression des voies de signalisation wingless integration site (Wnt) et fibroblast growth 

factor (FGF) (Wurst et Bally-Cuif 2001). Une fois la MHB déterminée, sa maintenance est 

liée à l’expression de miR-9 dans les régions qui l’entourent. MiR-9 est exprimé dans 

l’ensemble du tube neural, à l’exception de la MHB, et contribue à la répression des gènes 

nécessaires à la mise en place de cette structure (Leuchtet al., 2008). miR-9 semble cibler 

directement fibroblast growth factor receptor 1 (FGFR-1), qui serait la voie principale 

impliquée dans la MHB, ainsi que fibroblast growth factor receptor 8 (FGFR-8) et canopy, 

qui interviennent dans la voie de signalisation du FGF, ce qui explique l’expansion de la 

MHB le long de l’axe antéro-postérieur en son absence (Leuchtet al., 2008). 

La neurogenèse se décline sous la forme d’une cascade chronologique dans laquelle 

les miRs vont réguler la prolifération et la différenciation (Kawase-Koga et al., 2010, 

Kawase-Koga et al., 2009, De Pietri Tonelli et al., 2008). Les cellules souches neuronales ou 

les progéniteurs neuroépithéliaux vont pouvoir conserver un état prolifératif ou peu à peu, au 

cours des divisions successives, s’engager dans des voies en tant que progéniteurs de plus en 

plus spécialisés pour former les différentes lignées cellulaires, jusqu’à donner naissance à des 

cellules post-mitotiques pleinement différenciées et spécialisées (Conti et Cattaneo, 2010, Li 

et Jin, 2010). 

miR-9 intervient dans la régulation du devenir cellulaire ainsi que dans la mise en 

place des sous-types cellulaires, la modulation de la croissance axonale, et le réseau 

synaptique (Bonev et al., 2012, Dajas-Bailador et al., 2012, Otaegi et al., 2011, Shibata et al., 

2011, Laneve et al., 2010, Saunders et al., 2010, Zhao et al., 2009, Packer et al., 2008, Shibata 

et al., 2008, Conaco et al. 2006). Dans les human neuronal progenitor cells  (hNPCs) dérivées 

de human embryonic stem cells (hESC), miR-9 est nécessaire à la prolifération (Delaloy et al., 

2010) en inhibant la migration par la régulation de Stathmin, une protéine associée à 

l’instabilité des microtubules. Il contribue à la croissance axonale et au branchement des 
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synapses par la régulation de microtubule-associated protein 1b (MAP1b), qui intervient dans 

la stabilité des microtubules (Dajas-Bailador et al., 2012). Cependant, dans le prosencéphale, 

miR-9 est associé à une perte de l’état prolifératif en faveur de la différenciation (Zhao et al., 

2009) par la répression du facteur de transcription human orphan nuclear receptor tailless 

(TLX ou Nr2e1), associé à l’auto-renouvellement. TLX et miR-9-1/miR-9-2 sont des 

répresseurs transcriptionnels mutuels (Zhao et al., 2009). La régulation réalisée par miR-9 

pourrait aboutir à un effet sur la balance entre prolifération et différenciation, puisqu’il est 

exprimé dans les cellules en prolifération ainsi que dans les neurones matures (Leuchtet al., 

2008, Wienholds et al., 2005, Lagos-Quintana et al., 2002). miR-9 réprime sirtuin 1 (SIRT1), 

une histone désacéthylase (Saunders et al., 2010) et réprime des facteurs de transciption de la 

famille des bHLH, inhibiteurs de la différenciation, comme les protéines enhancer of split 

(Hes), telles que Hairy1, Her1 ou Her9 (Bonev et al., 2011). Il réprime également des facteurs 

de la promotion de la prolifération comme Forkhead box protein G1 (FoxG1). Il existe un 

rétro-contrôle entre miR-9 et hairy and enhancer of split-1 (Hes1), une protéine qui contribue 

à l’homéostasie des cellules souches neurales (Bonev et al., 2012). Enfin, miR-9 et miR-9* 

(miR partiellement complémentaire de miR-9 dérivé du brin même précurseur) ciblent le 

facteur de transcription répresseur de la neurogenèse representational state transfer/neuron-

restrictive silencer factor (REST/NRSF) et son cofacteur REST corepressor 1(CoREST) 

(Packer et al., 2008, Conaco et al., 2006). miR-9 contribue principalement à la transition 

prolifération/différenciation dans les neurones nouvellement formés (Shibata et al., 2011, 

Shibata et al., 2008), ce qui explique qu’un gain de fonction puisse aboutir à une altération de 

la prolifération des progéniteurs et de leur migration par induction précoce de la 

différenciation (Zhao et al., 2009). Au cours de la différenciation des cellules, il pourra 

notamment contribuer à la mise en place des neurones moteurs (Otaegi et al., 2011) en 

régulant le taux de forkhead box protein P1 (FoxP1) nécessaire à la création des différents 

sous-types (Dasen et al., 2008, Rousso et al., 2008) et réguler le devenir cellulaire des 

neurones sensoriels par répression du gène Sens (Li et al.,  2006). miR-9 pourrait réguler un 

certain nombre d’autres gènes du système nerveux tels que Paired box protein-6 (Pax6) et 

ELAV like neuron-specific RNA binding protein 2 (Elavl2) (Figure 16). 
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Figure 16 : Cibles principales de miR-9 et phénomène de feedback négatif (Coolen et al., 

2013). 

MiR-9 participe à la régulation du devenir cellulaire. Les progéniteurs sont dans un état d’équilibre 

qui leur permet de répondre à des signaux de prolifération ou de différenciation. 

Il réprime des facteurs de prolifération comme TLX (ou Nr2e1) et FoxG1. Il contrôle également les 

facteurs de transciption de la famille des bHLH, inhibiteurs de la différenciation, comme les protéines 

Hes ou le facteur de transcription répresseur de la neurogenèse REST/NRSF. Ainsi, il favoriserait la 

transition des progéniteurs non-neuronaux riches en Hes1 vers un profil de progéniteurs neuronaux 

dont les taux de Hes1 est variable. Toutefois il régulerait également le statut des neurones matures en 

réprimant Elavl2. 

miR-9 est sous le rétrocontrôle négatif de ces cibles ; qu’elles soient impliquées dans la prolifération 

(violet) ou la différenciation (vert). 

bHLH : basic helix loop helix proteins ; Elavl2 : ELAV like neuron-specific RNA binding protein 2; 

FoxG1 : Forkhead box protein G1; Hes : enhancer of split; REST/NRSF : representational state 

transfer/ neuron-restrictive silencer factor; TLX ou Nr2e1 : human orphan nuclear receptor tailless 
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Au cours du développement, miR-124 est exprimé un peu plus tard que miR-9 mais il 

est lui aussi exprimé dans les progéniteurs neuronaux ainsi que dans les neurones où son 

expression perdure à l’âge adulte où il correspond au miR le plus exprimé dans le cerveau 

(Liu et al., 2012, Deo et al., 2006, Krichevskyet al., 2006, Sempere et al., 2004,  Lagos-

Quintana et al., 2002 ). Son expression augmente au cours de la différenciation et est régulée 

par le facteur de transcription REST, sur lequel il exerce un rétro-contrôle (Conaco et al., 

2006). Il contribue à la fois à la répression des gènes de la prolifération, à l’expression des 

gènes neuronaux impliqués dans la différenciation (Vo et al., 2010, Coolen et Bally-Cuif, 

2009, Conaco et al., 2006), et est associé à la croissance axonale (Yu et al., 2008). Il intervient 

notamment dans la neurogenèse au niveau du cortex embryonnaire (Maiorano et Mallamaci, 

2009) ainsi qu’au niveau de l’hippocampe adulte et contrôle la mise en place des différentes 

lignées cellulaires dans les niches de cellules souches de la zone subventriculaire (SVZ) 

(Akerblom et al., 2012, Cheng et al., 2009). La réduction de l’expression de miR-124 est 

associée au maintien des pools de progéniteurs neuronaux, tandis que son augmentation est 

associée à la différenciation neuronale. Sex determining region Y-box 9 (Sox9), un régulateur 

des cellules souches (Farrell et al., 2011, Scott et al., 2010, Cheng et al., 2009), et Jagged 1 

(Jag1), un ligand de Notch (Cheng et al., 2009 ), sont également régulés par miR-124 pour 

favoriser le programme neuronal. Son mode d’action fait intervenir la répression de facteurs 

de transcription anti-neuraux comme Notch (Chen et al., 2011), REST et la protéine small C-

terminal domain phosphatase 1 (SCP1) qu’il recrute (Visvanathan et al., 2007, Wuet al., 

2006). Sa régulation aboutit à l’élimination des facteurs anti-neuraux et des transcrits non-

neuronaux. La suppression du répresseur de l’épissage alternatif polypyrimidine tract-binding 

protein 1 (PTBP1) autorise la régulation de l’épissage alternatif par polypyrimidine tract-

binding protein 2 (PTBP2) qui est corrélée à un profil d’épissage spécifique des cellules 

neurales (Makeyev et al., 2007, Lim et al., 2005) (Figure 17). La sur-expression de miR-124 

perturbe la plasticité synaptique via son action sur cAMP Response Element-binding protein 

(CREB) (Rajasethupathy et al., 2009). Certaines études présentent à l’inverse miR-124 

comme un acteur majeur de la prolifération des cellules souches neurales (Sun et al., 2012 ; 

Weng et Cohen, 2012; Clark et al., 2010). 
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Figure 17 : Maintien de l’identité neuronale par miR-124 (Fiore et al., 2008). 

MiR-124 régule de nombreuses voies de signalisation impliquées dans la différenciation neuronale. 

Son expression est régulée par le facteur de transcription REST, sur lequel il exerce un rétro-contrôle. 

Dans les cellules non neuronales, REST réprime l’expression de miR-124 et d’autres gènes 

neuronaux, comme SCP1, la laminine γ1 ou l’intégrine β1. Dans les cellules neuronales, miR-124 est 

exprimé en raison de l’absence de REST et de l’action de facteurs de transcription, comme CREB ou 

les facteurs bHLH. La présence de miR-124 conduit à la répression des gènes non-neuronaux ou des 

facteurs de répression des gènes neuronaux, comme PTBP1.  

bHLH : basic helix loop helix proteins; CREB : C-AMP Response Element-binding protein; PTBP1 : 

polypyrimidine tract-binding protein 1; REST : representational state transfer; SCP1 : small C-

terminal domain phosphatase 1 
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Il est probable que miR-9/miR-9* et miR-124 coopèrent dans la levée de la répression 

des gènes neuraux (Packer et al., 2008 ; Conacoet al., 2006) pour diriger les progéniteurs vers 

un profil neuronal (Krichevsky, et al., 2006). Leur action conjointe a par ailleurs été 

démontrée dans le tube neural où elle assure la neurogenèse. La répression de la sous-unité 

BRG1/brm-associated factor subunit 53a (BAF53a), du complexe de remodelage de la 

chromatine BRG1/brm-associated factor SWItch/Sucrose Non Fermentable-like 

(BAF53Swi/Snf-like), et son remplacement par BRG1/brm-associated factor subunit 53b 

(BAF53b) joue un rôle dans la répression de la prolifération (Yoo et al., 2011, Yoo et al., 

2009, Lessard et al., 2007). Dans les progéniteurs, REST maintient l’expression de miR-9 et 

miR-124 à un taux faible pour assurer la présence du transcrit BAF53a par inhibition de la 

transcription de BAF53b (Yoo et al., 2011). Le switch de régulation qui aboutit à la répression 

de REST par miR-9 et miR-124 permet la transition des cellules en phase de différenciation 

(Akerblom et al., 2012), par l’expression de facteurs de transcription neurogéniques tels que 

neurogenic differentiation factor 2 (NeuroD2), Achaete-Scute Family BHLH Transcription 

Factor 1 (Ascl1 ou Mash1, pour mammalian achaete scute homolog-1) ou myelin 

transcription factor 1-like (Myt1L) (Yoo et al., 2009) (Figure 18). Au cours de la 

différenciation, ils favorisent les phénomènes de maturation et le maintien de l'identité neurale 

en régulant la voie signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3) par inhibition 

de sa phosphorylation (Krichevsky et al., 2006), qui conduit à la diminution de son activation 

et de sa translocation au noyau (Aaronson et al., 2002 ; Boeuf et al., 2001). STAT3 est 

impliqué dans les processus de prolifération, de différenciation, d’apoptose et de survie (Ihle, 

2001, Dziennis et Alkayed, 2008), via lesquels il assure le maintien du pool de progéniteurs 

neuronaux et à la survie des neurones différenciés (Kerek et al., 2013). Il contribue également 

à l’intégration des neurones et à la croissance des neurites (Conway, 2006, He et al., 2005). 
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Figure 18 : Exemple de boucle de rétro-contrôle impliquant miR9/miR-9*, miR-124 et 

REST/SCP1 (Sun et al., 2013). 

MiR-9/9* et miR-124 sont réprimés de manière synergique dans les cellules non-neuronales. La 

répression de miR9/9* et miR-124 fait intervenir des facteurs répresseurs des acteurs neurogéniques 

comme SCP1, le complexe REST ou les complexes non-neuronaux BAF, de sorte à promouvoir 

l’expression des gènes non-neuronaux. 

Une augmentation d’expression de miR-9/9* et miR-124 conduit à un switch en faveur d’un profil 

neuronal. MiR-9 et miR-124 assurent la répression de nombreux facteurs, comme REST, BAF53a et 

PTBP1 qui assurent normalement la répression de la neurogenèse. La synergie de ces miRs suggère 

une action programmée sur différentes cibles au cours de la conversion neuronale.  

BAF53a : BRG1/brm-associated factor subunit 53a ; NF : facteurs de transctription neurogéniques ; 

PTBP1 : polypyrimidine tract-binding protein 1 ; REST : representational state transfer ; SCP1 : 

small C-terminal domain phosphatase 1 
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D’autres miRs sont mis en jeu tels que lethal-7 (let-7) (Schwamborn et al., 2009), 

miR-23 (Lin et Fu, 2009), miR-34a (Aranha et al., 2011). 

Let-7 est impliqué dans la fermeture du tube neural en réprimant tripartite motif 

containing 71 E3 ubiquitin protein ligase (Trim71) (Maller Schulmann et al., 2008). Il réprime 

des gènes de la prolifération qui inhibent la différenciation comme c-Myc, Pax6, Ascl1, et des 

facteurs de transcription comme HBL-1 et DAF-12 (Ramachandran et al., 2010, Sampson et 

al., 2007, Grosshans et al., 2005, Abrahante et al., 2003, Lin et al., 2003). Son expression 

augmente au cours du développement : il est absent ou faiblement exprimé dans les cellules 

souches et les progéniteurs (Wulczyn et al., 2007, Thomson et al., 2004) tandis qu’il est 

fortement exprimé dans les phases tardives du développement et dans les tissus adultes 

(Sempere et al., 2004; Thomson et al., 2004). Let-7a induit la différenciation neuronale par 

association à Tripartite motif-containing protein 32 (Trim32) et AGO1 (Schwamborn et al., 

2009). Let-7b induit également la différenciation en favorisant la sortie du cycle cellulaire en 

réprimant un régulateur de la cycline D1, un récepteur TLX activateur de la voie Wnt/β-

cathénine (Qu et al., 2010, Zhao et al., 2010, Nishino et al., 2008). Let-7 est capable d’inhiber 

la croissance cellulaire dans les cellules cancéreuses (Takamizawa et al., 2004) en réprimant 

l’expression de RAS et MYC (Johnson et al., 2005), ce qui réduit l’activation des voies liées 

aux Mitogen-activated protein kinases (MAPK).  

miR-23 est associé à une augmentation de la croissance cellulaire (Cheng et al., 2005) 

et à une répression de la migration cellulaire. Il module la sensibilité des neurones à 

l’apoptose et est lié à une réduction de la mort cellulaire par répression du ligand Fas, qui 

pourrait exercer un rétro-contrôle sur son expression (Li et al., 2013) et celle de Apoptotic 

peptidase activating factor 1 (Apaf-1) (Chen Qet al., 2014). La répression de la migration 

répond à une inhibition de p21 Protein-Activated Kinase 6 (PAK6) qui conduit à un défaut de 

phosphorylation LIM domain kinase 1 (LIMK1) associé  à une répression de la cofilin ; miR-

23 aboutit ainsi à une maintenance du cytosquelette d’actine (Cai et al., 2015). miR-23 

intervient également dans la mise en place des cellules gliales et la myélinisation (Lin et al., 

2014). Une augmentation excessive de Lamin B1 (LMNB1) aboutit à un arrêt prématuré de la 

différenciation des oligodendrocytes (Lin et Fu, 2009) par répression du gène de la myéline. 

miR-23 assure la différenciation et la myélinisation en réprimant la LMNB1. Il réprime 

également Phosphatase and Tensin homolog(PTEN), ce qui contribue à l’expression des voies 

phosphoinositide 3-kinase(PI3K) /Protein kinase B(Akt) /mammalian target of rapamycin 
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(mTOR) et MAPK et aboutit à l’expression de la myéline, au moins en partie par la voie 

phosphatidylinositol 3, 4, 5 trisphosphate (PIP3) (Lin et al., 2013). 

miR-34a stimule la différenciation neuronale. Il existe une voie de rétro-contrôle entre 

miR-34 et Tumor protein p53 (p53), qui assure la régulation des mécanismes d’induction de la 

différenciation (Jain et al., 2012). Dans les cellules souches neurales, miR-34 réprime SIRT1 

et favorise par ce biais l’activité p53 ; ce qui aboutit à une stimulation de la différenciation et 

à une croissance neuritique (Aranha et al., 2011). D’un autre côté, miR-34 peut contribuer à la 

différenciation astrocytaire de manière SIRT1-indépendante (Aranha et al., 2011). D’une 

manière p53-dépendante, miR-34 aboutit à la répression de la voie Wnt/b-Cathénine qui 

aboutit à une inhibition de la prolifération et des capacités de migration cellulaire (Kim et al., 

2011). miR-34 réprime la b-Cathénine et certains transcrits impliqués dans la voie, ce qui 

aboutit à l’inhibition du complexe de transcription b-Cathénine-T-cell factor/lymphoid 

enhancing factor (TCF/LEF) (Kim et al., 2011). Il contribue à la régulation de la voie Notch 

en ciblant directement son ligand Delta-Like1 (Dll1), ce qui favorise la différenciation 

neuronale et les mécanismes d’apoptose en inhibant les capacités prolifératives des cellules 

(De Antonellis et al., 2011). miR-34 intervient également dans la répression des phénomènes 

de transition épithélio-mésenchymateuse et de migration cellulaire en réprimant l’activation 

de STAT3 par répression de l’Interleukin-6 (IL6) (Rokavec et al., 2014). Il contribue de la 

même manière à la répression de la voie Akt/Pi3K/PTEN et de STAT3 (De Antonellis et al., 

2011) (Figure 19).  



54 

Figure 19 : Voies de régulation sous contrôle de miR-34 (Rokavec et al., 2014). 

miR-34 est un régulateur majeur de la balance prolifération/différenciation. Son action de répression 

sur des cibles telles que DLL1/Notch, SOX2 ou NANOG contribue à la régulation des cellules 

souches. Cette action est étroitement liée à la régulation du cycle cellulaire, par répression de CDK, 

MAPK ou MYC. Il contribue également à la régulation des capacités de transition épithélio-

mésenchymateuse et d’invasion par la régulation de cibles telles que IL-6R ou PDGFR. 

Parallèlement, miR-34 conduit à une régulation du métabolisme qui accompagne les phénomènes de 

différenciation, qu’il favorise via LIN28a, Foxp1, JAG1 ou BMP7, et de mort par apoptose, via la 

régulation de CREB, BCL2 ou HSP70. 

BCL2 : B-cell lymphoma 2; BMP7 :Bone morphogenetic protein 7  CDK : Cyclin-dependent kinase; 

CREB : C-AMP Response Element-binding protein; DLL1/Notch : Delta-like1/Notch; 

Foxp1 : Forkhead box protein P1; HSP70 : Heat Shock Protein 70; IL-6R : Interleukin-6 receptor; 

JAG1 : jagged 1 protein;LIN28a : Lin-28 Homolog A; MAPK :Mitogen-Activated Protein Kinase 

Kinase 1; MYC : Proto-Oncogene C-Myc; NANOG : NanogHomeobox; PDGFR :Platelet-derived 

growth factor receptors;SOX2 : sex determining region Y-box 2 
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b. Maturation cérébrale, plasticité synaptique et mémorisation

Au cours de la maturation du système nerveux central, d’autres miRs interviennent 

également comme miR-132 (Wanet et al., 2012) et miR-137 (Smrt et al., 2010). 

CREB est un facteur de transcription impliqué dans le développement, la maturation et 

la plasticité neuronale. CREB et miR-132 sont sujets à un rétro-contrôle (Sakamoto et al., 

2011). Sous l’activation de CREB, miR-132 favorise la croissance neuritique par répression 

de p250GAP (Wayman et al., 2008, Vo et al., 2005), la survie et l’intégration des neurones 

aux circuits synaptiques (Luikart et al., 2011 ; Pathania et al., 2012). miR-132 participe 

également à la régulation de DNMT3a (Miller et al., 2012, Magill et al., 2010). Or, DNMT3a 

est indispensable aux mécanismes d’apprentissage, de mémorisation et de plasticité 

synaptique dans l’hippocampe (Feng et al.,2010). Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) 

est associé à l’activation d’un certain nombre de voies de signalisation comme 

MAPK/Extracellular signal-regulated kinases (ERK), phospholipase Cγ (PLCγ) et PI3K, qui 

sont indispensables à la différenciation, à la survie, à la croissance neuritique ainsi qu’à la 

plasticité synaptique (Numakawa et al., 2010a, Minichiello, 2009, Reichardt, 2006, Huang 

and Reichardt, 2003). C’est un acteur principal de la plasticité synaptique en assurant le 

maintien des α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid receptors (AMPAR) et 

N-methyl-D-aspartate receptors (NMDAR) à la synapse (Remenyi et al., 2013, Yoshii et 

Constantine-Paton, 2010, Caldeira et al., 2007a, Caldeira et al., 2007b). Par l’activation de la 

voie MAPK/ERK il contribue au maintien des récepteurs au glutamate ainsi qu’à 

l’augmentation du nombre post-synaptique de sous-unités AMPAR GluR1, NMDAR NR2A, 

NR2B, mais aussi de l’expression pré-synaptique de synapsine I (SYN1) et synaptotagmine 

(SYT) (Tuerxun et al., 2010, Kumamaru et al., 2008). La stimulation par BDNF (Remenyi et 

al., 2010) est associée à une augmentation de la voie de signalisation CREB, qui fait 

intervenir la voie ERK pour favoriser l’expression des récepteurs au glutamate (Tuerxun et 

al., 2010, Kumamaru et al., 2008, Matsumoto et al., 2006) et de miR-132. Ce miR est 

aujourd’hui fortement associé aux capacités cognitives (Hernandez-Rapp J et al., 2015 ), mais 

doit rester exprimé dans une certaine mesure pour assurer les processus de transmission 

synaptique et de mémorisation (Hansen et al., 2013, Scott et al., 2012). Dans son rôle de 

régulateur de la plasticité synaptique, il semble coopérer avec miR-34a (Joilin et al., 2014) 
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pour la régulation de MAPK1, induite par la potentialisation à long terme (LTP). Son 

inhibition conduit à une réduction de la prolifération cellulaire dans l’hippocampe et à une 

diminution de l’expression post-synaptique de post-synaptic density protein 95 (PSD-95) sans 

altérer le profil des synapsines pré-synaptiques (Yi et al., 2014). miR-132 a également un rôle 

neuroprotecteur en maintenant l’expression du BDNF par répression de Nuclear receptor 

related 1 protein (Nurr1) (Lungu et al., 2013) et en régulant l’apoptose par répression de 

PTEN/P300/Forkhead box O3a (FOXO3a), qui sont des acteurs clés de la voie de 

signalisation AKT (Wong et al., 2013). miR-132 est réprimé dans les neurones destinés à 

mourir par une diminution des marques H3K4me2 et H3K9ac au niveau de son promoteur, de 

sorte à lever son effet neuroprotecteur (Hwang et al., 2014) (Figure 20). 
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Figure 20 : Voies de régulation impliquant miR-132 dans le système nerveux central (Wanet 

et al., 2012)  

miR-132/miR-212 sont des miRs principalement présents dans le cerveau au cours de la maturation ou 

à maturité. La stimulation neuronale ou l’action de neurotrophines comme BDNF conduisent à 

l’activation de la transcription de ce cluster de miRs via l’activité du facteur de transcription CREB. 

Le profil d’acétylation contribue également à leur expression. miR-132/miR-212 jouent un rôle dans 

la répression de MeCP2 et la régulation de l’expression de BDNF, de la morphologie dendritique 

ainsi que la de la croissance neuritique. miR-132 participe également à la régulation de la fonction 

neuronale. Il réprime PTBP2, un acteur de l’épissage alternatif, qui favoriserait l’action des 

récepteurs au glutamate au cours de la fonction et de la plasticité synaptique. 

BDNF: Brain-Derived Neurotrophic Factor; CREB: C-AMP Response Element-binding protein; 

MeCP2: methyl CpG binding protein 2; PTBP2: Polypyrimidine Tract Binding Protein 2
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miR-137 est lui aussi enrichi dans les neurones où il contribue à la régulation de la 

prolifération, de la morphogenèse dendritique et de la maturation fonctionnelle des cellules 

(Smrt et al., 2010 ; Szulwach et al., 2010). Dans les cellules en prolifération, TLX et lysine 

(K)-specific demethylase 1A (LSD1), forment un complexe de répression de l’expression de 

miR-137. Lors du switch vers la différenciation, l’expression de miR-137 aboutit à un rétro-

contrôle sur LSD1 dans les neurones post-mitotiques (Sun et al., 2011). Son expression 

bloque le cycle cellulaire en phase G1/S pour promouvoir la différenciation en inhibant les 

cyclin-dependant kinases (CDK) (Jiang et al., 2013, Sun et al., 2011, Szulwach et al., 2010, 

Tarantino et al., 2010, Silberet al., 2008). Dans le cerveau adulte, son expression est régulée 

par Sox2, facteur de transcription d’auto-renouvellement, et la protéine de liaison à l’ADN 

MeCP2, qui contribue à la levée de l’inhibition de Enhancer of zeste homolog 2 (Ezh2), 

responsable de l’augmentation de la marque H3K27 (Szulwach et al.,2010). A la suite de la 

différenciation, miR-137 est impliqué dans la maturation neuronale par son rôle dans la 

régulation de la morphogenèse dendritique et la mise en place des épines dendritiques. miR-

137 peut réprimer Mindbomb E3 Ubiquitin Protein Ligase 1 (Mib-1), une ubiquitine-ligase de 

la membrane post-synaptique, de sorte à réguler la croissance axonale (Smrt et al., 2010). 

Dans le cadre de l’activité synaptique, mir-137 cible la cyclo-oxygenase-2 (COX2), exprimée 

dans les dendrites des neurones excitateurs (Breder et al., 1995) et précurseur de 

Prostaglandine E2 (PGE2) qui peut lier des récepteurs pré-synaptiques pour activer la voie 

AMPc/protéine kinase A (cAMP/PKA) impliquée dans la libération du glutamate et la 

transduction du signal (Akaneya, 2007). L’expression de miR-137 doit ainsi être maintenue 

dans une certaine mesure. miR-137 réprime transcription factor 4 (TCF-4), un facteur de 

transcription nucléaire qui intervient dans la régulation de la modulation des signaux 

sensoriels (Kwon, et al., 2011, Brzozkaet al., 2010). miR-137 intervient également dans la 

régulation de Zinc finger protein 804A(ZNF804A) qui contribue à la migration neuronale et à 

la plasticité synaptique par son intervention dans la signalisation de la dopamine. ZNF804A 

cible Catechol-O-methyltransferase (COMT), une enzyme qui dégrade la dopamine par 

méthylation (Girgenti et al., 2014). La répression de ZNF804A aboutit à une hyperactivité 

dopaminergique, néfaste pour le neurone d’autant plus que ZNF804A est également associé à 

la régulation de Dopamine receptor D2 (DRD2) (Girgenti et al., 2014) (Figure 21). 
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Figure 21 : Voies de régulation du système nerveux par miR-137 (Yin et al., 2014). 

En bleu les voies présentes chez l’embryon, en rouge les voies présentes chez l’adulte. 

Dans les cellules en prolifération, miR-137 est réprimé par TLX, ce qui autorise l’action de LSD1 sur 

les cellules de sorte à privilégier l’autorenouvèlement et réprimer la différenciation. miR-137 

contribue à la différenciation en réprimant LSD1 ou des acteurs du cycle cellulaire tels que CDK6. 

Lors de la maturation et de la fonctionnalisation du système nerveux central, sa régulation par 

MeCP2 contribue à l’expression de Ezh2 et au contrôle de la méthylation H3K27 répressive. La 

répression de Mib1 et TCF4 participe au contrôle de la croissance axonale et la modulation des 

signaux sensoriels. Plus tard, son action sur COX-2 et ZNF804A contribue à la régulation de 

l’activité neuronale et à la plasticité synaptique. 

CDK6: Cyclin-dependent kinase 6; COX-2: Cyclo-oxygenase 2; Ezh2: Enhancer Of Zeste Homolog 2; 

LSD1 : lysine (K)-specific demethylase 1A; MeCP2 :methyl CpG binding protein 2; Mib1 : E3 

ubiquitin-protein ligase 1; TCF4 : Transcription Factor 4; TLX : The Human Orphan Nuclear 

Receptor Tailless; ZNF804A : Zinc finger protein 804A 
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c. Altération de l’expression des miRs et anomalies du SNC

L’expression des miRs joue un rôle crucial dans le développement du système nerveux 

central (Cochella et Hobert , 2012) où ils régulent ainsi spécifiquement les mécanismes 

biologiques (neurogenèse, différenciation…) qui interviennent à des moments précis du 

développement (embryogénèse ou maturation post-natale) (Olde Loohuis et al., 2012). A 

l’extrémité antérieure, l’altération de l’expression de miR-9 contribue à des défauts de 

compartimentation de certaines régions cérébrales dont il est un acteur clé (Cochella et 

Hobert, 2012). Une surexpression de Let-7 est impliquée dans la répression de l’expression de 

Trim71 et est associée à de nombreuses anomalies de fermeture du tube neural antérieur 

comme les exencéphalies, ainsi que dans l’augmentation de la létalité intra-utérine (Maller 

Schulmann et al., 2008). La régulation de l’expression du ligand Dll1 par miR-34a est 

indispensable à la régulation de la voie impliquant le récepteur Notch. Une expression 

inappropriée de miR-34a et l’activation prématurée de la différenciation neuronale ont été 

impliquées dans des défauts de fermeture du tube neural postérieur (Ichi et al., 2010). miR-

124 est nécessaire à l'acquisition d'un phénotype neuronal par les progéniteurs lors de 

l’induction de la différenciation. S’il n’est pas correctement exprimé, la voie STAT3 et la 

neurogenèse sont perturbées (Krichevsky et al., 2006). Dans le cerveau mature, la sur-

expression pathologique de certains miRs peut influencer les capacités cognitives ; miR-34 est 

connu pour avoir un effet négatif sur l'apprentissage et la mémorisation dépendants de 

l'hippocampe par son action de répression de SIRT-1. miR-132 et miR-137 sont également 

des acteurs majeurs du fonctionnement cérébral et de la mémorisation puisqu’ils régulent la 

plasticité synaptique (Pai et al., 2014, Kawashima et al., 2010). Dans ces mécanismes, miR-

124 est prédit par bioinformatique pour être un régulateur potentiel de AMPAR2, tandis que 

des études mettent en évidence le rôle de Let-7 dans la régulation de AMPA2 et de miR-132 

dans celle de AMPAR1, NMDAR2A et NMDAR2B, par des mécanismes indirects non 

élucidés. Les miRs peuvent également réguler le cycle des monocarbones puisque la methyl-

tetrahydrofolate reductase (MTHFR), nécessaire à la formation du 5-methyl-tétrahydrofolate 

(5-me-THF), est une cible de miR-34 (Shookhoff et Gallicano, 2010). Une altération du cycle 

des folates et de l’homocystéine aboutit à un défaut de méthylation. Enfin, un défaut dans la 

biogenèse des miRs peut aussi intervenir dans des pathologies génétiques. Un défaut de 
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DGCR8 est impliqué dans le syndrome de DiGeorge, tandis qu'un défaut de FMRP participe 

au syndrome du X-fragile (Figure 22). 
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Figure 22 : Représentation de voies majeures de la régulation du développement du système 

nerveux central 

Les miRs sont des régulateurs post-transcriptionnels qui participent à la régulation de l’ensemble des 

phénomènes biologiques. Au cours du développement let-7a est indispensable à la fermeture du tube 

neural antérieur en réprimant l’expression de Trim71. miR-34a est nécessaire au contrôle de la 

transition prolifération/différenciation par la régulation de la voie Dll1/Notch et des facteurs de 

transcription bHLH, assurant la fermeture du tube neural postérieur. miR-9 régule des acteurs du 

remodelage de la chromatine. Il contribue notamment à la compartimentation des différentes régions 

cérébrales. De manière concomitante, miR-124a est nécessaire au contrôle de la prolifération et de la 

survie cellulaire pour assurer un pool de progéniteurs neuronaux suffisant à la mise en place du 

système nerveux central. Il régule notamment la voie STAT3 et l’équilibre entre les acteurs pro- et 

anti-apoptotiques. Plus tard il contribuera également à la régulation de la plasticité synaptique par la 

régulation des voies de réponse à l’activation des récepteurs au glutamate via Src et CREB. miR-137 

et miR-132 sont également des acteurs de la régulation de la plasticité synaptique après la stimulation 

des neurones. Il participe à la régulation de l’activité de CREB qui peut passer par une cascade de 

kinases. miR-23 pourrait intervenir au cours des différentes étapes de développement et maturation en 

régulant l’expression des bHLH ou des récepteurs au glutamate. 
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4. Voies de régulation mises en jeu

a. STAT3

STAT3 est un facteur de transcription indispensable à la régulation de la survie, au 

maintien de l’état indifférencié et à la neuroprotection (Zhao et al., 2011). Différents signaux 

extracellulaires via des cytokines (interleukines, Granulocyte-colony stimulating factor, …), 

ainsi que des hormones (growth hormone, érythropoïétine, thrombopoïétine, …) ou des 

interférons, contribuent à l’activation de récepteurs par dimérisation suite à l’activation d'une 

tyrosine kinase non-récepteur associée (NRTK) qui permet le recrutement de différents 

effecteurs. La dimérisation du récepteur provoque la dimérisation des Janus Kinase 1 et 2 

(JAK1 et 2) associées, qui s’activent par auto-phosphorylation mutuelle. Le dimère JAK1/2 

phosphoryle le récepteur sur des résidus tyrosines et assure le recrutement des protéines 

STAT3 ; ce qui donne le nom commun « JAK-STAT » à cette voie (Mihara et al., 2012, 

Murray et al., 2007). La protéine STAT3 est à son tour phosphorylée. Les JAK contribuent à 

la phosphorylation des tyrosines du domaine de dimérisation comme la Tyr705 et à la 

translocation du dimère. La phosphorylation des tyrosine kinases peut également faire 

intervenir des kinases cytoplasmiques comme Src (Yu et al., 2009a, Turkson et al., 1998) 

selon le ligand et le récepteur impliqués. Une seconde vague de phosphorylation des sérines, 

comme la Ser727, via Erk (MAPK) (Decker et Kovarik, 2010, Lin et al., 2009), Protein kinase 

C (PKC) ainsi que par d’autres acteurs comme p38 ou c-Jun N-terminal kinase (JNK) permet 

la régulation de l’activité de facteur de transcription de STAT3 sur les séquences consensus 

interferon-stimulated responsive element (ISRE), accompagnée ou non d’autres facteurs de 

transcription ou de remodelage de la chromatine (acéthyltransférases CREB-binding protein 

(CBP)/P300, BRG/BRM, …). Cette activité peut être régulée par des tyrosine-phosphatases 

spécifiques des JAK et des inhibiteurs Cis qui fixent le récepteur phosphorylé ainsi que par 

des mécanismes de rétro-contrôle, notamment par Suppressor of cytokine signaling (SOCS), 

un des gènes activés par la fixation du dimère STAT3. STAT3 non phosphorylé pourrait 

toutefois avoir une activité de régulation des gènes dans le noyau en induisant la translocation 

d’autres protéines (Timofeeva et al., 2012, Wakahara et al., 2012, Vogt et al., 2011). Au cours 

du développement, son rôle est primordial puisque son absence est associée à une létalité 
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précoce, avant même la gastrulation (Takeda et al., 1997) et sa répression est associée à une 

différenciation spontanée. Son expression dans les premières semaines de grossesse est 

indispensable à la prolifération et à la migration cellulaire utérine (Weber et al., 2012, 

Poehlmann et al., 2005) nécessaire à la mise en place du placenta. Son expression contribue à 

l’implantation de l’embryon et à son développement. Elle augmente au cours de la grossesse 

(Deverman et Patterson, 2009) et sa répression est associée à un risque d’avortement spontané 

(Wang et al., 2012b, Mulla et al., 2010). STAT3 est connu pour intervenir dans la 

prolifération, la survie, la croissance cellulaire et la différenciation (Marase et al., 2012, Yoon 

et al., 2012, Cheng et al., 2011). L’action conjointe des facteurs de transcription STAT3, 

NANOG et octamer-binding transcription factor 4 (OCT4) active le cycle cellulaire et 

participe au maintien des cellules à l'état indifférencié (Do et al., 2013, Hawkins et al., 2012). 

De plus, STAT3 contribue au remodelage de la matrice cellulaire pour le maintien de l’auto-

renouvellement cellulaire (Przybyla et al., 2013). Par son rôle de régulateur de c-myc et c-fos, 

STAT3 contribue au passage d’un stade quiescent à la phase G1 du cycle cellulaire (Kiuchi et 

al., 1999), il intervient également dans le passage de la phase G1/S via son action sur les 

cyclines D et E/Cdk2 (Leslie et al., 2006, Barre et al., 2005). Au niveau de la transition G2/M, 

il peut cependant avoir un effet répresseur par son action sur la voie p21/p53 (Huang et al., 

2012, Hawthorne et al., 2009, Bienvenu et al., 2005). STAT3 contribue à la survie cellulaire 

en activant les protéines anti-apoptotiques B-cell lymphoma 2 (Bcl-2), B-cell lymphoma-extra 

large(Bcl-xl), Induced myeloid leukemia cell differentiation protein 1 (Mcl1) et Akt (Choi et 

al., 2009, Park et al., 2005) et en réprimant les protéines pro-apoptotiques Bcl-2–associated X 

protein (Bax). En favorisant l’expression des survivines, STAT3 contribue à la répression des 

caspases (Gritsko et al., 2006, Catlette-Falcone et al., 1999). Il participe à la neuroprotection 

en favorisant l’expression des gènes de régulation de la régénération et du 

neurodéveloppement (Dziennis et Alkayed, 2008). La répression de STAT3 est associée à un 

retard de maturation des oligodendrocytes et à un défaut de myélinisation ; ce qui expliquerait 

que la dérégulation de STAT3soit en lien avec des altérations cognitives (Park et al., 2013, 

Wan et al., 2010, Chiba et al., 2009 ) (Figure 23). 
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Figure 23 : Voie de signalisation STAT3 (www.sabiosciences.com, modifié). 

La fixation de cytokines aux récepteurs des cytokines conduit à leur dimérisation suite à leur 

phosphorylation par des tyrosines kinase non-récepteur associées. La dimérisation des récepteurs 

permet l’autophosphorylation des protéines kinases associées et le recrutement des protéines STAT3. 

Les protéines kinases JAK associées aux récepteurs phosphorylent STAT3 pour permettre leur 

dimérisation. Le dimère phosphorylé pourra avoir une action directe sur certaines protéines telles que 

BCL2. D’autres kinases, Src, ERK1/2 p38 ou JNK peuvent phosphoryler STAT3 de sorte à permettre 

sa translocation au noyau. Par son rôle de facteur de transcription, il pourra réguler l’expression de 

gènes impliqués dans la croissance cellulaire, la survie, la différenciation et l’oncogénèse. 
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b. Dll1/Notch

La voie de signalisation Notch est connue pour réguler la prolifération et la 

différenciation des cellules souches et des progéniteurs neuronaux en modulant l’expression 

de facteurs de transcription intervenant dans le programme neurogénique (HES1) (Nagao et 

al., 2007). Il a été rapporté que les folates exerceraient une influence sur la prolifération 

cellulaire et la différenciation des cellules souches neurales au moins en partie par l’activation 

de cette voie (Zhang et al., 2008b, Mattson et Shea, 2003). Dll1 se lie au récepteur Notch et 

contribue à la régulation de facteurs de transcription comme Hes1 et Hes5 qui contrôlent le 

programme neurogénique. Hes5 et certains gènes Sox, notamment Sox-2, agissent en 

coopération pour contrôler la prolifération cellulaire (Lugert et al., 2010). Hes1 contribue à la 

répression des gènes pro-neuronaux par répression des bHLH comme Mash1, Math1 ou les 

neurogénines. Mash1 (ou Ascl1) conduit à l’induction de la différenciation (Sugimori et al., 

2007). La cinétique d’expression des différents acteurs est donc un mécanisme indispensable 

au bon déroulement des étapes de développement puisqu’une inactivation de Hes1 et une 

expression inappropriée de Mash1 aboutit à une différenciation prématurée à l’origine de 

défauts de fermeture du tube neural (Copp et al., 2003), qui implique notamment les 

mécanismes de régulation épigénétiques folate-dépendants (Ichi et al., 2010). La répression 

exercée par les bHLH pro-neuronaux sur Pax6 réprime les capacités d’autorenouvellement 

des progéniteurs (Sansom et al., 2009 ; Sugimori et al., 2007) et favorise l’expression d’autres 

membres de la famille Pax impliqués dans la différenciation et l’identité neuronale comme 

Pax2 qui est indispensable à la formation du tube neural (Matsunaga et al., 2000). Il existe une 

interaction entre les voies Notch et STAT3 au cours de l’induction de la différenciation. La 

phosphorylation sur les Tyr705 et Ser727 nécessaire à l’activation de STAT3 est Notch-

dépendante (Gouti et al., 2008) (Figure 24). 
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Figure 24 : Voie de signalisation Dll1/Notch (www.sabiosciences.com, modifié). 

La fixation des ligands Delta-like 1 ou Jagged au récepteur Notch aboutit au clivage du domaine 

Notch intracellulaire (NICD) par l’action de g-sécretases. Il pourra réprimer l’expression de gènes en 

dissociant des acteurs de remodelage de la chromatine ou favoriser l’expression de gènes cibles, tels 

que les gènes de la famille Hes qui pourront réprimer des gènes neurogéniques. La voie Notch 

contribue ainsi à la régulation du switch entre prolifération et différenciation. 
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c. Récepteurs AMPA et NMDA

Dans l’hippocampe, les acteurs principaux de la plasticité sont les récepteurs au 

glutamate, notamment présents dans la couche nommée corne d’Ammon 1 (CA1) et connus 

pour participer au processus de mémorisation à court et long terme (Kelsch et al., 2014, 

Pereira et al., 2014). Subdivisés en plusieurs familles, ces récepteurs peuvent être 

ionotropiques (kaïnate, AMPA ou NMDA), à rôle de canaux ioniques, ou métabotropiques 

(metabotropic glutame receptor, mGluRs), alors associés à des voies de signalisation qui 

peuvent aboutir à la modification de l’expression de gènes impliqués dans la mise en place ou 

le fonctionnement de la synapse (Lohmann et Kessels, 2014, Huettner, 2003). Les récepteurs 

de type kaïnate interviennent principalement au cours du développement embryonnaire et 

fonctionnent de manière équivalente aux récepteurs AMPA. Les récepteurs AMPA et NMDA 

sont actifs sous forme tétramérique. Pour AMPA, se sont les formes 1 et 2 qui sont 

principalement présentes dans l’hippocampe du jeune individu et de l’adulte. La forme 2 est la 

seule forme perméable au calcium, c’est le ratio entre les sous-unités 1 et 2 qui définit 

l’activité de la synapse (Hamada et al., 2014, Hanley, 2014 Whitehead et al., 2013, Ju et al., 

2004). Pour les récepteurs NMDA, ce sont les formes 2A et 2B qui sont prédominantes dans 

l’hippocampe adulte, en association avec la sous-unité 1. C’est dans ce cas la sous-unité 2B 

qui définit la perméabilité au calcium de la synapse (Glasgow et al., 2015, Murphy et al., 

2014, Shipton et Paulsen, 2014, Garaschuk et al., 1996). Les récepteurs subissent un 

remaniement permanent de leur composition en sous-unités selon l’activité synaptique. Les 

récepteurs AMPA potentialisent les récepteurs NMDA ; ils agissent en synergie pour réguler 

l’activité et la plasticité synaptique et sont sujets à des rétro-contrôles (Gray et al., 2011, 

Derkach et al., 2007). Des mécanismes de phosphorylation permettent de moduler la 

signalisation AMPA/NMDA et de réguler la composition en sous-unités (Grau et al., 2014, 

Knox et al., 2014, Murphy et al., 2014 Wang et al., 2014), notamment par l’intervention 

d’acteurs post-synaptiques comme PSD95 (Ba et al., 2014). Selon le profil d’activité des 

synapses, deux sortes de plasticité peuvent se mettre en place : une « potentialisation à long 

terme » (ou long term potentiation, LTP) ou une « dépression à long terme » (ou long term 

depression, LTD). L’activation des récepteurs NMDA aboutit à un influx calcique avec pour 

cible des protéines kinases telles que calcium/calmodulin-dependent protein kinases II 

(CaMK II), PKA et PKC dans les épines dendritiques (Wang et al., 2014). Ces kinases 
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phosphorylent les récepteurs AMPA et NMDA, augmentant ainsi leur sensibilité. Dans le 

noyau, la CaMKII aura pour cible le facteur de transcription CREB, qui joue un rôle dans les 

processus d’apprentissage et de mémorisation, de neurogenèse et de plasticité synaptique 

(Hardingham et al. 2010). La synthèse protéique locale permet d’augmenter le nombre de 

récepteurs, le trafic des récepteurs, les switch de sous-unités et l’ancrage aux protéines du 

cytosquelette qui favorisent l'expression de surface, la diffusion latérale et la stabilisation des 

récepteurs (Figure 25). 

Au cours du développement et de la maturation cérébrale, des voies de signalisation 

majeures sont finement régulées pour assurer la mise en place et la fonctionnalité du système 

nerveux central (Schéma de synthèse 2). La dérégulation des différents acteurs moléculaires 

peut contribuer aux pathologiques précédemment décrites (Schéma de synthèse 1). 
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Figure 25 : Voies de signalisation des récepteurs AMPA et NMDA (Blaylock, 2013). 

Dans les neurones, les types de récepteurs au glutamate sont au nombre de 3 : les récepteurs kaïnates 

semblent principalement impliqués lors du développement, les récepteurs AMPA et NMDA sont les 

formes présentes dans le cerveau adulte et sont des acteurs majeurs de la plasticité synaptique. Au 

cours de la stimulation neuronale, la libération de glutamate active le système de récepteurs 

AMPA/NMDA. L’influx de calcium qui suit l’activation des récepteurs aboutit à l’action d’une 

cascade de protéines kinases qui pourront agir directement sur les récepteurs. Leur phosphorylation 

peut moduler leur composition en sous-unités ou favoriser leur stabilité et leur activité. Les cascades 

de kinases peuvent également aboutir à la modulation de gènes par activation du facteur de 

transcription CREB de sorte à exprimer les différents acteurs mis en jeu dans les mécanismes de 

plasticité synaptique. 
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Schéma de synthèse 2: Voies de signalisation impliquées dans la mise en place du système nerveux et sa 
fonctionnalité. 
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III. Vitamines B9 et B12

1. La vitamine B9, ou folates

a. Structure, sources et besoins

Les folates (vitamines B9) sont des molécules hydrosolubles constituées d'un noyau

ptérine, d'un acide para-aminobenzoïque et d'un acide glutamique (1 à 14 chaînes de

glutamates) (Rebeille et al., 2006) (Figure 26). Déclinés sous la forme de nombreux

dérivés,ils sont principalement organisés sous forme de polyglutamates (PG) liés à des

protéines. Ce sont les dérivés réduits non oxydés qui constituent les formes biologiquement

actives. Par leur rôle de co-substrats pour le transfert de groupes monocarbonés (Wagner,

1995) ils sont les acteurs principaux du cycle des folates.

Figure 26 : Structure de l’acide folique

L’acide folique est constitué d’un groupe 2-amino-4-hydro-ptérine et d’un acide para-amino-

benzoïque qui forment un acide ptéroïque, lui-même associé à un acide L-glutamique pouvant porter 

un radical -OH s’il s’agit d’un folate monoglutamique ou une chaine -(γ-glutamyl)n s’il s’agit d’un 

folate polyglutamique. 

R Molécule 

OH Folate

monoglutamique

Acide glutamique

poly(γ-glutamyl)n
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polyglutamique



73

La quantité nécessaire au renouvellement du stock est de 0,3mg/jour chez l'Homme.

Puisque ces composés ne sont pas synthétisés par les mammifères, les principales sources

d'acide folique proviennent de l’alimentation. On les trouve en forte quantité dans les abats

(foies, rognons), les céréales et graines (blé, tournesols), les fruits (agrumes, abricots), les

légumes verts et féculents (asperges, lentilles), le lait et les fromages fermentés (Iyer et

Tomar., 2009). Une alimentation équilibrée suffit donc à couvrir les besoins quotidiens

(Tableau 1) et correspond à 90% des apports, tandis que 10% sont synthétisés par la flore

intestinale.

Individus B9 - ANC (µg/jour) 

Nourrisson 70 

Enfant (1 à 12 ans) 150 – 250 

Adolescent (13 à 19 ans) 300 

Homme adulte 330 

Femme adulte 300 

Femme enceinte 400 

Femme allaitante 400 

Personne âgée (> 75 ans) 400 

Tableau 1 : Apports nutritionnels conseillés (ANC) en folates (AFSSA 2001)

b. Absorption des folates

L’action de protéases (pepsine, gastrine) et d’enzymes digestives spécifiques, comme

la �-glutamyl-hydrolase, permettent la rupture des liaisons aux protéines et l’hydrolyse des

polyglutamates en monoglutamates (Yao et al., 1996).

L’internalisation cellulaire repose sur trois systèmes de transport. Les folates sont

absorbés par les cellules intestinales du jéjunum proximal via un transport actif qui fait

intervenir des « proton-coupled folates transporters » (PCFT) (Zhao et al., 2009) de forte
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affinité pour l’acide folique. Le transport du folate est alors pH-dépendant et fait intervenir un

co-transport d’ions H
+
. Ces récepteurs sont également exprimés dans le rein, le foie, le

placenta, la rétine et le cerveau (Zhao et al 2009,Qui et al 2006). Des « reduced folate

carriers » (RFC) sont présents mais non fonctionnels au niveau intestinal. Ils utilisent un

transport PO4
3-

-dépendant qui est optimal à pH neutre. De haute affinité pour les folates

réduits (Assaraf et Goldman 1997), ils interviennent dans les reins, les axones et dendrites

ainsi que dans les cellules du canal rachidien (Wang et al., 2001). Les « folate receptors »

(FR), qui utilisent un mécanisme d’endocytose, sont exprimés dans le cortex, le placenta, les

glandes salivaires, l’utérus, le pancréas, les glandes bronchiques et les alvéoles pulmonaires,

et sont de forte affinité pour l’acide folique et le 5meTHF. Ils sont présents dans un certain

nombre de lignées tumorales, notamment IGROV1 (ovariancarcinoma, Weitman et al., 1992),

Caco-2 (colon carcinoma) et KB (epidermoidcarcinoma) (Kane et al., 1986, Antony et al.,

1985). Dans le cadre d’un excès de folates, il peut exister un gradient passif (Galivan et al.,

2000, Nguyen et al., 1997, Rosenberg, 1990) (Figure 27).

Figure 27 : Absorption intestinale des folates

Les enzymes digestives FGCP clivent les polyglutamates en monoglutamates, absorbables au niveau 

du jéjunum proximal. Trois transports de folates existent : les FR (transporteurs de folates) qui 

utilisent un mécanisme d’endocytose, les PCFT qui font intervenir un co-transport H
+
 et les RFC qui 

se basent sur un transport PO4
3-

. Ces derniers ne sont pas fonctionnels au niveau intestinal.

FGCP : folylpolyglutamate carboxypeptidase ou �-glutamyl-hydrolase, PCFT : proton-coupled folates 

transporter, RFC: reduced folate carriers, Transporteur de folates : folate receptor. 
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c. Cycle des folates

Les cellules intestinales peuvent transformer une fraction des folates en méthyl-

tétrahydrofolates (Me-THF), par réduction (Rosenberg, 1990). Néanmoins, la majeure partie

de l’acide folique est transférée en l’état aux cellules hépatiques, qui sont le lieu principal du

métabolisme des monoglutamates.

Au sein des cellules hépatiques, l’acide folique (vitamine B9) est réduit en

dihydrofolate (DHF) par la dihydrofolate-réductase (DHFR) puis en tétrahydrofolate (THF)

par la même enzyme. Le THF peut être catabolisé en polyglutamates (PG) pour être stocké,

ou être méthylé pour donner les formes circulantes du folate. Dans ce cas, la sérine

hydroxyméthylase (SHMT) transforme un résidu sérine en glycine pour céder un groupement

méthylène au THF et former une molécule de 5,10-méthylène-tétrahydrofolate (5, 10meTHF)

(Matthews et al., 1982). Le 5,10meTHF est alors réduit par la 5,10-méthylène-

tétrahydrofolate-réductase (MTHFR) pour former le 5-méthyl-tétrahydrofolate (5meTHF) qui

est pris en charge par la méthionine synthase (MTR ou MS) dont la vitamine B12 (Cbl, pour

cobalamine) est le coenzyme. Cette réaction permet de reconstituer le pool de THF en libérant

un groupement méthyle (-CH3) (Figures 28 et29). La forme Me-THF correspond également à

la forme principale de transport et d’absorption pour les cellules périphériques.
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Figure 28 : Structures des formes tétrahydrofolates (THF) dérivées de l’acide folique

Les forment tétrahydrofolates (THF) dérivées de l’acide folique se différencient par leur groupement 

en N5 et N10. Les formes réduites 5-methyl-THF et 5,10-méthylène-THF sont les formes 

biologiquement actives. Il existe également plusieurs dérivés réduits (méthylène-THF, formimino-THF 

ou formyl-THF). 

Figure 29 : Cycle des folates (d’après Tchantchou, 2006)

Le métabolisme des folates aboutit à la formation des dérivés THF des folates. La forme méthylée 5-

méthylTHF est impliquée dans les réactions de transfert de groupement méthyle. La forme 5,10-

méthylèneTHF puis 7.8-dihydrofolate assure la reconstitution du pool de THF. Les formes 5,10-

méthylèneTHF et 10-formylTHF contribuent à la synthèse des constituants de l’ADN. 

10-formylTHF: 10-formyl tétrahydrofolate, 5-MéthylTHF: 5-méthyl tétrahydrofolate, 5,10-MTHF: 

5,10-méthylène tétrahydrofolate, 5,10-MTHFR: 5,10-méthylène tétrahydrofolate réductase, dTMP: 

déoxythymidine 5’-monophosphate, dUMP: déoxyuridine 5’-monophosphate, NADP: nicotinamide-

adénine dinucléotide phosphate, THF: tétrahydrofolate, TS: thymidylate synthase 
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La forme active 5-meTHF est libérée dans la circulation et transportée jusqu’aux

cellules périphériques sous forme libre (1/3) ou liée à des protéines (2/3). L’albumine et l’�2-

macroglubuline sont des protéines de faible affinité qui délivrent les folates dans certains

tissus préférentiels comme le placenta et les tissus fœtaux. Les « soluble-folate binding

proteins » (S-FBP) de haute affinité, présentes en faible quantité, permettraient le transport

des folates vers le foie. Dans la majorité des cellules périphériques, des folates receptors (FR)

permettent l’internalisation du 5-meTHF. L’acide folique peut pénétrer plus difficilement,

avec un taux 6 fois plus faible dans les cellules, et doit subir les deux réactions successives de

la DHFR pour donner une molécule de THF. La moitié des apports seront attribués aux

mitochondries où ils exerceront une fonction de transfert de radicaux monocarbonés différente

de la fraction cytosolique. La fraction du Me-THF non utilisée peut être catabolisée en THF

puis en PG par la folylpolyglutamate synthase (FGPS) (principalement en pentaglutamates)

(Figure 30).

Figure 30 : Synthèse de la distribution hépatique et périphérique des folates et de leurs

modifications.

Dans un premier temps l’acide folique absorbé au niveau intestinal est transporté dans le sang vers 

les cellules hépatiques. Le métabolisme en DHF puis THF peut aboutir à la formation de PG pour 

stocker une partie des apports ou à la formation de CH3-THF qui correspond à la forme 

biologiquement active et à la forme principale de transport. La forme CH3-THF est libérée dans le 

sang, où elle est généralement liée à des protéines telles que l’albumine, et est délivrée aux cellules 

périphériques où le CH3-THF sera utilisé au niveau du cytoplasme ou de la mitochondrie. La fraction 

non catabolisée peut également y être transformée en THF puis PG pour être stockée. 

CH3-THF: 5-méthyl tétrahydrofolate, DHF: dihydrofolate, PG: polyglutamates, THF: tétrahydrofolate 
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La quantité de folates stockée reste toutefois faible (5 à 15mg, soit les besoins pour 4

mois) et ne permet pas de subvenir aux besoins accrus dans certaines conditions, comme au

cours de la grossesse. La concentration en folates plasmatiques est de 5 à 15µg/L, bien en

deçà des valeurs érythrocytaires comprises entre 150 et 450µg/L de globules rouges. Dans le

liquide céphalorachidien le taux est compris entre 45 et 60µg/L.

Quotidiennement, une faible fraction de folates est éliminée par voie urinaire : 1 à

10µg sont excrétés sous forme de métabolites (ptéridine et acide benzoylglutamique). La

majeure partie des folates sont réabsorbés au niveau des tubules rénaux. Quant aux fécès, ils

contiennent 20% de folates alimentaires non absorbés, la fraction de folates produite par la

flore intestinale et la fraction provenant de l’excrétion biliaire.

d. Carences en vitamines B9

Les causes d’une carence en folates peuvent être variées. Une malabsorption

intestinale peut avoir lieu dans le cadre du vieillissement, de résections intestinales ou de

maladies inflammatoires comme les maladies inflammatoires chroniques de l’intestin (MICI).

Les interactions médicamenteuses peuvent induire un défaut d’absorption ou de métabolisme

des folates ; c’est le cas notamment de certains traitements de chimiothérapie (méthotréxate,

5-fluoro-uracil), de traitements pour des pathologies comme l’épilepsie (anticonvulsivants),

de traitements hormonaux (pilule contraceptive), ou dans certaines pathologies comme

l’alcoolisme. Certaines périodes de la vie nécessitent que les apports en vitamines B9 soient

augmentés : lors de pathologies ou d’évènements impliquant une stimulation de

l’érythropoïèse (leucémie, hémorragie ou hémolyse, …), chez les personnes âgées

(malabsorption digestive), ou chez la femme enceinte ou allaitante sujette à une augmentation

du métabolisme (2 à 3mg/jours nécessaires au cours du développement) (Tableau 2).

Au final, 10% à 20% de la population mondiale serait sujette à une carence. A ce jour,

l’OMS classe les carences en vitamines B en priorité II.
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Type Cause Exemple 

Malabsorption Inflammation Maladie inflammatoire chronique (MICI) 

Acte chirurgical Résection intestinale 

Métabolique Interaction médicamenteuse Chimiothérapie, pilule contraceptive 

Addiction Alcoolisme 

Polymorphisme génétique DHFR 

Déficit des

apports 

Régimes Trouble du comportement alimentaire 

Destruction Cuisson excessive 

Augmentation

des pertes 

Traumatismes Hémorragies 

Pathologies Leucémie 

Augmentation

des besoins 

Grossesse Développement foetal et lactation 

Vieillissement Malabsorption, polymédication 

Tableau 2 : Synthèse non exhaustive des causes de déficience en vitamine B9

2. La vitamine B12, ou cobalamine

a. Structure, sources et besoins

La vitamine B12 (cobalamine, Cbl) est une molécule constituée d'un noyau corrine

tétrapyrrolique à cobalt lié à un groupement benzimidazole-ribose-phosphate (Figure 31). Les

différents dérivés de la cobalamine sont définis par le groupement lié au cobalt. Les deux

formes circulantes, cyanocobalamine et hydroxycobalamine, sont caractérisées

respectivement par un groupement cyanure et hydroxyle. La forme glutathionylcobalamine

constitue une forme intermédiaire tandis que les formes méthylcobalamine et

adenosylcobalamine représentent les formes coenzymes actives respectivement caractérisées

par un groupement méthyle et un groupement 5’desoxyadenosyle.
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Figure 31 : Structure de la cobalamine

La cobalamine est une structure constituée d’un noyau corrine tétrapyrole à cobalt (1) associé à un 

groupement benzimidazole-ribose-phosphate composé d’un groupement 1-amino-propanol-2 (2), d’un 

ribose-3’-phosphate (3) et d’un 5,6-diméthylbenzimidazole (4). 

La cobalamine est uniquement synthétisée par les micro-organismes, dont les bactéries

de la flore intestinale, notamment chez les ruminants. Les faibles quantités nécessaires par

jour (2µg/jour) ne peuvent être obtenues qu'à partir d'aliments d'origine animale : abats,

poissons, œufs et produits laitiers (Stabler et Allen, 2004, O’Leary et Samman, 2010)

(Tableau 3).

Individus B12 - ANC (µg/jour) 

Nourrisson 0,5 

Enfant (1 à 12 ans) 0.8 - 1.9 

Adolescent (13 à 19 ans) 2.4 

Homme adulte 2.4 

Femme adulte 2.4 

Femme enceinte 2.6 

Femme allaitante 2.8 

Personne âgée (> 75 ans) 3 

Tableau 3 : Apports nutritionnels conseillés (ANC) en vitamineB12 (AFSSA 2001)
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b. Absorption et métabolisme de la cobalamine

L’acidité gastrique et les enzymes digestives (gastrine et pepsine) permettent de libérer

les molécules de cobalamine des protéines auxquelles elles sont couplées (Schade et Schilling,

1967). Une fois libres, elles sont directement prises en charge par des glycoprotéines de

transport, les haptocorrines (transcobalamines I et III) et le facteur intrinsèque (FI), pour être

transportées jusqu'au duodénum (Fedosov, 2012, Nielsen et al., 2012, Nicolas et Guéant

1995). A ce niveau du transit, le pH acide est neutralisé, ce qui favorise la libération de la

vitamine B12 en diminuant l’affinité de l’haptocorrine (Allen et al., 1978), qui s’accompagne

d’une dégradation partielle de l’haptocorrine par les protéases pancréatiques (Russell-Jones et

Alpers, 1999, Marcoullis et al., 1986). La cobalamine est alors couplée au FI, résistant à la

protéolyse (Nicolas et Guéant 1994, Guéant et al., 1990). C'est au niveau de l'iléon distal que

le complexe Cbl-FI est absorbé par les cellules entérocytaires par fixation à la cubiline qui en

est un récepteur spécifique (Guéant et al., 1988, Seetharam et al., 1988) dont amnionless

facilite l’internalisation (Pedersen et al., 2010). Les deux molécules sont alors dissociées et le

FI est dégradé pour être ensuite recyclé (Seetharam et al., 1982) (Figure 32).
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Figure 32 : Absorption intestinale et distribution de la cobalamine (modifié d’après Tanner et

al, 2012)

Les enzymes digestives clivent la liaison cobalamine-protéine (Cbl-P). Dans un premier temps, la 

cobalamine est couplée à l’haptocorrine (H) jusqu’au jéjunum où la liaison est rompue. Elle est 

ensuite couplée au facteur intrinsèque (IF) jusqu’à son absorption au niveau des cellules iléales 

distales par le complexe cubam (association du récepeteur cubiline à amnionless : CUBN-AMN). 

Dans les entérocytes, le complexe cubam est dissocié et recyclé tandis que l’IF est dégradé. La 

cobalamine sera transportée vers les cellules périphériques par le sang sous forme liée à 

l’haptocorrine ou à la transcobalamine II (TCII). 
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c. Métabolisme de la cobalamine

La cobalamine peut alors être métabolisée dans le cytosol en méthylcobalamine (Me-

Cbl) (Kapadia, 1995) ou dans les mitochondries en adénosylcobalamine (Ado-Cbl)

(Yamanishi et al., 2005, Kolhouse et Allen, 1977). Elle peut également être distribuée aux

cellules périphériques ; elle est alors prise en charge par la transcobalamine-II (TC-II,

dénommée apo-TCII sous forme libre ou holo-TCII une fois couplée). Elle passe dans la

circulation sanguine et est délivrée aux différents organes via le récepteur à la

transcobalamine CD320 (Jiang et al, 2013, Quadros et Sequeira, 2013, Nielsen et al., 2012,

Quadros et al., 2009,Cho et al, 2008) dans la plupart des tissus ou via le récepteur mégaline

dans le rein. Elle sera dissociée de la TC-II sous la forme hydroxocobalamine et passera du

lysosome au cytoplasme par un processus impliquant les protéines limb region 1 (LMBR1)

domain containing 1 (LMBD1) et ATP-binding cassette sub-family D member 4 (ABCD4)

(Coelho et al., 2012, Rutsch et al., 2009) afin d'être métabolisée en méthyl- ou adénosyl-

cobalamine in situ ou stockée (cas des cellules hépatiques) tandis que la TC-II sera dégradée

dans le lysosome (Lildballe et al., 2012). La B12 non utilisée est à nouveau liée à la TC-II et

mise en circulation sanguine ou dans les fluides extracellulaires par la multidrug resistance

protein 1 (MRP1) ou ATP-binding cassette, sub-family C (ABCC1) (Beedholm-Ebsen et al.,

2010) (Figure 33).
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Figure 33 : Synthèse de la distribution hépatique et périphérique de la cobalamine et de son

utilisation (Adapté de Seetharam et al., 1999).

Dans les cellules intestinales la Cbl est libérée de l’IF. Elle peut alors être libérée dans la circulation 

sanguine en association à la TCII. Dans les cellules périphériques, l’absorption du la Cbl-TCII et la 

dégradation de TCII permet la libération de la Cbl. Elle sera utilisée par la méthionine synthase sous 

forme MeCbl ou par la Me-MalonylCoAmutase sous forme AdoCbl. 

Cbl : cobalamine, IF : facteur intrinsèque, TCII : transcobalamine II, MeCbl : méthylcobalamine, 

AdoCbl : adénosylcobalamine, Me-MalonylCoAmutase : méthylmalonylCoAmutase 

Le stockage hépatique de la cobalamine représente 2 à 3mg, c’est-à-dire environ 50%

du stock, ce qui correspond aux besoins de 2 à 5 ans. Le taux moyen de cobalamine

plasmatique est de 200 à 1000pg/mL sous forme d’hydroxycobalamine couplée à la TC-II

(Seetharam et Li, 2000, Seetharam et al., 1999,Nicolas et Guéant, 1994).

Les pertes en cobalamines sont très faibles puisque la présence d’un cycle entéro-

hépatique permet la réabsorption de l’excès de cobalamine excrété dans la bile. L’excrétion

quotidienne est de 2 à µg. L’excrétion urinaire est minime puisqu’elle représente moins de

0.25µg/jour. La fraction principale est concentrée dans les fèces, qui contiennent une fraction

biliaire et la production de la flore intestinale.



85

d. Carences en vitamines B12

Les apports en vitamine B12 proviennent entièrement de l’alimentation et les besoins

en cobalamine augmentent lors des périodes de forte activité métabolique (grossesse et

allaitement), de stimulation de l’érythropoïèse, ainsi qu'avec le vieillissement. Le manque

d’apport peut être à l’origine d’une carence, notamment chez les végétariens et les végétaliens

ainsi que dans de nombreuses situations pathologiques qui influencent le taux de cobalamine

absorbable ou les capacités d’absorption (Tableau 4).

Type Cause Exemple 

Malabsorption Inflammation
1

Maladie inflammatoire chronique (MICI) 

Acte chirurgical
2

Gastrectomies, résections intestinales distales 

Infection
3

Bactérie, parasite 

Polymorphisme génétique
4 FI, TCII, Cubiline, Amnionless

Métabolique Addiction
5

Alcoolisme 

Déficit des apports Régimes Végétariens, végétaliens 

Augmentation des

pertes 

Traumatismes Hémorragies 

Pathologies Leucémie 

Augmentation des

besoins 

Grossesse Développement fœtal et lactation 

Vieillissement
6

Malabsoption : hypochlorhydrie, achlorhydrie 

Tableau 4 : Synthèse non exhaustive des causes de déficience en vitamine B12

1 
Akbulut et al., 2010, Headstrom et al., 2008, 

2
 Carmel, 2000, 

3
 Carmel et al., 2001, Stabler et Allen, 

2004, 
4 
Gräsbeck et al., 1960, Fyfe et al., 2013, Tanner et al., 2004, Cylwik et Chrostek, 2011, 

5 
Cylwik 

et Chrostek, 2011, 
6 
Andrès et al., 2004. 

On peut distinguer plusieurs degrés de gravité de la carence en vitamine B12. Les deux

premiers stades sont relativement bénins : le stade I est associé à une faible teneur en holoTC-

II (<60pg/mL), le stade II est une association d’un taux faible d’holoTC-II (<40pg/mL) et
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d’une carence faible en B12 (<300pg/mL). Les deux stades suivants ont un caractère

pathologique : le stade III correspond à des taux faibles de d’holoTC-II et de B12(<40pg/mL

et <200 respectivement) et s’accompagne d’hyperhomocystéinémie et hyperhomocystéinurie,

le stade IV présente les même paramètres que le stade III mais associe une anémie

mégaloblastique et macrocytaire ainsi qu’un phénomène de démyélinisation du système

nerveux central et périphérique contribuant à la survenue de neuropathies et d’une

dégénérescence des fibres nerveuses (Tableau 5).

Stade holoTC-II (pg/mL) Cobalamine (pg/mL) Symptomatologie 

I < 60 _ _ 

II < 40 < 300 _ 

III < 40 < 200 Hyperhomocystéinémie 

Hyperhomocystéinurie 

IV < 40 < 200 Hyperhomocystéinémie 

Hyperhomocystéinurie 

Anémie mégaloblastique et macrocytaire 

Démyélinisation du SNC et SNP : 

Neuropathologies 

Dégénerescences de fibres nerveuses 

Tableau 5 : Table des profils de carence en vitamine B12

3. La vitamine B6, ou pyridoxine

a. Structure, sources et besoins

Le terme pyridoxine regroupe l’ensemble des formes de la vitamine B6 : la pyridoxine

(PN), le pyridoxal (PL), la pyridoxamine (PM) et leurs formes phosphorylées (-5’-phosphate,

PNP/PLP/PMP) (Figure 34). La forme active impliquée dans le métabolisme est la PLP.
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Figure 34 : Structures des formes de vitamine B6 et de leurs dérivés phosphorylés (adapté de

Gonzalez et al., 2007)

La vitamine B6 existe sous forme pyridoxine, pyridoxal ou pyridoxamine ainsi que sous leurs formes 

dérivées phosphorylées (-5’-phosphate). Les formes phosphates sont les dérivés biologiquement actifs. 

La vitamine B6 participe au catabolisme de l’homocystéine qui représente l’un des

métabolites principal dérivé du cycle des folates et de la méthionine.

On la retrouve principalement dans les aliments d’origine animale (viandes blanches,

foie, poisson) sous forme PLP et PMP ainsi que dans certains féculents (pois chiche) ou fruits

(banane) sous forme PNP. Les besoins quotidiens sont de 1.3mg et sont largement couverts

par les apports alimentaires normaux. De la même manière que les vitamines B9 et B12, les

besoins sont augmentés avec les périodes à forte activité métabolique comme la grossesse ou

lors du vieillissement (Tableau 6).
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Individus B6 - ANC (mg/jour) 

Nourrisson 0.3 

Enfant (1 à 12 ans) 0.6 - 1.3 

Adolescent (13 à 19 ans) 1.6 – 1.8 

Homme adulte 1.8 

Femme adulte 1.5 

Femme enceinte 2 

Femme allaitante 2 

Personne âgée (> 75 ans) 2.2 

Tableau 6 : Apports nutritionnels conseillés (ANC) en vitamine B6 (AFSSA 2001)

b. Absorption et métabolisme de la pyridoxine

Dans l’intestin grêle le PLP et le PMP sont pris en charge par une phosphatase. Leur

hydrolyse en PL et PM permet leur absorption par les entérocytes selon un mécanisme de

diffusion passive non saturable (Guilland et al., 1992). Les molécules de PL sont métabolisées

dans le foie par la pyridoxal kinase de sorte à être libérées dans le sang sous la forme active

PLP. De rares tissus (foie, cerveau, érythrocytes) ont la capacité de synthétiser le PLP à partir

de PN.

c. Carences en vitamines B6

La carence en vitamine B6 est principalement restreinte à quelques cas particuliers,

l’alimentation permettant amplement de combler les besoins en pyridoxine. Il convient

néanmoins de rester vigilant dans le cadre d’une grossesse ou lors de la prise de certains

médicaments comme la pilule contraceptive, les corticoïdes ou l’isoniazide (anti-tuberculeux)

ainsi que dans les états pathologiques comme l’alcoolisme chronique.
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IV. Cycle l’homocystéine

Le métabolisme des monocarbones est basé sur l’action conjointe du cycle des folates

et celui de l’homocystéine. Leur activité est dépendante de la présence de folates (vitamine

B9) et de cobalamine (vitamine B12) qui agissent en synergie, puisque le transfert de méthyle

en provenance du folate nécessite la présence de la vitamine B12 (Oltean et Banerjee, 2003).

1. Cycle de l’homocystéine (ou cycle de la méthionine)

Le méthyle cédé par le cycle des folates est incorporé à une molécule d’homocystéine

(Hcy), par la méthionine synthase (MS ouMTR) en présence de vitamine B12, et forme une

molécule de méthionine (Met)(Scott et al., 1998). La Met est transformée en S-adénosyl-

méthionine (SAM) par la méthionine-adénosyl-transférase (MAT) (Mudd et cantoni, 1958).

Lors de l’action des méthyltransférases sur la SAM, le groupement méthyle est ajouté à

différents substrats (ADN, protéines, lipides…) (Bertolo et McBreairty, 2013, Blom et al.,

2006, Wilson et al., 2012) ce qui définit la SAM comme donneur universel de groupements

méthyles. La libération du méthyle aboutit à la formation d’une S-adénosyl-homocystéine

(SAH) (Hoffman et al., 1980) qui est transformée par la S-adenosyl-homocysteine hydrolase

(SHH ou SAHH) (Halsted et al., 2002) en Hcy, au cours de la seule réaction réversible du

métabolisme (Figure 35).
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Figure 35 : Cycle de la méthionine (d’après Tchantchou, 2006)

Le cycle de la méthionine nécessite un transfert de groupement méthyle entre le 5-méthylTHF du cycle 

des folates et l’homocystéine du cycle de la méthionine. La réaction fait intervenir la MS et son 

cofacteur la vitamine B12. La méthionine est convertie en donneur universel de groupement méthyle 

SAM par la MAT. La SAM cède son groupement à différents substrats via des MT. La SAH ainsi 

formée est hydrolysée en homocystéine par la SAHH. L’homocystéine peut également être convertie en 

méthionine par la BHMT indépendamment de la B12 ou en cystathionine par la CBS et son cofacteur 

la vitamine B6. 

5,10-MTHF : 5,10-méthylène tétrahydrofolate, 5,10-MTHFR : 5,10-méthylène tétrahydrofolate 

réductase, 5-MéthylTHF : 5-méthyl tétrahydrofolate, ATP: adénosine 5’triphosphate, BHMT : 

bétaïne-homocystéine méthyltransférase, CBS : cystathionine-béta-synthase, Cyl : cystathionine-�-

lyase, GSH: glutathion, MAT : méthionine adénosyltransférase, MS : méthionine synthase, SAM : S-

adénosylméthionine, MT : méthyltransférase, SAH : S-adénosylhomocystéine, SAHH : S-

adénosylhomocystéine hydrolase, THF : tétrahydrofolate 
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2. L’homocystéine

L'homocystéine (Hcy) est un acide aminé soufré, non incorporé dans les protéines,

dont l'accumulation est toxique pour la cellule. C’est un homologue de la cystéine qui diffère

par la présence d’un méthylène. Découverte en 1932 par Butz et Du Vigneaud (Selhub, 1999)

elle est suspectée d’être impliquée dans certaines pathologies dès les années 1960 lorsque

Carson observe un lien entre hyperhomocystéinurie et déficit mental (Carson et al, 1962).

L’homocystéine est un thiol à groupement sulfhydrile libre échangeable avec d’autres

groupements thiols et peut être déclinée sous forme de nombreux dérivés, principalement par

création d’un pont disulfure entre une molécule homocystéine et une autre molécule.

L’homocystine dérive de la création d’un pont disulfure entre deux molécules

d’homocystéine ; les bisulfures mixtes (Homocystéine-protéine ou Homocystéine-cystéine)

dérivent de la liaison entre une molécule d’homocystéine et une protéine ou une

cystéine (Jacobsen, 1998, Refsum et al., 1998). La fixation aux protéines se fait en

compétition avec la cystéine. L’homocystéine peut aussi être métabolisée, principalement en

sulfates (après transformation en cystathionine puis cystéine), en acide homocystéique ou

acide homocystéine sulfinique par oxydation. Plus rarement, l’homocystéine peut être

transaminée en acide α–céto-γ-méthylthiobutyrique (Figure 36).
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Figure 36 : Structures des dérivés de l’homocystéine (d’après Guilland et al., 2003)

L’homocystéine libre est une fraction minime dans l’organisme. Elle est principalement présente sous 

forme de disulfures mixtes (homocystine ou homocystéine-cystéine) ou liée à des protéines. Elle est 

également présente de manière mineure sous forme d’homocystéine thiolactone cyclique, pouvant être 

associée à d’autres molécules. D’autres formes existent telles que les formes nitrosylées. 

La dénomination homocystéine représente généralement l’homocystéine totale, soit

l’ensemble des formes citées précédemment. Dans le plasma, la fraction libre d’homocystéine

thiol est minime puisqu’elle ne représente que 1 à 2% de l’homocystéine totale (McCully et

Wilson 1975, Mudd et al 2000). Les 98 à 99% restant se présentent sous forme disulfures,

disulfures mixtes libres (homocystéine-homocystéine, homocysteine-cystéine) ou

majoritairement (80 à 90%) sous forme de disulfures mixtes liées à des protéines (Mudd et al.,

2000) par création de ponts disulfures (S-homocystéinylation) (Perna et al., 2006) ou de

liaisons amide (N-homocystéinylation) (Jakubowski et al., 2006). Cette fraction liée aux

protéines implique principalement l’hémoglobine (75 %) et l’albumine (22%), mais

également un certain nombre d’autres protéines (Lim et al., 2003 ; Majors et al., 2002). La S-

thiolation est associée à des dommages oxydatifs (Di Simplicio et al., 2003 ; Giustarini et al.,

2012), qui peuvent être liés à l’altération de la fonction des protéines (Hajjar et al., 1998 ;

Majors et al., 2002 ; Undas et al., 2001). Sa toxicité est tout de même moins marquée que
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celle de l’homocystéine ou des protéines N-homocystéinylées (Rodriguez-Esparragon et al.,

2012), probablement en raison du fait que la réaction est réversible (Perna et al., 2006). A

l’inverse, la réaction de N-homocystéinylation est à caractère irréversible. Elle conduit à des

modifications structurales pouvant avoir de nombreuses conséquences : réduction de leur

activité, agrégation (Khazaei et al., 2012 ; Khodadadi et al., 2012 ; Stroylova et al., 2011),

sensibilité aux dommages oxydatifs (Sibrian-Vazquez et al., 2010), toxicité (Paoli et al.,

2010), immunogénicité (Jakubowski et al., 2005) ou dégradation prématurée (Ferretti et al.,

2010 ; Sibrian-Vazquez et al., 2010). L’homocystéine peut de manière mineure (0.3%) être

présente sous forme de thioester cyclique, l’homocystéine thiolactone (Jakubowski 2004,

Jakubowski 1997). Cette forme peut devenir prédominante (10 à 20 %) lors d’altération du

métabolisme de la méthionine et semble constituer une forme encore plus toxique que

l’homocystéine. En effet, l’homocystéine thiolactone dispose d’une capacité de réactivité pour

former les liaisons amides, mise en jeu dans les réactions de N-homocystéinylation des

protéines (Jakubowski et al., 2000 ; Jakubowski, 2000).

Le taux plasmatique en homocystéine totale est généralement compris entre 5 et

15µmol/L (Roblin et al., 2007a, Mudd 2000). Dès lors que ces taux sont dépassés, on parle

d’hyperhomocystéinémie, qui peut-être plus ou moins sévère. On parle

d’hyperhomocystéinémie modérée jusque 25µmol/L, intermédiaire de 25 à 50µmol/L et

sévère au-delà de 50µmol/L. En réalité, les dosages plasmatiques ne prennent pas en compte

les formes N-homocystéinylées et thiolactones car la technique repose sur le dosage de

l’homocystéine libre après rupture des ponts disulfures (Tableau 7).

Catégorie Hcy plasmatique (µmol/L) 

Normal 5 - 15

Souhaitable 10

Hyperhomocystéinémie modérée 16 - 25

Hyperhomocystéinémie intermédiaire 26 - 50

Hyperhomocystéinémie sévère > 50

Tableau 7 : Table des profils physiologique et pathologiques de l’homocystéinémie
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3. Voies d’élimination de l’homocystéine

Le métabolisme des monocarbones permet la régulation de la teneur en homocystéine

puisqu’elle peut être le substrat de différentes enzymes favorisant son catabolisme, ce qui

assure le maintien de l'homéostasie cellulaire et tissulaire. Sa régulation fait intervenir deux

voies ubiquitaires, dépendantes de la méthionine-synthase (MTR) et de la cystathionine-β-

synthase (CBS) ainsi qu’une voie alternative qui permet la prise en charge de l’homocystéine

indépendamment des folates et de la cobalamine. Cette voie qui fait intervenir la BHMT

(bétaïne homocystéine méthyltransférase) est absente dans le cerveau (Figure 37).

a. La voie de reméthylation (MTR-dépendante)

La voie de reméthylation correspond à la réaction de couplage du cycle des folates et

de l’homocystéine. A ce niveau, la B9 et la B12 sont indispensables. La présence du 5meTHF

permet le transfert d’un groupement méthyle à la MTR, qui avec la cobalamine assure la

reméthylation de l’homocystéine en méthionine (Tchantchou 2006) et la reformation de Cbl-

MTR de sorte à accepter un nouveau groupement méthyle (Leclerc et al., 1998, Oltean et

Banerjee, 2003). L’étape se déroule selon trois réactions distinctes de transfert de

méthyle assurant trois fonctions physiologiques indispensables : la régénération du co-substrat

THF, la synthèse de méthionine et l’élimination de l’homocystéine. Elles se déroulent dans

des domaines de liaisons distincts de la MTR qui assurent quatre fonctions particulières : le

domaine de liaison et d’activation du 5meTHF, le domaine C-terminal de liaison à la SAM

indispensable à la réduction de la cobalamine, le domaine N-terminal de liaison à

l‘homocystéine et le domaine liant la cobalamine (Banerjee et al., 1989, Ludwig et Matthews,

1997). Cette voie représente la continuité du cycle de transfert de groupement méthyle.

L’hydrolyse constante de la SAH et la reméthylation de l’homocystéine assure le potentiel de

méthylation cellulaire (James et al., 2002), par création de SAM et la régulation de l’index de

méthylation SAM/SAH (Figure 37).

Chez les mammifères, cette voie est ubiquitaire mais son expression n’est pas

équivalente dans tous les tissus. La MTR est fortement exprimée dans des organes tels que le

cœur ou le pancréas, moyennement exprimée dans le cerveau ou le placenta, et faiblement
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exprimée dans des organes comme le foie ou les poumons (Chen et al., 1997, Matthews et al.,

2001).

b. La voie de transsulfuration (CBS-dépendante)

La voie de transsulfuration est la seule voie de recyclage de l’homocystéine ayant un

caractère irréversible. La cystathionine-β-synthase combine une molécule d’homocystéine

avec une molécule de sérine pour former une molécule de cystathionine. Elle nécessite la

présence de son cofacteur, la vitamine B6, sous sa forme active pyrodoxal 5’-phosphate

(PLP). La cystathionine est prise en charge par la γ-cystathionase (ou Cystathionine γ-lyase),

elle aussi dépendante de la vitamine B6, qui l’hydrolyse en cystéine et α-cétobutyrate. La

cystéine sera notamment le précurseur du glutathion qui contribue au maintien du statut redox

cellulaire par son action anti-oxydante (Figure 37).

Cette voie est principalement exprimée dans les tissus nécessitant une forte

concentration en glutathion comme le foie, le cerveau  (Dringen et Hamprecht, 1999) mais

aussi les reins, les ovaires et le muscle ainsi que pendant l’embryogenèse précoce dans le

système nerveux et le cœur (Quere et al., 1999). Elle est principalement mise en jeu lorsque la

reméthylation de l’homocystéine n’est plus assurée et que l’excrétion urinaire est insuffisante

pour empêcher son accumulation plasmatique ; notamment lors de carence en vitamines B9 et

B12.
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Figure 37 : Cycle des monocarbones et régulation de l’homocystéinémie

Le cycle des monocarbones est indispensable aux réactions de méthylation mais il constitue également 

un moyen d’éliminer l’homocystéine dont l’accumulation est toxique pour les cellules. Le catabolisme 

de l’homocystéine fait intervenir 3 voies enzymatiques : celles de la méthionine synthase et de la 

bétaïne-homocystéine méthyltransférase (BHMT) qui métabolisent l’homocystéine en méthionine et 

celle de la cystathionine-β-synthase qui la transforme en cystathionine. La voie de la BHMT n’est pas 

présente dans le cerveau. 

DHF : Dihydrofolate, dTMP : désoxythymidine monophosphate, dUMP : désoxyuracile 

monophosphate, FAD : Flavine-adénosine dinucléotide, Me-THF : Méthyl-THF, MTHF : Méthylène-

THF, NADP : Nicotinamide-adénine-dinucléotide phosphate, SAH : S-adénosylhomocystéine, SAM : 

S-adénosylméthionine, THF : Tétrahydrofolate 
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4. Régulation des voies d’élimination de l’homocystéine

Le métabolisme des monocarbones est directement dépendant de l’apport nutritionnel

en donneurs de groupements méthyles. Ils sont les éléments clés du potentiel de synthèse de

méthionine, qui est corrélé au potentiel de méthylation cellulaire, ainsi qu’au potentiel

d’élimination de l’homocystéine. Lorsque la synthèse de méthionine est suffisante,

l’homocystéine est recyclée environ deux fois par la voie de reméthylation avant qu’elle ne

soit catabolisée par la voie de transsulfuration. Si la synthèse de méthionine est insuffisante

l’équilibre penche en faveur des voies de reméthylation afin d’assurer un taux de méthionine

adéquat. En condition d’apport trop important en méthionine, l’équilibre favorise la voie de

catabolisme de l’homocystéine CBS-dépendante afin d’éviter une surcharge d’homocystéine.

Dans ce contexte, la cellule possède la capacité de réguler les voies principalement impliquées

dans la régulation du taux d’homocystéine (Figure 38).

D’une part, la SAM présente la capacité d’inhiber la MTHFR et d’activer la CBS

(Mato et al., 1997, Finkelstein, 2007), favorisant la voie de dégradation en limitant la synthèse

de 5meTHF. La SAH ne peut pas modifier l’activité MTHFR mais peut moduler l’effet de la

SAM par compétition sur son site de liaison (Kutzbach et Stokstad 1971). Ainsi le ratio

SAM/SAH régule l’activité MTHFR. La SAM peut cependant lier les DNMTs et inhiber la

réaction catalytique impliquée dans les réactions de transméthylation (Deguchi et Barchas,

1971). D’autre part, la synthèse de SAM peut être régulée selon les quantités de méthionine

intracellulaire, par l’existence de 3 isoformes MAT ayant une affinité différente pour la SAM.

MAT1 et 3 de haute affinité, entrent en jeu dans les conditions physiologiques et ne sont

exprimées que dans le foie adulte, tandis que MAT2 de plus faible affinité n’intervient qu’en

cas d’apports élevés en méthionine ; elle est présente dans pratiquement tous les autres tissus

(Chamberlin et al., 2000, Mato et al., 1997). L’utilisation de la SAM est définie par une

réaction qui fait intervenir la glycine-N-méthyltransférase (GNMT), abondamment présente

dans le foie. Cette enzyme transfère le groupement méthyle de la SAM à une glycine de sorte

à former une méthylglycine. La GNMT a la particularité d’être inhibée par le 5meTHF, ce qui

implique les folates dans la régulation du taux intracellulaire de SAM. Dans le cadre de forts

apports en méthionine, la MAT2 est favorisée de sorte à métaboliser rapidement la

méthionine en SAM, ce qui induit une inhibition de la MTHFR et une inhibition de la

synthèse de 5meTHF qui favorise l’activation de la GNMT et de la CBS. Dans le cas
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contraire, la faible teneur en méthionine ne permet pas d’avoir un taux suffisant de SAM pour

inhiber MTHFR, la 5meTHF augmente et la GNMT est inhibée. La diminution du taux de

5meTHF est à l’origine d’une diminution de l’activité enzymatique MTR (Finkelstein et al.,

1998). La voie de reméthylation est donc favorisée dans le cadre d’un taux de SAM

insuffisant pour inhiber la GNMT (Figure 38).

Figure 38 : Régulation de l’homocystéine

Plusieurs métabolites du cycle des monocarbones sont susceptibles de réguler les différentes réactions 

enzymatiques du cycle. La SAM peut inhiber l’activité MTHFR tout en favorisant l’activité CBS pour 

favoriser l’élimination de l’homocystéine. La SAM peut quant à elle moduler l’effet répresseur de la 

SAM sur MTHFR et réprimer les mécanismes de méthylation qui impliquent les DNMT. Le taux de 

SAM/SAH est donc un facteur important dans la régulation de l’activité MTHFR. Les isoformes MAT 

interviennent également dans la régulation du cycle en contrôlant la réaction qui aboutit à la 

formation de SAM. Le taux de SAM est également modulé par l’effet inhibiteur du 5THF sur le GNMT 

de sorte à favoriser la présence de SAM dans la cellule. 

5THF : 5-methyl tétrahydrofolate, CBS : cystathionine-β-synthase, DNMT : DNA methyltransferase 

GNMT : glycine-N-methyltransferase, MAT : methionineadenosyl transferase, MT : methyl 

transférase, MTHFR : methyl tétrahydrofolate réductase,MTR (ou MS) : méthionine synthase, SAM : 

S-adénosylméthionine, SAH : S-adénosylhomocystéine, SHH : S-adenosyl-homocysteine hydrolase, 

SHMT : serine hydroxy-methyltransferase 
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5. Hyperhomocystéinémie et facteurs influençant le cycle des monocarbones

Dès lors que l’une des voies de régulation est affectée ou fait défaut, une

hyperhomocystéinémie peut apparaître. Différents facteurs peuvent être à l’origine ou

contribuer à cette dérégulation.

a. Facteurs nutritionnels

Les apports en vitamines B9, B12 et B6 sont corrélés au taux d’homocystéine

plasmatique. Deux tiers des hyperhomocystéinémies modérées sont en lien avec un déficit

nutritionnel en ces vitamines, particulièrement chez les personnes âgées (Selhub et al., 1993).

Avec l’âge, la vitamine B12 plasmatique est plus déterminante du taux d’homocystéine que la

vitamine B9 puisque 5% de la population de plus de 65 ans serait sujette à une carence en B12

et jusqu’à 20% au-delà de 80 ans (Clarke et al., 2004).

b. Facteurs génétiques

Un certain nombre de défauts affectant l’expression de gènes codant des enzymes du

cycle des monocarbones sont désormais connus.

La plupart de ces anomalies concernent le gène de la MTHFR (Selhub, 1999),

constituéde 11 exons en 1p36.3 (Goyette et al., 1998) et pour lequel plus de soixante

polymorphismes ont été identifiés (Martin et al. 2006).

Le plus commun est MTHFR C677T (substitution d’une cytidine par une thymidine) sur

l’exon 4 (position 677) qui correspond au remplacement d’une valine par une alanine (Frosst

et al., 1995). Il est responsable d’une diminution de l’activité enzymatique par altération du

domaine catalytique (Weisberg et al., 1998). Ce polymorphisme pourrait induire une élévation

du taux d’homocystéine selon le statut en vitamine B9 et le statut allélique. L’activité MTHFR

est réduite de 30 à 40% chez les hétérozygotes et de 60 à 70% chez les homozygotes (Frosst

et al., 1995, Sohn et al., 2004, Weisberg et al., 2001). Pour des taux élevés de folates il ne
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semble pas y avoir de corrélation entre mutation MTHFR et homocystéinémie, par contre en

cas de taux faibles en folates les homozygotes présentent une hyperhomocystéinémie (Jacques

et al., 1996, Stover 2011).

Le second polymorphisme le plus répandu est MTHFR A1298C (substitution adénine-

cytidine) sur l’exon 7 (position 1298) qui correspond au remplacement d’une alanine par un

glutamate altérant une partie du domaine régulateur. Ce polymorphisme n’induirait pas

d’élévation d’homocystéine. Ces mutations autosomales récessives ont une fréquence

allélique similaire 10-13% d’homozygotes et 50% d’hérérozygotes chez les caucasiens et les

asiatiques (Brattstrom et al., 1998, Gudnason et al., 1998), tandis qu’elles ont une incidence

très faible dans les populations américaines et africaines (McAndrew et al., 1996, Franco et

al., 1998).

Le gène MTR, localisé en 1q43 (Li et al., 1996), constitué de 33 exons (Watkins et al.,

2002), peut être le plus souvent sujet à une mutation MTR A2756G (adénosine-guanosine) sur

l’exon 8 (position 2756) qui correspond au remplacement d’un acide aspartique en glycine. La

mutation altère une région qui semble impliquée dans la liaison d’agent réducteur de son

cofacteur (Chen et al., 1997b). Dans ce cas, la corrélation entre mutation et homocystéinémie

est discutée (Jacques et al., 2003, Yates et Lucock., 2003, Laraqui et al 2007, Bosco et al.,

2006). Néanmoins, il semble que ce soit un facteur de risque pour le syndrome de Down

(Bosco et al.,2003, Guéant et al., 2003), la schizophrénie (Kempisty et al., 2007), les fentes

labio-palatine et les spina bifida (Doolin et al., 2002).

Le gène MTRR, localisé en 5p15, constitué de 15 exons, peut être le plus souvent sujet

à une mutation MTRR A66G (adénosine-guanosine) sur l’exon 2 (position 66) qui correspond

au remplacement d’une isoleucine par une méthionine (Wilson et al., 1999). La mutation

altère le site de fixation de la flavine (Laraqui et al., 2007), qui intervient dans la réduction de

la vitamine B12 en association avec le cytochrome P450, en assurant le transfert d’électrons.

Cette mutation est associée à des défauts de fermeture du tube neural ainsi qu’à des maladies

coronariennes (Guéant-Rodriguez et al., 2003, Guéant-Rodriguez et al., 2005).
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Le gène de la CBS présente plus de 150 mutations différentes qui favoriseraient une

hyperhomocystéinurie généralement associée à un retard mental, des thromboses ou des

anomalies squelettiques (Mudd, 1985). Les mutations les plus fréquentes sont les

polymorphismes CBS T833C (thymidine-cytidine, B6-répondant), G919A (guanosine-

adénosine, B6-non répondant) et CBS C699T qui correspondent respectivement au

remplacement d’une isoleucine par une thréonine et d’une glycine par une sérine (Gaustadnes

et al., 2000).

Le gène TCN, codant la transcobalamine-II, présente lui aussi un certain nombre de

polymorphismes. Le principal correspond à la mutation TCN C776G (cystéine-guanosine)

avec remplacement d’une arginine par une proline  (Namour et al., 2001) et qui participerait

faiblement à la modification des taux plasmatiques d’homocystéine (Miller et al., 2002). Une

homozygotie chez la mère ou l’enfant serait un facteur de risque pour la survenue de spina-

bifida et le risque serait d’autant plus important si la mère et l’enfant sont tous les deux

homozygotes (Christensen et al., 1999). Dans le cas d’une double mutation TC/MTHFR,

l’hyperhomocystéinémie sévère qui pourrait en résulter chez un fœtus augmenterait le risque

d’avortement spontané (Zetterberg, 2004).

L’effet du polymorphisme BHMT n’est pas entièrement élucidé. BHMT G742A est

associé à un risque de défaut de fermeture du tube neural et à un risque cardiovasculaire.

Pourtant certaines études mettent en évidence un rôle protecteur du polymorphisme sur la

survie des femmes ayant été atteintes d’un cancer du sein (teng et al 2011) ainsi que sur la

survenue de spina bifida (Morin et al ; 2003).

D’autres mutations interviennent, comme celles touchant  le « gene proton-coupled

folate transport » (Qiu et al., 2006), le gène FOLR1 du « folate receptor » (Cario et al 2009,

Perez-Duenas et al 2010), la DHFR (Banka et al 2011, Cario et al 2011) ou la méthylène THF

déshydrogénase (Watkins et al 2011). Dans tous les cas, elles semblent associées à différentes

manifestations neurologiques, une diminution de la capacité de transport des folates, en

particulier à travers la barrière hémato-encéphalique, des anémies mégaloblastiques et une

augmentation du taux d’homocystéine et d’acide méthylmalonique.
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c. Facteurs externes

En dehors des facteurs nutritionnels ou génétiques, un certain nombre d’autres

paramètres peuvent influencer le métabolisme des monocarbones et les taux d’homocystéine.

Des facteurs physiologiques comme l’âge et le sexe semblent modifier les taux

d’homocystéine, notamment en raison des effets des hormones sexuelles (Andersson et al.,

1992). Certains contextes pathologiques peuvent aboutir à une augmentation des taux

d’homocystéine : hypothyroïdie (Hussein et al., 1999), insuffisance rénale (Bostom et al.,

1997), polyarthrite rhumatoïde ainsi que certains cancers (De Bree et al., 2002). Des

traitements thérapeutiques à effet anti-folique (méthotréxate, carbamazépine et phénytoïne),

anti-cobalamine (oxydes nitreux, monoxyde d’azote), anti-vitamine B6 (isoniazide,

cyclosérine, procarbazine ou azaribine) (Ueland et Refsum 1989, Ueland et al., 1993) ainsi

que la prise de pilule contraceptive ou d’oestogènes (Ueland et Refsum ; 1989) peut

également y contribuer.

Enfin, un certain nombre de comportement addictif (alcool, tabac, café) semblent favoriser les

hausses du taux d’homocystéine plasmatique. Il est clairement établi chez les alcoolo-

dépendants un statut hyperhomocystéinémique (Hultberg et al., 1993) associé à un statut

vitaminique B6/B9/B12 caractéristique : taux d’homocystéine et B12 augmentés de 50%, PLP

réduite de 75%, taux de B9 plasmatique inchangé mais taux érythrocytaire réduit (Cravo et

al., 1996 ; Cravo et Camilo 2000).

Certaines interactions peuvent exister et aggraver le statut homocystéinémique d’un

individu ; notamment dans le cadre d’une interaction gène-médicament (administration d’un

traitement rhumathologique chez un sujet homozygote pour MTHFR C677T) (Tableau 8).
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Hyperhomocystéinémie Type Causes 

Modérée Pathologique Diabète, cancer, psoriasis, hypothyroïdie 

Mode de vie Tabac, alcool, café, contraceptifs, carences en vitamine B 

Physiologique Age, sexe, masse musculaire 

Génétique Mutation hétérozygote pour la MTHFR ou la CBS 

Intermédiaire Pathologique Autres 

Mode de vie Carences en vitamine B 

Génétique Mutation hétérozygote pour la MTHFR, carence

génétique 

Sévère Mode de vie Carences en vitamine B 

Génétique Mutation homozygote pour la MTHFR ou la CBS 

Tableau 8: Tableau des principaux déterminants d’une hyperhomocystéinémie (adapté de

Bottiglieri, 2005, Ueland et al., 1993)

V. Pathologies et carence en donneurs de groupements méthyles

1. Notion de fœtal programming

En 1986, Barker et Osmond constatent que les individus qui présentent un petit poids à la

naissance sont sujets à une élévation du taux de morbidité ou de mortalité liées à des

pathologies cardiovasculaires à l’âge adulte. L’hypothèse de la « programmation foetale » ou

« Théorie de Barker » propose que des facteurs environnementaux, notamment les facteurs

nutritionnels, au cours du développement pourraient jouer un rôle dans l’augmentation des

risques de survenue de pathologies à l’âge adulte (Gabory et al., 2011, Swanson et al., 2009,

Barker et al., 2004).

Les vitamines B9 et B12 participent aux régulations épigénétiques et épigénomiques,

par le biais de leur rôle dans le cycle des monocarbones. Elles sont indispensables à une
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certains nombre de synthèses, telles que la synthèse d’acides aminés (histidine, méthionine,

sérine) ou de bases d’acides nucléiques (purines et pyrimidines). Ainsi, une carence est liée à

une altération du potentiel de synthèse de l’ADN qui s’accompagne d’un risque accru de

mutations ponctuelles et de cassure ADN (Forges et al., 2008, Mattson et Shea, 2003), ce qui

peut affecter les phases à forte croissance cellulaire telles que celles impliquées dans le

développement. De plus, par leur rôle de donneurs de groupement méthyle, une carence en

vitamines B9 et B12 induit un défaut de méthylation de l’ADN, des lipides ou des protéines

(James et al., 2002) et peut ainsi modifier l’expression de gènes participant au développement.

Enfin, une telle carence est associée à une altération du métabolisme de l’homocystéine

(Durand et al., 1996). Cette molécule semble néfaste, notamment au niveau cérébral, en

potentialisant des effets cytotoxiques, comme le stress oxydant, le stress métabolique ou le

stress lié à la présence de peptides β–amyloïdes (Kruman et al., 2002), ainsi que

l’excitotoxicité liée au calcium associé à une sur-activation des récepteurs au glutamate

(Kruman et al., 2000). Il est aujourd’hui reconnu qu’une carence en donneurs de méthyles

contribue à la survenue de pathologies au cours du développement ainsi que de manière plus

tardive, qui touchent notamment le système nerveux central.

2. Pathologies du développement

a. Altération de la fertilité et défauts des processus pré-implantatoires

Une carence en donneurs de méthyles a des effets délétères sur le développement

avant même le développement du zygote. La carence induit notamment une diminution du

rapport SAM/SAH dans les testicules de rats (Shivapurkar et al., 1983), alors qu’il a été

rapporté une augmentation de l’activité méthionine synthase dans les cellules de Leydig

(Wallock-Montellius et al., 2007) chez le cochon nain, associée à une diminution du nombre

de cellules germinales et une réduction d’œstradiol, de LH et de progestérone. La réduction

du taux de vitamines B est associée à des altérations du métabolisme des hormones sexuelles

(Evans, 1928) qui influencent la fonction de reproduction. Une réduction de la MTHFR est

associée à un faible poids des testicules et à une réduction du nombre de spermatozoïdes chez
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la souris (Kelly et al., 2005). Le variant C677T MTHFR serait lié à une infertilité chez

l’homme en relation avec une altération de la spermatogénèse induite par la réduction de

capacité à synthétiser l’ADN (Bezold et al., 2001). Chez la femelle, la carence en B9 est

associée à une altération de la fertilité liée à des défauts de prolifération cellulaire (Twigt et

al., 2011). L’augmentation du taux d’homocystéine est en relation avec une diminution du

degré de maturation des ovocytes (Szymanski et Kazdepka-Zieminska, 2003). Ainsi, les

acteurs du cycle des monocarbones, les variants MTHFR, les variants RFC et la carence en

B12, pourraient intervenir dans près de 40% des cas d’infertilité dont la cause n’a pas été

identifiée (Sery et al., 2012, Altmae et al., 2010, Pront et al., 2009).

Par ailleurs, une carence en donneurs de méthyles est associée à diverses

complications de la grossesse, telles que les défauts de pré-implantation, une pré-éclampsie,

les hématomes rétro-placentaires, les retards de croissance in-utero, les accouchements

prématurés, les morts fœtales ou prématurées du nourrisson. Au niveau cellulaire, un

déséquilibre prolifération/différenciation et apoptose a été incriminé (Kruman et al., 2002,

Mattson et al., 2000). En condition de carence en B9 et/ou B12, des progéniteurs neuronaux

hippocampiques (H19-7) présentent une réduction de leur capacité de prolifération (Akchiche

et al., 2012, Akchiche et al., 2010, Kruman et al., 2005). La carence en B9 réduit les capacités

de prolifération des cellules souches en association avec une augmentation de l’apoptose des

cellules souches neuronales (Craciunescu et al., 2004, Kruman et al., 2002), tandis que le

déficit en B12 réduirait la prolifération tout en induisant la différenciation de cellules

neuronales (Battaglia-Hsu et al., 2009). Ces propriétés contribuent à expliquer les problèmes

de fertilité ainsi que les avortements spontanés chez les sujets carencés de manière

périconceptionnelle (Forges et al., 2007). Les folates sont échangés du sang maternel au sang

fœtal par un transport au niveau du placenta (Steegers-Theunissen et al., 1995), ce qui

contribue à des concentrations en B9 dans le sang fœtal supérieures à celles du sang maternel

(Strelling et al., 1976). Les ovocytes et les embryons pré-implantatoires de mammifères

possèdent la quasi-totalité du matériel nécessaire au transport des folates (Matherly et al.,

2007) et à l’activité enzymatique du cycle des monocarbones (Ikeda et al., 2012, Benkhalifa et

al., 2010, Ikeda et al., 2010, Kwong et al., 2010). La réaction de synthèse de la SAM est déjà

présente dans les ovocytes et dans les blastocystes, et une diminution du taux de folates réduit

les capacités de prolifération cellulaire pour aboutir à un arrêt du développement avant le

stade blastocytaire en empêchant la transition des différents stades du développement
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(O’Neill, 1998, Menezo et al., 1989). L’homocystéine est à l’origine d’un retard du

développement des blastocystes dans plusieurs espèces (Ikeda et al., 2010, Monezo et al.,

1989).Très tôt lors de la grossesse, l’hyperhomocystéinémie peut contribuer à la survenue

d’avortements spontanés (Vanaerts et al., 1994) en perturbant l’implantation par une altération

des vaisseaux déciduaux et chorioniques (Wouters et al., 1993). Plus tardivement au cours de

la grossesse, elle est associée à un risque accru de pré-éclampsie précoce sévère liée à une

altération des cellules endothéliales (Rajkovic et al., 1997, Dekker et al., 1995, Roberts et al.,

1989). Les altérations de la vascularisation placentaire et les déséquilibres hormonaux liés aux

taux d’homocystéine, pouvant contribuer au syndrome de Stein-Levental (Chakraborty et al.,

2013, Ebisch et al., 2007, Forges et al., 2007, Sibai, 1999) sont associés à un risque accru de

retard de croissance in-utero (Leeda et al., 1998, Burke et al., 1992).

b. Défauts de fermeture du tube neural

Au cours du développement embryonnaire, la carence en vitamine B9 est

particulièrement décrite dans la survenue de pathologie du développement du système

nerveux central. Il s’agit principalement de défauts de fermeture du tube neural (DFTN) (Safi

et al., 2012, Smithells et al., 1976) qui peuvent se manifester selon différents degrés de

gravité : anencéphalie, exencéphalie, encéphalocèle, méningocoele. La présence d’un faible

taux de folates est observée chez les nouveau-nés atteints (Brouwer et al., 2000, Mills et al.,

1995, Steegers-Theunissen et al., 1994, Czeizel et al., 1992). La carence en folates est

aujourd’hui considérée comme l’une des causes majeures de DFTN (Van der Put et Blom,

2000). Parmi les gènes susceptibles d’intervenir dans l’étiologie de la pathologie, un grand

nombre d’acteurs du transport des folates et du cycle des monocarbones ont été incriminés

(Farkas et al., 2013b, Greene et al., 2009, Boyles et al., 2005). L’hyperhomocystéinémie est

associée aux DFTN (Groenen et al., 2004). De nombreux variants génétiques semblent

contribuer à l’apparition de DFTN comme le C667T MTHFR (Wenstrom et al., 2000b). La

part des variants génétiques semble importante puisque l’homozygotie C677T MTHFR

pourrait expliquer 40 à 50%  des DFTN qui pourraient être palliés par une supplémentation en

folate (Wenstrom et al., 2000b, Lopez-Quesada et al., 2000). L’homocystéine semble altérer

l’expression d’un certain nombre de gènes homéotiques responsables de défauts de mise en
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place de la moelle épinière (Kobus et al., 2013). De manière globale, la mise en place du

squelette semble être altérée en condition de carence et contribue à la survenue de DFTN

(Burren et al., 2010, De Castro et al., 2010).

Les DFTN ne se résument pas aux cas de spina bifida, l’altération de la mise en place

du système nerveux et du squelette impacte également la formation de la face. Les fentes

labio-maxillo-palatines sont les plus décrites dans le contexte d’une carence en donneurs de

méthyles. L’hyperhomocystéinémie, les variants polymorphiques MTHFR, MTRR, MTR et

BHMT ont été reliés à cette pathologie (Chorna et al., 2011, Hu et al., 2011 Verkleij-Hagoort

et al., 2007, Wong et al., 1999, Wilson et al., 1998). Il semble que chez le fœtus le sexe joue

un rôle prédominant dans le risque de survenue de fentes en condition

d’hyperhomocystéinémie ; les fœtus femelles seraient moins sensibles à l’augmentation du

taux d’homocystéine pour ce type de pathologie, ce qui expliquerait que la prévalence soit

plus élevée chez les mâles (Kumari et al., 2013). Le rôle de la vitamine B9 est là encore

primordial puisqu’une inactivation du gène Folbp1 (folate binding protein 1) entraîne des

DFTN dont des fentes labio-palatines impliquant une anomalie de fermeture fronto-nasale

associée à l’absence de l’axe bilatéral pouvant être létales (Tang et al., 2005). La

supplémentation en folates semble avoir un effet préventif sur ce type de pathologie (Schubert

et Krost, 2006, Krapels et al., 2004, Laurence et al., 1981, Smithells et al., 1980).

c. Supplémentation

Au vu du rôle du métabolisme des folates et de la prévalence des carences dans la

population, certaines personnes sont soumises à une complémentation alimentaire. C’est le

cas notamment des femmes enceintes pour minimiser les risques associés à une carence sur le

développement de l'enfant (Smithells et al., 1976). Une supplémentation périconceptionnelle

en folates a montré des effets bénéfiques en tant que traitement préventif des malformations

congénitales (Fekete et al., 2012, Moyers et Bailey, 2001) et vis-à-vis d’autres types de

pathologies puisqu’elle réduirait les risques d’autisme (Surén et al., 2013). L’OMS

recommande l’administration d’une supplémentation en folates dès un mois avant la

conception et pendant les trois premiers mois de grossesse (Institut national de prévention et
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d’éducation pour la santé, 2007, De-regil et al., 2010). La supplémentation est alors adaptée

au profil de la future mère : une femme sans antécédent est dirigée vers une supplémentation à

hauteur de 0.4mg/jour, tandis qu’une femme à risque (présentant des antécédents de grossesse

à DFTN ou faisant l’objet d’un traitement « anti-folique » de type anti-épileptique ou anti-

inflammatoire) sera supplémentée à hauteur de 5mg/jour. Cette pratique réduit

considérablement le risque de DFTN, de fentes labio-maxillo-palatine et de malformations

cardiaques (Czeizel et Dudas, 1992, Shaw et al., 1994, Werler et al., 1993). Malgré ces

recommandations, il apparaît qu’en France les mesures de prévention soient insuffisantes

puisque des études épidémiologiques montrent que seulement 40.3% des femmes seraient

supplémentées au cours de leur grossesse, dont plus de 50% avant la conception ou au cours

du premier mois de grossesse, ce qui correspond pour 24% à une période où celle-ci est

efficace pour la prévention des anomalies congénitales (Enquête Nationale Périnatale 2010 :

Naissance en 2010 et évolution depuis 2003, Blondel et Kermarrec, 2011). Au niveau

cellulaire, la supplémentation stimule la neurogénèse (Zhang et al., 2012, Liu et al., 2010) et

la régénération des axones (Iskandar et al., 2010) chez les rongeurs. Par ailleurs, un certain

nombre d’études suggèrent un rôle de la vitamine B12 dans les anomalies de développement

du système nerveux central, dont les  DFTN (Li et Sheng, 2003, Guerra-Shinohara et al.,

2002). La réduction du taux de folate plasmatique chez les femme enceintes d’un enfant

présentant un spina bifida s’accompagne d’un taux bas de B12 (Groenen et al., 2004, Kirke et

al., 1993) bien que seul le taux de folate soit réduit dans les plasmas de ces enfants (Brouwer

et al ., 2000, Steegers-Theunissen et al., 1994). La carence en vitamine B12 pourrait être

suffisante pour augmenter le risque de DFTN (Brouwer, 2000, De Bree et al., 1997, Mills et

al., 1996, Czeizel et al., 1992, Smithells et al., 1983). A ce titre, un certain nombre d’experts

suggèrent de coupler une supplémentation en B12 à la supplémentation en B9 actuellement

préconisée (Brouwer, 2000, Nelen et al.2000, Mills et al., 1996, Czeizel et al., 1992). Ceci

semble important au vu du rôle des folates et de la B12 dans les processus de «

programmation fœtale » (Guéant et al., 2013b) et l’intervention des mécanismes épigénétiques

et épigénomiques (Faulk et Dolinoy, 2011, Gabory et al., 2011).
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3. Pathologies de l’adulte

La carence en donneurs de groupements méthyles est également associée à de

nombreuses pathologies touchant un grand nombre de systèmes chez l’adulte. Avant 1998, 16

à 20% de la population américaine étaient carencés en folates. De sorte à minimiser les

risques, les Etats-Unis ont opté pour une politique de santé publique qui vise à fortifier en

vitamines toutes les farines.

a. Risques cardio-vasculaires

L’hyperhomocystéinémie est associée à un certain nombre de risques vasculaires

(Wald et al., 1998). Chez le jeune individu, la carence en donneurs de méthyles favoriserait

les cardiomyopathies (Garcia et al., 2011) associées à une hypertrophie cardiaque.

L’hypertrophie cardiaque joue dans un premier temps un rôle compensatoire pour assurer une

fonction cardiaque normale, cependant elle est à long terme délétère et induit une insuffisance

cardiaque (Wang etal., 2004). D’autre part, le dysfonctionnement systolique du ventricule

gauche associé à l’hypertrophie cardiaque en condition de carence (Guéant-Rodriguez et al.,

2007) est corrélé à l’homocystéinémie (Chery et al., 2002). Enfin, la carence en vitamine B

est associée à une augmentation du risque d’athérosclérose (Mahalle et al., 2013, Lentz, 2005)

et de thrombose (Fryer et al., 1993, Rodgers et Kane, 1986) liée à une augmentation de

l’homocystéinémie. Des études de supplémentation en B12 démontrent une réduction des

maladies cardiovasculaires chez les patients, suite à une angioplastie coronarienne (Schnyder

et al., 2002, Schnyder et al., 2001) associée à une réduction du risque de perturbation

vasculaire (Spence et al., 2005). En association avec la vitamine B9, la vitamine B12 améliore

le flux sanguin coronaire des patients atteints de coronaropathie. Une méta-analyse de 2002

tendait déjà à démontrer une réduction du risque de maladies cardiaques de 10 à 15% suite à

une baisse de 25% du taux plasmatique d’homocystéine (Wald et al, 2002).
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b. Diabète

Parmi les troubles métaboliques, le diabète est lui aussi associé aux vitamines B. La

carence en vitamine B12 favoriserait l’apparition d’un diabète de type-II (Kumthekar et al.,

2012, Nervo et al., 2011, Pflipsen et al., 2009). L’accumulation d’homocystéine serait

responsable de modifications structurales au niveau de protéines comme les récepteurs à

l’insuline (Najib et Sanchez-Margalet, 2005). Dans le cas du diabète de type-I, ce serait près

de 50% des patients qui présenteraient des taux faibles de B12 (Koshy et al., 2012). La

supplémentation en vitamine B9 chez les diabétiques de type-II réduit le taux d’homocystéine

plasmatique et est associée à un meilleur contrôle de la glycémie (Sudchada et al., 2012).

Ces pathologies sont associées à des risques de maladies cardiovasculaires (Dicker-

Brown et al., 2001, Fonseca et al., 2000), d’athérosclérose et d’insuffisance rénale (Wiklund

et al., 1996, Araki et al., 1993, DeFronzo et al., 1992). Les néphropathies semblent elles aussi

liées au métabolisme des monocarbones (Poirier et al., 2001).

c. Atteintes hépatiques

La carence en donneurs de groupement méthyle intervient dans les dysfonctions

hépatiques. Des cas de stéatoses hépatiques s’observent chez des modèles murins mutés pour

MTHFR (Siqueira et al., 2011) ou pour CBS (Robert et al., 2005, Namekata et al., 2004)

Schwahn et al., 2003). L’hyperhomocystéinémie conduit à une accumulation des acides gras

(de Carvalho et al., 2013, Roblin et al., 2007b) responsable du développement d’une stéatose

hépatique qui pourrait s’expliquer par un défaut de l’oxydation mitochondriale des acides gras

(Pooya et al., 2012). Dans le foie, l’accumulation d’homocystéine est aussi associée à la

fibrose, l’inflammation et la nécrose (Tsukamoto et Lu, 2001). Les patients atteints

d’alcoolisme chronique, associé à une altération du statut B9/B12 et à une dérégulation du

cycle des monocarbones (Morgan et al., 1988, Bonjour et al., 1980) sont donc

particulièrement sensibles à ce genre de pathologie.
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d. Atteintes osseuses

La carence en vitamines B est associée à une augmentation du risque d’ostéoporose

(Dhonukshe-Rutten et al., 2003) liée à la réduction de la densité osseuse (Naharci et al., 2012,

Gjesdal et al., 2006). Dans ce contexte, la vitamine B12 a plus particulièrement été reliée à

l’ostéoporose (Morris et al., 2005, Tucker et al., 2005), à un risque plus important de fracture

(Dhonukshe-Rutten et al., 2005, McLean et al., 2004) et une perte de la masse osseuse chez la

femme âgée (Stone et al., 2004). L’homocystéine est particulièrement délétère chez la femme

après la ménopause où elle est associée à un risque accru de perte osseuse au niveau de l’os

coxal et à des fractures spinales (Kim et al., 2013, El Maghraoui et al., 2012). Depuis 1994,

on sait que l’ostéoporose et la densité osseuse peuvent être améliorées chez les patients par

une supplémentation en vitamine B12 (Melton et Kochman, 1994).

e. Risques cancéreux

Les polymorphismes de la MS et de la MS-réductase sont associés à des risques de

développer différents cancers : adénome, cancer du sein, cancer du côlon (Ding et al., 2013,

Suzuki et al., 2008). Des tests de supplémentation ou déplétion en donneurs de méthyles sur

des modèles de cancers hépatiques (Christman et al., 1993) mettent en évidence que les

conditions d’hypométhylation favorisent l’expression de proto-oncogènes tandis que des

points d’hyperméthylation inhibent l’expression des gènes suppresseurs de tumeurs (Jones et

Baylin, 2002). L’accumulation de SAH et l’altération des mécanismes de méthylation auraient

aussi un rôle dans la survenue de cancer mammaire en altérant le métabolisme des

oestrogènes (Zhu, 2003).
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f. Troubles neuropsychiatriques et neurologiques

Chez les adultes, la dépression toucherait 8% de la population, l’anxiété 17% et la

schizophérnie pas moins de 1% ; tous troubles confondus, les atteintes neurophsychiatriques

toucheraient 20 à 25% de la population européenne. Depuis plusieurs décennies, la carence en

vitamine B12 et l’hyperhomocystéinémie ont été associées à des troubles neuropsychiatriques

(Lindenbaum et al., 1988). La vitamine B9 semble aussi participer à ce type de pathologies.

Une diminution du taux plasmatique en vitamine B9 serait en lien avec la survenue d’un état

dépressif (Reynolds et al., 1970), tandis que la supplémentation en folate atténue la dépression

(Papakostas et al., 2012, Alpert et al., 2000) en lien avec une restauration des taux d’acide 5-

hydroxy-indol-acétique et du métabolite de la sérotonine dans le liquide céphalo-rachidien qui

sont altérés en condition de carence (Botez et al., 1982). La réduction de SAM est impliquée

dans la pathologie en tant que donneur universel de groupement méthyle, nécessaire à la

réaction de méthylation intervenant dans la synthèse de neurotransmetteurs (dopamine,

noradrénaline et sérotonine) (Bottiglieri et al., 2012, Bottiglieri et al., 2000), ce qui explique

l’effet bénéfique d’un traitement à la SAM (Bottiglieri et al., 1990). L’ensemble des vitamines

du groupe B semble impliqué puisqu’une supplémentation en B6 pourrait réduire les

symptômes associés à la dépression (Shiloh et al., 2001). Pour certains troubles

neurologiques, tels que l’épilepsie, le lien avec la carence n’est pas encore établi, pourtant il

semble que ce soit un facteur de risque puisque l’hyperhomocystéinémie est associée à des

phénomènes convulsifs (Sprince et al., 1969) et que l’administration d’homocystéine

provoque des crises d’épilepsie chez l’animal (Kubova et al., 1995). Enfin, les vitamines B9

et B12 semblent être impliquées dans des pathologies se déclarant très tôt, comme l’autisme

(Schmidt et al., 2012, Lowe et al., 1981). La pathologie est associée à des anomalies

neurologiques s’accompagnant de déficits fonctionnels. Les taux de B9 et d’homocystéine

plasmatiques sont normaux, cependant le liquide céphalo-rachidien présente un taux réduit de

folates, qui contribue à une réduction du taux de 5meTHF cérébral. Cette déplétion serait due

à la production d’auto-anticorps contre les récepteurs aux folates (FR) qui conduit à un défaut

du transport cérébral en folates (Ramaekers et al., 2007). La notion de programmation fœtale

est également importante dans cette pathologie puisque dans 23% des cas la mère, le père ou

les deux parents sont positifs pour les auto-anticorps ; ce qui pourrait contribuer au

développement de la pathologie dans la descendance (Ramaekers et al., 2013). Une
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supplémentation en folate a également démontré son efficacité puisqu’en 4 mois un tiers des

enfants présentent une amélioration de la communication verbale, l’expression et la

réceptivité, l’attention ainsi que pour les comportements stéréotypés (Frye et al., 2013). Les

folates interviendraient également dans des pathologies comme la schizophrénie, pour

laquelle la carence associée à une hyperhomocystéinémie serait un facteur de risque

(Mabrouk et al., 2011, Meier et al., 2010, Susser et al., 1998). Les patients homozygotes

C677T MTHFR sont plus sensibles au développement d’un profil schizophrénique (Stover et

al., 2011, Regland et al., 1995). Cependant, certains patients présentent un profil plasmatique

normal en B9, B12 et homocystéine. Les auto-anticorps seraient également en cause et

contribueraient à la déplétion du liquide céphalo-rachidien en 5meTHF. Un certain nombre de

voies métaboliques sont altérées ce qui aboutit à un taux réduit de dopamine et de sérotonine.

La supplémentation en B9 permet également de stabiliser et d’améliorer la pathologie,

notamment en éliminant les hallucinations acoustiques (Ramaekers et al., 2014).

Après la naissance, le polymorphisme C677T MTHFR est associé à un retard mental,

des symptômes psychiatriques et une régression psychomotrice (Haworth et al., 1993). Le

retard mental et les symptômes psychiatriques sont également observés pour les mutations

CBS ou TC-II, alors associées à diverses complications neurologiques comme des

convulsions ou des dystonies (Mudd et al., 1985, Thomas et al., 1982). La régression

psychomotrice, les convulsions ainsi que les neuropathies sensorielles, les apathies ou les

hypotonies pourraient être liées à un défaut de mise en place des gaines de myéline,

particulièrement influencée par la B12 (Lovblad et al., 1997, Hall et al., 1990). Les variants

polymorphiques des gènes du cycle des monocarbones joueraient également  un rôle dans le

risque de Trisomie 21 (Zampieri et al., 2012). Le polymorphisme C677T MTHFR et les

variants hétérozygotes A2756G/A66G MTR sont associés à un risque accru de porter un

enfant atteint de cette maladie.

4. Pathologies neurodégénératives

De manière générale, le vieillissement est associé à la survenue de maladies

neurogdégénératives par l’augmentation physiologique d’un certain nombre de paramètres

constituant des facteurs de risque (excitotoxicité, augmentation de l’homocystéine, stress
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oxydant, dommages ADN et apoptose) (Kronenberg et al, 2009). Une baisse de la vitamine

B12 et une augmentation de l’homocystéine avec l’âge sont associées à une atrophie cérébrale

liée à une perte neuronale, à une dégénérescence des gaines de myéline ainsi qu’à une

dilatation ventriculaire et des lésions vasculaires (Inada et al., 1982) qui contribuent à la

survenue d’une démence sénile. L’augmentation de l’espérance de vie est aujourd’hui

associée à la recrudescence de certaines pathologies, comme les démences séniles et les

déficits cognitifs, qui deviennent des problèmes de santé publique majeurs (Smith, 2008). Les

déséquilibres concernant les vitamines B et l’homocystéine sont associés à ce type de

pathologies (Herrman et Obeid, 2011). Une prise en charge en début de carence permettrait de

prévenir ou de retarder l’apparition des troubles cognitifs chez le sujet âgé (Martin et al.,

1992). L’atrophie cérébrale peut être également ralentie et les performances cognitives

améliorées chez les patients présentant des troubles légers de la mémoire par une

supplémentation en vitamines B (Smith et al., 2010) et une diminution de seulement 3µM de

l’homocystéinémie réduirait les risques de démence de 20% (Wald et al., 2011).

a. Paralysie supranucléaire progressive et sclérose en plaque

La carence en B12 et l’hyperhomocystéinémie associée sont des facteurs déterminants

de la paralysie supranucléaire progressive et de la sclérose latérale (Levin et al., 2010) pour

laquelle, selon certaines études, le taux d’homocystéine peut être directement lié à la vitesse

de progression de la maladie (Zoccolella et al., 2008). La carence en vitamine B12 est aussi

associée à la sclérose en plaque où la réaction inflammatoire chronique et la régénération des

gaines de myéline pourraient augmenter les besoins en B12 (Reynolds, 1992). Pour cette

pathologie, le lien avec l’hyperhomocystéinémie n’est pas admis puisque les avis sont pour le

moment contradictoires (Russo et al., 2008, Teunissen et al., 2008).
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b. Maladie de Parkinson

La maladie de Parkinson est également liée au cycle des monocarbones. Des modèles

de séquestrations de la vitamine B12 dans la substance noire des rats conduit à un phénotype

« Parkinson-like » (Orozco-Barrios et al., 2009) associé à un déséquilibre entre

prolifération/différenciation cellulaire et à une augmentation du nombre de cellules

apoptotiques (Battaglia-Hsu et al., 2009). La carence favoriserait la perte des neurones

dopaminergiques par cytotoxicité de la roténone et du fer (Duan et al., 2002) et par

accumulation d’homocystéine (Qureshi et al., 2008). Il a été documenté que les patients

parkinsoniens présentent des taux élevés d’acide méthyl-malonique (MMA) (Levin et al.,

2010, Toth et al., 2010) et d’homocystéine (Heider et al., 2004, Blandini et al., 2001, Yasui et

al., 2000, Kuhn et al., 1998, Allain et al., 1995). Les sujets hyperhomocystéinémiques sont

plus sensibles à la dépression et échouent aux tests neuropsychométriques, ce qui n’est pas

observé chez les patients avec une homocystéinémie normale (O’Suilleabhain et al., 2004).

Or, l’accumulation d’homocystéine est favorisée par la consommation accrue en SAM par

l’activité COMT impliquée dans le métabolisme de la L-dopa utilisée pour le traitement de la

pathologie (Miller etal., 2003, Blandini et al., 2001, Liu et al., 2000, Muller et al., 1999,

Miller et al ., 1997), ce qui évoque un effet potentiellement délétère du traitement sur la

maladie. De plus, le polymorphisme C677T de MTHFR lié à une hyperhomocystéinémie

(Yasui et al., 2000) interviendrait dans la pathologie avec un certain nombre d’autres

polymorphismes (Bialecka et al., 2012, Fong et al., 2011). La diminution du rapport

SAM/SAH induisant une augmentation du taux d’homocystéine est elle aussi directement

impliquée dans la pathologie parkinsonienne (Kaut et al., 2012, Obeid et al., 2009). La SAM

est diminuée tandis que la SAH s’accumule (Panza et al., 2009). La SAM agirait sur l’activité

GST, dont la présence est réduite dans la pathologie, et le stress oxydant submergerait le

potentiel d’élimination des radicaux libre (Lièvre et al., 2001).
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c. Maladie d’Alzheimer

Les patients atteints de la maladie d’Alzheimer sont fréquemment sujets à une carence

en vitamine B12 (Cole et Prchal, 1984). Les patients présentant un déclin cognitif associent

une diminution plasmatique de B12 (Clarke et al., 2007, Karnaze et Carmel, 1987) et une

augmentation d’homocystéine (Miller, 1999, Clarke et al., 1998, Gottfries et al., 1998,

McCaddon et al., 1998), avant même la déclaration de la maladie (Joosten et al., 1997). La

vitamine B9 est elle aussi mise en jeu puisque les patients présentent des taux céphalo-

rachidiens réduits (Serot et al., 2001). La B9 semble d’autant plus impliquée qu’il a été

constaté que sa carence induit des défauts de neurogenèse et de plasticité synaptique dans

l’hippocampe de souris, associés à une agrégation de type amyloïde au niveau de la

vascularisation cérébrale (Zhuo et al., 2010). La SAM et la MAT sont également réduites

(Bottiglieri et al., 1990). L’hyperhomocystéinémie est considérée comme l’un des facteurs de

risque de la maladie d’Alzheimer (Ray et al., 2013, Czapski et al., 2012, Zhang et al., 2008a,

Seshadri et al., 2002, Kruman et al., 2002, Clarke et al., 1998) et est associée à la présence de

déficits cognitifs (Clarke et al., 1998, McCaddon et al., 1998) ; l’homocystéine potentialise

l’effet neurotoxique des peptides β-amyloïdes dans des cellules hippocampiques de souris

(Kruman et al., 2002, White et al., 2001, Hasegawa et al., 2005). Toutefois, à ce jour, la

question demeure ouverte quant au fait de savoir si le taux d’homocystéine est un

biomarqueur de la maladie ou un facteur causal (Farkas et al., 2013a, Zhuo et al., 2011). Un

régime pauvre en donneurs de méthyles favorise l’augmentation du taux d’homocystéine

(Farkas et al., 2013a). Cependant, l’altération du métabolisme de l’homocystéine pourrait être

un facteur en faveur de la formation de plaque amyloïdes (White et al., 2001). Selon certains

auteurs, elle pourrait alors être utilisée comme marqueur de dépistage précoce pour la maladie

(De Jager et al., 2012, Snowdon et al., 2000, Lehmann et al., 1999, Clarke et al., 1998).

Certains polymorphismes des enzymes du métabolisme des monocarbones ont été reliés à la

maladie, notamment le variant MTHFR C677T (Fernandez et al., 2005, Anello et al., 2004).

La supplémentation en folates semble aujourd’hui avoir un effet préventif sur la production

d’agrégats amyloïdes (Ho et al., 2003) ; l’association B9/B12 semble prévenir l’atrophie de la

substance grise et le déficit cognitif, tandis que la bétaïne aurait elle aussi un effet bénéfique

sur le déclin cognitif.
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Un grand nombre de mécanismes ont été proposés concernant le rôle de

l’homocystéine dans la pathologie (Zhuo et al., 2011). L’altération des mécanismes de

déméthylation et désacétylation pourraient intervenir (Vadnal et al., 2012), d’autant que le

taux de SAM est abaissé dans le LCR de patients. Le stress oxydant et le stress du réticulum

endoplasmique constituent une piste complémentaire (Cankurtaran et al., 2013, Kim et al.,

2008, Tchantchou et al., 2008). L’excitotoxicité liée aux récepteurs NMDA et à l’altération de

l’homéostasie calcique semble aussi impliquée (Growdon et al., 2001). L’augmentation de

protéines cytotoxiques est l’un des mécanismes privilégiés à l’heure actuelle. L’augmentation

de la protéine Tau phosphorylée est reconnue (Zhang et al., 2008a). Un certain nombre de

données concernant l’élévation du taux de peptides β-amyloïdes sont aujourd’hui disponibles

(Hasegawa et al., 2005). On y trouve la contribution de la N-homocystéinylation des protéïnes

β–amyloïdes dans l’agrégation et la toxicité du peptide (Khodadadi et al., 2012) qui irait

jusqu’à l’acquisition d’un caractère amyloïdogène par un certain nombre de protéines

possédant cette modification (Stroylova et al., 2012, Stroylova et al., 2011, Paoli et al., 2010).

Parmi les nombreuses pistes médiées par l’homocystéine, il semble qu’un effet délétère sur

les vaisseaux cérébraux contribue à accentuer l’effet neurodégénératif de la pathologie

(Candito et al., 1997).
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La recherche a établi un lien fort entre la survenue d’anomalies du développement in

utero et le déficit maternel en vitamines B9 et/ou B12. L’hyperhomocystéinémie et les défauts

de synthèse/méthylation de l’ADN, en lien avec une telle carence, sont des facteurs de risque

pour de nombreuses pathologies, notamment au niveau cérébral. Depuis quelques années, les

microARNs non-codants sont présentés comme des acteurs clés de la régulation post-

transcriptionnelle. Leur implication dans la régulation du développement et de la maturation

cérébrale (différenciation, sélection et synaptogenèse) est aujourd’hui établie. Cependant,

aucune relation entre carence précoce en donneurs de méthyles, microARNs et anomalies du

développement n’avait été établie jusqu’alors.

Une supplémentation en vitamine B9 est fortement recommandée chez la femme

enceinte par les autorités en santé publique. Les études portant sur cette pratique ont démontré

son efficacité dans la prévention des anomalies du développement, en particulier en limitant la

survenue de défauts de fermeture du tube neural. La supplémentation est proposée un mois

avant la conception et jusqu’à la fin du premier trimestre de grossesse, qui couvre les étapes

de mise en place des structures cérébrales. Toutefois, le neurodéveloppement se poursuit par

des phases importantes de maturation cérébrale post-natales. Bien que la période périnatale

soit cruciale pour le développement et la maturation fonctionnelle cérébrale, les effets

potentiels d’une supplémentation en vitamine B9 à des stades tardifs du développement

n’avaient jamais été étudiés.

L’objectif de notre projet était de définir les conséquences d’une carence

gestationnelle précoce en donneurs de groupements méthyles sur le neurodéveloppement chez

le rat, d’étudier les mécanismes épigénétiques qui pourraient contribuer aux anomalies du

développement, et d’évaluer les effets d’une supplémentation périnatale (dernier tiers de la

gestation et trois premières semaines post-natales) en folates sur la maturation cérébrale

anténatale et post-natale. L’étude est basée sur un modèle in vivo de rats carencés en périodes

périconceptionnelle et gestationnelle en vitamines B9 et B12 (Blaise et al., 2007) ainsi que sur

un modèle in vitro de progéniteurs neuronaux hippocampiques H19-7/IGF-IR carencés en

vitamine B9 (Akchiche et al., 2010).
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MATERIELS ET METHODES 
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NB : Les anticorps et les compositions des solutions utilisées sont respectivement listés dans

les annexes I et II.

I. Modèle animal 

1. Entretien et alimentation

Fiche technique 1 

L’étude est effectuée sur un modèle de Rats Wistar (Wistar Han IGS Rat, Charles River,

l’Arbresle, France). Les expérimentations sont réalisées en accord avec les consignes du

« Guide for the care and use of laboratory animals » (NIH, MD, 1985) et ont été approuvées

par le Comité d’Ethique de l’Université de Lorraine. Les animaux sont acclimatés puis

entretenus en stabulation dans une animalerie agrée (N° d’agrément : A5454722).

2. Alimentation

Fiche technique 1 

Au cours de l’acclimatation, les animaux disposent d’un régime standard (A04 C,

Maintenance Diet M20, Scientific Animal Food and Engeneering, Villemoisson-sur-Orge,

France). Un mois avant leur mise en accouplement, les femelles témoins sont maintenues sous

le régime d’entretien tandis que les femelles destinées à suivre un régime carencé en donneurs

de méthyles disposent d’un régime déplété en vitamine B12, folates et appauvri en choline

(Low B C 821086, Special Diet Service, Saint-Gratien, France) (Blaise et al., 2009, Blaise et

al., 2007a, Blaise et al., 2007b). Le taux de méthionine (∼ 0.4%) est similaire dans les deux

régimes (Figure 39).
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Figure 39 : Protocole animal élaboré au laboratoire pour l’étude des conséquences d’une

carence précoce en donneurs de méthyles

Les rats Wistar étudiés au 20
ème 

jour embryonnaire (E20) ou au 21
ème

 jour post-natal (J21) sont 

obtenus à partir d’un protocole de carence ntritionnelle chez la mère. Un mois avant la mise en 

accouplement, les femelles des groupes carencés sont nourries avec un régime dépourvu de B9, B12 et 

appauvri en choline, tandis que les femelles du groupe contrôle sont nourries avec un régime 

standard. Les groupes supplémentés sont traités avec une solution d’acide folique (3mg/kg/jour) 

pendant les 7derniers jours de gestation et jusqu’à la date du sevrage (J21). 

3. Reproduction

Fiche technique 1 

Chaque matin, un frottis vaginal est effectué et observé au microscope optique à contraste de

phase pour évaluer la présence ou non de spermatozoïdes, dont la présence est définie comme

suffisante pour considérer que l’accouplement a été efficace.

Dans les 24 heures après la parturition, les portées sont réduites à dix individus de sorte à

standardiser l’étude.
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4. Supplémentation

Fiche technique 2 

La solution de vitamine B9 (3mg/kg/jour) sous sa forme synthétique acide folique (F8758,

Sigma-Aldrich) est mélangée au véhicule, du lait concentré (Régilait®). Les femelles

supplémentées reçoivent quotidiennement per os un volume final de 1mL de véhicule ou de

mélange véhicule-B9. La supplémentation est administrée du 13
ème

 jour de gestation (E13) au

20
ème

 jour de gestation (E20) pour le protocole embryonnaire ou du 13
ème

 jour de gestation

(E13) au 21
ème

 jour post-natal (J21), date de sevrage, pour le protocole juvénile (Figure 39).

5. Prélèvements sanguins et tissulaires

Fiche technique 3 

Selon le protocole, les individus sont mis à mort à E9, E13, E16, E20 ou J21 par excès

d’isofluorane (B506, Forane®, Abbott). Un échantillon sanguin de la femelle et des ratons

sont récupérés dans des tubes héparinés (Venosafe® Plastic Tubes, Terumo Europe) après

décapitation. Pour les embryons, le prélèvement s’effectue directement dans les cornes

utérines ; à ce stade leur taille ne permet pas de prélèvements sanguins.

Pour les analyses biochimiques, le cervelet, le tronc cérébral, l’hypothalamus, le striatum,

l’hippocampe et le cortex sont rapidement microdissequés à partir du demi-cerveau gauche.

Pour les études immunochimiques, les demi-cerveaux droits sont immédiatement fixés et

inclus en paraffine ou congelés dans du méthylbutane. Les cerveaux en paraffine sont coupés

au microtome en tranches sagittales de 12µm d’épaisseur tandis que les cerveaux J21

congelés sont coupés au cryostat.

Pour des études complémentaires en comportement, des rats J21 ont été conservés jusqu’à

J230. A partir de J21, ils reçoivent une alimentation standard non carencée et sont séparés de

la mère pour être hébergés en stabulation. Les procédés appliqués pour la mise à mort et le

prélèvement des organes sont identiques à ceux mis en place pour les J21.
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6. Analyses morphométriques et histopathologiques

Dans notre modèle, la carence en donneurs de méthyles est associée à un ensemble de défauts

du développement. Au moment des prélèvements, les individus sont photographiés et pesés,

de sorte à mettre en évidence des retards de croissance. Le taux d’anomalies du

développement est évalué par la recherche dans les cornes utérines d’avortons, par la présence

d’individus mort-nés ou sacrifiés par la mère après parturition. Une observation anatomique

des individus est effectuée de sorte à lister les différentes anomalies (siamois, syndactylies,

queue « twistée »).

Fiche technique 4 

Les observations morphométriques sont approfondies par l’étude des squelettes. Au cours du

développement, la maturation du squelette passe par la transformation du cartilage en os. Il est

possible d'évaluer les stades de l'ossification par coloration. L’étude du nombre et de la taille

des points cartilagineux permet de mettre en évidence des anomalies de développement,

comme les retards de croissance, les retards d’ossification ou les spina bifida (fusion des

vertèbres et ouverture du canal vertébral). La procédure est adaptée de Wallin (Wallin et al.,

1994). Elle nécessite un dépeçage et une éviscération complète des animaux suivis d’une

déshydratation dans l’éthanol 95%. Le cartillage est spécifiquement marqué par le bleu alcian

tandis que l’os est spécifiquement marqué par le rouge alizarine. Les échantillons sont libérés

des tissus résiduels et stockés à 4°C dans une solution de glycérol 87%. La taille des fémurs

est mesurée à l’aide du « Cell® Software » (Olympus).

Après prélèvement, les cerveaux sont eux aussi photographiés et pesés. Une évaluation

morphologique est réalisée grâce à un microscope BX51 WI (Olympus, Rungis) couplé à une

caméra ProgRes MF cool (Jenoptik, Jena) après un marquage des noyaux cellulaires à la

thionine (Sigma Aldrich) ou au DAPI (Calbiochem, VWR International). Le calcul de

l’épaisseur des couches intracérébrales d’intérêts est réalisé à l’aide du « Cell® Software »

(Olympus).

Fiche technique 5 

La présence d’apoptose est spécifiquement mise en évidence sur tissus ou cellules par la

méthode Apostain (Frankfurt et al., 2001). Un anticorps monoclonal contre l’ADN simple-

brin (F7-26 anti-ADNsb/Apostain®, AbCys SA) dilué dans de la BSA (Bovin Serum
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Albumin, Sigma-Aldrich) est utilisé en condition dénaturante (Blaise et al., 2007, Akchiche et

al., 2012). Parallèlement, l’apoptose est mesurée de manière additionnelle en utilisant

l’ApopTag Plus Fluorescein In Situ Apoptosis Detection Kit (Chemicon International,

Millipore) basé sur les tests de TUNEL (Terminal deoxyribonucleotidyl transferase-mediated

dUTP nick end labeling) qui marque les cellules apoptotiques en modifiant l’ADN (ajout de

nucléotides directement marqués par une fluorescéine) par l’utilisation d’une terminal

deoxynucleotidyltransferase (TdT).

II. Modèle cellulaire

1. Souche et entretien

La lignée H19-7/IGF-IR (ATCC® CRL-2526™, lot 3507480) de progéniteurs neuronaux a

été immortalisée à partir d’hippocampe embryonnaires de rats Holtzman à E17 par vecteur

ADN rétroviral SV40 (tsA58 Simian Virus 40 large T antigen) portant une mutation

thermosensible, exprimant le « human type-I Insulin-linkGrowth Factor Receptor » (IGF-IR)

(Eves et al., 1992).

La lignée n’exprime pas l’antigène T SV40 à un niveau détectable mais exprime la protéine

IGF-IR, qui active deux signalisations contradictoires (prolifération cellulaire ou

différenciation) selon les conditions de culture. La croissance des H19-7 se fait à la

température permissive de 33°C en présence de sérum. La différenciation en phénotype

neuronal (extension des neurites et augmentation de l’expression de NF68) s’effectue par

induction à la température non-permissive de 39°C, en présence de supplément N2

correspondant à un cocktail de facteurs de croissance (Figure 40).

Fiches techniques 6 & 7 

Avant la décongélation des cellules, les flasques et boîtes de Pétri (Corning Falcon, Dutcher)

utilisées pour la culture sont préalablement traitées avec une solution stérile de poly-L-lysine.

Le passage de la lignée s’effectue à 95% de confluence selon un ratio 1:3 à 1:4 par traitement

trypsine-EDTA 0.05% (T3924, Sigma-Aldrich). Les cellules perdent rapidement leur

phénotype neuronal (Passage 14), une fraction des cellules est régulièrement recongelée dans
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un milieu cryoprotecteur10% DMSO (B8231, Fisher), 35% SVF (S1800 DUTSCHER), 55%

DMEM (D6046, Sigma-Aldrich).

2. Milieux de culture

Fiche technique 8 

En condition de prolifération, les cellules sont entretenues dans un milieu Dulbecco’s

Modified Eagle’s Medium - low glucose (DMEM D6046, Sigma-Aldrich) complété avec du

SVF, un mélange pénicilline/streptomycine (P4333, Sigma-Aldrich), de la L-glutamine

(G7513, Sigma-Aldrich) et du pyruvate de sodium (S8636, Sigma-Aldrich), et normalisé à

4.5g/L de glucose (G8769, Sigma-Aldrich) (Akchiche et al., 2010,Akchiche et al. 2012). La

sélection est réalisée en présence de puromycine (P8833, Sigma-Aldrich) et de G418 (A1720,

Sigma-Aldrich). Les cellules sont maintenues dans un incubateur à 33°C en atmosphère

humide 5% CO2/95% air.

Comme le milieu standard ne contient pas de vitamine B12, la carence est induite par

l’utilisation d’un milieu Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium - low glucose (D2429, Sigma

Aldrich) déplété en vitamine B9, 24h avant l’induction de la différenciation. Le milieu est

dilué, tamponné avec du bicarbonate de sodium (S8761, Sigma-Aldrich) et normalisé à 2mM

de L-glutamine. Il est complété de la même manière que le milieu non carencé de sorte à ce

que sa composition reste similaire.

Lors de la mise en différenciation, les milieux non carencés et carencés sont réalisés à partir

des mêmes constituants. Le taux de SVF et le pyruvate de sodium sont abaissés. Le taux de

G418 est augmenté et le complément N2 est ajouté (composé de transferrine, progestérone,

putrescine et sodium sélenite) (17502-048, Life Technologies). Les cellules sont maintenues

dans un incubateur à 39°C en atmosphère humide 5% CO2/95% air pour une durée de 1h à

13h (Figure 40).
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Figure 40 : Protocole cellulaire utilisé au laboratoire pour l’étude des conséquences d’une

carence en donneurs de méthyles

La mise en culture des cellules H19-7 IGF-IR s’effectue dans un milieu DMEM 4.5g/L de glucose 

standard pendant un minimum de 24h, dans un incubateur à 33°C avec 5% CO2 et une atmosphère 

humide. Le tapis cellulaire destiné à la carence est cultivé dans du DMEM 4.5g de glucose déplété en 

folates pendant les 24h suivantes dans les mêmes conditions d’incubation. Par la suite, l’induction de 

la différenciation est réalisée dans un milieu DMEM 4.5g/L glucose standard ou déplété en B9 et 

enrichi en N2 et appauvri en SVF, dans un incubateur à 39°C avec 5% CO2 et une atmosphère 

humide.  

3. Viabilité cellulaire

Fiche technique 9 

La viabilité cellulaire est évaluée en mesurant l’ATP intracellulaire avec le kit ATP-Lite,

CellTiter-GloLuminescent Cell viability assay (Promega) grâce à un lecteur de plaques

Victor3 (Wallac Multilabel, Perkin Elmer). Le test repose sur une méthode de titration de

l’ATP intracellulaire grâce à sa bioluminescence naturelle, après lyse cellulaire. La présence

d’ATP témoigne d’une activité métabolique dans les cellules viables; une diminution de la

production met en évidence une mort cellulaire. 

Le potentiel de membrane mitochondrial est évalué avec le MitoCapture Apotosis Detection

kit (Calbiochem, VWR International) qui utilise des sondes cationiques fluorescentes, à l’aide

d’un microscope BX51WI (Olympus, Rungis) (Akchiche et al. 2010).
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4. Traitement par siARN

Fiche technique 10 

Pour valider l’implication des miRNAs d’intérêt dans nos modèles, l’expression de miR-124a,

let-7a, miR-34a dans les cellules hippocampiques a été réduite par l’utilisation de petits ARN

interférents (siRNA). Les duplex d’oligonucléotides de la gamme mirVana™ miRNA

Inhibitors(4464084, Ambion, Applied biosystems) dont la séquence sens (5’-3’) est dirigée

contre les ARNs de rats hsa-miR-124-3p (UAAGGCACGCGGUGAAUGCC), hsa-let-7a-

5p (UGAGGUAGUAGGUUGUAUAGUU) et hsa-miR-34a-

5p (UGGCAGUGUCUUAGCUGGUUGU) et le mirVana™ miRNA Inhibitor, Negative

Control #1 (4464076, Ambion, Life technologies) sont utilisés pour évaluer l’effet de

l’inhibition expérimentale des microARNs.

Les duplex siRNA sont transfectés avec de la Lipofectamine RNAiMax (13778-150,

Invitrogène, Life technologies). Chaque composé est préalablement dilué dans de l’opti-MEM

(31985-062, Gibco, Life technologies). Après différenciation, les cellules sont récupérées

pour une analyse ARN ou protéique.

5. Récupération des échantillons

Fiche technique 11 

Pour une utilisation en ADN ou ARN en biologie moléculaire, les cellules sont trypsinées et

stockées à -80°C. Pour une utilisation en protéines les cellules sont récupérées par grattage,

extraites et stockées à -80°C. Pour une utilisation en protéines ou ARN en immunochimie et

hybridation in situ les cellules sont fixées au PFA 4% et stockées à 4°C.
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III. Dosages métaboliques

Fiche technique 12 

Les dosages biochimiques sont réalisés sur des plasmas non traités ou acidifiés pour certains

métabolites comme l’homocystéine, la SAM et la SAH. L’extraction est effectuée dans un

tampon hypotonique (PBS 0.1%, 2% d’inhibiteurs de protéases) (Protease Inhibitor Cocktail

for mammalian tissues, Sigma-Aldrich). La lyse est réalisée à l’aide d’un sonicateur à sonde

(Cell sonifier disruptor, Branson®). L’homocystéine nécessite une étape de traitement au

DTT (Sigla-Aldrich)pour rompre les liaisons aux protéines. Le surnageant récupéré par

centrifugation de 30min à 20000g à 4°C est dosé par la méthode de l’acide bicinchoninique

(BCA) (BCA Protein Assay® Reagent Pierce) pour en définir la concentration en protéines

(Smith et al., 1985).

Fiche technique 13 

Les concentrations en vitamines B9 et B12 plasmatiques sont déterminées en mesurant le taux

de marquage aux isotopes radioactifs en utilisant le kit simulTRAC-SNB (ICN

Pharmaceuticals) et un compteur gamma à doubles canaux (Fluostar Galaxy, BMG Lab

Technologies) (Compteur COBRA-IIr
TM

 autogamma, Cobalt 57 10.000-25.000 coups/min,

Iode 125 : 15.000-35.000coups/min, Packard) (Chery et al., 2002).

Fiches techniques 14 

Les concentrations en homocystéine, acide méthylmalonique, acide succinique, méthionine,

SAM et SAH sur des plasmas acidifiés sont mesurées par chromatographie liquide (Acquity

UPLC system, Waters : Injecteur AS100, TSP / Pompe à haute pression, Spectra System,

P1000XR, TSP / colonne HSST3 1,8µm 2,1 x 50 mm, Waters) couplée à de la spectrométrie

de masse (Api 4000 Qtrap, Applied biosystems) (Ducros et al., 2006, Delabar et al., 1999).

L’acquisition permet un suivi des transitions: 136.1/90.1 (HCY), 140.1/94.1 (HCY-d4),

149.8/ 103.6 (Met), 153.1/107.1 (Met-d3), 399.2/ 250.1 (SAM), 402.2/ 250.3 (SAM-d3),

385.2/ 136.1 (SAH), 390.2/ 136.0 (13C5-SAH) en mode positif et 116.9/72.9 (MMA et acide

succinique), 119.9/ 75.9 (MMA-d3), 120.9/ 76.9 (acide succinique-d4) en mode négatif. La
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quantification est réalisée à l’aide des courbes étalons avec une correction par rapport aux

standards internes.

IV. Etudes de l’expression génique et ARNs

Fiche technique 15 

Tous les ADN et ARN utilisés pour les expérimentations sont sujets à un contrôle qualité.

1. Méthylation globale de l’ADN

Fiches techniques 16 & 17 

L’extraction des ADN est réalisée avec le QIAamp® DNA Mini extraction kit (Qiagen). Le

kit est conçu et optimisé pour extraire les ADN totaux. L’ADN purifié mesure jusqu’à 50kb

avec une présence majoritaire des fragments à 20-30kb. Cette longueur d’ADN est facilement

dénaturée durant les cycles thermiques pour une amplification à haute efficacité.

La méthylation globale de l’ADN est mesurée sur les tissus cérébraux et sur les cellules en

culture par l’utilisation du Methylamp Global DNA Methylation Quantification Kit

(Epigentek, Euromedex) (Wang et al., 2012). La fraction méthylée est reconnue par un

anticorps 5-méthylcytosine et quantifiée par une réaction de type Elisa.

2. RT² Profiler PCR array

Fiches techniques 18 & 19 

Le RNeasy® Plus mini kit est utilisé pour extraire les ARN à partir de cellules. Le RNeasy®

Lipid Tissue Mini kit est utilisé pour extraire les ARN à partir de tissus riches en lipide

comme le cerveau. Avec ces deux kits, tous les ARN d'une taille supérieure à 200 nucléotides

sont isolés (les small ncRNA, les tARN et les rARN 5S, 5,8S sont exclus). L’analyse

quantitative de l’expression des ARNm est réalisée sur un panel de 84 gènes associés  aux
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voies de la neurogenèse et des cellules souches neuronales - « Rat Neurogenesis and Neural

Stem Cells » ou aux miRNAs let-7a et miR-34a (cibles validées expérimentalement ou

prédites par bioinformatique) – « Rat microRNA targets » par l’utilisation de plaques 96 puits

RT² Profiler PCR Arrays (Qiagen). Les échantillons sont testés en triplicats sur des plaques

indépendantes. Selon les indications du fournisseur, l’ARN est réverse-transcrit en utilisant le

RT² First Strand Kit® dans un iCycler (Bio-Rad). Les « RT² Assays primer qPCR »

correspondent à des amorces pour PCR quantitative expérimentalement testées et optimisées,

préalablement fixées dans une plaque 96 puits contenant 84 gènes d’intérêt, 5 gènes de

référence, 1 puits de contrôle de contamination par l’ADNg et des contrôles d’efficacité (3 de

RT / 3 de PCR). La réaction se déroule dans un Step One Plus Real-Time PCR System

(Applied biosystems). L’analyse des 84 gènes est réalisée sur le logiciel «  SABiosciences

PCR Array Data Analysis Template ».

3. qRT-PCR SYBR-Green

Fiches techniques 18 & 20 

Les ARNs totaux sont extraits à l’aide du RNeasy® Plus Mini kit ou du RNeasy® Lipid

Tissue Mini Kit (Qiagen). La RT est réalisée en utilisant le Quantitect® Reverse

Transcription Kit sur un iCycler (Bio-Rad) et est optimisée pour 10pg à 1�g d’ARN. La PCR

est effectuée sur un Step One Plus Real-Time PCR System (Applied biosystems) à l’aide du

kit Quantitect™ SYBR® Green PCR pour amplifier, à l’aide d’amorces spécifiques, les

fragments d’ADNc  de l’ARN d’intérêt. L’amplification des ADNc est réalisée à l’aide de

primers spécifiques (sens / anti-sens) pour Stat3 (GAAGAGTGCCTTCGTGGT/

AGCAACCTGACTTTTGTGG), AMPAR1 (CGAGTTCTGCTACAAATCCCG/

TGTCCGTATGGCTTCATTGATG) AMPAR2 (AAAGAATACCCTGGAGCACAC/

CCAAACAATCTCCTGCATTTCC), NMDAR1 (CAGCCGTGAACGTGTGGAG/

TGCTCTACCACTCTTTCTATCC) et NMDAR2A

(CAGTGATGTGTATATTTCAGAGCATGTTA/ ACACTCGTCTATTGCTGCAGGAA) et

le standard interne pour la normalisation Pol II(GCATTAACATCAGGAACAATAAAGGC/

GATCTCTCTAAAGTTGACCTCATTGG). La détection et la quantification des produits de

PCR sont réalisées à l’aide d’une sonde ADN SYBR Green I. La quantité d’ADN polymérisée

à chaque cycle est mesurée en temps réel grâce à un marqueur fluorescent. STAT3,
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AMPAR1,  AMPAR2 et NMDAR1 sont amplifiés à 56°C, NMDAR2A à 50°C et Pol II à la

température du gène testé. L’analyse des données est réalisée à l’aide du logiciel fournit par le

fournisseur (Step One Plus, Applied Biosystems).

4. qRT-PCR Taqman

Fiche technique 21 

Les ARNs totaux sont extraits de mésencéphales d’embryons ou d’hippocampes de rats J21 et

de cellules H19-7 (10
2
 à 10

7
) en utilisant le miRVana® miRNA Isolation kit (Applied

biosystems) (Kerek et al., 2013). Le kit a été conçu pour la purification conservant les ARN

non codants de petites tailles, comme les miRNAs lors de l’extraction des ARN totaux.

Aucune étape de concentration n’est nécessaire pour l’étude de l’expression des microARNs

par miRNAs array.

Fiche technique 22 

Une PCR en temps-réel en deux temps est utilisée pour l’analyse de l’expression des

microARNs. La rétrotranscription des miARNs est réalisée avec le Taqman® MicroRNA

Reverse Transcription kit de Life technologies sur un iCycler (Bio-Rad). Le protocole permet

la reverse-transcription spécifique des miARNs grâce à des sondes optimisées pour les ARNs

de petite taille : rno-miR-124, rno-let-7a, rno-miR-34a, rno-miR-9, rno-miR-23a, rno-miR132,

rno-miR-137 et snoRNA-U6 (4427975, Life Technologies). L’amplification des ADNc cibles

avec le kit Taqman
® 

Micro RNA Assay se caractérise par une quantification hautement

sensitive (jusqu’à 1 à 10 ng d’ARNs) et spécifique (discrimination à une base près). La

quantité d’ADN polymérisée à chaque cycle est mesurée en temps réel grâce au signal

fluorescent générés par clivage des sondes Taqman sur le Step One Plus (Applied

biosystems). Le TaqMan miRNA assay correspondant aux primers séquence-spécifique (5’-

3 ‘) de chacun des miRNA (miR-124a : UAAGGCACGCGGUGAAUGCC/ let-7a :

UGAGGUAGUAGGUUGUAUAGUU / miR-34a :UGGCAGUGUCUUAGCUGGUUGU /

miR-9 :UCUUUGGUUAUCUAGCUGUAUGA / miR-23 :

AUCACAUUGCCAGGGAUUUCC / miR-132 : ACCGUGGCUUUCGAUUGUUACU/

miR-137 :UUAUUGCUUAAGAAUACGCGUAG ) ou du snoRNA-
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U6 (CACGAATTTGCGTGTCATCCTT) utilisé comme control interne pour la

normalisation.

5. Hybridation in situ des miRNAs

Fiches techniques 23 

La détection par hybridation in situ des microARNs est réalisée sur tissus et sur cellules H19-

7 par une technique de locked nucleic acid (LNA)-oligo in situ hybridization (Kloosterman et

al., 2006). La technique permet l'observation des miRs par complémentarité de séquence

grâce à l'utilisation de sondes spécifiques, marquées en 3' et 5' par une molécule de

digoxygénine (DIG), et une sonde contrôle spécifique du SnoRNP U6 marquée uniquement

en 5'. Le marquage est mis en évidence par un anticorps I
aire 

anti-DIG puis reconnu par un

anticorps II
aire

 spécifique du premier et conjugué à un fluorochrome. Le tampon d’hybridation

est mélangé aux sondes spécifiques (LNA-modified et digoxygenin (DIG)-labeled

oligonucleotide, Exiqon) des séquences de miR-124a :GGCATTCACCGCGTGCCTTA / let-

7a : AACTATACAACCTACTACCTCA / miR-34a : ACAACCAGCTAAGACACTGCCA /

miR-9 : TCATACAGCTAGATAACCAAAGA / miR-23 :

GGAAATCCCTGGCAATGTGAT / miR-137 :CTACGCGTATTCTTAAGCAATAA) ou

snoRNA-U6B (CACGAATTTGCGTGTCATCCTT) utilisé comme contrôle pour chacune

des expériences. Les échantillons sont ensuite incubés avec un anticorps anti-DIG (1/500,

Roche Applied Science) et l’immunoréactivité est évaluée à l’aide d’un anticorps secondaire

adapté conjugué AlexaFluor (1/2000, Molecular Probes).

V. Etudes de l’expression protéique 

1. Western Blot

Fiches techniques 24 & 25, annexe I 

Après extraction des protéines au tampon RIPA, l’analyse en western blot est réalisée en

utilisant la procédure standard avec luminescence par le système ECL (Bio-Rad) (Akchiche et
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al., 2010). Des anticorps dirigés contre les protéines d’intérêts sont mis en contact avec les

échantillons. La Glyceraldehyde-3-phosphate déshydrogénase est utilisée comme standard

interne. Les membranes sont incubées avec l’anticorps secondaire conjugué à la horseradish

peroxydase (HRP) correspondant. Les kinases Src, JNK, p38, ERK1/2 et Akt phosphorylés

régulent l’activité de STAT3, qui en réponse, pourra agir sur des cibles comme Bcl-2 ou

comme facteur de transcription sur d’autres cibles comme Bcl-xl. Son absence favoriserait

l’apoptose par l’intermédiaire de protéines telles que Bax ou les caspase-clivées. Trim 71 et la

voie Notch sont également associées à la prolifération. La fixation de Dll1 sur le récepteur

Notch favorise l’expression du facteur de transcription Hes1. Il favorise la prolifération en

réprimant Mash1 dont l’action permet l’expression des gènes de la différenciation. Src et

PKA phosphorylées sont également impliquées dans la régulation des récepteurs

AMPA/NMDA, ainsi que PKA. La régulation des récepteurs module l’expression du facteur

de transcription CREB, qui intervient dans les mécanismes de la plasticité synaptique.

2. Immunochimie

Fiche technique 26, annexe I 

Les échantillons sont traités selon le protocole utilisé au laboratoire (Kerek et al., 2013,

Akchiche et al., 2012). Les sites de fixation non spécifiques sont bloqués et les échantillons

sont incubés avec un anticorps dirigé contre l’une des protéines d’intérêt. L’immunoréactivité

est réalisée en incubant l’anticorps secondaire anti-IgG conjugué à l’AlexaFluor adapté. Les

contrôles sont réalisés en l’absence d’anticorps primaire. La visualisation de la fluorescence,

l’acquisition des images (grossissement x20 et x60) et le comptage cellulaire dans des champs

sélectionnés aléatoirement sont réalisés avec un microscope BX51WI (Olympus) couplé à une

caméra ProgRes MF coll (Jenoptik) ou avec un microscope confocal (Nikon Instruments Ti)

et analysés à l’aide du « Cell® Solfware ».
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3. Duolink

Fiche technique 27 

Cette technique permet de détecter, visualiser et quantifier des protéines individuelles, des

modifications post-traductionnelles ou des interactions protéiques dans des échantillons

cellulaires et tissulaires. Les réactifs Duolink sont basés sur le PLA
®

 (Proximity Ligation

Assay). Lorsque les sondes PLA sont à proximité (28Å), leurs brins d'ADN peuvent interagir

et se lier grâce à un ajout ultérieur d’oligonucléotides et d’une ligase. Ils sont ensuite

amplifiés plusieurs centaines de fois à l'aide d'une polymérase. L’ajout de sondes

oligonucléotidiques complémentaires fluorescentes met en évidence le produit final. Le signal

de chaque paire de sondes PLA détectées est visualisé comme un spot fluorescent individuel.

VI. Etudes comportementales

Pour des raisons d’homogénéité les tests sont réalisés entre 8h et 11h du matin.

1. Righting reflex

Fiche technique 28 

La fonction motrice et la coordination des mouvements des rats sont évaluées par le test de

« righting reflex ». Il met en jeu la fonction motrice sur la commande des muscles nécessaires

à l’opération de retournement ainsi que la coordination des mouvements entre « l’avant-main

» et « l’arrière main » des individus. Ce test se base sur le malaise de position des individus

retournés et reposés dorsalement, ce qui engendre un réflexe de retournement afin de

retrouver une position naturelle et préférée (position quadrupède) (Schroeder et al., 1995). De

façon physiologique, ce réflexe de retournement s’acquiert au cours des premiers jours après

la naissance et le test ne s’effectue donc plus après la première semaine. Le temps nécessaire

pour reprendre une position quadrupède est mesuré.
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2. Negative geotaxis

Fiche technique 29 

La fonction motrice et la coordination des mouvements des ratons sont également évaluées

par le test de « negative geotaxis ». Il met en jeu la fonction motrice sur la commande des

muscles des membres nécessaires à l’opération de retournement ainsi que la coordination des

mouvements entre les quatre membres des individus. Ce test se base sur le malaise de position

des individus positionnés la tête en bas sur un plan incliné, ce qui engendre un réflexe de

retournement afin de retrouver une position naturelle et préférée (position « tête en haut »)

(Schroeder et al., 1995). De façon physiologique, ce réflexe de retournement s’acquiert avant

le sevrage (au cours de la deuxième semaine après la naissance chez les rongeurs), mais le test

peut être effectué à tout moment de la vie. Le temps nécessaire pour reprendre une position «

tête en haut » sur le plan incliné (alignement du museau jusqu’au bas du dos) est mesuré.

3. Homing

Fiche technique 30 

Les capacités d’apprentissage et de mémoire olfactivo-hippocampo-dépendantes chez les

jeunes individus avant le sevrage sont évaluées par le test de « homing ». Il est basé sur les

aptitudes des individus à reconnaître et suivre les informations environnementales afin de

retrouver leur environnement maternel habituel. Le parcours est caractérisé par un couloir de

progression composé d’un labyrinthe en T (Slamberová et al., 2006) dont l’une des extrémités

contient de la litière propre, tandis que la seconde contient de la litière provenant de la cage de

la mère. Ce test est généralement effectué pendant la phase d’allaitement à partir du moment

où l’activité exploratoire des individus commence à se développer (à partir de 5 jours post-

natals). Les paramètres enregistrés sont la latence d’entrée dans le compartiment contenant la

litière connue (entrée avec les quatre pattes dans le compartiment) et le nombre d’erreurs

(entrée avec les quatre pattes dans le bras contenant la litière fraîche ou dans un bras déjà

emprunté qualifié de « retour en arrière »). Le test est un succès lorsque les ratons rejoignent

la litière maternelle sans visiter la litière propre et sans revenir dans la zone de départ.
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4. Labyrinthe multi-T

Fiche technique 31 

Les capacités d’apprentissage et de mémorisation hippocampo-dépendantes sont également

évaluées par le test de labyrinthe multi-T. Il est basé sur les aptitudes des individus à

mémoriser un parcours dans lequel ils naviguent en fonction de repères environnementaux

(non contrôlés par l’expérimentateur). A l’une des extrémités, la zone de départ est

déterminée alors qu’à l’autre extrémité, la zone d’arrivée ou de « sortie » est définie. Le

parcours définit un tracé « idéal » et des accès en « cul-de-sac ». Ce test peut être effectué à

tous les âges à partir du moment où l’activité exploratoire des individus est bien développée

(en général légèrement avant le sevrage chez les rongeurs). Les paramètres enregistrés sont le

nombre d’erreurs (entrée avec les quatre pattes dans un bras impasse ou dans un bras déjà

emprunté qualifié de « retour en arrière ») et la latence de sortie du labyrinthe (entrée avec les

quatre pattes dans le bras d’arrivée). Par la suite, un test de réutilisation de l’acquisition dit «

test de mémoire » peut être réalisé, par un seul passage dans le même dispositif, chaque mois.

Le test est un succès lorsque les rats rejoignent la sortie sans visiter de voies sans issue et sans

revenir en arrière.

VII. Etude statistique

Les résultats sont analysés avec le StatView 5 software for Windows (SAS Institute, Berkley).

Ils sont comparés par l’utilisation d’un test de variance (ANOVA) couplé à un test de Fisher.

Les valeurs de P<0.05 sont considérées comme indiquant une significativité statistique.
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1
ère

 partie : Une carence gestationnelle en donneurs de groupements

méthyles peut induire des défauts cérébraux persistants en réduisant la 

signalisation STAT3 ciblée par miR-124. 

Objectif de l’étude 

La carence en donneurs de groupements méthyles affecte les réactions de trans-

méthylation à l’origine de perturbations des mécanismes épigénétiques et épigénomiques. En 

période gestationnelle, elle contribue à la survenue de défauts du développement cérébral, avec 

notamment des défauts de fermeture du tube neural (FTN), comme le spina bifida. Dans ce 

contexte, notre étude porte sur les conséquences d’une carence sur le développement cérébral 

embryonnaire chez le rat. 

Le développement cérébral est un processus particulièrement complexe ; il nécessite 

l’expression spatio-temporelle appropriée de gènes spécifiques, dont la régulation peut être 

affectée par une carence en B9 et B12. Nous avons réalisé une étude préliminaire par microarray 

(Rat Neurogenesis and Neural Stem Cell PCR Array, RT² Profiler™ PCR Array, SABiosciences, 

Qiagen) afin d’évaluer les variations d’expression potentielles de 84 gènes qui participent à la 

neurogenèse et à la différenciation cellulaire, dans les progéniteurs neuronaux hippocampiques 

H19-7 ainsi que dans les embryons de rats carencés en donneurs de méthyles. Parmi ces multiples 

gènes, il est apparu que « Signal Transducer and Activator of Transcription 3 » (STAT3) est 

fortement réprimé en conditions de carence dans les deux modèles d’étude. 

La voie STAT3 est une voie de signalisation qui permet de moduler les phénomènes de 

prolifération, apoptose et survie cellulaire. STAT3 peut agir par action directe sur certaines 

protéines anti-apoptotiques comme Bcl-2 ou par son activité de facteur de transcription en 

modulant l’expression d’autres protéines favorables à la survie telle que Bcl-xl. La régulation de 

STAT3 par phosphorylations nécessite l’action d’une cascade de protéines kinases en amont, 

dont l’état de phosphorylation définit l’activité. En plus de ces facteurs activateurs, il est question 

depuis quelques années, de nouvelles molécules régulatrices correspondant aux miRs, qui 
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exercent leur action répressive au niveau post-transcriptionnel. Ces petits ARNs non-codants, 

dont l’expression est finement régulée, sont fortement impliqués dans la régulation d’un très 

grand nombre de processus biologiques en modulant la traduction et/ou la dégradation de leurs 

ARN messagers cibles. 

Parmi ces miRs, miR-124a est connu pour participer à la régulation de la neurogenèse où il est 

nécessaire à l'acquisition d'un phénotype neuronal par les progéniteurs lors de l’induction de la 

différenciation. Son expression est augmentée au cours du développement puis persiste à un 

niveau basal pour assurer le maintien de l'identité neurale. Il est préférentiellement exprimé dans 

le cortex et l'hippocampe. S’il est exprimé prématurément, il perturbe la voie de signalisation 

STAT3 et le processus de neurogenèse. MiR-124 est désigné comme régulateur de STAT3 en 

modifiant sa phosphorylation et en ciblant la région 3’UTR du gène pour en inhiber l’expression. 

Notre travail avait pour objectif  d’évaluer les conséquences d’une carence en donneur de 

méthyles  sur la voie de signalisation STAT3 et sur son régulateur post-transcriptionnel miR-

124a. 

Synthèse des résultats 

L’étude morphométrique des embryons issus de mères carencées met en évidence un 

retard de croissance intra-utérin, confirmé par l’étude de la taille des fémurs. Le déficit global 

s’accompagne d’un retard de croissance des organes, en particulier du cerveau. La diminution du 

volume cérébral est associée à une atrophie de plusieurs couches intra-cérébrales, telles que la 

zone subventriculaire (SVZ) possédant des propriétés neurogéniques, la couche pyramidale CA1 

de l’hippocampe et la couche des cellules granulaires du gyrus denté (GD). Cette atrophie 

persiste après un retour à une alimentation normale à la suite du sevrage (21ème jour post-natal, 

J21) et s’observe jusqu’à 450 jours post-natals, ce qui privilégie un défaut du développement plus 

qu’un simple retard de croissance. 

Suite à l’analyse en microarray, l’étude en qPCR de l’expression de l’ARNm de STAT3 

confirme sa répression en condition de carence chez les embryons au stade E20. L’étude en 

Western-blot révèle une diminution de l’expression de la protéine STAT3 totale dans le 
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mésencéphale et le cortex frontal des individus, qui s’accompagne d’une diminution de ses 

formes phosphorylées sur la Tyr705 et la Ser727. Ces données sont confirmées par 

immunohistochimie ainsi qu’en immunocytochimie sur les cellules H19-7 déplétées en folates et 

différenciées 6h ou 13h, avec la mise en évidence d’une diminution de la localisation nucléaire de 

la protéine en microscopie confocale. 

La diminution de l’activation de STAT3 s’explique par une variation d’expression, dans 

les deux modèles expérimentaux, des formes phosphorylées des kinases impliquées dans la voie : 

Phospho-Erk1/2, phospho-Src et phospho-p38 sont significativement diminuées ; cependant 

phospho-JNK est augmentée alors que phospho-Akt reste inchangée. 

 La répression de la voie STAT3 induit une réduction de l’expression des protéines anti-

apoptotiques Bcl-2 et Bcl-xl et s’accompagne d’une augmentation de l’expression de protéines 

pro-apoptotiques telles que Bax et Caspase-3 clivée, que ce soit dans le cortex et le 

mésencéphale. De plus, le nombre de cellules positives au test TUNEL (marqueur d’apoptose) 

dans l’hippocampe, la SVZ et le cortex est significativement augmenté, ce qui est confirmé par 

les niveaux de Caspase-3 et Caspase-9 clivées. Les résultats sont similaires dans les cellules H19-

7 différenciées qui présentent un taux de viabilité plus faible en condition de carence, une perte 

du potentiel membranaire mitochondrial et une augmentation du pourcentage de cellules en 

apoptose. 

En condition de carence, l’étude en TaqMan RT-qPCR montre une augmentation de 

l’expression de miR-124a dans le mésencéphale des embryons et dans les progéniteurs après 13h 

de différenciation. Ces résultats sont confirmés par hybridation in situ sur les cellules 

différenciées in vitro, et in vivo sur l’hippocampe, le cortex et la SVZ des embryons E20. 

Le rôle de miR-124a dans les altérations observées a été validé par l’utilisation de siRNA 

anti-miR124a. L’administration des siRNA aboutit à une restauration de l’ensemble de la voie 

Stat3 et à une diminution du nombre de cellules TUNEL-positives. Enfin, tandis que 

l’augmentation d’expression de miR-124a associée à la carence affecte la morphologie des 

progéniteurs différenciés, qui présentent une forte réduction du nombre et de la taille des 

prolongements neuraux, l’inhibition de miR-124a par siRNA permet une amélioration 

morphologique des cellules, notamment en ce qui concerne le nombre et la taille des neurites. 
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Conclusion 

La carence est associée à une augmentation d’expression de miR-124a responsable d’une 

inhibition de la voie STAT3. L’augmentation de miR-124a en condition de carence conduit à une 

répression des formes phosphorylées de STAT3, par inhibition de la phosphorylation  de ses 

kinases activatrices. L’augmentation d’expression des protéines pro-apoptotiques Bax, Caspase-3 

clivée et Caspase-9 clivée qui accompagne la diminution d’expression des protéines anti-

apoptotiques Bcl2 et Bcl-xl aboutit à un déséquilibre de la balance survie/apoptose qui semble 

contribuer à la survenue des défauts de mise en place du système nerveux central observés en 

condition de carence. 
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Early methyl donor deficiency may induce persistent
brain defects by reducing Stat3 signaling targeted by
miR-124

R Kerek1,2,4, A Geoffroy1,2,4, A Bison1,2, N Martin1,2, N Akchiche1,2, G Pourié1,2, D Helle1,2, J-L Guéant1,2,3, C Bossenmeyer-Pourié1,2,5

and J-L Daval*,1,2,5

The methyl donors folate (vitamin B9) and vitamin B12 are centrepieces of the one-carbon metabolism that has a key role in
transmethylation reactions, and thus in epigenetic and epigenomic regulations. Low dietary intakes of folate and vitamin B12 are
frequent, especially in pregnant women and in the elderly, and deficiency constitutes a risk factor for various diseases, including
neurological and developmental disorders. In this respect, both vitamins are essential for normal brain development, and have a
role in neuroplasticity and in the maintenance of neuronal integrity. The consequences of a methyl donor deficiency (MDD) were
studied both in vivo in rats exposed in utero, and in vitro in hippocampal progenitors (H19-7 cell line). Deficiency was associated
with growth retardation at embryonic day 20 (E20) and postnatally with long-term brain defects in selective areas. mRNA and
protein levels of the transcription factor Stat3 were found to be decreased in the brains of deprived fetuses and in differentiating
progenitors (62 and 48% for total Stat3 protein, respectively), along with a strong reduction in its phosphorylation at both Tyr705

and Ser727 residues. Vitamin shortage also affected upstream kinases of Stat3 signaling pathway (phospho-Erk1/2, phospho-Src,
phospho-JNK, and phospho-p38) as well as downstream target gene products (Bcl-2 and Bcl-xL), thus promoting apoptosis.
Conversely, the expression of the Stat3 regulator miR-124 was upregulated in deficiency conditions (Z65%), and its silencing by
using siRNA partly restored Stat3 signaling in hippocampal neurons by increasing specifically the phosphorylation of Erk1/2 and
Src kinases. Furthermore, miR-124 siRNA improved the phenotype of deprived cells, with enhanced neurite outgrowth. Taken
together, our data suggest that downregulation of Stat3 signaling by miR-124 would be a key factor in the deleterious effects of
MDD on brain development.
Cell Death and Disease (2013) 4, e755; doi:10.1038/cddis.2013.278; published online 8 August 2013
Subject Category: Neuroscience

The link between diet during pregnancy and infant development

has been largely documented, and was associated with

long-term effects on health.1–3 The prevalence of folate

(vitamin B9) and/or cobalamin (vitamin B12) deficiency in

pregnant women is relatively high, especially in some

communities.4,5 The one-carbon metabolism is essential for

DNA biosynthesis and methylation reactions, and thus has a

key role in epigenetic and epigenomic regulations.6 The

conversion of 5,10-methylenetetrahydrofolate to tetrahydro-

folate in the folate cycle provides the methyl group required to

convert the sulphur-containing amino acid homocysteine to

methionine. Vitamin B12 acts as a cofactor for methionine

synthase, which catalyzes this reaction.7 Methionine is the

precursor of S-adenosylmethionine (SAM), the universal

substrate of transmethylation reactions, which is then

demethylated to form S-adenosylhomocysteine (SAH).

Thereafter, homocysteine is generated from the hydrolysis

of SAH. The shared metabolism between folate and vitamin

B12 suggests that deficiencies in one vitamin may alter the

metabolism of the other. Deficiency of either folate, vitamin

B12 or both vitamins can lead to various adverse

consequences, including elevated blood homocysteine,

intrauterine growth retardation, congenital heart defects and

Down’s syndrome.8,9 Importantly, folate and vitamin B12 are

essential for normal brain development, and both reduced

folate and vitamin B12 status are risk factors for developmental

disorders such as neural tube defects that can originate at

various times during gestation.10 In addition, a large body of

evidence has linked deficiencies in maternal folate and/or

vitamin B12 with infant cognitive development.8,9
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In experimental studies, deficiency in methyl donors such as

folate and B12 has been associated with imbalanced prolifera-

tion/differentiation of neuronal cells, endoplasmic reticulum

stress and apoptosis.11–15 In addition, hippocampus atrophy,

rarefaction of microvasculature as well as cognitive impair-

ments were reported in rodents.12,16,17Although homocysteine

was shown to be embryotoxic, it did not appear to be directly

responsible for developmental disorders,18,19 and the mechan-

isms underlying the effect of maternal B vitamin status on

neural tube and brain development remain poorly understood.

Embryofetal brain development is a very complex process,

requiring the temporal expression of specific gene sets with a

number of precisely orchestrated steps.20 To determine how

genetic regulation of factors related to neural development

might account for brain defects associated with folate/vitamin

B12 depletion, we used a microarray approach (Rat Neuro-

genesis and Neural Stem Cell PCR Array, RT2 Profiler PCR

Array, SABiosciences, Qiagen SA, Courtaboeuf, France) that

profiled the expression of 84 genes related to neurogenesis

and cell differentiation in hippocampal neuroprogenitors

issued from the rat H19-7 hippocampal embryonic cell line

and in the brain of rat pups subjected to early methyl donor

deficiency (MDD) (unpublished observations). As signal

transducer and activator of transcription 3 (Stat3) emerged

as one gene highly downregulated upon vitamin B deficiency,

we further investigated its participation in the consequences

of MDD both in vivo on a validated rat model of maternal

deficiency12,17 and in vitro in hippocampal progenitors.14

Primarily associated with cytokine- and growth factor-

related signals, Stat3 is activated through phosphorylation,

and regulates the transcription of target genes that participate

in a number of physiological responses.21 Indeed, Stat3

has been repeatedly involved in fundamental biological

processes, such as cell proliferation, differentiation, apoptosis

and survival,22,23 and has been shown to be implicated in

various developmental events, such as motor neuron

pathfinding and guidance24 and neurite outgrowth.25 Here,

we provide the first evidence that early MDD causes loss of

Stat3 signaling related to overexpression of miR-124, with

impairment of cerebral development.

Results

In vivo and in vitro earlier studies have demonstrated the

efficiency of our experimental conditions in reducing methyl

donor availability both in the rat progeny12,26 and in H19-7

hippocampal cells.14 Consistently, global DNA methylation

was reduced in low methyl donor conditions in the two

experimental models, that is, by 23.2% in the brain tissue from

fetuses (n¼ 4) and by 40.4% in cultured hippocampal cells at

13 h after induction of their differentiation (n¼ 4).

Gestational MDD alters rat pup morphometric properties

and brain characteristics. As shown by Figure 1, both

body weight and body length were significantly reduced

(ÿ 20.5% and ÿ 15%, respectively) during late gestation

(embryonic day 20, E20) in rat fetuses from dams fed the

deficient diet, suggesting the occurrence of intrauterine

growth retardation. This was confirmed by the noticeable

reduction in the femur length (ÿ 14%). Whereas brain weight

was also affected (ÿ 14.6%), the thickness of selective brain

layers such as the hippocampal CA1 pyramidal layer, the

granular cell layer of the dentate gyrus and the neurogenic

subventricular zone (SVZ) were more dramatically decreased

(ÿ 40, ÿ 22 and ÿ 26%, respectively). Most interestingly,

these brain areas remained atrophied as late as the age of 450

days, although rat pups had exclusively received a standard,

non-deficient diet since their weaning (Figures 1e–h).

MDD decreases brain expression and phosphorylation

of Stat3. When studied by quantitative RT-PCR analysis,

mRNA levels of Stat3 were found to be significantly

decreased in the brains of E20 fetuses subjected to MDD

as compared with controls (ÿ 34%, Figure 2a). Consistently,

western blot immunoactivities revealed a decreased expression

of Stat3 total protein both in the midbrain (which includes

hippocampus, thalamus, hypothalamus and striatum) and in

the cerebral cortex, along with lowered amounts of the

phosphorylated forms, that is, phospho-Stat3 Tyr705 and

phospho-Stat3 Ser727 (Figure 2b). Quantitative changes in

protein levels are provided in Supplementary information

(Supplementary Figure 1). According to our western blot

analyses, total amounts of Stat3 protein were reduced by

62% in the midbrain of deprived fetuses. As illustrated by

Figure 2c for phospho-Stat3 Tyr705, such observations were

confirmed in situ by immunohistochemistry in the cerebral

cortex, the SVZ and the CA1 layer of the hippocampus.

Similar findings were obtained in cultured hippocampal

progenitor cells, with a decrease in mRNA levels (ÿ 54%) and

protein expression at 6 and 13 h after the induction of

differentiation in cells lacking folate (Figure 3 and

Supplementary Figure 1). Amounts of total Stat3 protein were

reduced by 48% at 13 h after induction of cell differentiation.

In addition, immunocytochemical analyses by confocal

microscopy revealed an obvious decrease in the presence

of Stat3 in cell nuclei (Figure 3c).

MDD affects the expression of active key protein

kinases. Stat3-signaling pathways require several kinases

such as Erk1/2 MAP kinases, p38, c-Jun N-terminal kinase

(JNK) and Src, which are involved in Stat3 dimerization and

activation.27,28

Following exposure to MDD, the expression patterns of the

active, phosphorylated forms of the corresponding kinases

were differentially affected (Figure 4). Expression levels of

phopho-Erk1/2, phospho-Src and phospho-p38 were signi-

ficantly decreased, whereas the expression of phospho-JNK

was increased and that of phospho-Akt did not vary

significantly. Importantly, the recorded profiles were similar

in the fetal brain tissues and in differentiating H19-7 cells.

Quantitative changes in protein amounts are provided in

Supplementary information (Supplementary Figure 2).

Decreased Stat3 signaling is associated with elevation

of apoptosis and concomitant altered expression of

related proteins both in vivo and in vitro. Activation

of Stat3 is known to positively influence the expression of

anti-apoptotic and pro-survival proteins Bcl-2 and Bcl-xL.29,30

We therefore investigated their expression levels as well as

those of other key factors in apoptosis following MDD.
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As expected, amounts of Bcl-2 and Bcl-xL were significantly

decreased in the brain of E20 fetuses subjected to the

deficient diet, whereas the expression levels of pro-apoptotic

proteins Bax and cleaved caspase-3 were more elevated in

both midbrain and cerebral cortex, cleaved caspase-9 being

overexpressed in the midbrain only (Figure 5a). Quantitative

changes in protein amounts are provided in Supplementary

information (Supplementary Figure 2). Furthermore, the

number of TUNEL-positive cells was dramatically increased

in the hippocampus, the SVZ and the cerebral cortex of

deficient fetuses (Figure 5c, Supplementary Figure 3). This

was confirmed by the labeling of active caspase-3 and

caspase-9 in fetal brains, as illustrated in the CA1 hippocampal

region and in the SVZ, with the presence of a high number

of dead cells within the lateral ventricle (Supplementary

Figure 3).

Similar findings were obtained from differentiating hippo-

campal progenitors, the viability of which was more affected
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by folate deficiency as compared with controls (Figure 5d).

Consistently, the loss of mitochondrial membrane potential,

as depicted by the Mitocapture procedure, was higher in

folate-deficient progenitors, along with an increased

percentage of Apostain-positive cells indicative of apoptosis-

associated single-stranded DNA (Figures 5e,f). Increased

apoptosis was confirmed by the TUNEL/Apoptag method, as

illustrated in Figure 5b.

Decreased Stat3 signaling is associated with increased

brain expression of miR-124. As miR-124 has been

reported to regulate Stat3 signaling by affecting Stat3

phosphorylation31 and by targeting the 30-UTR of Stat3 gene

so as to inhibit the expression of Stat3 protein,32 we

subsequently investigated the consequences of an MDD on

the expression of miR-124 in the brain of rat pups and in

H19-7 cells.

When studied using TaqMan RT-qPCR, miR-124a ncRNA

expression patterns showed a significant increase (by two-

fold) in the brains fromE20 fetuses exposed toMDDaswell as

in B9-deficient H19-7 neuroprogenitors at 13 h after the

induction of their differentiation (1.7-fold) (Figures 6a,b). This

was confirmed by in situ hybridization both in vivo in various

brain areas including the hippocampus, the SVZ (Figure 6c)

and the cerebellum (not shown), and in vitro in differentiating

cells (Figure 6d).

Silencing miR-124 improves Stat3 signaling and at least

partly rescues cells exposed to folate deficiency. The

use of non-targeting siRNA had no patent effect on the

expression of Stat3 at 13 h after induction of differentiation of

H19-7 cells. Conversely, miR-124a siRNA, which repeatedly

inhibited the expression of miR-124 by 87% after quantification

by TaqMan RT-qPCR, increased Stat3 and phospho-

Stat3 levels, mainly in folate-deficient cells (Figure 7a).

Consistently, silencing miR-124 obviously reduced the

differences observed between control and deprived cells in

the phosphorylation patterns of upstream Erk1/2 MAP and

Src kinases, as well as in the expression of downstream

targets of Stat3 (Bcl-2, Bcl-xL). Concomitantly, the amounts

of Bax as well as active caspases 3 and 9 were found to be

diminished in miR-124 siRNA-treated deprived cells, along

with a significant decrease in TUNEL-positive cells

(Figure 7c). Quantitative changes in protein amounts are

provided in Supplementary information (Supplementary

Figure 4). Silencing of miR-124 did not induce changes

regarding the other kinases implicated in the Stat3 signaling

pathway, that is, p38, JNK and Akt (data not shown).

The detrimental role of increased miR-124 in folate-

deficient progenitors was further demonstrated by cell

morphology of differentiating progenitors (Figure 7b). Indeed,

folate deficiency was accompanied at 13 h of differentiation by

a strong reduction in the number and length of neural
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Figure 2 Effects of methyl donor deficiency on brain expression of Stat3 and phospho-Stat3 (Tyr705 and Ser727) in rat fetuses at E20. (a) Total Stat3 mRNA levels
measured by real-time quantitative RT-PCR. Data are reported in arbitrary units (AU) as means±S.D. (n¼ 5), *Po0.05. (b) Western blot analyses of protein expression
levels of Stat3, phospho-Stat3 Tyr705 and phospho-Stat3 Ser727 in the midbrain and the cerebral cortex from control (C) and MDD E20 fetuses. Similar profiles were obtained
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Figure 3 Effects of folate deficiency on the expression of Stat3 and phospho-Stat3 (Tyr705 and Ser727) in H19-7 hippocampal progenitor cells. (a) Total Stat3 mRNA levels
measured by real-time quantitative RT-PCR in control and B9-deficient cells at 13 h after induction of their differentiation. Data are reported in AUs as means±S.D. (n¼ 5),
*Po0.05. (b) Western blot analyses of protein expression levels of Stat3, phospho-Stat3 Tyr705 and phospho-Stat3 Ser727 in control (C) and B9-deficient (D) H19-7 cells at 6
and 13 h after the induction of differentiation. Similar findings were obtained from five other experiments. (c) Immunocytochemical labeling of Stat3, phospho-Stat3 Tyr705 and
phospho-Stat3 Ser727 in control and B9-deficient H19-7 cells at 13 h after induction of their differentiation

Figure 4 Western blot analyses of upstream phospho-kinases involved in Stat3 signaling pathways in the midbrain and cerebral cortex of control (C) and MDD E20
fetuses, and in control (C) and B9-deficient (D) H19-7 cells at 6 and13 h after the induction of their differentiation. Similar profiles were obtained from five other experiments
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processes, as previously documented.14 In the present study,

the downregulation of miR-124 by siRNA led to a noticeable

restoration of these processes. Although the treatment by

miR-124 siRNA slightly affected cell characteristics in control

progenitors, the number of neurites per cell was Bthree-fold

increased in folate-deficient cells treated by miR-124 siRNA

as compared with those treated by non-targeting siRNA

(Figures 7d, Po0.01).

Discussion

In the present study, we report for the first time that the

downregulation of Stat3 signaling pathways targeted by

increased miR-124 appears as a key factor in the deleterious

effects of MDD on brain development. Our main conclusions

are summarized in Figure 8.

The direct effects of MDD on the one-carbon metabolism

and its various key factors in the animal model as well as the

effects of folate deficiency in cultured H19-7 hippocampal

progenitors have been extensively described in previous

reports.12,14,26 In particular, such treatments result in the

accumulation of homocysteine, and in a decrease of

the cellular index of methylation capacity corresponding to

the SAM/SAH ratio. This is reflected in our study notably by a

decrease in the amounts of methylated DNA in response to

MDD in our two experimental models.

In the in vivo model, it appeared that the deficient regimen

provided to dams during gestation led to reduced embryonic

growth as compared with gestationally matched control

fetuses at E20. These observations are in good accordance

with other studies, in which it was shown that embryonic folate

concentration limits growth and developmental progression,19

whereas B12 deficiency affects body weight of the offspring.33

In the present study, such a retardation includes deficiency-

associated reduced brain weight. Decreased proliferation of

neuroprogenitors and increased apoptosis have been

reported in the brain of rodents under folate and vitamin B12

deficiency during gestation.11,12 Importantly, atrophy of

various brain layers including hippocampal cell layers and

the SVZ—known as neurogenic zones in the adult brain—was

Figure 5 Effects of methyl donor deficiency on cell apoptosis and the key related proteins. (a) Western blot analyses of targets of Stat3 signaling (Bcl-xL and Bcl-2) and
apoptosis-related proteins in the midbrain and cerebral cortex of control (C) and MDD E20 fetuses, and in control (C) and B9-deficient (D) H19-7 cells at 6 and13 h after the
induction of their differentiation. Similar profiles were obtained from five separate experiments. (b) Illustration of increased apoptosis depicted by the TUNEL assay in deficient
(D) cells as compared with controls (C) at 13 h following the induction of differentiation. (c) In situ quantification of apoptosis in the CA1 layer of the hippocampus, the DG, the
SVZ and the cerebral cortex (Cx) in control (C) and MDD E20 fetuses. (d) Temporal changes in H19-7 cell viability by using the CellTiter-Glo luminescent cell viability assay
(Promega). (e) Changes in the mitochondrial membrane potential depicted using the MitoCapture detection kit (Calbiochem). (f) Percent of apoptotic cells reflected by
Apostain immunostaining. All data are reported as means±S.D. (n¼ 5); *Po0.05, **Po0.01
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depicted in deficient pups. If embryonic growth and brain

weight at E20 were reduced in the same proportions (about

15%) following exposure to the deficiency, the effects on the

cerebral cell layers are more pronounced, especially in

the CA1 hippocampal region where pyramidal cell layer was

reduced by 40%, reflecting a specific developmental vulner-

ability under MDD. In addition to decreased cell proliferation,

as previously documented,11,14 this may be related to

increased apoptosis, as observed in situ by the TUNEL assay

and caspase labeling, along with the presence of numerous

dead cells in the lateral ventricle from deficient fetuses. Cell

layer atrophy was still present in the brain of 450-day-old rats,

suggesting persisting brain defects.

While folate deprivation markedly affects proliferation,

differentiation and viability of hippocampal progenitors

in vitro, cell polarity, vesicular transport and synaptic plasticity

were shown to be dramatically altered, with poor neurite

outgrowth.14 The transcription factor Stat3 is known to strongly

influence proliferation, survival, growth and differentiation

of neuronal cells during brain development and in mature

brain after injury.23,34–36 In rodents, Stat3 mRNA and

protein are expressed continually from E14 to 3 months.

During postnatal development, Stat3 expression increases

from postnatal day 3 (PN3) through PN21.23 Stat3 acts on

various target genes that participate in a variety of physiolo-

gical processes, including apoptosis, survival and neurite

outgrowth. It is activated by phosphorylation at two types of

residues, that is, Tyr705 and Ser727, allowing homo- and/or

heterodimerization, translocation into the nucleus and sub-

sequent binding to sequence-specific DNAmotifs. In addition,

phospho-Stat3 Ser727 has been recently reported to mediate

nerve growth factor-induced neurite outgrowth by a transcrip-

tion-independent mechanism.37 Under MDD, the amounts of

Stat3 mRNA, Stat3 and phospho-Stat3 proteins were

dramatically decreased both in vivo in the fetal brain and

in vitro in hippocampal progenitors, in which less protein

amounts were observed in cell nuclei. Stat3 phosphorylation

involves various important kinases, the activation of which

being differentially affected by methyl donor deprivation.

Growth factors such as epidermal growth factor and platelet-

derived growth factor stimulate Stat tyrosine phosphorylation

through their intrinsic receptor tyrosine kinase activity or by

the non-receptor tyrosine kinases Src,38 whereas serine

phosphorylation occurs via MAP kinases and other serine

Figure 6 Effects of methyl donor deficiency on the expression of miR-124. (a) Expression levels of miR-124 in AU in the brains of control and deficient E20 fetuses.
(b) Expression levels in control (C) and B9-deficient (D) H19-7 cells at 13 h after the induction of their differentiation. All data are reported as means±S.D. (n¼ 9 and n¼ 7 for
E20 brain tissue and H19-7-cultured cells, respectively), *Po0.05, **Po0.01. (c) Expression of miR-124 as depicted by in situ hybridization in the CA1 layer and SVZ from
control and MDD E20 fetuses, and (d) in control (C) and B9-deficient (D) H19-7 cells at 6 and13 h after the induction of their differentiation
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kinases such as the serine-threonine kinase Akt.28 In our

models, phospho-Erk1/2, phospho-Src and phospho-p38

were repressed in conditions of MDD, suggesting their

potential role in the pathophysiological consequences

observed. Whereas Akt pathway did not appear to be

involved, the expression of phospho-JNK was increased, an

observation consistent with the potential negative regulation

of Stat3 by JNK.39

MicroRNAs constitute an extensive class of small noncoding

RNAs that control post-transcriptional gene expression. In

this respect, Stat3 has been identified as a target of miR-124,

the most abundant microRNA in the mammalian brain.

The recent identification of a central role for miR-124 in

neurogenesis40 and synaptic plasticity41 integrates this micro-

RNA into the full repertoire of neuronal events, particularly at

both the developmental and functional aspects. miR-124

regulates Stat3 either by inhibiting its phosphorylation at Tyr705

residue by an unknownmechanism31 or, as demonstratedmore

recently, by targeting the 30-UTR of Stat3 gene so as to

repress the expression of Stat3 protein.32 The expression

levels of miR-124a were found to be obviously increased in

brains of fetuses as well as in differentiating hippocampal

neurons after exposure to MDD, suggesting a significant role

for miR-124 on Stat3 signaling in response to folate and B12

deprivation. This conclusion was strengthened by our

additional experiments using siRNA transfection. Indeed,

silencing miR-124a by almost 90% in H19-7 progenitors

appeared to restore Stat3-signaling pathway in folate-defi-

cient cells by increasing specifically the phosphorylation of

Erk1/2 and Src kinases. As mentioned above, Erk1/2

phosphorylates Stat3 at Ser727residue, whereas Src

phosphorylates Stat3 at Tyr705 residue, the phosphorylation

at both residues being necessary for Stat3 activation and

Figure 7 Effects of silencing miR-124 on differentiating H19-7 cells. (a) Effects of miR-124 siRNA on the expression levels of Stat3 and related proteins in control (C) and
folate-deficient (D) cells at 13 h after induction of differentiation (si¼ non-targeting siRNA, siM¼miR-124-targeted siRNA). Expression patterns are representative of three
separate series of western blots. (b) Influence of miR-124 siRNA on cell morphology at 13 h after the induction of differentiation. (c) Percentage of apoptotic cells as depicted
by the TUNEL assay. (d) Number of cell processes per cell. For (c) and (d): statistically significant difference with the respective control: *Po0.05 and **Po0.01; statistically
significant difference between Dsi and DsiM:

��

Po0.01 (n¼ 4)

Figure 8 Summary of major events involved in the consequences of MDD in the
rat brain. Please note that we provide the first evidence of a negative regulation by
miR-124 on Src activity that accounts for phosphorylation of Stat3 at Tyr705 residue
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subsequent dimerization. miR-124was recently identified as a

negative regulator of Erk MAP kinases,42 and we provide

herein the first evidence of a negative regulation of Src activity

by miR-124.

Strikingly, whereas the treatment by miR-124a siRNA

slightly reduced the number of neurites in control cells, it

greatly improved cell morphology in deficient progenitors.

Although the precisemechanisms by which B vitamin status

may influence miR-124 expression remain to be fully

elucidated, the existence of a link between folate and miRs

has been previously documented. Folate supplementation

would exert beneficial effects on ethanol-induced terato-

genesis in the fetal mouse brain in part by downregulating

miR-10a,43 whereas the expression of various miRs in the

developing brain of a neural tube defect-prone mutant mouse

model (Splotchÿ /ÿ ) was reversed by maternal folic acid

supplementation.44 Finally, Marsit et al.45 showed that folate

deficiency causes a pronounced increase in the expression

profiles of several miRs in cultured human lymphoblastoid

cells. Reduced folate/vitamin B12 status leads to reduced

availability of SAM, which is required for cellular methylation

reactions. It has been documented that miRs are regulated by

epigenetic events,46 and methylation-mediated silencing of

the miR-124 genes has been recently demonstrated.47

Therefore, altered miR-124 expression may be related to the

low methyl donor pool, along with reduced DNA methylation,

as observed in our models, and finally resulting in changes in

Stat3 expression.

In conclusion, we showed that MDDwas associated with an

increased miR-124 expression that affected Stat3 signaling at

two different levels; first at the expression level by targeting

Stat3 mRNA, and second by targeting its activation through

the inhibition of Erk1/2 and Src kinases, without effects of

miR-124 on other kinases involved in Stat3 signaling. The

brain is very vulnerable during development, and impaired

Stat3 signaling may lead to reduced cell proliferation and

increased apoptosis that may account for a definitive

atrophy of specific cerebral layers, as observed in vitamin

B-deficient rats.

Materials and Methods
Animals and tissue collection. In vivo experiments were conducted in
accordance with the NIH Guide for the Care and Use of Laboratory Animals on a
validated animal model of MDD,12,17 and was approved by the local University
Research Ethics Board. One month before mating, adult female Wistar rats
(Charles River, l0Arbresle, France) were fed either a standard diet (n¼ 6)
(Maintenance diet M20, Scientific Animal Food and Engineering, Villemoisson-
sur-Orge, France) or a methyl donor-deficient (MDD) low-choline diet lacking folate
and vitamin B12 (n¼ 6) (Special Diet Service, Saint-Gratien, France). As
gestation progressed, fetuses were collected at E20 from four MDD and four
control dams. The fetuses were weighed and evaluated morphologically with the
aid of a BX51WI microscope (Olympus, Rungis, France) coupled to an Olympus
camera (U-CMAD3). The brains were removed, weighed and conserved for
histopathological evaluations. For biochemical analyses, the brains were rapidly
harvested and dissected in three parts (cortex, midbrain and cerebellum) before
freezing in liquid nitrogen and stored at ÿ 80 1C. Otherwise, the assigned diet was
provided to the dams until weaning of the offspring (postnatal day 21). At this time,
rat pups were randomly chosen in the different litters (five controls and five MDD),
whereas the remaining pups were kept under standard conditions until 450 days of
age. In all cases, rats were euthanized by excess isoflurane, and their brains
rapidly harvested, frozen in methylbutane at ÿ 30 1C and stored at ÿ 80 1C for
subsequent immunohistochemistry performed on cryostat-generated 12-mm
sagittal brain sections mounted onto glass slides.

Cell cultures. H19-7/IGF-IR cell line (ATCC no. CRL-2526) was conditionally
immortalized from embryonic day 17 rat hippocampi with a temperature-sensitive
simian virus 40 (SV40) large tumor antigen.48 Cells were seeded at a density of
3� 105 cells per well in 24-well plates (Falcon, Dutscher, Brumath, France)
precoated with poly-L-lysine in high-glucose Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM) supplemented with 10% fetal calf serum, 50 U/ml penicillin, 50 U/ml
streptomycin, 2 mM glutamine and 1mM sodium pyruvate, as previously
described.14,49 For homogeneity, the same lot of serum was used throughout
all experiments. Cells were allowed to proliferate at the temperature of 33 1C in
95% air/5% CO2. Selection was maintained with 200mg/ml G418. As standard
DMEM does not contain vitamin B12, MDD was induced by using DMEM lacking
vitamin B9 (Invitrogen, Cergy-Pontoise, France). After 24 h, cells were washed and
shifted to the non-permissive temperature (39 1C) for induction of their
differentiation in high-glucose-DMEM (with or without B9) containing 1% fetal
calf serum, N2 supplement (Invitrogen) and 0.11mg/ml sodium pyruvate, 2 mM
glutamine, 0.1 mg/ml transferrin, 20 nM progesterone, 0.1 mM putrescine and
30 nM sodium selenite.

Cell viability was assessed by the measurement of intracellular ATP using the
CellTiter-Glo luminescent viability assay (Promega, Charbonnières-les-Bains,
France), and mitochondrial membrane permeability was evaluated by the
MitoCapture assay kit (Calbiochem, VWR International, SAS, Fontenay-sous-Bois,
France) using a fluorescent cationic dye, as described by Akchiche et al.49

DNA methylation. Global DNA methylation was quantified in brain tissues at
E20 as well as in cultured hippocampal cells at 13 h after the induction of
differentiation by using the Methylamp Global DNA Methylation Quantification Kit
(Epigentek, Euromedex, Mundolsheim, France), as previously described.50

According to the manufacturer’s instructions, the methylated fraction of DNA can
be recognized by a 5-methylcytosine antibody and quantified through an ELISA-like
reaction. The amount of methylated DNA is proportional to the OD intensity.

Histopathological analyses. For basic histopathological investigations,
brain sections were stained with thionin or the DNA fluorochrome 4,6-diamidino-2-
phenylindole (Dapi, Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) for the
measurement of thickness of specific brain layers.

The presence of apoptosis was selectively depicted by the Apostain method51

using monoclonal antibody to single-strand DNA (F7-26 from calf thymus ssDNA,
AbCys SA, Paris, France) after DNA denaturation by heating in the presence of
formamide, as described by Blaise et al.12 and Akchiche et al.14 for tissue sections
and cultured cells, respectively. Apoptosis was additionally monitored by using the
ApopTag Plus Fluorescein In Situ Apoptosis Detection Kit (Chemicon International,
Millipore, Guyancourt, France) based on the TUNEL assay and which labels
apoptotic cells by modifying genomic DNA utilizing terminal deoxynucleotidyl
transferase (TdT).

For skeletal analysis, the procedure adapted from Wallin et al.52 involves
complete skinning of fresh eviscerated rat embryos following a 24 -h-immersion in
95% ethanol. Skeletons were stained for 48 h with 1% Alcian blue dye, diluted in an
ethanol/acetic acid mix, specific for cartilage staining. Skeletons were then
macerated in 2% KOH until bones are visible, and stained for 24 h with 0.12%
Alizarin red dye diluted in KOH, specific for bone staining. Specimen were finally
cleared and hardened in glycerol/ethanol baths and stored in 87% glycerol. Femur
length was measured by means of the Cell software (Olympus).

Immunohistochemistry. Cells cultured on poly-L-lysine-precoated glass
coverslips were washed, fixed with 4% paraformaldehyde and permeabilized with
0.1% Triton X-100 (Sigma-Aldrich), as reported by Akchiche et al.14 Nonspecific
binding sites were blocked in phosphate-buffered saline containing 1% bovine
serum albumin (BSA) and incubation was performed overnight with an antibody
against one of the following proteins: Stat3 (rabbit monoclonal, 1/200, Cell
Signaling Technology, Ozyme, Saint-Quentin en Yvelines, France), phospho-Stat3
Tyr705 (mouse monoclonal, 1/100, Cell Signaling Technology), phospho-Stat3
Ser727 (mouse monoclonal, 1/100, Enzo life sciences, Villeurbanne, France), actin
(goat polyclonal, 1/200, Santa Cruz Biotechnology, Tebu-Bio, Le Perray-
en-Yvelines, France), NF68 (rabbit polyclonal, 1/300, US Biological, Euromedex,
Souffelweyersheim, France). After a washing step, immunoreactivity was
assessed by incubation in the presence of an appropriate secondary anti-IgG
antibody conjugated to AlexaFluor for 1 h at 25 1C (1/1000, Molecular Probes,
Cergy-Pontoise, France). Control experiments were conducted by omitting the
primary antibody. Immunofluorescence visualization, image acquisition (� 20 and
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� 60 magnification) and unbiased cell counts in randomly selected fields were
performed with a BX51WI microscope (Olympus) coupled to an Olympus camera
(U-CMAD3) or a confocal microscope (Nikon Instruments, Champigny sur Marne
Cedex, France), and analyzed using Cell software. Labeled cells were calculated
as a percent of total cells after Dapi counterstaining.

Western blotting. Western blot analyses were performed using standard
procedure with chemiluminescence using ECL system (Amersham Biosciences,
Orsay, France), as previously detailed.49 Antibodies against the following proteins
were used: Stat3 (rabbit monoclonal, 1/1000, Cell Signaling Technology),
phospho-Stat3 Tyr705 (mouse monoclonal, 1/1000, Cell Signaling Technology),
phospho-Stat3 Ser727 (mouse monoclonal, 1/250, Enzo life sciences), Bcl-2 (goat
polyclonal, 1/1000, Santa Cruz Biotechnology), Bcl-xL (rabbit polyclonal, 1/1000,
Cell Signaling Technology), Bax (rabbit polyclonal, 1/1000, Santa Cruz
Biotechnology), cleaved caspase-3, Asp175 (rabbit polyclonal, 1/1000, Cell
Signaling Technology), cleaved caspase-9, Asp353 (rabbit polyclonal, 1/1000, Cell
Signaling Technology), Src (rabbit polyclonal, 1/500, Cell Signaling Technology),
phospho-Src Family Tyr416 (rabbit monoclonal, 1/1000, Cell Signaling Technology),
p44/42 MAP kinase (Erk1/2, rabbit polyclonal, 1/500, Cell Signaling
Technology), phospho-p44/42 MAP kinase Thr202/Tyr204 (rabbit polyclonal,
1/500, Cell Signaling Technology), Akt (rabbit polyclonal, 1/1000, Cell Signaling
Technology), phospho-Akt Ser473 (rabbit polyclonal, 1/1000, Cell Signaling
Technology), phospho-p38 MAP kinase Thr180/Tyr182 (rabbit monoclonal, 1/500,
Cell Signaling Technology) and phospho-SAPK/JNK Thr183/Tyr185 (rabbit
monoclonal, 1/500, Cell Signaling Technology).
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH, mouse monoclonal,

1/1000, Abcam, Paris, France) was used as an internal standard. Polyvinylidene
difluoride membranes were incubated for 1 h at room temperature with the
corresponding horseradish peroxidase-conjugated preadsorbed secondary
antibody (1/5000, Molecular Probes). Quantity One software, associated
with the VersaDoc imaging system (Model 1000, Bio-Rad Laboratories,
Marnes-la-Coquette, France), was used to quantify signals.

RNA extraction. Total RNA was extracted from H19-7 cells (102–107 cells)
and from 0.5mg of embryonic midbrain tissues using the mirVana miRNA Isolation
kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) following the manufacturer’s
instructions. miRNA is isolated using a two-step procedure. In the first step,
samples are disrupted in a denaturing lysis buffer, and then subjected to acid-
phenol/chloroform extraction. The second step consists of purification over glass-
fiber filter that immobilizes the RNA that was later eluted using RNase-free water.
According to the manufacturer’s instructions, no enrichment procedure is needed
while isolating miRNA for expression profiling using miRNA arrays. The
concentration and purity of RNA were determined at 260/280 nm by using a
nanodrop spectrophotometer (Multiskan GO, Thermo Scientific, Gometz le Châtel,
France).

Quantitative real-time RT-PCR. Total RNA was purified using the RNeasy
Plus Mini kit (Qiagen). PCR was performed using the Quantitect SYBR Green
PCR kit from Qiagen and the LightCycler 480 instrument (Roche Applied Science,
Manheim, Germany). Specific amplifications were performed using as primers:
Stat3 forward 50-GAAGAGTGCCTTCGTGGT-30, reverse 50-AGCAACCT
GACTTTTGTGG-30. Quantification was performed with RNA polymerase II
(Pol II) as an internal standard with the following primers: forward 50-GCATTAACAT
CAGGAACAATAAAGGC-30 and reverse 50-GATCTCTCTAAAGTTGACCT
CATTGG-30. Real-time PCR was carried out using the DNA-binding dye SYBR
Green I for the detection of PCR products. Temperature cycling was 15min at
95 1C followed by 50 cycles consisting of 94 1C for 10 s, 56 1C for 15 s and 72 1C
for 15 s. Results were expressed as arbitrary units by calculating the ratio of
crossing points of amplification curves stat3 mRNAs and internal standard by
using the RelQuant software (Roche Diagnostics).

Analysis of miR-124 expression

TaqMan RT-qPCR: Two-step real-time PCR was used to analyze the
expression of miR-124. In the first step, total RNA was reverse transcribed using
miRNA-specific RT primers (rno-miR-124 and U6SnoRNA) and a TaqMan
MicroRNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems). miRNA expression was
analyzed using Taqman microRNA assays (Applied Biosystems), according to the
instructions of the manufacturer. The RT reaction was performed in 15 ml volume,
containing 1 mg RNA sample, 3 ml primer and master mix adjusted to 15 ml/

reaction. Products of RT reaction (1.33ml) were used in a real-time PCR reaction,
which also included 10 ml of the TaqMan Universal Master Mix II, and 1 ml TaqMan
miRNA assay containing the sequence-specific primers of either the target miRNA
(50-GGCATTCACCGCGTGCCTTA-30) or the U6SnoRNA (50-CAC-
GAATTTGCGTGTCATCCTT-30) used as an endogenous control for normalization.
Real-time PCR was carried out on a Step One Plus LightCycler (Roche Applied
Science). Incubations were performed in a 96-well plate at 95 1C for 10min for
enzyme activation, followed by 40 cycles of PCR: denaturation (95 1C for 15 s),
and annealing/extending (60 1C for 2 min).
Data analysis was performed with the software provided by the manufacturer
(Step One Plus).

In situ hybridization: The in situ detection of miR-124 was performed on
paraffin-embedded sections from normal and methyl donor-deficient brain tissues
by locked nucleic acid (LNA)-oligo in situ hybridization, as previously described by
Kloosterman et al.53 Briefly, the slides were deparaffinized in xylene, rehydrated in
decreasing concentrations of ethanol and treated with proteinase-k for nucleic acid
release. Slides were then re-dehydrated and prehybridized in hybridization buffer
with 0.5 nm specific probe (LNA-modified and digoxygenin (DIG)-labeled
oligonucleotide, Exiqon, Copenhagen, Denmark) complementary to miR-124.
Sections were then washed in saline sodium citrate buffer, followed by blocking in
Denhardt solution 1� in a humidified chamber. Slides were then incubated with
anti-DIG antibody (1/500, Roche Applied Science) for 1 h at room temperature,
washed in PBS-T and then immunoreactivity was assessed in the presence of a
matching secondary antibody conjugated to AlexaFluor (1/2000, Molecular probes)
for 1 h at room temperature. Positive controls (snoRNA U6B, Exiqon) were used
for each hybridization experiment.

Small interfering RNA (siRNA) and cell transfection. MiR-124
expression in hippocampal cell cultures was silenced using small interfering RNA
(siRNA). The siRNA oligonucleotide duplexes were purchased from Ambion
(Applied Biosystems) for targeting the rat miR-124 (has-miR-124-3p) in H19-7
cells. The siRNA sequence is (sense strand-indicated): 50-UAAGGCACGCGGU
GAAUGCC-30, and mirVana miRNA Inhibitor Negative Control no. 1 was used as
control for evaluation of the effect of the experimental miRNA inhibition. siRNA
duplexes (25 nM final concentration for the first transfection then 10 nM for the
second day re-transfection) were transfected with lipofectamine RNAiMax
(Invitrogen). Three days post transfection, cells were harvested for RNA or
protein extraction.

Statistical analysis. Data were analyzed with Statview 5 software for
Windows (SAS Institute, Berkley, CA, USA). They were compared by using
one-way analysis of variance (ANOVA) with Fisher’s test. P-value o0.05 was
considered to indicate significance.
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Supplementary information 

Supplementary Figure 1: Effects of methyl donor deficiency on the expression and 

phosphorylation of Stat3 (a) in brains of E20 fetuses and (b) in cultured H19-7 progenitors at 

6h and 13h after induction of differentiation. Densitometric analyses correspond to Western 

blots shown in Figures 2 and 3, among others. All data are reported as means ± sd in arbitrary 

units and were obtained from six separate experiments. Statistically significant differences 

between control (C) and methyl donor deficiency (MDD): *P < 0.05 and **P < 0.01. Mid = 

midbrain, Cx = cortex. 

Supplementary Figure 2: Effects of methyl donor deficiency on the expression of various 

key proteins (a) in brains of E20 fetuses and (b) in cultured H19-7 progenitors at 6h and 13h 

after induction of differentiation. Densitometric analyses correspond to Western blots shown 

in Figures 4 and 5, among others. All data are reported as means ± sd in arbitrary units and 

were obtained from six separate experiments. Statistically significant differences between 

control (C) and methyl donor deficiency (MDD): *P < 0.05 and **P < 0.01. Mid = midbrain, 

Cx = cortex. 

Supplementary Figure 3: Upper panel: Effects of methyl donor deficiency (MDD) on the 

immunostaining of active caspase-3 and caspase-9 in the CA1 pyramidal cell layer and 

subventricular zone (SVZ) from E20 rat fetuses. Please note the presence of a high number of 

dead cells within the lateral ventricle (LV) in MDD fetuses. Lower panel: Representative 

saggital midbrain section of E20 rat fetus and illustration of apoptosis, as depicted by the 

TUNEL assay, in the CA1 layer of the hippocampus in control and methyl donor deficient 

(MDD) fetuses. 



2 

Supplementary Figure 4: Effects of silencing miR-124 on differentiating H19-7 cells. (a) 

Densitometric analyses corresponding to Western blots shown in Figure 7, among others. All 

data are reported as means ± sd in arbitrary units and were obtained from four separate 

experiments. Statistically significant differences from respective control: *P < 0.05 and **P < 

0.01 (C=control, D=B9-deficient, si=non-targeting siRNA, siM=miR-124 targeted siRNA). 

(b) Histoimmunostaining of caspase-3 and caspase-9 in cultured control, B9-deficient, and 

miR-124 siRNA-treated B9-deficient hippocampal cells.
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2
ème

 partie : Une supplémentation tardive en folates améliore les

atteintes cérébrales associées à une carence en donneurs de méthyles, en 

restaurant les voies de signalisation Let-7 et miR-34. 

Objectif de l’étude 

L’implication des carences en donneurs de méthyles dans la survenue d’un certain nombre 

d’anomalies du développement justifie la recommandation par l’OMS d’une supplémentation 

chez les femmes avant la conception et pendant le premier trimestre de grossesse. Cette pratique 

a pour but de pallier les risques de survenue des anomalies les plus graves, pouvant provoquer 

des arrêts spontanés du développement ou aboutir à des handicaps sévères. Ainsi, une telle 

supplémentation est reconnue pour prévenir efficacement les défauts de fermeture du tube neural 

(FTN) qui peuvent se manifester sous différentes formes.  

Certaines anomalies comme les spina bifida sont déterminées au cours du premier 

trimestre de gestation. Suite à la mise en place anatomique de la moelle épinière et du cerveau, 

des processus de maturation périnatale, notamment la fermeture des sutures inter-hémisphériques 

et du cervelet ainsi que la mise en place des circuits neuronaux, assurent la fonctionnalité 

cérébrale. Parmi les gènes identifiés en microarray comme étant altérés en condition de carence, 

figurent un certain nombre de gènes impliqués dans la voie de signalisation associée à Notch. 

Cette voie permet le contrôle de la transition prolifération/différenciation au cours du 

développement. Une dérégulation en condition de carence pourrait être à l’origine d’une 

différenciation prématurée, délétère pour le devenir de l’embryon.  

Les miRs let-7a et miR-34a sont impliqués dans le contrôle de la fermeture du tube 

neural. Let-7a participe à la régulation des phénomènes de prolifération par le contrôle de 

l’expression de Trim71 tandis que miR-34a contribue au déroulement approprié des phénomènes 

de différenciation en modulant la voie de signalisation Dll1/Notch. Etant donné que les miRs 

peuvent être dérégulés en condition de carence, un lien pourrait exister entre l’expression de ces 

miRs, la dérégulation de leurs voies de signalisation cibles et les anomalies du développement. 
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Dans ce contexte, l’étude visait à étudier l’impact d’une carence gestationnelle en 

donneurs de méthyles associée ou non à une supplémentation tardive en folates, équivalant au 

troisième trimestre de grossesse chez la femme, sur le développement embryonnaire et la 

maturation cérébrale. Ainsi, il s’agissait d’évaluer l’impact de la supplémentation sur le profil 

d’expression des voies de signalisation let-7a/Trim71 et miR-34a/Notch en condition de carence. 

L’objectif était de corréler ces profils aux anomalies développementales précédemment recensées 

dans nos modèles et d’évaluer le potentiel effet bénéfique d’une supplémentation en période 

périnatale. 

Synthèse des résultats 

Comme décrit précédemment, la carence en donneurs de méthyles induit un retard de 

croissance intra-utérin. La supplémentation en acide folique (3 mg/kg/jour) au cours du dernier 

tiers de la gestation (soit pendant la 3
ème

 semaine) permet de corriger partiellement ce retard. Au

cours du développement, un taux relativement constant d’anomalies (∼20%) est observé dans les 

portées carencées. Au stade embryonnaire E20, ce taux est légèrement réduit puisque les 

anomalies les plus graves conduisent à un arrêt spontané du développement et à une résorption 

spontanée des embryons. Cependant, des anomalies telles que des syndactylies ou des spina 

bifida (« queue twistée », maintien d’une ouverture du canal vertébral, retard d’ossification et 

fusion des vertèbres) sont encore visibles. Le phénotype de « queue twistée » n’est plus observé 

chez les embryons supplémentés mais l’ouverture du canal vertébral est toujours présente. Elle 

semble cependant moins étendue, principalement grâce à une amélioration du défaut 

d’ossification. Le retard de croissance cérébral associé à une atrophie de différentes couches 

intra-cérébrales telles que la SVZ, la CA1 ou le GD est réduit par la supplémentation. Enfin, alors 

que la carence est associée à des anomalies de fermeture de la partie céphalique du tube neural, 

sous forme de défaut de fermeture des sutures inter-hémisphériques et du cervelet, le risque 

semble éliminé en condition de supplémentation tardive en folates. 

L’étude de Let-7a et miR-34a met en évidence une augmentation significative de leur 

expression en condition de carence dans le mésencéphale des embryons à E20 et in vitro dans les 



151 

�

cellules H19-7 différenciées. La supplémentation restaure le taux d’expression des miRs, 

observation confirmée en hybridation in situ sur les tissus cérébraux à E20 carencés et sur les 

cellules H19-7. 

Une étude par microarray a permis de montrer une répression générale des cibles connues 

ou prédites de let-7a et miR-34a sur le tissu cérébral embryonnaire en condition de carence. Pour 

chacun de ces miRs, 12 gènes dont l’expression est altérée interviennent dans le développement 

embryonnaire et le devenir cellulaire (les autres sont liés à la migration, au cytosquelette, au cycle 

cellulaire et au trafic des ARN). En condition de supplémentation, la dérégulation est largement 

réduite (∼ -50% de répression). 

L’analyse des cibles majeures de let-7a et miR-34a en Western blot met en évidence la 

répression de leur voie de signalisation dans le mésencéphale des embryons et dans les cellules 

différenciées en condition de carence. Ainsi, l’expression de Trim 71 régulé par Let-7a est 

réduite, de même que celle de Dll1/Notch régulé par miR34a, avec une répression de Hes1 

associée à une augmentation de Mash1. En condition de supplémentation, l’expression de ces 

différentes protéines est similaire aux contrôles. Dans le modèle cellulaire, l’inhibition par siRNA 

dirigés contre let-7a et miR-34a restaure respectivement les voies de signalisation Trim71 et 

Dll1/Notch, et améliore le phénotype cellulaire (nombre de neurites et longueur axonale). 

En complément, une étude post-natale  des propriétés locomotrices et des capacités 

d’apprentissage et de mémorisation olfactivo-hyppocampo-dépendante a été réalisée. Les 

individus carencés présentent un retard d’acquisition significatif dans leur fonction motrice et 

cognitive qui n’est pas rattrapé à J21. Malgré les améliorations anatomiques observées, il apparaît 

que les individus supplémentés n’atteignent pas les capacités des témoins. Cependant, les 

aptitudes de ces individus sont largement améliorées par rapport aux individus carencés. 
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Conclusion 

La supplémentation tardive (3
ème

 tiers de la gestation) chez le rat atténue les défauts de

développement et améliore les capacités cognitives, au moins partiellement en restaurant 

l’expression de Let-7a et miR-34a, ainsi que celle de leurs voies de signalisation respectives. 

D’une part la carence en donneurs de groupements méthyles induit une augmentation de 

l’expression du miRNA Let-7a qui aboutit à la répression de sa cible Trim 71, impliquée dans la 

promotion de la prolifération au détriment de la différenciation pour le contrôle des différentes 

étapes du développement. D’autre part, la carence induit une augmentation de l’expression de 

miR-34a qui aboutit à la répression de la voie de signalisation cible Dll1/Notch qui intervient  au 

cours du développement du système nerveux central pour le contrôle du switch 

prolifération/différenciation en favorisant l’expression de Hes1 (promotion de la prolifération) au 

détriment de l’expression de Mash1 (promotion de la différenciation). En condition de carence, la 

répression de ces voies de signalisation aboutit à un défaut de prolifération qui provoque un 

engagement précoce et inapproprié dans le processus de différenciation. La supplémentation 

tardive en folate restaure les taux d’expression des miRs Let-7a et miR-34a ainsi que de leurs 

voies de signalisation associées. Elle contribue au maintien approprié des processus impliqués 

dans le développement tardif et améliore de manière interventionnelle certaines anomalies du 

développement.  
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ABSTRACT

The micronutrients folate and vitamin B12 are essential for the proper development of the 

central nervous system and their deficiency during pregnancy has been associated with a wide 

range of disorders, including neural tube defects. They act as methyl donors in the one-carbon 

metabolism which critically influences epigenetic mechanisms. In order to depict further 

underlying mechanisms, we investigated the role of let-7 and miR-34, two microRNAs known 

to be regulated by methylation and to exert a requisite role in brain development, on a 

validated rat model of maternal deficiency. In several countries, public health policies 

recommend periconceptional supplementation with folic acid. However, the question remains 

about the duration and periodicity of supplementation, particularly during perinatal phases of 

brain maturation. We therefore tested maternal supply (3mg/kg/day) during the last third of 

gestation, from embryonic day (E) 13 to 20. Methyl donor deficiency-related developmental 

disorders at E20, including cerebellar and interhemispheric suture defects and atrophy of 

selective cerebral layers, were associated with enhanced brain expression (by 2.5 fold) of let-

7a and miR-34a, with subsequent downregulation of their regulatory targets such as Trim71 

and Notch signaling partners, respectively. These processes could be reversed by siRNA 

strategy in differentiating neuroprogenitors lacking folate, with improvement of their 

morphological characteristics. Whereas folic acid supplementation helped restoring the levels 

of let-7 and miR-34 and their downstream targets, it led to a reduction of structural and 

functional defects taking place during the perinatal period. Our data outline the potential role 

of let-7 and miR-34 and their related signaling pathways in the developmental defects 

consecutive to gestational methyl donor deficiency, and support the likely usefulness of late 

folate supplementation in at risk women. 

Keywords: folate, vitamin B12, let-7, miR-34, epigenetics, brain development 
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INTRODUCTION

Embryogenesis implies a series of programming processes involving extremely accurate time-

controlled gene activation/silencing expressions. Numerous studies have shown that 

epigenetic regulations such as DNA methylation and histone modification play a critical role 

on genomic programming during embryogenesis and fetal development, by regulating cell 

proliferation and differentiation (Aranda et al., 2009; Cantone and Fisher, 2013). Epigenetic 

mechanisms also serve as important interfaces between genes and environmental cues (Zhang 

and Meaney, 2010; Lo and Zhou, 2014). In this respect, epigenetic variability appears to be 

susceptible to modulation by exogenous factors such as nutritional components, and early 

exposure to inappropriate maternal diet may lead to developmental disorders and increased 

risk for certain diseases later in life (McMillen et al., 2008; Attig et al., 2010). 

Among the �epigenetic dietary compounds� identified, the methyl donors folate (vitamin B9) 

and vitamin B12 are major actors in the one-carbon metabolism that plays a key role in 

epigenetic regulations, including during development (see for review Guéant et al., 2013a and 

2013b). Indeed, both vitamins are essential for the transfer of one-carbon units for synthesis 

of S-adenosylmethionine (SAM), the universal methyl donor for biological methylations 

(Hoffman et al., 1979). Their deficiency results in decreased methylation capacities, and thus 

is associated to genomewide hypomethylation both in humans and in animal models 

(Hoffman et al., 1979; McKay et al., 2004). Folate and vitamin B12 are essential for the 

development of the central nervous system, and a reduced status in these compounds has been 

associated with various developmental effects, ranging from brain growth retardation to major 

congenital disorders such as neural tube defects (NTDs), including spina bifida and 

anencephaly (Kirke et al., 1993; Molloy et al., 2008; Black et al., 2008; Kerek et al., 2013). 

The protective effect of folate on the occurrence and recurrence of NTDs has been clearly 

demonstrated, leading to national public health policies recommending periconceptional 

supplementation with folic acid (Bailey, 2004; De-Regil et al., 2010; Czeizel et al., 2011;

Fekete et al., 2012). Owing to the role of folate in the methylation pathway, it is accepted that 

disturbed methylation may significantly account for the relation between NTDs and folate 

(Afman et al., 2005; Dunlevy et al., 2006), reinforcing the epigenetic hypothesis (Greene et 

al., 2011; Imbard et al., 2013). 

MicroRNAs (miRNAs) are small noncoding RNAs that regulate posttranscriptional gene 

expression. The presence of specific miRNAs is enriched in the central nervous system where 

they influence cell cycling, cell differentiation and apoptosis during development (Kapsimali 

et al., 2007; Fineberg et al., 2009; Yi and Fuchs, 2011; Petri et al., 2014). It has been reported 

that folate deficiency and DNA hypomethylation can lead to misexpression of miRNAs which 

in turn may substantially affect neural development (Shookhoff and Gallicano, 2010). Among 

the subset of miRNAs known to be regulated by DNA methylation (Sato et al., 2011), let-7 

(lethal 7) and miR-34 are believed to exert a requisite role at various steps of cerebral 

development, while they would influence the occurrence of NTDs (Maller Schulman et al., 

2008; Shookhoff and Gallicano, 2010). 
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It was recently shown that methyl donor deficiency (folate, B12) during the embryofetal 

period in the rat causes overexpression of miR-124, resulting in the loss of Stat3 signaling and 

in a substantial impairment of brain development (Kerek et al., 2013). In order to identify 

further mechanisms underlying the effect of maternal B-vitamin status on neural tube and 

brain development, in line with potential epigenetic dysregulations, we investigated the 

participation of let-7 and miR-34 as well as of their related pathways in the consequences of 

methyl donor deficiency both in vivo on a validated rat model of maternal deficiency (Blaise 

et al., 2007; Daval et al., 2009) and in vitro in hippocampal progenitors (Akchiche et al., 

2012). In addition, since folate supplementation is classically prescribed to women until the 

end of the first trimester of pregnancy in several countries, we aimed to test whether a later 

vitamin supply (i.e. during the last trimester, corresponding to the third week of gestation in 

the rat) could exert beneficial effects on fetus brain outcome. 
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MATERIALS AND METHODS

Animals and tissue collection 

In vivo experiments were performed on a validated animal model of methyl donor deficiency 

(Blaise et al., 2007; Daval et al., 2009). They were conducted in accordance with the 

international guidelines for the care and use of laboratory animals, and were approved by the 

local University Research Ethics Board. Wistar rats (Charles River, l'Arbresle, France) were 

maintained under standard laboratory conditions, on a 12-hour light/dark cycle, with food and 

water available ad libitum. One month before mating, adult females were fed either a standard 

diet (Maintenance diet M20, Scientific Animal Food and Engineering, Villemoisson-sur-

Orge, France) or a methyl donor deficient (MDD) low-choline diet lacking folate and vitamin 

B12 (Special Diet Service, Saint-Gratien, France). Methionine content (~0.4%) was similar in 

both diets. In the supplementation protocol, folic acid (the synthetic form of folate, Sigma-

Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) diluted in condensed milk was given per os at the 

dose of 3 mg/kg per day in a final volume of 1 mL to dams from embryonic day 13 (E13) to 

E20. Matched control dams received the same volume of vehicle (i.e., 1 mL condensed milk) 

over the same period. Whatever the maternal diet, fetuses were collected at E9, E13, E16 or 

E20. They were euthanized by excess isoflurane, and then weighed and evaluated 

morphologically with the aid of a BX51WI microscope (Olympus, Rungis, France) coupled to 

a ProgRes MF cool camera (Jenoptik, Jena, Germany). For biochemical analyses, the brains 

were rapidly harvested and the midbrain was dissected before freezing in liquid nitrogen and 

stored at -80°C. For immunochemistry, brains were immediately fixed in 4%-

paraformaldehyde (24-48h) at 4°C, dehydrated and included in paraffin. Microtome-generated 

12-�m sagittal brain sections were then mounted onto glass slides and stored at ambient 

temperature. In addition, blood samples were collected from dams for subsequent analyses. 

Measurement of maternal plasma concentrations of homocysteine, vitamin B12 and 

folate and offspring tissue concentrations of SAM and SAH 

Homocysteine concentrations were measured by HPLC (Waters, St. Quentin, France) coupled 

with mass spectrometry (Api 4000 Qtrap; Applied Biosystems, Courtaboeuf, France) (Ducros 

et al., 2006). Vitamin B12 and folate concentrations were measured by radio-dilution isotope 

assay (simulTRAC-SNB; ICN Pharmaceuticals, Versailles, France) (Chery et al., 2002). SAM 

and SAH concentrations were measured in tissue homogenates using high-performance liquid 

chromatography adapted from Delabar et al. (1999). Proteins were precipitated with 0.2N 

HClO4 before injection on the column (Lichrospher, 100 RP-C18, 5 µm, 250 x 4 mm ID). 

The mobile phase, consisting of 50 mmol/L sodium phosphate (pH 3.2), 10 mmol/L heptane 

sulfonate, and acetonitrile (10-20% from 0 to 20 minutes), was applied at 0.75 mL/min flow 

rate. Amounts of SAM and SAH were quantified using a UV detector set at 254 nm. 

DNA methylation 

Global DNA methylation was quantified in brain tissues at E20 by using the Methylamp� 

Global DNA Methylation Quantification Kit (Epigentek, Euromedex, Mundolsheim, France), 
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as previously described (Wang et al., 2012). According to the manufacturer�s instructions, the 

methylated fraction of DNA can be recognized by a 5-methylcytosine antibody and quantified 

through an ELISA-like reaction. The amount of methylated DNA is proportional to the OD 

intensity. 

Histopathological analyses 

For basic histopathological investigations, brain sections were stained with the DNA 

fluorochrome 4,6-diamidino-2-phenylindole (Dapi, Sigma-Aldrich) for the measurement of 

thickness of specific brain layers. 

For skeletal analysis, the procedure adapted from Wallin et al. (1994) involves complete 

skinning of fresh eviscerated rat embryos following a 24 h-immersion in 95% ethanol. 

Skeletons were stained for 48 h with 1% Alcian blue dye, diluted in an ethanol/acetic acid 

mix, specific for cartilage staining. Skeletons were then macerated in 2% KOH until bones are 

visible, and stained for 24 h with 0.12% Alizarin red dye diluted in KOH, specific for bone 

staining. Specimen were finally cleared and hardened in glycerol/ethanol baths and stored in 

87% glycerol. Detailed observations and measurements were performed by means of the 

Cell® software (Olympus). 

Cell cultures 

H19-7/IGF-IR cell line (ATCC# CRL-2526) was conditionally immortalized from embryonic 

day 17 rat hippocampi with a temperature-sensitive simian virus 40 (SV40) large tumor 

antigen (Eves et al., 1992). Cells were seeded at a density of 3x105 cells per well in 24-well 

plates (Falcon, Dutscher, Brumath, France) precoated with poly-L-lysine in high-glucose 

Dulbecco�s modified Eagle�s medium (DMEM) supplemented with 10% fetal calf serum, 50 

U/mL penicillin, 50 U/mL streptomycin, 2 mM glutamine and 1 mM sodium pyruvate, as 

previously described (Akchiche et al., 2010; Akchiche et al., 2012). For homogeneity, the 

same lot of serum was used throughout all experiments. Cells were allowed to proliferate at 

the temperature of 33°C in 95% air/5% CO2. Selection was maintained with 200 �g/mL 

G418. Because standard DMEM does not contain vitamin B12, methyl donor deficiency was 

induced by using DMEM lacking vitamin B9 (Invitrogen, Cergy-Pontoise, France). After 24h, 

cells were washed and shifted to the non-permissive temperature (39°C) for induction of their 

differentiation in high-glucose-DMEM (with or without B9) containing 1% fetal calf serum, 

N2 supplement (Invitrogen), 0.11 mg/mL sodium pyruvate and 2 mM glutamine. 

Immunohistochemistry 

In addition to brain sections used for immunohistological analysis, cells cultured on poly-L-

lysine-precoated glass coverslips were washed, fixed with 4% paraformaldehyde, and 

permeabilized with 0.1% Triton X-100 (Sigma-Aldrich), as reported by Akchiche et al.

(2012) and Kerek et al. (2013). Nonspecific binding sites were blocked in phosphate-buffered 

saline containing 1% bovine serum albumin (BSA) and incubation was performed overnight 

with an antibody against one of the following proteins: Trim71 (goat polyclonal, 1/200, 

USBiological, Euromedex, Souffelweyersheim, France), Dll1 (sheep polyclonal, 1/200, 

USBiological), Notch1 (Rabbit monoclonal, 1/200, Cell Signaling Technology), Hes1 (rabbit 

monoclonal, 1/200, Cell Signaling Technology), Mash1 (rabbit polyclonal, 1/200, Abcam), 
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actin (goat polyclonal, 1/200, Santa Cruz Biotechnology, Clinisciences, Nanterre, France), 

NF68 (rabbit polyclonal, 1/300, USBiological). After a washing step, immunoreactivity was 

assessed by incubation in the presence of an appropriate secondary anti-IgG antibody 

conjugated to AlexaFluor for 1h at 25°C (1/1000, Life Technologies, Saint-Aubin, France). 

Control experiments were conducted by omitting the primary antibody. Immunofluorescence 

visualization, image acquisition (x20 and x60 magnification) and unbiased cell counts in 

randomly selected fields were performed with a BX51WI microscope (Olympus) coupled to a 

ProgRes MF cool camera (Jenoptik) or a confocal microscope (Nikon Instruments, 

Champigny sur Marne, France) and analyzed by Cell® software. 

Western blotting 

Biological samples were obtained from the brains of six E20 fetuses. Following protein 

extraction with RIPA buffer, Western blot analyses were performed using standard procedure 

with chemiluminescence using ECL system (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France), as 

previously detailed (Akchiche et al., 2010). Antibodies against the following proteins were 

used: Trim71 (goat polyclonal, 1/1000, LSBio, Clinisciences), Dll1 (sheep polyclonal, 

1/1000, USBiological), Notch1 (Rabbit monoclonal, 1/1000, Cell Signaling Technology), 

Hes1 (rabbit monoclonal, 1/1000, Cell Signaling Technology), Mash1 (rabbit polyclonal, 

1/1000, Abcam, Paris, France). 

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH, chicken monoclonal, 1/1000, 

Millipore, Fontenay-sous-Bois, France) was used as an internal standard. 

Polyvinylidenedifluoride membranes were incubated for 1h at room temperature with the 

corresponding horseradish peroxidase-conjugated preadsorbed secondary antibody (1/2000, 

Santa Cruz). 

RNA extraction 

Biological samples were obtained from the brains of three to six E16 and  E20 fetuses. Total 

RNA was extracted from 0.5 mg of embryonic midbrain tissues and from H19-7 cells (102 to 

107 cells) and using the mirVana®miRNA Isolation kit (Applied Biosystems, Foster City, 

CA, USA) following the manufacturer's instructions, and as previously described by Kerek et 

al. (2013). miRNA were isolated using a two-step procedure. In the first step, samples were 

disrupted in a denaturing lysis buffer, and then subjected to acid-phenol/chloroform 

extraction. The second step consisted on purification over glass-fiber filter that immobilizes 

the RNA which was later eluted using RNase-free water. According to the manufacturer�s 

instructions, no enrichment procedure is needed while isolating miRNA for expression 

profiling using miRNA arrays. The concentration and purity of RNA were determined at 

260/280 nm by using a nanodrop spectrophotometer (Multiskan GO). 

Analysis of let-7a and miR-34a expression 

TaqMan RT-qPCR: Two-step real-time PCR was used to analyze the expression of 

microRNAs. In the first step total RNA was reverse transcribed using miRNA-specific RT 

primers (rno-let-7, rno-miR-34 and U6SnoRNA) and a TaqMan® MicroRNA Reverse 

Transcription Kit (Applied Biosystems, Villebon-sur-Yvette, France). miRNA expression was 

analyzed using TaqMan microRNA assays (Applied Biosystems), according to the 
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instructions of the manufacturer. The RT reaction was performed in 15 µL volume, containing 

1µg RNA sample, 3 µL primer, and master mix adjusted to 15 µL/reaction. Products of RT 

reaction (1.33 µL) were used in a real-time PCR reaction, which also included 10 µL of the 

TaqMan Universal Master Mix II, and 1 µL TaqMan miRNA assay containing the sequence-

specific primers of either the target miRNA (let-7: UGAGGUAGUAGGUUGUAUAGUU, 

miR-34: UGGCAGUGUCUUAGCUGGUUGU) or the U6SnoRNA 

(CACGAATTTGCGTGTCATCCTT) used as an endogenous control for normalization. Real-

time PCR was carried out by means of a Step One Plus Real-Time PCR System (Applied 

Biosystems). Incubations were performed in a 96-well plate at 95°C for 10 min for enzyme 

activation, followed by 40 cycles of PCR: denaturation (95°C for 15 sec), and 

annealing/extending (60°C for 2 min). Data analysis was performed with the software 

provided by the manufacturer (Step One Plus). 

In situ hybridization: The in situ detection of let-7 and miR-34 was performed on paraffin 

embedded sections from normal and methyl donor deficient brain tissues by locked nucleic 

acid (LNA)-oligo in situ hybridization, as previously described by Kloosterman et al. (2006). 

Briefly, the slides were deparaffinized in xylene, rehydrated in decreasing concentrations of 

ethanol, and treated with proteinase-k for nucleic acid release. Slides were then re-dehydrated 

and prehybridized in hybridization buffer with 0.5 nm specific probe (LNA-modified and 

digoxygenin (DIG)-labeled oligonucleotide, Exiqon, Copenhagen, Denmark) complementary 

to let-7 (AACTATACAACCTACTACCTCA ) or miR-34 

(ACAACCAGCTAAGACACTGCCA). Sections were then washed in saline sodium citrate 

buffer, followed by blocking in Denhardt solution 1x in a humidified chamber. Slides were 

then incubated with anti-DIG antibody (1/500, Roche Applied Science) for 1h at room 

temperature, washed in PBS-T and then immunoreactivity was assessed in the presence of a 

matching secondary antibody conjugated to AlexaFluor (1/2000, Molecular Probes) for 1h at 

room temperature. Positive controls (snoRNA U6B, Exiqon: 

CACGAATTTGCGTGTCATCCTT) were used for each hybridization experiment. 

Small interfering RNA (siRNA) and cell transfection

Let-7 and miR-34 expression in cell cultures was silenced using small interfering RNA. The 

siRNA oligonucleotide duplexes were purchased from Ambion (Applied Biosystems) for 

targeting the rat let-7 (hsa-let-7a-5p) or miR-34 (hsa-miR-34a-5p) in H19-7 cells. The siRNA 

sequence is (sense strand indicated): 5�- UGAGGUAGUAGGUUGUAUAGUU-3�for let-7, 

5�-UGGCAGUGUCUUAGCUGGUUGU-3� for miR-34, and mirVana� miRNA Inhibitor 

Negative Control #1 was used as control for evaluation of the effect of the experimental 

miRNA inhibition. siRNA duplexes (25 nM final concentration for the first transfection then 

10 nM for the second day re-transfection) were transfected with lipofectamine RNAiMax 

(Invitrogen). Three days post-transfection, cells were harvested for RNA or protein extraction.  

Micro RNA Targets RT² Profiler PCR Arrays 

Rat microRNA Targets RT² Profiler PCR Arrays (Qiagen, Courtaboeuf, France) in a 96-well 

plate format were used to monitor the expression of the most relevant experimentally 

documented or bioinformatically predicted gene targets for let-7a and miR-34a. Biological 

samples were obtained from the brains of two to three E20 fetuses and were tested in 
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duplicate in separate plates. Total RNA was purified using the RNeasyPlus Mini Kit (Qiagen). 

Following manufacturer�s instructions, total RNA was reverse transcribed using RT² First 

Strand kit. Reaction was performed in the iCylcler instrument (Bio-Rad). The reaction 

includes a gDNA elimination step. The RT reaction was performed in a 20 µL volume 

containing 10 µL of gDNA-free RNA (500 ng RNA, 2 µL gDNA elimination buffer and 

RNase-free water) and 10 µL of RT mix (4 µL RT buffer, 1 µL primer and external control, 2 

µL RT enzyme mix and 3µL RNase-free water). Products of RT reaction were mixed with 

91µL of RNase-free water for a final template volume of 111µL. For PCR reaction, 1350 µL 

RT² SYBR Green mastermix and 1248 µL RNase-free water were added. 25 µL of PCR 

components were added to each well of the 96-well plate. Real-time PCR was carried out on a 

Step One Plus apparatus (Applied Biosystems). Plates were incubated at 95°C for 10 min for 

enzyme activation, followed by 40 cycles of PCR: denaturation (95°C for 15 sec), and 

annealing/extending (60°C for 1 min). Data analysis of the transcription of 84 separate genes 

was performed with the software provided by the manufacturer (Step One Plus). 

Statistical analysis 

Data were analysed with Statview 5 software for Windows (SAS Institute, Berkley, CA, 

USA). They were compared by using one-way analysis of variance (ANOVA) with Fisher�s 

test. P-value <0.05 was considered to indicate significance. 
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RESULTS

Methyl donor deficiency is associated with various developmental abnormalities and 

defective closure of the posterior and cephalic parts of the neural tube: beneficial effects 

of folic acid supplementation 

As previously documented in the same animal model (Kerek et al., 2013), early methyl donor 

deficiency was associated with global intrauterine growth retardation, as reflected by a 

significant reduction of body weight, body length and femur length at the stage of embryonic 

day 20 (E20) (Figure 1A-C). This could be corrected at least partly by folic acid 

supplementation during the last third of gestation. Morphologic abnormalities were detected 

in ~20% of deficient embryos at E9, E13 and E16, but not, or very exceptionally, in controls 

(Figure 1D). They were still present at E20, but at a somewhat lower rate (Figure 1E), 

presumably due to spontaneous abortions of the most affected fetuses. In addition to marked 

growth retardation, these abnormalities include syndactyly and related malformations such as 

atrophied digits, conjoined fetuses, as well as various signs indicative of spina bifida, such as 

�twisted tail� (12%) and open vertebral canal (Figure 1F- H), in addition to delayed 

ossification and fused vertebrae. Following folic acid supplementation, the occurrence of 

morphologic abnormalities was consistently reduced (Figure 1E). Whereas twisted tail was 

not detected in supplemented E20 fetuses, opening of the vertebral canal was still present, but 

to a smaller extent, as illustrated on Figure 1H. 

While brain weight at E20 was reduced in the same proportions as body weight (about 15%) 

following exposure to methyl donor deficiency, thicknesses of selective brain layers such as 

the hippocampal CA1 pyramidal layer, the granular cell layer of the dentate gyrus and the 

neurogenic subventricular zone (SVZ) were more dramatically affected (from 25 to 40%) 

(Figure 2A-D). Again, belated supplementation allowed significant reduction of these defects. 

Importantly, early deficiency was associated, at this developmental stage, with delayed 

closure of the cephalic parts of the neural tube, as reflected by improper interhemispheric 

junction and open cerebellar vermis that could be largely prevented by folic acid 

supplementation (Figure 2E). As illustrated by Figure 2F, the occurrence of open cerebellar 

vermis at E20 varied from 41% in deficient fetuses to ~3% in controls and supplemented 

counterparts. 

Methyl donor deficiency increases expression levels of let-7 and miR-34: reversion by 

folic acid supplementation 

When studied by TaqMan RT-qPCR, let-7a expression patterns showed a significant increase 

(by 2.5 fold) in the midbrain extracts from E20 fetuses exposed to methyl donor deficiency, 

and such an effect was reversed by folic acid supplementation (Figure 3A). Let-7 levels were 

increased by the same order of magnitude in vitro in differentiating hippocampal progenitors 

lacking folate (Figure 3B). Similar observations could be made regarding the expression 

patterns of miR-34a (Figure 3C-D). This was confirmed by in situ hybridization in various 

brain areas including the hippocampus, the cerebral cortex and the cerebellum 

(Supplementary Figures S1-S2). 
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Early methyl donor deficiency alters the expression pattern of a wild range of genes 

influenced by let-7 and miR-34 and involved in various aspects of development 

As shown by Figures 4 and 5, microarray approach revealed that methyl donor deficiency was 

associated with an overall decreased expression of known or predicted target genes analyzed. 

More specifically, the average downregulation of let-7a targets was above 6-fold in brain 

tissues issued from deficient fetuses, 95% being downregulated by more than 3-fold. Among 

them, 12 target genes were identified to participate to embryonic development and cell fate 

(Figure 4C), while others are involved in cell migration, cytoskeleton organization, cell cycle, 

and RNA trafficking, as indicated in supplementary data (Supplementary Figure S3). Folic 

acid supplementation reduced significantly the dysregulation of almost all target genes 

affected by deficiency conditions. Regarding miR-34a, the average downregulation of its 

targets was ~5-fold in deficient samples, 96% being downregulated by more than 3-fold 

(Figure 5A-B). Fifteen target genes were related to embryonic development and cell fate 

(Figure 5C), while others are involved in cell migration, axon guidance, cell cycle, and 

vesicular trafficking(Supplementary Figure S4).Again, folic acid supplementation was able to 

improve gene expression. 

Methyl donor deficiency affects protein expression levels of known downstream 

pathways of let-7 and miR-34: reversion by folic acid supplementation 

In the present study, we chose to investigate Trim71 which is a key effector of the let-7 

microRNA pathway that promotes cell proliferation and inhibits differentiation to control 

various developmental processes (Escedi and Grosshans, 2013). Western blot analysis showed 

that the expression level of Trim71 in the fetus midbrain was repressed at E20 consecutively 

to methyl donor deficiency, whereas it was restored to normal level following folic acid 

supplementation (Figure 6A).  

The Notch receptor ligand delta-like 1 (dll1) is a target of miR-34, and during morphogenesis 

of the central nervous system, differentiation of neural progenitors is known to be inhibited by 

hairy and enhancer of split homolog 1 (Hes1) whereas it is stimulated by mammalian achaete-

scute complex homolog 1 (Mash1) (Ishibashi, 2004). We therefore focused our study more 

specifically on Notch signaling pathway. Under deficiency conditions, midbrain expression 

levels of dll1, Notch1 and Hes1 were noticeably reduced, whereas the expression of Mash1 

was more elevated (Figure 7A). When folic acid supplementation was applied, the expression 

of the various proteins in deficient fetuses was similar to controls. 

Silencing let-7 and miR-34 restores their related pathways and contributes to rescue 

cells exposed to folate deficiency

Let-7 siRNA, that repeatedly inhibited the expression of let-7a by >85% after quantification 

by TaqMan RT-qPCR, increased Trim71 levels in both control and folate-deficient H19-7 

cells at 13 h after induction of their differentiation (Figure 6C). The detrimental role of 

increased let-7 in folate-deficient progenitors was further supported by cell morphology of 

differentiating progenitors (Figure 6D-F). Indeed, folate deficiency was accompanied at 13h 

of differentiation by a strong reduction of the number and length of neural processes, as 

previously documented (Akchiche et al., 2012). In the present study, the downregulation of 

let-7a by siRNA led to a noticeable restoration of these processes. Although the treatment by 
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let-7 siRNA slightly modified cell characteristics in control progenitors, reflecting increased 

branching projections, both the number of neurites per cell and the axon length were 

significantly augmented in folate-deficient cells treated by let-7 siRNA as compared with 

those treated by non-targeting siRNA (Figure 6D-F).

Whereas the use of non-targeting siRNA (Si-) had no patent effect on the expression of Notch 

signaling proteins in differentiating cells, silencing miR-34a increased significantly the 

expression of ddl1, Notch1 and Hes1, while protein amounts of Mash1 were reduced (Figure 

7B). As for let-7, miR-34 siRNA had beneficial effects on the morphological characteristics 

of deficient cells (Figure 7D-E and Supplementary Figure S5). 
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DISCUSSION

In the present study, we provide the first evidence that the epigenetic misexpression of let-7 

and miR-34, along with the disruption of their related pathways would be key players in the 

deleterious effects of early methyl donor deficiency on the anatomical and functional 

development of the central nervous system. While it cannot fully prevent early-occurring 

NTDs such as spina bifida, maternal supplementation with folate during the period 

corresponding to the last trimester of pregnancy in women appeared to help preserve a normal 

development, at least partly through restoring let-7 and miR-34normal expression. 

In our animal model, maternal exposure to methyl donor deficiency is associated with various 

developmental abnormalities in embryos and fetuses, such as spontaneous abortion, 

intrauterine growth retardation, malformations, and delayed ossification. Underdeveloped 

skeleton has been already reported in relationship with low folate status in the 

periconceptional period or following low paternal dietary folate (Lambrot et al., 2013). Also, 

there was a high prevalence of apparent NTDs. These include defective closure of the 

posterior neural tube as reflected by �twisted� tail and open spinal canal, both signs being 

suggestive of spina bifida. Such developmental disorders in line with folate and/or vitamin 

B12 deficiency have been largely reported (Kirke et al., 1993; Beaudin and Stover, 2007; 

Molloy et al., 2008). In addition to a concomitant global atrophy of the brain in deficient 

pups, we frequently observed improper interhemispheric junction and unclosed cerebellar 

vermis, suggesting developmental anomalies of the cephalic part of the neural tube. The 

embryonic development of NTDs is complex, with diverse cellular and molecular 

mechanisms operating at different levels of the body axis. Although homocysteine was shown 

to be embryotoxic, it did not appear to be directly responsible for NTDs (Greene et al., 2003), 

and the mechanisms underlying the effect of maternal B-vitamin status on neural tube 

development remain elusive. 

Neurulation, which is conventionally divided into primary and secondary phases, is a 

fundamental event of embryogenesis that culminates in the formation of the neural tube, the 

precursor of the brain and spinal cord, and neural tube closure is an essential step in the 

development of the central nervous system (Copp and Greene, 2013). The neuroepithelium is 

entirely proliferative during neurulation. Cells begin to exit the cell cycle, with the onset of 

neuronal differentiation, only after neural tube closure is complete. Accurate control of 

proliferation, differentiation and apoptosis of neural cells is crucial for proper development 

and maturation of the nervous system. This requires the temporal expression of specific gene 

sets, most of them being influenced by epigenetic processes (Meza-Sosa et al., 2012; Boland 

et al., 2014). In this respect, regulation of gene expression by microRNAs is proving to be 

essential for the neurogenic process (Meza-Sosa et al., 2014). Under the conditions of methyl 

donor deficiency, we observed a disruption of the expression of let-7 and miR-34 and their 

related pathways. Among the microRNAs relevant to vertebrate nervous system development, 

the highly conserved let-7a microRNA would constitute a key regulator of neural cell 

proliferation and differentiation (Büssing et al., 2008), and has been tightly associated with 

the occurrence of NTDs (Maller Schulman et al., 2008). Depending on the experimental 

models used, it was reported that let-7a could act through various pathways involving the 

participation of transcription factors such as Abrupt, Sox2, Tlx or cell cycle regulators such as 
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CDK/Cyclin complexes (Cimadamore et al., 2013; Hartl and Grunwald Kadow, 2013),

contributing to the overall effect of let-7 on increasing the number of cells in the G1 phase of 

the cell cycle. In the present study, we chose to further investigate the well-established target 

of let-7, Trim71 (also called Lin41), which is required for embryonic development and proper 

neural tube closure (Lin et al., 2007; Maller Schulman et al., 2008). According to the study by 

Maller Schuman et al. (2008) in the mouse, Trim71 is necessary for initiation and correct 

closure of the neural tube at the midbrain/hindbrain border. Belonging to the family of Trim-

NHL ubiquitin ligases, Trim71 is highly expressed in undifferentiated cells, such as 

embryonic stem cells, but becomes rapidly down-regulated upon differentiation, in response 

to the rise of let-7 levels (Rybak et al., 2009). It was reported to cooperate with microRNAs to 

repress Cdkn1a expression and promote embryonic stem cell proliferation (Chang et al., 

2012). The data available suggest a role for Trim71 in the maintenance of stem cell identity 

and/or inhibition of premature differentiation. In our experimental models of methyl donor 

deficiency, we observed a strong increase in let-7a expression, especially in rat pups at the 

E20 stage and in differentiating progenitors, along with significantly lower levels of Trim71 

protein. These results are consistent with the relatively high prevalence of anomalies of the 

cephalic part of the neural tube depicted in E20 rat pups. Regarding miR-34, its expression 

levels were also found to be significantly higher under methyl donor deficiency. Described as 

belonging to a �late-brain development� expression cluster in the mouse (Thomson et al., 

2004), miR-34a regulates numerous target genes involved in cell cycle, apoptosis, 

differentiation, and neuron maintenance (Chen and Hu, 2012). More specifically, an increase 

in the expression of miR-34a leads to a decrease of dll1, which mediates its effects by binding 

to the Notch receptor, causing its proteolytic cleavage and release of the Notch intracellular 

domain (Machka et al., 2005). Notch is known to play a role in the developing central nervous 

system by inhibiting neuronal differentiation and maintaining neural precursor cells. Hes1, a 

major downstream target of Notch, suppresses neuronal differentiation by repressing 

expression of, amongst other targets, the activator-type bHLH gene Mash1 (Kageyama et al., 

2005). In the present study, all the above-mentioned members of the Notch signaling pathway 

were dramatically affected by methyl donor deficiency. This would finally result in decreased 

cell proliferation and premature neuronal differentiation (Hatakeyama et al., 2004). Taken 

together, our data therefore suggest that the alterations observed in let-7 and miR-34 pathways 

in response to methyl donor deficiency may participate to a disruption of the 

proliferation/differentiation balance, resulting in improper development of the central nervous 

system, and influencing the occurrence of NTDs. As pointed out by Copp et al. (2003), 

premature differentiation in the neuroepithelium might render the neural plate mechanically 

inflexible and prevent dorsolateral bending, interfere with the release of neural crest cells or 

inhibit the adhesion process that is necessary for neural fold fusion. Furthermore, 

overexpression of miR-34a has been reported to alter neurite outgrowth and synaptogenesis, 

with functional consequences, in particular at the electrophysiological level (Agostini et al., 

2011). Such observations are consistent with our previous findings in developing 

neuroprogenitors showing that folate deprivation markedly affects cell polarity, neurite 

outgrowth, vesicular transport and synaptic function and plasticity (Akchiche et al., 2012). 

Finally, the methyl donor deficiency-associated poorer scores recorded in the homing test at 

postnatal days 5-16 are in good correlation with the observation of persisting atrophy of some 
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brain cell layers, notably in the hippocampus, in rat pups exposed to the same conditions of B-

vitamin deficiency as in the present study (Kerek et al., 2013), suggesting long-lasting 

functional defects. 

Our experimental conditions reduced methyl donor availability, and affected the one-carbon 

metabolism and thus methylation capacities, as previously documented both in the rat progeny 

(Blaise et al., 2007; Bossenmeyer-Pourié et al., 2010; El Hajj Chehadeh et al., 2014) and in 

H19-7 neuroprogenitors (Akchiche et al., 2012). Whereas periconceptional administration of 

folic acid is recognized for its beneficial effects, questions remain about the optimal dose and 

appropriate periodicity of folic acid supplementation. Indeed, folate deficiency during late 

gestation decreases progenitor cell proliferation and increases apoptosis in fetal mouse brain 

(Craciunescu et al., 2004; 2010). In addition, it has been reported that differences in birth 

weight and neurocognitive development related to environmental factors are most likely 

initiated during the second and third trimesters of pregnancy (Raznahan et al., 2012). 

Consecutively to our protocol of belated supplementation, metabolic features were 

ameliorated, along with lower levels of homocysteine, and we observed a reduction of 

structural and functional (homing test) defects taking place during the peak of brain 

maturation in the perinatal period. Most importantly, folic acid supplementation helped 

restoring the levels of let-7 and miR-34 and their respective targets. 

As recently reviewed by Imbard et al. (2013), several mechanisms have been proposed to 

account for the role of folate and other methyl donors such as vitamin B12 during 

embryogenesis. They include decreased oxidative stress and increased nucleotide 

biosynthesis, facilitating DNA replication. Since folate and vitamin B12 are involved in the 

methylation pathway, several authors have pointed out that disturbed methylation and related 

epigenetic changes could be responsible for developmental abnormalities and birth defects 

(Afman et al., 2005; Dunlevy et al., 2006; Greene et al., 2011). This is supported by the 

deleterious effects of polymorphisms in genes involved in the methylation pathway such as 

methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR), a key enzyme of folate metabolism implied in 

homocysteine remethylation (Botto and Yang, 2000; Yan et al., 2012), and whose activity is 

affected in our animal model (Blaise et al., 2009). Interestingly, MTHFR is a predicted target 

of miR-34a (Shookhoff and Gallicano, 2010). An increase in miR-34a would lead to a 

decrease in MTHFR expression, reducing methionine amounts to finally decrease methylation 

reactions and increase homocysteine levels. 

In conclusion, we showed that methyl donor deficiency was associated with enhanced 

expression of let-7a and miR-34a, with subsequent alterations of their development regulatory 

targets such as Trim71 and Notch signaling partners. The latter data are consistent with the 

previous demonstrations that folic acid is able to stimulate Notch signaling, including Hes1 

transcription, and promotes cell proliferation in neural stem cells (Zhang et al., 2008; Liu et 

al., 2010; Ichi et al., 2010). Taken together, the positive impact observed after folic acid 

supplementation and following siRNA strategy, along with the associated normalization of 

let-7 and miR-34, strengthen the potential role of these microRNAs and their related signaling 

pathways in the developmental defects consecutive to gestational methyl donor deficiency. By 

using the microarray approach, the identification of new putative target genes affected in 

response to methyl donor deficiency via let-7 and miR-34 warrants further investigations. 
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Finally, our data support the likely usefulness of late folate supplementation in at risk women. 

According to the �fetal programming� hypothesis, gestational exposure to appropriate 

concentrations of methyl donors may help reduce the susceptibility to certain diseases in 

adulthood, by favorably influencing epigenetic profiles (Li et al., 2014). 
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FIGURE LEGENDS 

Figure 1: Effects of methyl donor deficiency and folic acid supplementation on rat fetus 

morphometric properties and developmental abnormalities. (A-C) General morphometric 

measurements in control (C), methyl donor deficient (MDD), supplemented control (C-B9) 

and supplemented deficient (MDD-B9) fetuses at embryonic day (E) 20 (10 � n � 81). Data 

are reported as means ± standard deviation. Statistically significant differences between 

control and MDD rats: **P<0.01, between MDD and supplemented MDD: °°P<0.01. (D-E) 

Occurrence of developmental abnormalities in control and MDD fetuses at E9, E13 and E16 

stages (15 � n � 38), and following folic acid supplementation at E20 (37 � n � 64). 

Statistically significant differences between control and MDD rats: **P<0.01, between MDD 

and supplemented MDD: °°P<0.01. (F) Illustrations of developmental abnormalities 

occurring in methyl donor deficient rats: growth retardation, conjoined fetuses, digit 

malformations. (G) Prevalence of �twisted tail� in controls, MMD and supplemented rats. (H) 

Photographs of the vertebral canal (Alcian blue/Alizarin red staining) in the various 

experimental groups (square brackets delineate open canal). 

Figure 2: Brain defects associated with methyl donor deficiency in rat fetuses: influence 

of folic acid supplementation. (A) Brain weight in control (C), methyl donor deficient 

(MDD), supplemented control (C-B9) and supplemented deficient (MDD-B9) fetuses at E20 

(15 � n � 29). Statistically significant differences between control and MDD rats: **P<0.01, 

between MDD and supplemented MDD: °°P<0.01. (B-D) thicknesses of hippocampal CA1 

pyramidal cell layer, granular cell layer of the dentate gyrus (DG), and subventricular zone 

(SVZ) at E20 (12 � n � 21). Statistically significant differences between control and MDD 

rats: **P<0.01, between MDD and supplemented MDD: °°P<0.01. (E) Improper 

interhemispheric junction and cerebellar vermis closure (delineated by dotted line areas) in 

MDD rat fetuses at E20, and beneficial effects of folic acid supplementation (arrows). (F) 

Prevalence of defective closure of the cerebellar vermis in the various experimental groups. 

Statistically significant differences between control and MDD rats: **P<0.01, between MDD 

and supplemented MDD: °°P<0.01. 

Figure 3: Effects of methyl donor deficiency on the expression of let-7 and miR-34: 

influence of folic acid supplementation. (A) Expression levels of let-7 in arbitrary units 

(AU) in the midbrains of control (C) and deficient (MDD) rat embryos at E16 and E20, and 

effects of folic acid (B9) supplementation. (B) Expression levels in control (C) and B9-

deficient (MDD) H19-7 hippocampal cells after induction of their differentiation. (C) 

Expression levels of miR-34 in the midbrains of control and deficient rat embryos, and effects 

of folic acid supplementation. (D) Expression levels in control and B9-deficient H19-7 cells. 

All data are reported as means ± S.D (12 � n � 24). Statistically significant differences 

between control and MDD: *P<0.05 and**P<0.01, between MDD and supplemented MDD: 

°P<0.05 and °°P<0.01. 
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Figure 4: Transcriptional alteration of relevant experimentally documented or 

bioinformatically predicted gene targets of let-7a in fetal brain under methyl donor 

deficiency: effects of folic acid supplementation. qPCR analysis was performed by means 

of Rat microRNA Targets RT² Profiler PCR Arrays (Qiagen) monitoring 84 specific genes. 

Biological samples were obtained from the brains of two to three E20 fetuses for each 

condition and were tested in duplicate in separate plates. (A) Mean downregulation (± S.D.) in 

methyl donor deficient (MDD) and supplemented deficient (MDD-B9) fetuses. (B) 

Percentage of genes downregulated by more than 3-fold. (C) Downregulation of selected 

target genes involved in embryonic development and cell fate. Statistically significant 

differences between MMD and MDD-B9: *P<0.05, **P<0.01. 

Figure 5: Transcriptional alteration of relevant experimentally documented or 

bioinformatically predicted gene targets of miR-34a in fetal brain under methyl donor 

deficiency: effects of folic acid supplementation. qPCR analysis was performed by means 

of Rat microRNA Targets RT² Profiler PCR Arrays (Qiagen) monitoring 84 specific genes. 

Biological samples were obtained from the brains of two to three E20 fetuses for each 

condition and were tested in duplicate in separate plates. (A) Mean downregulation (± S.D.) in 

methyl donor deficient (MDD) and supplemented deficient (MDD-B9) fetuses. (B) 

Percentage of genes downregulated by more than 3-fold. (C) Downregulation of selected 

target genes involved in embryonic development and cell fate. Statistically significant 

differences between MMD and MDD-B9: *P<0.05, **P<0.01. 

Figure 6: Effects of methyl donor deficiency and folic acid supplementation on Trim71, 

a target of let-7. Consequences of silencing let-7a on differentiating H19-7 cells. (A) 

Western blot analyses of Trim71 expression in the midbrain of control (C) and deficient 

(MDD) E20 fetuses and effect of acid folic (B9) supplementation. Similar findings were 

obtained from 3 other experiments. (B) Summary of events involved in the consequences of 

methyl donor deficiency in the rat brain (see discussion). (C) Expression levels of Trim71 and 

effects of let-7 siRNA in control (C) and folate-deficient (MDD) H19-7 cells at 13h after 

induction of differentiation (Si- = non-targeting siRNA, Si+ = let-7 targeted siRNA). 

Expression patterns are representative of 4 separate series of Western blots. (D) Average 

number of cell processes per cell. (E) Mean axon length. For (D) and (E): statistically 

significant difference with the respective control: *P < 0.05 and **P < 0.01; statistically 

significant difference between Si- and Si+: °P < 0.05 (n=5). (F) Representative influence of 

let-7 siRNA on cell morphology at 13h after induction of differentiation. Cells are colabeled 

with antibodies against actin (green) and NF68 (red) and their nuclei counterstained by Dapi 

(blue). 

Figure 7: Effects of methyl donor deficiency and folic acid supplementation on Notch 

signaling proteins, targets of miR-34. Consequences of silencing miR-34a on 

differentiating H19-7 cells. (A) Western blot analyses of Notch signaling proteins expression 

in the midbrain of control (C) and deficient (MDD) E20 fetuses and effect of acid folic (B9) 

supplementation. Similar findings were obtained from 3 other experiments. (B) Expression 

levels of Notch signaling proteins and effects of miR-34 siRNA in control (C) and folate-
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deficient (MDD) H19-7 cells at 13h after induction of differentiation (Si- = non-targeting 

siRNA, Si+ = miR-34 targeted siRNA). Expression patterns are representative of 4 separate 

series of Western blots. (C) Summary of events involved in the consequences of methyl donor 

deficiency in the rat brain (see discussion). (D) Average number of cell processes per cell. (E) 

Mean axon length. For (D) and (E): statistically significant difference with the respective 

control: *P < 0.05 and**P < 0.01; statistically significant difference between Si- and Si+: °P

< 0.05 (n=5). 

Supplementary information 

Supplementary Figure S1: Effects of methyl donor deficiency and folic acid 

supplementation on the expression of let-7a as depicted by in situ hybridization in the 

hippocampus, cerebellum and cerebral cortex from E20 fetuses. 

Supplementary Figure S2: Effects of methyl donor deficiency and folic acid 

supplementation on the expression of miR-34a as depicted by in situ hybridization in the 

hippocampus, cerebellum and cerebral cortex from E20 fetuses. 

Supplementary Figure S3: Downregulation of let-7a gene targets, according to their known 

functions, in methyl donor deficient (MDD) and supplemented deficient (MDD-B9) brain 

fetuses. Statistically significant differences between MMD and MDD-B9: *P<0.05, 

**P<0.01. 

Supplementary Figure S4: Downregulation of miR-34a gene targets, according to their 

known functions, in methyl donor deficient (MDD) and supplemented deficient (MDD-B9) 

brain fetuses. Statistically significant differences between MMD and MDD-B9: *P<0.05, 

**P<0.01. 

Supplementary Figure S5: Consequences of miR-34a silencing on the morphology of 

control and folate-deficient (MDD) H19-7 cells at 13h after induction of their differentiation 

(Si- = non-targeting siRNA, Si-miR-34a = miR-34a targeted siRNA). Cells are colabeled with 

antibodies against actin (green) and NF68 (red) and their nuclei counterstained by Dapi 

(blue). 
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Abbrevi

ation  

Name Function MDD MDD-B9 

Hoxa9 Homeobox A9 Embryonic  skeletal development 

 Anterior/posterior patterning 

-3.43 -1.55* 

Mycn V-myc myelocytomatosis viral 

related oncogene,  

Embryonic  skeletal system morphogenesis -4.67 -1.85** 

Mtpn Myotrophin Prenatal muscle differentiation  

Cerebellar development 

-4.95 -2.17** 

Tgfbr1 Transforming growth factor, beta 

receptor 1 

Embryonic  cranial skeletal system morphogenesis 

Anterior/posterior patterning 

-5.71 -2.38** 

Trim71 Tripartite motif-containing 71 Neural tube closure 

RNA-binding 

-3.54 -2.89 

Prdm1 PR domain containing 1 Germ cell lineage -4.43 -1.97** 

Wnt1 Wingless-type MMTV integration 

site family, member 1 

Cell fate and patterning during development 

Forebrain anterior/posterior pattern specification  

Midbrain-hindbrain boundary maturation 

-4.76 -2.48* 

Nr2e1 Nuclear receptor subfamily 2, 

group E, member 1 

Neural cell fate -4.37 -1.69** 

Col1a2 Collagen, type I, alpha 2 Skeletal system development, Notch signaling -4.93 -4.01 

Nphp3 Nephronophthisis 3 Wnt signaling, gastrulation, organ identity -6.08 -3.16** 

Gdf6 Growth differentiation factor 6, 

BMP13 

Spinal segmentation -5.48 -2.51** 

Pbx3 Pre-B-cell leukemia homeobox 3 Spinal cord development 

Lineage segregation 

-6.28 -1.97** 
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C. Embryonic development, Cell fate Down-regulation 

compared to control 

Abbrevi

ation  

Name Function MDD MDD-B9 

Met Met proto-oncogene Cerebral cortex development  -6.38 -3.13* 

Mycn V-myc myelocytomatosis viral 

related oncogene,  

Embryonic  skeletal system morphogenesis -4.96 -2.19** 

Dll1 Delta-like 1 Notch ligand, cell fate decision -5.26 -2.53** 

Jag1 Jagged 1 Notch ligand, cell fate decision -4.1 -2..7 

Notch1 Notch 1 receptor Notch signaling pathway, cell fate decision 

Brain development 

-5.58 -3.39* 

Notch2 Notch 2 receptor Notch signaling pathway, cell fate decision, 

left/right symetry 

-4.89 -3.06* 

Wnt1 Wingless-type MMTV integration 

site family, member 1 

 

Cell fate and patterning during development 

Forebrain anterior/posterior pattern specification  

Midbrain-hindbrain boundary maturation 

-4.81 -2.46** 

Axin2 Axin 2 Negative regulator of the Wnt signaling pathway 

Inhibitor of dorsal/ventral axis formation 

-5.26 -3.26* 

Lef1 Lymphoid enhancer binding 

factor 1 

Wnt signaling,  -3.84 -2.94 

Mllt3 Myeloid/lymphoid or mixed-

lineage leukemia (trithorax 

homolog, Drosophila) 

Wnt signaling, anterior/posterior specification -4.65 -2.01** 

Ddx17 

 

DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box 

polypeptide 17 

Poly(A) RNA binding Helicase 

Posterior embryonic development 

-4.62 -2.57* 

Dmwd Dystrophia myotonica, WD 

repeat containing 

Brain development, synaptic connection -4.93 -2.57* 

Trim 67 Tripartite motif-containing 67 Neuron projection development -4.95 -2.65 

Pdgfra Platelet derived growth factor 

receptor 

Embryonic cranial skeleton formation -4.68 -3.44 

Satb2 SATB homeobox 2 Embryonic pattern specification. 

Associated with cleft palate and mental retardation 

-2.92 2.58** 

B. 
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Cell migration, axon guidance, cytoskeleton Down-regulation 

compared to control 

Symbol  Name Function MDD MDD-B9 

Itgb3 Integrin, beta 3 Cell motility -4.42 -2.73 * 

Lrig2 Leucine-rich repeats and 

immunoglobulin-like domains 2 

Innervation, neurite outgrowth, synapses formation -5.92 -2.89* 

Nf2 Neurofibromin 2 (merlin) Cytoskeleton organization, embryonic development -5.09 -2.28** 

Plxnc1 Plxnc1 Cell motility, axon guidance -6.82 -3.07** 

Coll3a1 Collagen, type III, alpha 1 Axon guidance, cerebral cortex development -3.94 -2.70 

Let7a 

Cell cycle Down-regulation 

compared to control 

Ccna2 Cyclin A2 G1/S and G/2M transition -4.69 -1.82** 

Ccnd1 Cyclin D1 G/1S transition, Notch signaling -5.05 -3.00* 

Ccnd2 Cyclin D2 G1/S transition -4.42 -1.63** 

Cdc25a Cell division cycle 25 homolog A G1/S transition, DNA damage -5.48 -2.56* 

Cdc34 Cell division cycle 34 homolog  ubiquitin-mediated degradation of cell cycle G1 

regulators 

-5.39 -2.53* 

Cdk6 Cyclin-dependent kinase 6 G/1S transition, Notch signaling -4.43 -1.97** 

E2f1 E2F transcription factor 1 G/1S transition, Notch signaling, DNA damage -3.52 -2.19 

Uhrf2 Ubiquitin-like with PHD and ring 

finger domains 2 

G1 arrest -4.99 -2.28** 

Myc Myelocytomatosis oncogene 

 

p53-dependent G2 arrest, Notch signaling, Wnt 

signaling 

-6.47 -2.63** 

Ppp2r2a Protein phosphatase 2, 

regulatory subunit B, alpha 

isoform 

G2/M transition -5.59 -2.39* 

Cntrl Centrosomal protein 110 G2/M transition -6.10 -2.32** 

Cep135 Centrosomal protein 135 G2/M transition, implicated in microcephaly -6.05 -2.27** 

RNA trafficking Down-regulation 

compared to control 

Dicer Dicer 1, ribonuclease type III miRNA processing, cerebral cortex developement -5.79 -2.16** 

IGFBP1 Insulin-like growth factor 2 

mRNA binding protein 1 

mRNA stability -3.43 -1.81* 

Raver2 Ribonucleoprotein, PTB-binding 

2 

Poly(A) RNA-binding protein 

 

-6.30 -3.02** 

Lin28a Lin-28 homolog Pre-miRNA processing -11.70 -11.71 

IGFBP3 Insulin-like growth factor 2 

mRNA binding protein 3 

RNA binding, regulation of translation during late 

development 

-4.71 -2.35* 

Ago4 Eukaryotic translation initiation 

factor 2C, 4 

SiRNA mediated gene silencing, Stem cell 

maintenance 

-5.87 -2.71** 

Ddx19b DEAD (Asp-Glu-Ala-As) box 

polypeptide 19B 

RNA helicase, mRNA export from the nucleus -5.14 -2.21** 



Cell migration, axon guidance, cytoskeleton Down-regulation 

compared to control 

Symbol  Name Function MDD MDD-B9 

FoxP1 Forkhead box P1 Neuron migration, axon guidance, embryonic 

development 

-6.05 -2.08** 

Nav3 Neuron navigator 3 Neuron navigator family, axon guidance -6.19 -3.26* 

Nrn1 Neuritin 1 Promote neurites outgrowth -4.94 -3.05* 

Cd44 Cd44 molecule Adhesion molecule, cell migration, cartilage 

development, Wnt signaling 

-2.45 -2.36 

Myh9 Myosin, heavy chain 9, non-

muscle 

Cell motility -4.35 -3.04 

Coroc1c Coronin, actin binding protein 1C Cell motility -5.52 -2.78** 

Arpp19 CAMP-regulated phosphoprotein 

19 

NGF signaling, post-transcritional control of 

neuronal genes expression. 

-5.16 -2.76** 

Ctnnd2 Catenin (cadherin-associated 

protein), delta 2 

Cellular junction, post-synaptic density, brain 

development 

-4.91 -2.73* 

miR-34a 

Cell cycle Down-regulation 

compared to control 

Ccne2 Cyclin E2 G1/S transition, regulates Cdk2 -4.69 -2.74* 

Cdc25a Cell division cycle 25 homolog A G1/S transition, DNA damage -5.29 -2.88** 

Cdk4 Cyclin-dependent kinase 4 G1/S and G2/M transition -4.73 -2.42* 

Cdk6 Cyclin-dependent kinase 6 G/1S transition, Notch signaling -4.17 -2.07** 

E2f3 E2F transcription factor 3 Bind to pRB to regulate the expression of genes 

involved in the cell cycle 

-5.22 -2.74* 

Myc Myelocytomatosis oncogene 

 

p53-dependent G2 arrest, Notch signaling, Wnt 

signaling 

-6.69 -2.54** 

Vesicular trafficking, synapse Down-regulation 

compared to control 

Flot2 Flotillin 2 Neuronal signaling, caveloae-associated  

membrane protein 

-5.32 -2.64** 

Syt1 Synaptotagmin I Neurotransmitter exocytosis and vesicle trafficking -5.05 -2.99* 

Syn2 Synapsin II Synaptic vesicle trafficking -5.73 -2.89** 

Vat1 Vesicle amine transport protein 

1 homolog 

Cholinergic vesicle trafficking -4.90 -2.83* 

Neto1 Neuropilin (NRP) and tolloid 

(TLL)-like 1 

Synaptic plasticity -6.19 -2.28** 

Sar1a SAR1 homolog A  Vesicle mediated transport -4.62 -2.53* 

Trim9 Tripartite motif-containing 9 Synaptic vesicle exocytosis -5.45 -2.88* 

Snx15 Sorting nexin 15 Endosomal trafficking -4.96 2.46** 
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3
ème

 partie : Une carence précoce en donneurs de méthyles engendre

des altérations de la plasticité synaptique par dérégulation de l’activité 

des microARNs sur les récepteurs ionotropiques au glutamate. Effets 

bénéfiques d’une une supplémentation périnatale en folates. 

Objectif de l’étude 

Le développement cérébral est un phénomène dynamique dont le bon déroulement est 

lié à l’expression adaptée de facteurs intrinsèques (gènes du développement, …) pouvant être 

modulée par des facteurs extrinsèques (alimentation, médication, …). La période critique du 

développement correspond au 1
er

 tiers de la grossesse, au cours de laquelle toute anomalie

majeure conduit à un arrêt spontané du développement. Les deux derniers tiers consistent en 

une croissance des organes et à une maturation fonctionnelle. Pour certains organes comme le 

cerveau, la maturation se poursuit au-delà de la naissance. La période périnatale est le siège 

d’une maturation cérébrale structurale et fonctionnelle, notamment sous la dépendance de la 

stimulation du système nerveux central. L’activité des voies sensitives afférentes contribue à 

la mise en place des réseaux neuronaux par le biais de la sélection neuronale. La stimulation 

de certains circuits aboutit au renforcement et à la création de nouvelles synapses tandis que le 

manque de stimulation mène à leur élimination. La sélection neuronale, responsable de la 

destruction d’un grand nombre de synapses est indispensable à la maturation fonctionnelle du 

cerveau. C’est un processus long qui commence dès la naissance et s’achève au cours de 

l’adolescence, et qui constitue une étape primordiale de la maturation cérébrale puisqu’un 

défaut de sélection des circuits neuronaux contribue à diverses pathologies telles que 

l’épilepsie. 

Le modèle animal de carence gestationnelle en donneurs de groupements méthyles 

présente un certain nombre d’anomalies du neurodéveloppement, comme l’atrophie de 

couches intra-cérébrales, associée à un retard d’acquisition des fonctions motrices, 

d’apprentissage et de mémorisation. Le défit cognitif qui en résulte persiste chez les animaux 

adultes, après un retour à une alimentation normale au moment du sevrage. Les altérations 

comportementales observées pourraient être liées à un défaut de plasticité synaptique. Cette 

hypothèse est supportée par les résultats obtenus sur le modèle cellulaire qui présente une 
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atrophie axonale et une forte réduction du nombre de neurites associée à une réduction du 

nombre de bourgeons dendritiques.  

 La plasticité synaptique est un phénomène indispensable au processus de 

mémorisation à court et à long terme, essentiellement au niveau de l’hippocampe qui est le 

siège des processus impliqués dans la cognition. La plasticité synaptique est le résultat d’une 

balance entre deux mécanismes antagonistes : la potentialisation à long terme et la dépression 

à long terme. Ces deux mécanismes sont régulés par le nombre et l’activité des récepteurs au 

glutamate au niveau de la synapse. Chez le jeune individu, les récepteurs glutamatergiques 

AMPA1/2 et NMDA1/2A sont prédominants dans l’hippocampe. Une altération des gènes en 

condition de carence pourrait modifier l’expression de ces récepteurs ionotropiques, de même 

que leur activation par un défaut des mécanismes de phosphorylation et une altération des 

voies de signalisation liée aux récepteurs NMDA. 

 Les miRs interviennent à tous les stades du développement cérébral et sont des acteurs 

de la régulation des mécanismes de maturation. Nous avons montré que la carence fait varier 

un certain nombre de miRs dans différentes régions cérébrales dont l’hippocampe. Un panel 

de miRs interviendrait dans la plasticité synaptique, notamment miR-132 et miR-137 dont la 

présence module la synaptogenèse, mais aussi Let-7a, miR-9, miR-23a, miR-34a et miR-

124a. Parmi eux,  miR-124 est prédit par bioinformatique pour être un régulateur potentiel de 

AMPAR2, tandis que des études mettent en évidence le rôle de Let-7 dans la régulation de 

AMPAR2 et de miR-132 dans celle de AMPAR1, NMDAR2A et NMDAR2B, par des 

mécanismes indirects non élucidés. 

 Puisque la supplémentation périnatale semble aider au bon déroulement des processus 

de développement cérébral en condition de carence précoce, en maintenant une expression 

appropriée de certains miRs et de leurs voies de signalisation associées, il est envisageable 

qu’elle puisse profiter à la maturation cérébrale de manière post-natale. 

 Dans ce contexte, l’étude vise à étudier l’impact d’une supplémentation tardive en 

folates, équivalent au troisième trimestre de grossesse chez la femme et au cours de la période 

de lactation, sur la maturation cérébrale post-natale chez des ratons à J21 (21 jours post-natal, 

stade du sevrage). Il s’agit d’évaluer l’impact de la supplémentation sur l’activité les voies de 

signalisation dépendantes des récepteurs ionotropiques au glutamate AMPAR1/2 et 

NMDAR1/2A qui pourraient faire intervenir les miRs Let-7a, miR-9, miR-23, miR-34a, miR-
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124a, miR-132 et miR-137. Le but est de corréler ces profils aux défauts cognitifs présents 

chez les individus carencés, chez lesquels une altération de la plasticité synaptique pourrait 

être mise en jeu, et d’évaluer le potentiel effet  bénéfique d’une supplémentation périnatale en 

folates. 

Synthèse des résultats 

Les dosages plasmatiques en vitamines B9 et B12 réalisés à 21 jours révèlent des 

concentrations significativement (p<0,001) inférieures chez les individus nés de mères 

carencées (MDD) par rapport aux contrôles (C). Parallèlement, la concentration en 

homocystéine, est augmentée chez les rats carencés (p<0,001). Dans le groupe carencé 

supplémenté en acide folique, les taux plasmatiques de B9 et d’homocystéine sont équivalents 

à ceux des contrôles, sans modification de la quantité de B12 (Effectif : C=39, C-B9=20, 

MDD=14, MDD-B9=15) (Figure 41 A). La taille moyenne des rats du groupe carencé MDD 

est plus faible de 26%, tandis que le poids est inférieur de 55% par rapport aux rats du groupe 

contrôle (p<0,001). La supplémentation en folates améliore le phénotype morphologique des 

rats carencés par rapport au groupe des animaux carencés, avec un gain de poids et de taille 

atteignant respectivement 22,7% et 9,9% (poids : p<0,001 ; taille : p = 0,015) (Figure 41 B). 

La longueur du fémur reflète la croissance pré- et post-natale. Les rats carencés présentent une 

diminution de 21% de la taille fémorale par rapport aux contrôles (p<0,0001) tandis que la 

supplémentation en folate permet une amélioration de 12% (p<0,0001), en accord avec le gain 

de taille (Figure 41 C). Dans les protocoles de carence gestationnelle effectués 

antérieurement au cours de la période embryonnaire, nous avons recensé des malformations 

de type spina bifida (canal vertébral ouvert), associées à un phénotype de « queue twistée », à 

20 jours de gestation (E20). A l’âge de 21 jours, 12% des rats carencés étaient porteurs d’une 

queue twistée, 5% des rats carencés supplémentés, et aucun parmi les individus non carencés 

(Figure 41 D). Au niveau du rachis, l’analyse des squelettes colorés a permis de mettre en 

évidence des anomalies de l’organisation des vertèbres, comme la fusion des vertèbres lombo-

sacrées et un retard d’ossification. La supplémentation en folate permet d’améliorer le retard 

d’ossification, l’organisation des vertèbres lombo-sacrées et le degré de l’ouverture du canal 

vertébral, ce qui expliquerait la diminution du nombre de queue twistées (Figure 41 E). 
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La taille et le poids des cerveaux des rats à 21 jours sont significativement (p<0,001) 

inférieurs chez les rats nés de mères carencées par rapports aux témoins, respectivement de 

12% et de 29 %. Ces paramètres sont augmentés de 7% pour la taille et de 20% pour le poids 

suite à la supplémentation en acide folique par rapport aux individus carencés non 

supplémentés, sans retrouver le niveau des groupes contrôles (différence significative 

p<0,0001) (Figure 42 A). Parmi les données précédemment présentées, 42% des embryons de 

20 jours gestationnels présentaient des défauts de fermeture des sutures cérébelleuse et inter-

hémisphérique parmi les individus carencés. Le taux de sutures ouvertes était de 6% dans le 

groupe carencé supplémenté en folates. A J21, aucun défaut de fermeture des sutures 

cérébrales n’a été observé, quel que soit le groupe expérimental (Figure 42 B et C). Les 

mesures de l’épaisseur de la corne d’Ammon CA1, de la corne d’Ammon CA3, du gyrus 

denté (GD) permettent de rendre compte du développement neural hippocampique. Les zones 

CA1, GD, tout comme la SVZ, présentent une épaisseur réduite de l’ordre de 30%, tandis que 

la couche CA3 est réduite de 20%, chez les animaux carencés par rapport aux contrôles. Pour 

les rats supplémentés, il a été mis en évidence une augmentation de 20% par rapport aux 

individus uniquement carencés pour la couche CA1, le GD et la SVZ, et de 15% pour la 

couche CA3 (Figure 42 D). 

Plusieurs analyses comportementales ont été réalisées avec des tests psychomoteurs 

« Righting reflex » et « Negative geotaxis », et des tests cognitifs « Homing test » et « Multi-

T maze ». Le test psychomoteur de « Righting reflex » a été pratiqué à 5 et 7 jours et le test de 

« Negative geotaxis » de 7 jours à 11 jours. Dans ces deux tests d’évaluation des 

performances sensori-motrices végétatives, un temps plus court pour réaliser le test 

correspond à de meilleures performances neurocomportementales des individus. Les animaux 

des groupes carencés, supplémentés ou non, présentent un allongement de la durée nécessaire 

pour se remettre en position 4 pattes par rapport aux individus contrôles lors du test de 

righting reflex (p=0,031) (Figure 43 A). Ainsi, la supplémentation ne semble pas avoir d’effet 

sur ce test précoce. Par contre, dans le test de negative geotaxis, il semble que la 

supplémentation en B9 chez les carencés engendre une amélioration des performances entre 

les jours 7 et 11 ; comme c’est le cas chez les individus contrôles. Cependant, une erreur de 

manipulation biaise les résultats pour le groupe contrôle supplémenté (Figure 43 B). 

Le test de Homing met en jeu les circuits nerveux de l’hippocampe et du cortex 

olfactif, et représente les premiers aspects cognitifs chez les très jeunes individus. Les 
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informations provenant du cortex olfactif sont intégrées au circuit de Papez, en passant par le 

cortex entorhinal. Ce test a été pratiqué à 5, 9 et 16 jours. L’allongement de la durée passée 

dans la zone proche de la litière familière des individus correspond à une meilleure 

performance. Ce test montre de meilleurs scores pour les rats contrôles par rapport aux rats 

carencés avec des performances en amélioration de jour en jour (significatif p<0,007). On 

enregistre une amélioration des performances chez les animaux carencés supplémentés par 

rapport aux carencés non-supplémentés à 16 jours par rapport à 5 jours (p=0,05) (Figure 43 

C). Enfin, le test du Multi-T maze, réalisé du 21
ème

 au 24
ème

 jour post-natals met également en 

jeu les circuits de l’hippocampe. Le test est basé sur les capacités d’apprentissage et de rappel 

de la mémoire. Dans ce test réalisé selon 4 sessions successives (S1 à S4, Figure 43 D), les 

temps les plus courts attestent de meilleures performances des individus. Les trois paramètres 

majeurs relatifs à la sortie des individus du labyrinthe (latence d’échappement, nombre 

d’erreurs commises et distance totale parcourue) montrent que les individus carencés non 

supplémentés présentent des performances inférieures aux contrôles pour une ou plusieurs des 

sessions. Il est à noter que la supplémentation en B9 chez les carencés semble améliorer leur 

performances par rapport aux carencés non supplémentés. Ainsi leurs résultats sont 

comparables à ceux des contrôles essentiellement pour le nombre d’erreurs et la distance 

parcourue (Figure 43 D). 

Des analyses immunohistochimiques ont été réalisées sur les zones CA1, CA3, GD et 

SVZ du cerveau de rats à J21. Seuls les résultats sur la couche CA1 sont présentés. L’analyse 

des coupes cérébrales montre que NMDAR2 et AMPAR2 présentent un marquage altéré chez 

les individus carencés concernant la localisation des récepteurs (marquage périnucléaire) par 

rapport aux contrôles (marquage cytoplasmique dans les axones et les dendrites). La 

supplémentation en folate semble restaurer au moins partiellement un marquage comparable 

aux individus contrôles (Figure 44 A).� Les résultats obtenus concernant ces acteurs 

représentatifs de la plasticité synaptique glutamatergique révèlent une tendance sur la 

variation quantitative de leur expression, qui correspondrait à une diminution ainsi que de 

leurs formes phosphorylées, dans l’hippocampe. Cette tendance est à confirmer par des 

expériences complémentaires en Western Blot afin d’augmenter les effectifs, et pallier la 

susceptibilité individuelle à la carence et la variabilité liée au sexe (Figure 44 B). 

S’agissant du modèle cellulaire de progéniteurs hippocampiques H19-7, nous avons 

choisi un temps de différenciation de 13h, qui se rapproche davantage du modèle animal à 
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J21. En situation de carence, le niveau d’expression des récepteurs glutamatergiques 

NMDAR1 et des formes phosphorylées P-NMDAR1, P-AMPAR1 semble être diminué, 

tandis que le taux d’expression de NMDAR2a, AMPAR1 et AMPAR2 semble similaire à 

celui observé en situation témoin (Figure 45 A). Cependant, l’analyse de l’expression de 

AMPAR2 au niveau transcriptionnel montre une diminution de l’ordre de 80% de 

l’expression de son ARN messager dans les cellules carencées par rapport aux contrôles 

(Figure 45 B). L’expression des formes phosphorylées de NMDAR1 (P-NMDAR1) et de 

AMPAR1 (P-AMPAR1), qui représentent les formes actives des récepteurs, est diminuée 

avec la carence. L’expression des protéines impliquée dans la voie de signalisation de ces 

récepteurs, telles que  CREB et Src, est diminuée, alors que PKA ne semble pas varier 

(Figure 45 C). Les analyses en immunohistochimie effectuées sur les récepteurs AMPAR1, 

AMPAR2 et NMDAR2a semblent être en accord avec les analyses quantitatives réalisées en 

Western blot. Bien qu’une étude plus fine au microscope confocal soit nécessaire, les images 

permettent de donner une indication sur la localisation des récepteurs. De manière générale, 

ils sont périnucléaires pour les cellules soumises à la carence, alors qu’ils sont plutôt présents 

dans le cytoplasme et dans les prolongements cellulaires dans les cellules contrôles (Figure 

45 D). 

L’expression de miR-124a augmente de 37% à 21 jours chez les rats carencés par 

rapport aux contrôles (p=0,0019). La supplémentation en folate chez les individus carencés 

permet de réduire son expression de 40% par rapport au groupe MDD (p=0,0002) (Figure 46 

A). Dans le modèle cellulaire H19-7, la variation de l’expression de miR-124a varie en 

fonction de leur niveau de différenciation. En phase de prolifération, miR-124a est sous-

exprimé en condition de carence (D-P) par rapport aux contrôles (C-P). La différence 

s’inverse à 1h (C-1h/D-1h) et 3h (C-3h/D-3h) après induction de la différenciation. A 6h (C-

6h/D-6h) et 13h (C-13h/D-13h), l’expression de miR124a est significativement augmentée en 

milieu carencé par rapport aux contrôles (13h : p <0,05) (Figure 46 B). Par la suite, les 

cellules ont été transfectées avec un siRNA dirigé contre miR-124a. Nous avons analysé 

l’expression de différents candidats régulés directement ou indirectement par miR-124. Les 

résultats obtenus en Western blot montrent que l’expression de la forme activée du récepteur 

AMPAR2 (P-AMPAR2), qui est phosphorylé au niveau de la tyrosine876, est augmentée dans 

les cellules transfectées en condition de carence par rapport à l’expression des cellules non-

transfectées. Il en est de même pour les acteurs des voies de signalisation glutamatergique 
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telles que les formes phosphorylées de Src et de MAPK (Erk1/2), ainsi que le facteur de 

transcription CREB (Figure 46 C). 

Conclusion 

La carence en donneurs de groupements méthyles induit une diminution de 

l’expression et de la phosphorylation des récepteurs glutamatergiques. Cette diminution de 

l’expression et de l’activité des récepteurs en en lien avec une augmentation de l’expression 

de miR-124a qui aboutit à la répression de la phosphorylation de Src et de Erk1/2 ainsi qu’à la 

répression du facteur de transcription CREB, acteur final de la voie de signalisation des 

récepteurs glutamatergiques permettant, via l’expression de ses gènes cibles, la plasticité 

synaptique à long terme. En condition de carence, la répression de cette voie de signalisation 

est associée à un défaut fonctionnel, avec un déficit cognitif persistant. Une supplémentation 

périnatale en folate permet d’améliorer les capacités cognitives, au moins partiellement en 

normalisant l’expression de miR-124a, ainsi que celles des différents intervenants de la voie 

de signalisation liée au glutamate. Administrée en période de maturation cérébrale, cette 

supplémentation peut contrebalancer, au moins partiellement, les effets délétères de la carence 

en contribuant au maintien des processus impliqués dans le fonctionnement cérébral et en 

améliorant les capacités d’apprentissage et de mémorisation.  

�

�

�

�

�

�
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Figure 41 : Dosages métaboliques et analyses morphométriques des individus controls (C), controls 

supplémentés (C-B9), carencés (MDD) et carencés supplémentés (MDD-B9). A - Dosages métaboliques : B9 

(nM), B12 (pM) et Hcy (nM) sur plasmas de rats J21. B - Analyses morphométriques: tailles et poids des rats J21 C -. 

Longueurs des fémurs des rats J21. D - Phénotype « Twisted-tail » chez les embryons E20 et les rats J21. E - Spina 

bifida et anomalies vertébrales chez les embryons E20 et les rats J21. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001; *: groupe vs 

NC, °: groupe vs MDD. 
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Figure 42 : Analyses morphométriques et anomalies des cerveaux des individus controls (C), controls 

supplémentés (C-B9), carencés (MDD) et carencés supplémentés (MDD-B9). A - Analyses morphométriques: 

tailles et poids des cerveaux des rats J21.  B - Etat des sutures cérébrales des embryons E20 et des rats J21. C- Taux 

d’ouverture de la suture du cervelet chez les embryons E20 et des rats J21 D - Epaisseurs des couches intracérébrales 

des embryons E20 et des rats J21. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001; *: groupe vs NC, °: groupe vs MDD. 
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Figure 43 : Tests comportementaux de motricité, d’apprentissage et de mémorisation des individus J5 à J21 

contrôls (C), contrôls supplémentés (C-B9), carencés (MDD) et carencés supplémentés (MDD-B9). A - Righting 

reflex. B - Negative geotaxis. C - Homing. D - Multi-T maze. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001; *: groupe vs NC, °: 

groupe vs MDD. 
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Figure 44 : Voies de signalisation AMPAR/NMDAR chez les rats J21 contrôls (C), contrôls supplémentés 

(C-B9), carencés (MDD) et carencés supplémentés (MDD-B9). A - Immunohistochimie des récepteurs 

glutamatergiques (vert), de PSD-95 (rouge) et des noyaux (bleu) au niveau de la  CA1 (x60, échelle: 50μm). B - 

Expression des récepteurs glutamatergiques et des protéines liées à la transduction du signal suite à l’activation des 

récepteurs glutamatergiques, normalisée à la GAPDH.  
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Figure 45 : Voies de signalisation AMPAR/NMDAR dans les cellules H19-7 contôles (C) ou carencées 

(MDD), à 13h de différenciation. A - Expression des récepteurs glutamatergiques et de leurs formes 

phosphorylées, normalisée à la GAPDH. B - Taux d’expression d’AMPAR2 relativisé par rapport au groupe contrôle. C - 

Expression des protéines liées à la transduction du signal suite à l’activation des récepteurs glutamatergiques, 

normalisée à la GAPDH. D - Immunocytochimie des récepteurs glutamatergiques (vert) et des noyaux (bleu) (x60, 

echelle: 10μm). 
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Figure 46 : Expression de miR-124a, régulateur de la plasticité synaptique, chez les rats J21 contrôls (C), 

contrôls supplémentés (C-B9), carencés (MDD) et carencés supplémentés (MDD-B9) ainsi que sur les 

cellules H19-7 contôles (C) ou carencées (MDD). A - Expression de miR-124a dans les hippocampes de rats J21, 

normalisé au snoRNP U6. B - Expression de miR-124a en cinétique de la prolifération à 13h de différenciation dans les 

cellules H19-7 , normalisé au snoRNP U6. C - Expression de P-AMPAR2 et des protéines liées à la transduction du 

signal suite à l’activation des récepteurs glutamatergiques après transfection par siRNA dirigé contre miR-124a, 

normalisées à la GAPDH. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001; *: groupe vs NC, °: groupe vs MDD. 
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I. Facteurs environnementaux et développement 

Le développement de l’embryologie moderne a conduit à l’émergence d’une nouvelle 

vision de l’embryon. L’individu est considéré comme un organisme dont le développement 

répond à une succession d’étapes déterminées dans le temps et dans l’espace. Les modifications 

morphologiques sont la résultante d’un déterminisme qui met en jeu un ensemble de processus 

biologiques harmonieusement régulés. L’étude d’embryologie comparée qu’a réalisée Von Baer 

entre 1828 et 1837 met en évidence la forte conservation des mécanismes impliqués au sein du 

règne animal puisque les premiers stades de développement sont communs aux différentes 

espèces. Cette notion est enrichie par Streeter dès 1940 et O’Rahilly et Müller de 1970 à 1990, 

qui décrivent précisément les étapes du développement de l’embryon humain selon les 23 stades 

de Carnagie, qui restent aujourd’hui la référence dans le domaine. Les études comparées de fœtus 

humains et animaux s’accompagnent de l’émergence de la tératologie, qui marque le début des 

études sur les malformations congénitales. 

En 1986, Barker et Osmond mettent en avant l’influence de nombreux facteurs sur le 

développement et le devenir des individus. Parmi eux, les facteurs environnementaux, notamment 

l’apport en macro- et micro-nutriments. Sans altération du génome, le déséquilibre des 

mécanismes de régulation de l’expression des gènes peut aboutir à une altération phénotypique. 

Le concept de la « programmation fœtale » repose sur l’hypothèse que les anomalies 

physiologiques pourraient faire intervenir des ajustements au niveau moléculaire, susceptibles 

d’être transmis à la descendance avec des conséquences à court et/ou à long terme. Les 

mécanismes sous-jacents sont encore peu élucidés, et les possibilités curatives réduites. 

Cependant, les instances de santé publique s’appliquent à mettre en place des stratégies 

préventives. Actuellement, les carences en vitamine B sont classées en priorité II par l’OMS. Ce 

type de carence est courant, notamment chez la femme enceinte. Il est alors associé à un retard de 

croissance intra-utérin chez l’Homme et chez l’animal (Molina et al., 2008, Molloy et al., 2008). 

Un grand nombre d’études ont mis en évidence le rôle de la vitamine B9 (folates) et de la 

vitamine B12 (cobalamine) dans la survenue d’anomalies du développement, comme les spina 

bifida ou les fentes labio-maxillo-palatines. Les anomalies de fermeture du tube neural associées 
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à une carence en folates aboutissent à des malformations congénitales dont la gravité est variable. 

Les anomalies mineures, spina-bifida occulta, ont des conséquences variables et peuvent être 

asymptomatiques ; les anomalies majeures, spina bifida aperta, peuvent conduire à des handicaps 

lourds nécessitant une intervention chirurgicale à la naissance, tandis que les formes extrêmes, 

exencéphalie ou anencéphalie, conduisent à un arrêt spontané du développement et à une mort 

fœtale. Dans ce contexte, les instances de santé publiques préconisent une supplémentation en 

folates en période périconceptionnelle puis pendant le premier trimestre de grossesse de sorte à 

pallier les risques de malformations. La dose recommandée est de 0.5mg/jour mais peut être 

augmentée à 5mg/jour pour les femmes à risque présentant des antécédents de grossesse avec des 

anomalies de fermeture du tube neural. L’efficacité de ce procédé est prouvée mais des questions 

persistent concernant la durée et la périodicité de la supplémentation, notamment aux cours des 

phases de maturation cérébrale qui se déroulent pendant la période périnatale. La carence est 

également néfaste chez l’adulte, en particulier chez les personnes âgées, où elle constitue un 

facteur de risque pour le développement prématuré de différentes pathologies liées à l’âge 

(Mattson et Shea, 2003). Actuellement, des questions émergent concernant le bénéfice d’une 

supplémentation en folates et/ou vitamine B12 chez ces personnes. Les études sur l’amélioration 

des fonctions cognitives en condition de supplémentation présentent des résultats mitigés, voire 

contradictoires (Ford et al., 2010, Durga et al., 2007, Malouf et al., 2003). Cependant, 

l’hypothèse de la « programmation fœtale », qui soutient la possibilité d’altérations très précoces, 

pourrait en partie expliquer l’aspect mitigé de l’efficacité du traitement. 

II. Conséquences d’une carence précoce en donneurs de méthyles sur le

développement  cérébral 

Les altérations de la programmation fœtale sous l’influence de l’apport en 

micronutriments, sont en lien avec la régulation des mécanismes épigénétiques et épigénomiques 

(Faulk et Dolinoy, 2011, Gabory et al., 2011). Les folates et la vitamine B12 sont des acteurs 

centraux du cycle des monocarbones. Ce sont des acteurs fondamentaux de la régulation des 
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gènes par leur contribution dans les mécanismes épigénétiques et épigénomiques, de méthylation 

de l’ADN et des histones, qui interviennent au cours de la programmation fœtale, du 

développement cérébral et de la croissance (Stover et al., 2011, Forges et al., 2007). 

Les études du laboratoire ont démontré sur un modèle de carence périconceptionnelle et 

gestationnelle en donneurs de méthyles chez le rat, que l’exposition précoce à la carence conduit 

à des anomalies du développement fœtal qui persistent au-delà du sevrage. Les individus sevrés 

de 21 jours, nés de mères carencées, présentent un retard de croissance et des troubles 

fonctionnels du système nerveux central (Blaise et al., 2007). L’étude d’embryons aux 16ème et 

20
ème 

jours de développement (E16 et E20) a permis de mettre en évidence l’influence précoce de

la carence. Les portées obtenues de mères carencées présentent un taux élevé d’anomalies. La 

présence d’avortons révèle un taux important d’arrêts spontanés du développement qui souligne 

l’importance des folates très tôt au cours de la gestation. Les altérations de la capacité de synthèse 

de l’ADN et la susceptibilité accrue aux cassures peuvent en partie expliquer ce phénomène, en 

diminuant les capacités de prolifération cellulaire. D’autant que la carence a été associée à un 

défaut de croissance des blastocystes et à un défaut de transition des différents stades du 

développement (Ikeda et al., 2010, O’Neill, 1998). Parmi les animaux viables, un certain nombre 

d’anomalies sont visibles. Il peut s’agir de siamois, de syndactylie ou de défaut de fermeture du 

tube neural postérieur comme les spina bifida. La survenue de spina bifida occulta est associée à 

un phénotype de « queue twistée », que l’on observe déjà au 20
ème

 jour embryonnaire et qui

perdure au cours de la croissance post-natale. L’étude des squelettes met en évidence un retard 

d’ossification qui s’accompagne d’anomalies vertébrales (ouverture du canal vertébral, fusions, 

malformations) et d’une désorganisation étendue dans la région lombo-sacrée. Jusqu’à présent, 

aucun spina bifida aperta (ouverture de la colonne, du muscle et de la peau mettant au jour le 

système nerveux) n’a été observé dans ce type de modèle. A la naissance, la prévalence des 

anomalies est diminuée ; cela peut s’expliquer par l’arrêt spontané du développement des 

embryons sujets à une anomalie majeure et à leur résorption, ainsi que par le fait qu’après la 

parturition, les femelles éliminent le plus souvent les ratons qui présentent des anomalies. Les 

embryons présentent également un retard de croissance, qui se manifeste par un plus petit poids 

et une plus petite taille, ce qui a été confirmé par la mesure de la longueur du fémur, 

caractéristique de la croissance fœtale, et qui est significativement inférieure aux témoins au 
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stade E20. Par la suite, le retard de croissance persiste puisqu’il est toujours présent chez les rats 

âgés de 21 jours nés de mères carencées. Le taux de folates a déjà été documenté comme un 

facteur limitant au cours de la période embryonnaire où il est nécessaire à la progression 

développementale et à la croissance (Burren et al., 2008). La B12 a également été impliquée 

puisqu’elle est liée au poids de la progéniture (Molina et al., 2008). Le retard de croissance global 

des individus s’accompagne d’un retard de croissance du cerveau, qui présente un poids 

également réduit. La texture des cerveaux embryonnaires très riches en eau ne permet pas l’étude 

de leur taille, cependant les données chez les individus à J21 montrent que la taille et le poids 

demeurent affectés en période post-natale. On recense également des défauts de fermeture du 

tube neural qui se manifestent au niveau cérébral dans les portées carencées. Les embryons 

présentent un retard de fermeture des sutures inter-hémisphérique et du cervelet dans les 

proportions de 42%. Au niveau intra-cérébral, les anomalies se manifestent sous la forme 

d’atrophies de certaines couches spécifiques. Parmi celles-ci, sont concernées les couches CA1 et 

CA3 de l’hippocampe de même que les couches neurogéniques (gyrus denté de l’hippocampe et 

zone subventriculaire), dont l’atrophie persiste à l’âge adulte. Un défaut de prolifération et une 

réduction du pool de progéniteurs neuronaux pourrait expliquer les observations morphologiques 

intra-cérébrales et contribuer au retard de fermeture des sutures. 

III. Carence précoce et altération du programme neurogénique

La mise en place du système nerveux central débute par la neurulation qui se poursuit par 

la fermeture du tube neural. Les différentes étapes de ces processus nécessitent l’expression 

harmonieuse des acteurs du programme neurogénique qui regroupe l’ensemble des gènes du 

neurodéveloppement (prolifération/différenciation), du maintien de l’identité neuronale, de la 

survie ainsi que de la plasticité cérébrale. Elles font intervenir des mécanismes épigénomiques et 

épigénétiques, comme la méthylation ou l’acétylation de l’ADN et des histones, mais également 

la régulation post-transcriptionnelle de l’expression des gènes par les microARNs non-codants 

(miRs) (Shookhoff et Gallicano, 2010). Il a été démontré que la carence en donneurs de méthyles 

est associée à une réduction du potentiel de méthylation (index SAM/SAH) ainsi qu’à une 

accumulation d’homocystéine qui conduit à des défauts de méthylation et à une altération de la 
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différenciation des progéniteurs neuronaux (Hoffman et al., 1980). D’autres part, il est 

documenté que la carence est un répresseur de la prolifération des progéniteurs neuronaux, que ce 

soit in vitro sur des cellules hippocampiques ou in vivo sur des cellules progénitrices chez 

l’adulte (Kruman et al., 2005). L’altération de l’équilibre prolifération/différenciation peut faire 

intervenir des modifications épigénétiques responsables de l’inhibition ou de l’activation 

inappropriées des gènes impliqués (Copp et al., 2003). En effet, la carence en folates altère le 

profil d'expression de miRs dans des cellules humaines en culture (Marsit et al., 2006) et une 

régulation épigénétique de l’expression des miRs a été décrite (Sato et al., 2011). 

Dans nos modèles, le laboratoire a déjà démontré une réduction de l’index SAM/SAH 

représentatif de la capacité de méthylation cellulaire susceptible d’altérer l’expression de gènes 

par l’intermédiaire des méthyltransférases et des histone-désacétylases (Akchiche et al., 2012, 

Garcia et al., 2011). Au cours de notre étude, nous avons démontré que la carence est associée à 

un profil d’hypométhylation globale. Les phénotypes observés pourraient être en lien avec une 

perturbation de la régulation de la survie cellulaire, des processus apoptotiques, de la balance 

prolifération/différenciation, de la synaptogenèse ou encore de la plasticité synaptique. Les 

travaux du laboratoire ont précédemment démontré une sensibilité accrue de certaines régions 

cérébrales à l’apoptose suite à l’augmentation d’homocystéine associée à la carence (Blaise et al., 

2007). L’étude en screening de 84 gènes impliqués dans le neurodéveloppement a mis en 

évidence la modification de 41 gènes associés à différents réseaux, dont le plus représentatif 

correspond à un ensemble de gènes impliqués dans le « Développement et fonctionnement du 

système nerveux, assemblage et organisation cellulaire ». Parmi les gènes impliqués, STAT3 et 

les facteurs de transcription bHLH, comme Hes1 et Mash1, semblaient importants. Parallèlement, 

nous avons étudié l’expression d’un panel de microARNs spécifiques du cerveau, décrits dans la 

littérature comme fortement impliqués dans le développement et la plasticité synaptique et 

régulés pour la plupart par méthylation. Aux stades E16 et E20, les profils d’expression en 

condition de carence par rapport aux témoins sont variables : inchangé pour miR-137, diminué 

pour miR-9 et miR-23a, et augmenté pour Let-7a, miR-34a et miR-124a. Ces résultats sont 

similaires à ceux obtenus dans les progéniteurs neuronaux H19-7 carencés en folates. Les miRs 

sont connus pour être exprimés de manière très dynamique et prédominante à certains stades du 

développement ou de la maturation cérébrale, ce qui explique que les profils soient très 
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hétérogènes dans les progéniteurs neuronaux en différenciation et différents dans l’hippocampe 

des rats de 21 jours. A l’heure actuelle sur l’ensemble des miRs étudiés à 21 jours post-natals en 

situation de carence nous n’avons relevé qu’une augmentation significative de miR124a, tandis 

que miR137, miR23a et miR34a seraient réprimés. 

IV. La carence en donneurs de méthyle altère l’expression de Trim71 et

Dll1/Notch, deux acteurs de la fermeture du tube neural antérieur et

postérieur

L’étude morphométrique des embryons issus de mères carencées a mis en évidence deux 

grandes manifestations de défauts de fermeture touchant la partie antérieure et la partie 

postérieure du tube neural : le retard de fermeture des sutures cérébrales ainsi que les spina bifida 

évoqués par un phénotype de queue twistée. Let-7a et miR-34a sont des microARNs connus pour 

réguler de manière chronologique les processus de prolifération et différentiation intervenant 

dans la fermeture du tube neural. L’étude en screening de 84 gènes régulés par Let-7a ou miRs-

34a a révélé que plus de 90% de leurs gènes cibles sont altérés en condition de carence, ce qui 

confirme, en lien avec leur surexpression aux stades embryonnaires, l’implication de ces miRs 

dans nos modèles. 

1. La régulation de miR-34a/Notch contribue à la fermeture du tube neural postérieur

et à l’organisation de la colonne vertébrale

Parmi les cibles altérées de miR-34a, la voie Dll1/Notch a retenu notre attention puisque 

ces résultats recoupent les données obtenues lors de l’étude des gènes du neurodéveloppement où 

de nombreux acteurs de cette voie sont altérés, tels que Hes1, Mash1 ainsi que les neurogénines. 

Il a été rapporté que Hes1 et Mash1 peuvent être dérégulés par des mécanismes épigénétiques 
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dépendants des folates (Ichi et al., 2010), tandis que miR-34 est documenté comme étant un 

régulateur de l’expression de Dll1 (de Antonellis et al., 2011). Or, la littérature mentionne des 

défauts de fermeture du tube neural, dus à l’expression inappropriée de marqueurs de la 

différenciation, à la suite d’une expression précoce de Mash1, concomitante à l’inhibition de 

Hes1 (Copp et al., 2003). La voie Notch est une pièce maitresse de la régulation de la balance 

prolifération/différenciation qui doit être parfaitement régulée lors de la fermeture du tube neural. 

Un défaut de prolifération qui limiterait le taux de progéniteurs et une différenciation 

inappropriée pourraient expliquer l’apparition de spina bifida associée au phénotype de queue 

twistée observée dans nos modèles. Au cours du développement, la fixation de Dll1 à son 

récepteur Notch assure l’expression transcriptionnelle de Hes1, qui exerce un effet répresseur sur 

Mash1. Or Mash1 contrôle la mise en place temporelle de la différenciation (Sugimori et al., 

2007) puisqu’il est nécessaire à l’expression de gènes pro-neuronaux, acteurs de la 

différenciation, tels que les neurogénines (Fode et al., 2000). Par son activation et son interaction 

avec les acteurs impliqués dans les mécanismes de proliférations et de différenciation, la voie 

Notch assure le maintien de la prolifération et le renouvellement cellulaire (Nagao et al., 2007). 

Dans nos modèles, miR-34a est surexprimé en condition de carence, ce qui conduit à une 

répression de Dll1/Notch et de Hes1. La diminution du taux de Hes1 conduit à une augmentation 

de l’expression de Mash1. Ce déséquilibre est responsable de l’expression prématurée des gènes 

proneuronaux, en faveur de la différenciation et au détriment de la prolifération. Ces données 

sont cohérentes avec les observations anatomiques faites au niveau de la colonne vertébrale, qui 

présente pour 12% des individus carencés, des spina bifida avec un phénotype de queue twistée. 

Une stratégie expérimentale par siRNA conduit aux mêmes observations concernant l’expression 

des acteurs de la voie Notch sur les progéniteurs hippocampiques H19-7. L’étude a confirmé 

l’implication de miR-34a dans les altérations observées puisque le siRNA dirigé contre miR-34a 

normalise, dans les cellules déplétées en folates, l’expression des protéines cibles à un niveau 

comparable aux contrôles. De plus, cette normalisation s’accompagne d’une amélioration du 

phénotype cellulaire en favorisant la croissance neuritique et axonale. Puisque la carence est 

associée à une augmentation du taux de miR-34a, il est cohérent de penser que la normalisation 

du taux de folates chez la mère pourrait au moins en partie restaurer les profils d’expression des 

différents acteurs. Pour tester cette hypothèse nous avons appliqué une supplémentation 
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périnatale en folates, qui couvre le pic de maturation cérébrale. Cette supplémentation s’est 

avérée efficace au niveau cellulaire puisqu’elle permet la normalisation de l’expression des 

différents acteurs de la voie Notch, en lien avec celle de miR-34a dans les embryons au stade 

E20. Ceci rejoint les résultats d’une autre étude portant sur la normalisation de l’expression de 

miRs à la suite d’une supplémentation en acide folique (Ichi et al., 2010). 

Nous avons également montré que, même appliquée en dehors des périodes de recommandation 

actuellement en vigueur, la supplémentation périnatale en folates exerce un effet bénéfique sur 

les paramètres morphométriques. En condition de supplémentation, le poids et la taille des 

individus étaient augmentés, mais restaient toutefois inférieurs aux contrôles. La réduction du 

retard de croissance a été confirmée par la mesure de la longueur des fémurs. En dehors du 

premier tiers de gestation, la supplémentation ne pallie pas le retard de croissance mais apparaît 

comme une stratégie efficace pour le limiter. Le taux d’anomalies observées dans les portées est 

par ailleurs significativement réduit. De manière surprenante, la supplémentation au cours du 

troisième tiers de gestation permet la réduction du phénotype de queue twistée, qui n’est plus 

visible à E20 mais que l’on arrive encore à identifier à J21 chez 5% des ratons carencés 

supplémentés en folates. Il s’agit pourtant d’une anomalie survenant pendant le premier tiers de la 

gestation et qui, par conséquent, ne devrait pas être modifiée par le traitement. L’ouverture du 

canal vertébral qui s’étend jusqu’à 7 vertèbres chez les individus carencés est restreinte à 2 ou 3 

vertèbres chez les animaux supplémentés. Cette amélioration du phénotype des animaux peut être 

due en partie à une amélioration des phénomènes d’ossifications que nous avons constatée lors de 

la supplémentation en folate. En effet, les transitions cartilage/os sont des phénomènes tardifs 

pouvant bénéficier de la supplémentation. Dans une situation où l’expression des gènes du 

développement serait restaurée, les phénomènes d’inductions réciproques entre tissus pourraient 

avoir lieu et expliquer la réduction de l’ouverture du canal vertébral et la diminution du 

phénotype « queue twistée ». Ainsi, la supplémentation permet de réduire la gravité des atteintes 

sans pour autant prévenir les anomalies liées aux défauts de fermeture du tube neural. Dans le cas 

particulier des femmes à risque, l’application d’un traitement interventionnel sur une durée 

définie, au-delà des prescriptions d’usage, pourrait être efficace pour la réduction de la gravité de 

la pathologie. 
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2. La dérégulation de Let-7a/Trim71 contribuerait aux anomalies de fermeture de la

suture du cervelet, au niveau du tube neural antérieur

Trim71 contribue à l’initiation et à la fermeture du tube neural. Son régulateur post-

transcriptionnel, Let-7, est exprimé au niveau de la jonction mésencéphale/rhombencéphale 

(Kloosterman et al., 2006) ; ce qui fait de ce duo un acteur d’intérêt pour l’étude des défauts de 

fermeture de la suture du cervelet observés dans notre modèle de carence. Au cours du 

développement, Trim71 est exprimé de manière précoce dans les progéniteurs du 

neuroépithélium où il assure les processus de prolifération et réprime la différenciation (Slack et 

al., 2000). Au cours de la neurulation, son expression est régulée chronologiquement par Let-7 

pour assurer la fermeture du tube neural (Maller Schulman et al., 2008). Par ailleurs, son 

inhibition totale conduit à des altérations de la fermeture du tube neural qui sont létales pour 

l’embryon (Maller Schulman et al., 2008). 

Dans notre modèle, Let-7a est surexprimé dans le cerveau embryonnaire en condition de 

carence, ce qui conduit à une répression de Trim71. Ces données sont cohérentes avec les 

observations anatomiques faites au niveau de la suture du cervelet, qui présente un retard de 

fermeture chez les individus carencés. Une stratégie par siRNA permet de restaurer l’expression 

de Trim71 dans les progéniteurs carencés et confirme l’importance de la régulation de Let-7a. De 

la même manière que pour miR-34a, une amélioration du phénotype cellulaire, favorisant la 

croissance neuritique et axonale, a été observée dans les cellules carencées et transfectées par 

siRNA. 

En condition de supplémentation en acide folique au cours du dernier tiers de gestation, le 

taux d’ouverture de la suture du cervelet chez les animaux carencés est comparable à celui 

observé chez les individus contrôles. Cette amélioration anatomique pourrait être liée à la 

restauration de l’expression de Trim71, consécutivement à celle de Let-7a. Toutefois, les défauts 

observés en situation de carence précoce traduiraient un simple retard de fermeture des sutures, et 

non des anomalies durables, puisqu’au stade de 21 jours post-natals, l’ensemble des individus 

carencés présentaient une suture cérébelleuse correctement fermée. 
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V. La carence en donneurs de méthyles provoque une atrophie des 

structures cérébrales via une altèration de la voie STAT3 

Suite au screening des gènes du développement altérés en condition de carence en 

donneurs de méthyles, STAT3 est apparu comme l’un des gènes les plus réprimés dans nos deux 

modèles expérimentaux. La phosphorylation de STAT3 sur la sérine727 et la tyrosine705, 

indispensable à son activité, est une réaction dépendante de la voie Notch (Gouti et Gavalas, 

2008). Au cours du développement, STAT3 est un acteur majeur des processus de prolifération 

(Murase et al., 2012 ; Cheng et al., 2011, Deverman et Patterson, 2009, Dziennis et Alkayed, 

2008) et contribue également à la survie et la différenciation des cellules (Cheng et al., 2011; 

Deverman et Patterson, 2009). miR 124 est décrit dans la littérature comme fortement impliqué 

dans le développement cérébral, et régulé par méthylation (Wang et al., 2013a). Il s’agit du miR 

le plus abondamment exprimé au niveau cérébral (Lagos-Quintana et al., 2002; Lim et al., 2005). 

Il a été impliqué dans la régulation de l’expression et de l’activité de STAT3 (Krichevsky et al., 

2006). miR-124a est à l’origine d’une inhibition de STAT3 par répression de la phosphorylation 

Tyr705 (Krichevsky et al., 2006) ou par fixation au niveau de sa région 3'UTR, de sorte à 

réprimer l'expression de la protéine (Cai et al., 2012). L’altération de la voie de signalisation 

STAT3 a été associée à certaines pathologies cérébrales (Abou-Ghazal et al., 2008; Priester et al., 

2013; Rummel et al., 2004). Au cours de nos travaux, les animaux exposés à une carence en 

donneurs de groupements méthyles étaient sujets à un retard d’acquisition des fonctions motrices, 

d’apprentissage et de mémorisation qui persistaient jusqu’à 450 jours post-natals. Parallèlement, 

un certain nombre de couches intracérébrales étaient atrophiées chez les individus carencés, 

notamment les zones neurogéniques (gyrus denté et SVZ). A l’âge adulte, la protéine STAT3 

n’est exprimée que dans les zones neurogéniques où son expression est stimulée dans certains 

contextes, comme la présence de lésions (Xia et al., 2002). La voie de signalisation impliquant 

STAT3 fait intervenir un ensemble de protéines kinases. La phosphorylation de la Tyr705 peut 

faire suite à l’action directe de récepteurs en amont tels que le récepteur à l’EGF ou suite à 

l’action de tyrosine kinases telles que Src (Zorina et al., 2010). La phosphorylation de la Ser727 

repose principalement sur l’activité des MAP kinases (ERK1/2), soutenue par d’autre serine-
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thréonine kinases telles qu’Akt (Decker et Kovarik, 2000). STAT3 est au centre des processus de 

survie cellulaire, de maintien de l’état indifférencié, et de neuroprotection (Zhao et al., 2011). Il 

favorise les processus anti-apoptotiques en agissant directement sur des acteurs tels que Bcl2, ou 

par son rôle de facteur de transcription sur d’autres, tels que Bcl-xl. De manière concomitante, il 

contribue à l’atténuation des processus pro-apoptotiques par son action sur des protéines telles 

que Bax. 

Dans nos modèles, miR-124a est surexprimé en condition de carence. L’ARN messager 

de STAT3, la protéine ainsi que ses formes phosphorylées (Tyr705/Ser727) sont réprimées, en 

association avec une diminution du marquage nucléaire de phospho-STAT3. Parmi les kinases 

impliquées dans l’activation de la voie, les réponses à la surexpression de miR-124a sont variées. 

Phospho-ERK1/2, phospho-Src et phospho-p38 sont réprimées, phospho-JNK est augmentée et 

Akt reste inchangée. Le rôle potentiel de JNK dans la répression de STAT3 avait déjà été évoqué 

(Lim et Cao, 1999). La répression de la voie STAT3 est associée à une répression de l’expression 

des protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-xl et à une augmentation des facteurs pro-

apoptotiques caspases 3 et 9 clivées ainsi que Bax. Nos résultats supportent l’hypothèse selon 

laquelle la répression de la signalisation STAT3 contribuerait à un défaut de prolifération couplé 

à une différenciation prématurée, et ce déséquilibre pourrait être associé à une altération de la 

survie cellulaire. Comme dans les cas précédemment évoqués, les résultats ont été confirmés par 

une stratégie siRNA dans les progéniteurs H19-7 déplétés en folates. La persistance des défauts 

de prolifération, associée à une différenciation prématurée qui aboutit à la mort cellulaire pourrait 

faire partie des mécanismes impliqués dans la persistance des atrophies cérébrales à 21 jours 

puisqu’à ce stade l’expression de miR-124a était toujours augmentée. Ces résultats supportent les 

précédentes études du laboratoire au cours desquelles il a été montré une augmentation de 

l'apoptose neuronale chez les rats carencés à J21 (Blaise et al., 2007), ainsi qu’un taux élevé de 

mort cellulaire par apoptose dans les cellules H19-7 carencées en folates (Akchiche et al., 2012). 

Alors que miR-124 est connu pour être un régulateur de ERK1/2 (Yamane et al., 2013), cette 

étude était la première démonstration d'une régulation de l'activité de Src par miR-124a. Chez les 

animaux ayant reçu une supplémentation périnatale en acide folique, l’épaisseur des couches 

intracérébrales est améliorée par rapport aux individus carencés. Toutefois, elle n’atteint pas les 

valeurs contrôles. Comme pour miR-34a et let-7a dans le cadre de la spina, la supplémentation 
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périnatale normalise le taux de miR-124a et permet ainsi une amélioration du phénotype sans 

restauration morphologique complète. Ce phénomène est certainement dû au fait que la fenêtre 

développementale temporelle en termes de prolifération est dépassée et ne sera donc pas modifiée 

par une supplémentation tardive en folate. Au cours de la période post-natale, l’expression de 

STAT3 doit être augmentée du 3ème au 21ème jour post-natal dans les conditions physiologiques 

pour permettre la survie et la sélection neuronale (Dziennis et Alkayed, 2008). La 

supplémentation périnatale peut agir sur le phénomène d’apoptose qui intervient dans la sélection 

neuronale. En normalisant l’expression de miR-124a, elle va permettre la restauration de la voie 

de survie STAT3 chez les animaux carencés, minimiser la perte neuronale et finalement 

améliorer les épaisseurs des couches intracérébrales affectées par la carence précoce. 

VI. La régulation de miR-124a/CREB contribuerait à la plasticité

synaptique chez l’adulte 

L’hippocampe est une structure primordiale dans les processus de mémorisation. Son rôle 

est notamment d’associer les informations provenant des différents cortex. Ce fonctionnement 

passe par des processus de potentialisation à long terme ou « long term potentiation (LTP) », 

mettant en jeu des acteurs synaptiques glutamatergiques. Les miRs font partie des intervenants 

dans la régulation de ces mécanismes (Wang et al., 2012). Nous avons montré que l’expression 

de miR-124a  était modifiée en situation de carence en donneurs de méthyles, et intervenait sur la 

voie STAT3 au cours du développement (Kerek, 2013). Or, miR-124 est également un acteur 

fondamental dans la plasticité synaptique (Rajasethupathy et al., 2009). L’atrophie des couches 

de l’hippocampe couplée à une altération de la plasticité synaptique pourrait expliquer les défauts 

d’acquisition motrice, d’apprentissage et de mémorisation observés chez nos animaux carencés. 

Les performances réduites au test psychomoteur dans les premiers jours post-natals chez 

les animaux carencés, y compris pour le groupe supplémenté bien qu’elles soient améliorées, 

pourraient contribuer à la différence taille/poids observée par rapport aux contrôles. En effet, les 

ratons carencés pourraient avoir plus de mal à se déplacer, s’orienter et donc accéder à la 
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mamelle. Ceci est confirmé par les performances moindres au test de « homing » et de 

« learning » en Multi-T Maze chez les rats carencés qui, associées à une diminution de 

l’épaisseur des couches CA1, CA3, GD et SVZ, permettent de mettre en évidence un défaut du 

développement structural et fonctionnel de l’hippocampe. Les expériences en 

immunohistochimie ont montré une tendance à la diminution du marquage cytoplasmique des 

récepteurs AMPAR2 et NMDAR2a en condition de carence à l’âge de 21 jours. Les analyses par 

western blot des récepteurs AMPAR1 et AMPAR2 semblent en accord avec ces résultats et 

montrent que ce sont principalement leurs formes phosphorylées qui sont affectées. Ces résultats 

restent à être confirmés, en augmentant les effectifs, et élargis à l’étude des récepteurs NMDA. 

On retrouve également ces variations d’expression des récepteurs glutamatergiques dans le 

modèle cellulaire H19-7. Dans notre étude, les formes actives, c’est-à-dire phosphorylées des 

récepteurs sont moins exprimées en cas de carence. La carence en donneurs de méthyles semble 

donc altérer les mécanismes de phosphorylation intervenant dans la plasticité synaptique. La 

phosphorylation des récepteurs glutamatergiques fait intervenir les kinases Src et MAPK. Or, 

comme nous l’avons décrit précédemment, l’activité de ces deux types de kinases est affectée par 

miR-124. Le facteur de transcription CREB est également une cible directe de miR-124 

(Rajasethupathy et al., 2009) et l’acteur final de la voie de signalisation des récepteurs 

glutamatergiques permettant, via l’expression de ses gènes cibles, la plasticité synaptique à long 

terme. Son activation et sa localisation nucléaire nécessitent sa phosphorylation, notamment par 

les kinases Src et MAPK. La surexpression de miR-124 qui perdure jusqu’au 21ème jour post-

natal s’accompagne ainsi d’une diminution de l’expression et de l’activité du facteur de 

transcription CREB. L’utilisation de la stratégie siRNA ciblant miR-124a dans les progéniteurs 

neuronaux H19-7 carencés en folate permet, comme nous l’avons déjà vu, de restaurer le niveau 

d’expression et d’activité des kinases mais restaure aussi le niveau de phosphorylation du 

récepteur AMPA2 et le niveau d’expression de CREB. 

Les anomalies morphologiques cérébrales associées à des anomalies fonctionnelles de la 

plasticité synaptique en lien avec les altérations de l’expression, de l’activité et des voies de 

signalisations des récepteurs glutamatergiques en situation de carence en donneurs de méthyles 

pourraient expliquer la persistance des défauts cognitifs dans le modèle animal, et ce malgré le 

retour à une alimentation normale à partir de 21 jours. Dans ce contexte, nous avons également 
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étudié l’influence d’une supplémentation en acide folique au cours de la période périnatale. Au 

niveau comportemental, la supplémentation n’a pas d’effet sur les tests précoces effectués avant 

11 jours, comme le « righting reflex ». Par contre, on observe une amélioration des performances 

au test du « negative geotaxis » à 11 jours et du « homing » à 16 jours, mais surtout une 

récupération des capacités d’apprentissage, comme le montre le test de Multi-T Maze à partir de 

21 jours, les résultats des ratons carencés supplémentés étant comparables à ceux des contrôles. 

Les défauts cognitifs observés en condition de carence pourraient ainsi être causés par une 

altération des processus de potentialisation à long terme. La plasticité synaptique permet de 

réguler la qualité et la puissance de la transmission neuronale, par une modulation de la quantité 

de récepteurs glutamatergiques à la membrane synaptique (Gan et al., 2014). Le transport et le 

maintien des récepteurs à la surface membranaire se fait grâce à un système d’activation par 

phosphorylation. Le récepteur AMPA2 est phosphorylé par la kinase Src au niveau de la 

tyrosine876 (Gan et al., 2014) pour permettre sa stabilisation au niveau de la synapse en inhibant 

la liaison de BRAG2-AMPAR2. L’expression de Src et de CREB est régulée par miR-124 (Kerek 

et al., 2013, Rajasethupathy et al., 2009). Bien que la voie de régulation ne soit pas encore 

définie, il a été montré que miR-124 est lui-même régulé par les MAP Kinases (Rajasethupathy et 

al., 2009). De plus, ces kinases et Src phosphorylent CREB pour permettre son internalisation 

dans le noyau et renforcer la transmission synaptique (Balschun et al., 2003). La répression de la 

voie de consolidation CREB dans le noyau pourrait expliquer la diminution de l’expression des 

récepteurs glutamatergiques au niveau des neurones hippocampiques. Certaines études utilisant 

du resvératrol ou des bacosides dans des modèles animaux  de la maladie d’Alzheimer ont montré 

leurs effets positifs sur les capacités de mémorisation et d’apprentissage impliquant la voie 

miR124a-CREB (Zhao et al., 2013, Preethi et al., 2012). La supplémentation en folates, en 

normalisant l’expression de miR124a dans notre modèle de carence, permettrait de récupérer une 

signalisation glutamatergique fonctionnelle au niveau de la synapse hippocampique. Les résultats 

comportementaux suggèrent que l’hippocampe récupère une certaine capacité fonctionnelle, ce 

qui pourrait être lié à un rétablissement des mécanismes intervenant dans la plasticité synaptique.  
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VII. Conclusions et Perspectives

Au cours de nos travaux, nous avons montré qu’une altération du métabolisme des 

monocarbones engendrée par une carence gestationnelle en folates/vitamine B12 contribue à la 

survenue de divers défauts anatomiques, notamment en lien avec une altération des mécanismes 

impliqués dans la fermeture du tube neural antérieur et postérieur. La carence induit une 

diminution de l’expression des acteurs de la prolifération et de la survie cellulaire, associée à une 

expression inappropriée des gènes pro-neuronaux impliqués dans la différenciation, avec une 

altération du profil d’expression de microARNs régulateurs. Ces modifications conduisent à un 

déséquilibre de la balance prolifération/différenciation, associé à la dérégulation de gènes 

susceptibles d’affecter le développement du système nerveux central (Schéma de synthèse 3). 

Nos travaux montrent qu'une carence précoce en donneurs de méthyles affecte la 

neurogenèse et induit des troubles de la différenciation neuronale en perturbant l’expression des 

acteurs du programme neurogénique. Ces modifications mettent en jeux des mécanismes 

épigénomiques impliquant la méthylation, l’acétylation, avec l’implication des histone 

désacétylases (Akchiche et al., 2012) et les microARNs. La carence aboutit à l’altération de voies 

de signalisation dont l’harmonie est cruciale au cours du développement du système nerveux 

central, notamment concernant les voies STAT3 et Notch1. Il en découle une perturbation de la 

mise en place des réseaux neuronaux associée à une atrophie cérébrale. De manière plus tardive, 

la carence engendre une altération des voies de signalisation impliquant les récepteurs NMDA et 

AMPA, acteurs majeurs de la plasticité synaptique. Ces défauts de différenciation et de 

maturation affectent la croissance des neurites et le bon fonctionnement synaptique, à l’origine de 

troubles fonctionnels persistants. Les effets néfastes d’une carence gestationnelle en donneurs de 

méthyles sur le développement du cerveau sont de plus en plus documentés dans la littérature 

scientifique. Ils sont également associés à un risque accru de neuropathologie au cours du 

vieillissement. Cette étude apporte de nouvelles données pour la compréhension des mécanismes 

sous-jacents. Les instances de santé publiques recommandent une supplémentation en folates 

chez les femmes enceintes avant la conception et jusqu’à la fin du 1
er

 trimestre de grossesse,

principalement pour pallier les risques d’anomalies de fermeture du tube neural. Les doses 

prescrites ont fait preuve de leur efficacité, mais la question de la durée et de la périodicité du 
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traitement reste néanmoins ouverte. Notre étude montre l’effet bénéfique potentiel d’une 

supplémentation plus tardive, au cours de la période périnatale, pour réduire la gravité des 

atteintes précoces de mise en place du système nerveux central. Ce type de supplémentation, dans 

le cas particulier des femmes à risque, pourrait être un traitement interventionnel efficace. 

La plasticité synaptique intervient dans les processus de mémorisation en adaptant la 

quantité de récepteurs glutamatergiques présents à la surface synaptique, en particulier le couple 

de récepteurs AMPA/NMDA. Il apparaît qu’une carence en donneurs de méthyles altère les 

mécanismes intervenant dans la transduction du signal. De façon à compléter ces aspects encore 

préliminaires, il faudra par la suite confirmer nos résultats par l’étude de l’expression et de la 

localisation des acteurs de la transmission synaptique glutamatergique sur le cerveau de rats âgés 

de 21 jours, en microscopie confocale et électronique. Nous pourrions ainsi évaluer les 

mécanismes d’adressage des récepteurs à la surface de la synapse.  

Puisque la supplémentation périnatale semble être efficace dans la réduction des 

anomalies anatomiques et apporter une amélioration des performances cognitives, il parait 

important de confirmer ces résultats au niveau des mécanismes de plasticité synaptique de sorte à 

renforcer la prise en charge des grossesses pour lesquelles une carence maternelle en donneurs de 

méthyles serait découverte tardivement. La plasticité synaptique est un processus complexe qui 

fait intervenir un grand nombre de voies de signalisation agissant en synergie. Par exemple, la 

régulation des récepteurs par la protéine Arc intervient directement sur la localisation et le 

transport des récepteurs glutamatergiques (Plath et al. , 2006). Or, la régulation de son expression 

fait intervenir miR-34a (Ryan et al., 2015), que nous avons montré comme étant surexprimé en 

condition de carence chez les fœtus. Il serait donc judicieux de regarder l’influence d’une 

altération du cycle des monocarbones sur cette voie de régulation. Afin de compléter l’étude, il 

apparaît nécessaire d’analyser le niveau de méthylation global de l’ADN au stade J21, d’autant 

que différents acteurs de la plasticité synaptique sont régulés par méthylation de leur promoteur, 

comme c’est le cas pour le récepteur NMDA (Lee et al., 2008). Le niveau de méthylation des 

promoteurs en condition de carence est donc un paramètre important à prendre en considération. 
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Fiche 1 

Rats Wistar – Entretien 

� Animaux et hébergement

• Espèce: rats Wistar RJ-Han IGS (2 mois, 180-210 g)

• Acclimatation : 2 semaines

• Hébergement : stabulation, 22-23°C, cycle jour/nuit de 12h

• Eau et nourriture : Ad libitum

� Régimes alimentaires

• Régime sous forme de croquettes standard non carencées en vitamine B12 (0,04

mg/kg), folates (0,9 mg/kg), choline (2100 mg/kg) : pour les femelles non carencées et

les mâles reproducteurs

• Régime sous forme de croquettes dépletées en vitamine B12 (0 �g/kg), folates (0,01

mg/kg) et appauvrie en choline (0,06 mg/kg) : pour les femelles carencées.

• Adaptation : un mois avant la mise en accouplement.

• Durée : Jusqu’au sevrage des nouveaux nés (21
ème

 jour post-natal). Après le sevrage

tous les animaux sont entretenus avec le régime standard.

� Reproduction

• Accouplement : Mise en présence des mâles en fin d’après-midi (2-3 femelles/mâles)

en cage de reproduction.

• Retrait : Séparation mâle/femelle au matin, retour en stabulation

• Frottis : Récupération des cellules vaginales et sécrétions par frottis vaginal (coton-

tige et sérum physiologique). L’observation de spermatozoïdes sur les lames au

microscope optique en contraste de phase détermine le jour de l’accouplement, défini

comme le jour 0 embryonnaire (E0). Les femelles positives au frottis sont pesées et

maintenues en stabulation individuelle. Les femelles négatives sont remises en

accouplement jusqu’à l’obtention d’un frotti positif.

• Gestation : 21 jours, suivis du poids

• Lactation: 21 jours de lactation avant le sevrage

• Standardisation de l’étude : Les portées sont réduites à dix individus. Au sevrage les

individus sont séparés des mères et hébergés en stabulation.
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Fiche 2 

Rats Wistar – Supplémentation 

 

� Solution d’acide folique 

La supplémentation en vitamines B9 est réalisée à l’aide d’une solution de vitamine 

B9 sous forme acide folique 

 

� Traitement et administration 

• Conditionnement : 1mL de lait concentré mis en libre accès aux femelles 

• Dose quotidienne : 3mg B9/kg/jr  

• Administration : 1mL de lait concentré en guise de véhicule, mélangé ou non à la 

solution de B9, prise per os 

• Précautions liées à la gestation: pas de contraintes (solution en libre accès) pour éviter 

le stress qui pourrait nuire à la gestation 

• Suivi du traitement : pesée des femelles tous les deux jours pour ajuster la dose 

administrée 

• Durée : du stade E13 à E20 pour le protocole embryonnaire, du stade E13 à  J21 pour 

le protocole post-natal. Après la parturition la supplémentation des nouveau-nés est 

assurée jusqu’au sevrage par le biais du lait maternel. 
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Fiche 3 

Rats Wistar – Prélèvements des échantillons 

 

� Mise à mort 

• Mise à mort des animaux par excès d’isoflurane et décapitation 

 

• Prélèvements sanguins 

• Prélèvement dans des tubes héparinés et centrifugation 3500g, 5 minutes, 4°C 

• Traitement d’une fraction du plasma avec 10% d’acide acétique 1N. Conservation de 

la seconde fraction de plasma sous forme non traitée. Stocker à -80°C 

 

� Prélèvements tissulaires 

• Spécificité liée au prélèvement d’embryons : une boutonnière est réalisé au niveau 

abdominal et les cornes utérines sont prélevées. Elles renferment des poches 

amniotiques indépendantes contenant chacune un embryon et son placenta. Les poches 

sont prélevées et conservées sur glace. Chaque embryon est extrait, séparé de son 

placenta et décapité. La taille du cerveau des individus E20 ne permet pas une 

microdissection fine, certains cerveaux sont conservés entier dans du PFA 4% tandis 

que d’autres sont microdisséqués (cervelet, tronc cérébral, mésencéphale) et conservés 

dans l’azote liquide. 

• Le cerveau est rapidement extrait de la boîte crânienne et les hémisphères sont 

dissociés selon l’axe sagittal. Le demi-cerveau droit est déposé dans du PFA 4%. Le 

demi-cerveau gauche est microdissequé (cervelet, tronc cérébral, hypothalamus, 

striatum, hippocampe et cortex) et congelé dans de l’azote liquide. 

• Les organes prélevés en PFA 4% sont fixés dans la solution pendant 24h, rincés 

3x5min au PBS1X. Les cerveaux embryonnaires sont déshydratés selon un gradient 

d’éthanol (3x30min, éthanol 70%, 95%, 100%) et traités 3h au toluène avant d’être 

inclus en paraffine, coupés à 12µm d’épaisseur au microtome et stockés à température 

ambiante. Les cerveaux J21 sont traités selon un gradient de sucrose (10%, 20%, 30%) 

avant d’être congelé à -25°C dans du méthylbutane, coupé à 12µm d’épaisseur au 

cryostat dans une solution de carboxyméthylcellulose à 4% et stockés à -80°C. 

• Particularité liée à la préparation en bloc de paraffine : L’utilisation des coupes 

nécessite une étape de déparaffinage (Histo-Clear™ 2x3min, réhydratation 

progressives durant 3min dans de l’éthanol 100%, 95%, 70%, 50% puis lavage à l’eau 

5 min). 

• Le corps, éviscéré et écorché, est conservé dans une solution d’éthanol 75%. 

 



�

250�

�

Fiche 4 

Rats Wistar – Analyses histopathologiques 

 

� Coloration des squelettes 

La coloration est mise au point pour des embryons. Elle nécessite d’être ajustée selon la taille 

de l’échantillon. L’examen du squelette est préférentiellement réalisé à l’aide de rouge 

d’alizarine pour la coloration des os et de bleu alcian pour celle du cartilage. 

• La peau et les viscères sont éliminés et les squelettes déshydratés 24h à l’éthanol 95% 

• La coloration du cartilage au bleu alcian est effectuée pendant 48h à 72h 

• Les squelettes sont déshydratés 24h à l’éthanol 95% avant d’être plongés dans une 

solution de  KOH 2% jusqu’à ce que le squelette soit visible (environ 48 heures) 

• La coloration de l’os au rouge alizarine est effectuée pendant 24h 

• Les squelettes sont traités 1 à 2 semaines dans une solution 20% glycérol/1% KOH 

renouvelée tous les 7 jours de sorte à éliminer les tissus restants. Ils sont ensuite 

transférés dans 20% glycérol/20% éthanol pendant 1 semaine, 20% glycérol/50% 

éthanol pendant 24h  puis conservés dans une solution 87% glycérol à 4°C 

Les squelettes sont photographiés et la taille des fémurs est mesurée grâce au « Cell analysis 

software». 

 

� Coloration des coupes cérébrales à la thionine ou au DAPI 

L’acétate de thionine ou violet de Lauth, est utilisé pour la coloration des noyaux. 

• Les coupes sont isolées grâce à un stylo hydrophobe DakoPen™ et colorées dans une 

solution de thionine 1,5mol/L entre 7 et 10 minutes 

• Après deux lavages de quelques secondes dans de l’eau distillée les coupes sont 

déshydratées dans des bains successifs d'alcool (5 min 70%, 95%, 100%), plongées 

dans une solution d’Histo-Clear™ pendant au moins 3 min et montées sous lamelles 

 

La coloration peut aussi être réalisée au DAPI en incubant 5 min une solution diluée au 

1/5000
ème 

dans de l’eau. Les coupes sont alors conservées à l’abri de la lumière. 

Les coupes sont observées en lumière blanche au microscope optique (à fluorescence lors de 

l’utilisation du DAPI) et les mesures sont réalisées sur le logiciel « Cell analysis software » 
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Fiche 5 

Rats Wistar – Analyses histopathologiques bis 

 

� Apostain® : Anticorps monoclonal Apostain F7-26 anti-ADNsb 

 

• Les échantillons sont incubés 30 min dans du méthanol 80% dilué dans du PBS 1X à 

température ambiante puis rincées 2 fois 5 min au PBS 1X 

• Ils sont ensuite incubés dans une solution de saponine (0,2 g/L dans du PBS 1X) 

pendant 20 min à température ambiante et rincés1 fois au PBS à température ambiante 

• Une incubation dans le formamide 50% dilué dans de l’eau est réalisée à 56°C, 

pendant 20 min au bain-marie puis sont rincées 2 fois 5 min dans PBS froid 

maintenues sur glace 

• La solution est remplacée par de la BSA 1% à 37°C pendant 20 min avant d’être 

éliminée 

• 200 µL d’anticorps anti-ADNsb/Apostain® dilués au 1/10
ème 

dans du PBS/BSA 1% 

sont appliqués sous agitation lente, 30 min à 37°C avant d’être retirés et rincés au PBS 

1X 

• 200 µL d’anticorps secondaire Anti-IgM, au 1/500
ème 

dans du PBS-BSA 1% sont 

appliqués sous agitation lente et à l’abri de la lumière, 30 min à température ambiante  

• Après 3 lavages de 5 min au PBS sous agitation, les lames sont rincées 2 fois avec une 

solution de Triton 0,05% puis incubées 5 min avec une solution de DAPI diluée dans 

de l’eau au 1/5000
ème

 avant d’être rincées 2 fois 5 min au PBS et 1 fois à l’eau 

• Après montage les échantillons sont maintenus à l’obscurité et analysés au microscope 

à fluorescence 

 

� ApopTag® Fluorescein Direct In Situ Apoptosis Detection Kit 

 

• Les membranes cellulaires sont perméabilisées par une incubation de 5 min à -20°C 

dans un mélange éthanol/acide acétique 2:1 pré-refroidi avant d’être rincée 2 fois 5 

min avec du PBS 1X 

• Les échantillons sont incubés au moins 10 secondes avec 75µL/5cm² du tampon 

d’équilibration puis l’enzyme TdTest ajoutée à une concentration de 55µL/5cm² et 

incubée 1h à 37°C dans une chambre humide 

• Le Working Strength Stop/Wash Buffer est ajouté, les échantillons sont agités 15 sec 

puis incubés 10 min à température ambiante avant d’être rincée 3 fois 1 min au PBS 

1X 

• L’Anti-Digoxigenin Conjugate est appliquée à raison de 65µL/5cm², est incubée 30 

min à température ambiante dans une chambre humide à l’obscurité avant d’être 

rincée 4 fois 2 min au PBS 1X puis les échantillons sont marqués 5 min avec une 

solution de DAPI diluée dans de l’eau au 1/5000
ème 

avant d’être rincées 2 fois 5 min au 

PBS 1X et 1 fois à l’eau  

• Après montage les échantillons sont maintenus à l’obscurité et analysés au microscope 

à fluorescence ou au microscope confocal 
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Fiche 6 

H19-7/IGF-IR – Décongélation et congélation 

 

� Décongélation des lignées 

Les cellules sont décongelées dans une T25 préalablement traitée à la poly-L-lysine. 

• Les cryotubes sont rapidement décongelés à l’aide d’un bain-marie à 37°C 

• Le  contenu est déposé dans 10mL de milieu de culture 

• Les cellules sont séparées du milieu contenant le DMSO par centrifugation, 5 min à 

200g 

• Le surnageant est élimé et les cellules sont homogénéisées dans 5mL de milieu de 

culture 

• Le volume est déposé dans une flasque T25 (ou boite de culture de 25 cm
2
 

équivalente) 

• Le milieu est renouvelé tous les 2 jours 

 

� Congélation des lignées 

Le stockage est effectué par ampoules de 1,5.10
6
 à 2.10

6
 cellules dans un milieu 

cryoprotecteur. 

• Le tapis cellulaire est rincé au PBS 1X, les cellules sont trypsinées et ressuspendues 

dans du milieu 

• Les cellules sont comptées grâce à une cellule de Thoma : la moyenne des champs 

correspond à N.10
4
 cellules/mL de suspension 

• Les cellules sont centrifugées, 5 min à 200g puis le surnageant est éliminé 

• La solution cryoprotectrice est préparée sur glace et contient 10% DMSO, 35% SVF, 

55% de milieu de culture 

• 800�L de milieu cryoprotecteur est ajouté pour 1,5.10
6
 ou 2.10

6
 cellules, en agitant 

doucement le tube dans la glace 

• 800µL de cellules sont déposées par cryotube 

• Ils sont placés 24h à -80°C dans un boite de congélation dont l’acide isopropylique 

permet une congélation progression puis sont stockés dans une cuve à azote liquide 
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Fiche 7 

H19-7/IGF-IR – Passages des cellules et récupération des échantillons 

 

� Pré-traitement des supports de culture 

• Chaque surface plastique utilisée pour la culture est préalablement traitée à la poly-L-

lysine pour assurer l’adhérence des cellules 

• La solution de poly-L-lysine est diluée dans de l’eau stérile à 15µg/mL 

• Il faut compter 66µL de solution par cm² à traiter 

• La polymérisation s’effectue pendant 2h dans un incubateur à 33°, 5% CO2/95% air 

• Avant utilisation les surfaces traitées sont rincées au PBS 1X stérile 

 

� Passage des lignées cellulaires 

Avant utilisation tous les produits sont amenés à température ambiante. 

• Le tapis cellulaire est rincé avec du PBS 1X stérile 

• Le tapis est décollé par traitement trypsine, 40µL de trypsine-EDTA 0,05% par cm² 

• Après 5 à 10 min à 33°C, 2:1 volumes de milieu de culture est utilisé pour dilué la 

trypsine et pour décrocher le tapis cellulaire à la pipette 

• La suspension est centrifugée 5min à 200g et le surnageant est éliminé 

• Les cellules sont homogénéisées dans 2 à 5mL de milieu de culture et comptées sur 

cellules de Thoma 

• Les cellules sont entretenues à raison de 1,5.10
4 

cellules par cm² (5x10
4
 cellules pour 

une P96, 3x10
5
 pour une P24, 1 à 2x10

6
 pour une T25 et 2 à 4x10

6
 pour une 

P100/T75). 
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Fiche 8 

H19-7/IGF-IR – Conditions de culture 

 

� Mise en prolifération 

• Les surfaces plastiques sont préalablement traitées à la poly-L-lysine. La préparation 

des cellules est réalisée dans des boîtes de Pétri de 100 cm de diamètre pour l’étude 

des protéines, des plaques 6 puits pour l’étude de l’ADN ou des ARN, des plaques 24 

puits pour les immunochimies sur des lamelles en verre ou des plaques 96 puits pour 

les réactions biochimiques ou les échanges ioniques. 

• Les cellules sont acclimatées 24h en prolifération dans un milieu non carencé avant 

traitement 

• La carence est appliquée en prolifération 24h avant la mise en différenciation 

• Les cellules sont cultivées à 33°C en atmosphère humide 5% CO2 / 95% air 

• Le milieu de culture est renouvelé tous les deux à trois jours 

 

Lignée 

cellulaire 

Milieu de 

culture 
Complément 

Concentration 

initiale 

Concentration 

finale 

H19-7/IGF-IR 

Carencé 

DMEM 

- B9 

DMEM- B9 10X 1X 

H2O _ _ 
Bicarbonate de sodium 7,5% 3,7% 

Tableau 9 : Préparation du milieu DMEM carencé en folates 

 

Lignée 

cellulaire 

Milieu de 

culture 
Complément 

Concentration 

initiale 

Concentration 

finale 

H19-7/IGF-IR 
Prolifération 

DMEM 

± B9 

Sérum de veau fœtal 100% 10% 

Pyruvate de sodium 100mM 1mM 

Glucose 45% 0,35% 

L-Glutamine 200mM 2mM 

Pénicilline/ 

Streptomycine 

10000U/10000

mg/mL 
50U/50mg/mL 

Puromycine 50mg/mL 2ng/mL 

Généticine G418 100mg/mL 200µg/mL 

Tableau 10 : Composition du milieu de culture en condition de prolifération 
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� Mise en différenciation 

La différenciation permet d’obtenir des neurones matures par leur mise en présence avec un 

milieu enrichit en facteurs de croissance. 

• Le tapis cellulaire est rincé au PBS 1X stérile avant de déposer le milieu de 

différenciation 

• La différenciation est réalisée entre 1h et 13h. A 13h de différenciation les cultures 

présentent 50% de mort cellulaire, elles ne sont généralement pas traitées au-delà 

• Les cellules sont cultivées à 39°C en atmosphère humide 5% CO2 / 95% air 

 

Lignée 

cellulaire 

Milieu de 

culture 
Complément 

Concentration 

initiale 

Concentration 

finale 

H19-7/IGF-IR 
Différenciation 

DMEM 

± B9 

Sérum de veau fœtal 100% 1% 

Pyruvate de sodium 100mM 250 µM 

L-Glutamine 200mM 1 mM 

Glucose 45% 0,35% 

Pénicilline/ 

Streptomycine 

10000U/10000

mg/mL 
50U/50mg/mL 

Puromycine 50mg/mL 1 µg/mL 

Généticine G418 100mg/mL 400µg/mL 

N2 100% 1% 

Tableau 11 : Composition du milieu de culture en condition de différenciation 

 

� Condition de carence en folates (vitamine B9) 

La carence en folates est réalisée dans les mêmes conditions que le milieu standard. 

L’ensemble des milieux est normalisé en bicarbonate de sodium, glucose et glutamine de 

sorte à ne différer que par leur teneur en acide folique (vitamine B9), dont le milieu carencé 

est complètement dépleté. Les milieux de prolifération et de différenciation ne diffèrent que 

par leur concentration en sérum, pyruvate, G418 et en facteurs de croissance (supplément 

N2). 
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Fiche 9 

H19-7/IGF-IR – Viabilité cellulaire 

 

� ATPLite, CellTiter-Glo
TM 

Luminescent Cell Viability Assay 

• Les cellules ont été ensemencées à 10
5
 cellules par puits sur des plaques blanches 96 

puits préalablement traitées avec de la poly-L-lysine 

• Une gamme étalon de densités cellulaires décroissantes est établie : 100000, 50000, 

25000, 12500, 6250, 3125, 1562, 781, 390, 195, 97, 0 cellules par puits 

• 200�L de réactif ATPLite sont introduits dans chaque puit, la plaque est agitée 

pendant 2 min à l’abri de la lumière puis maintenue 10 min à température ambiante à 

l’obscurité 

• La bioluminescence est lue sur lecteur de plaques en mode luminescence 

 

� MitoCapture
TM 

Apoptosis detection Kit
 

• Les cellules sont ensemencées à 3.10
5
 cellules par puit sur des plaques 24 puits 

contenant des lamelles en verre traitées à la poly-L-lysine 

• Le tampon d’incubation du kit est préalablement amené à 37°C puis utilisé pour laver 

deux fois les lamelles 

• Le tampon est ensuite mélangé au réactif couplé au fluorochrome au 1/1000
ème

, 

homogénéisé et maintenu à l’abri de la lumière 

• 200µL sont déposés dans chaque puit, incubé 20 min à 37°C puis rincé 2 fois avec le 

tampon d’incubation 

• Après montage les lames sont maintenues à l’abri de la lumière et analysées au 

microscope optique à fluorescence 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



�

257�

�

Fiche 10 

H19-7/IGF-IR – Traitement par siARN 

 

� Mise en culture et carence 

 

La culture est réalisée dans du milieu de culture dépourvu d’antibiotiques 

 

� Transfection 

Le traitement est optimisé pour la lignée H19-7/IGF-IR difficilement transfectable, il 

comporte une primo-transfection et un rappel de transfection : la première transfection de 

siRNA 24h après la mise en prolifération est réalisée à 25nM puis le rappel est effectué 24h 

plus tard à 10nM de siRNA, de manière concomitante à la mise en carence. Les cellules sont 

mises en différenciation 24h après le rappel pour une durée de 6h ou 13h. 

• 1 à 2 heures avant la primo-infection à 25nM, les cellules sont rincées au PBS 1X et 

mises en présence de milieu de culture sans antibiotiques 

• D’une part, le siARN est dilué dans de l’opti-MEM, homogénéisé et incubé 5min à 

température ambiante 

• D’autre part, la lipofectamine RNAiMax est diluée dans de l’opti-MEM, 

homogénéisée et incubée 5min à température ambiante 

• Les volumes sont ensuite mélangés, homogénéisés et laissés à incuber 20 minutes à 

température ambiante 

• Le mélange lipofectamine/siARN est ajouté au milieu de culture de chaque puit ou 

plaques contenant les cellules et les supports sont légèrement agités pour mélanger 

• Le rappel de transfection à 10nM est réalisé 24h plus tard 

• Les cellules sont rincées au PBS 1X et mises en présence de milieu de culture sans 

antibiotiques standard ou carencé 

• La préparation des siRNA à 10nM est identique à la primo-transfection 

 

*Les volumes sont divisés par 4 pour les plaques de culture de 24 puits. 

Tableau 12 : Préparation des solutions de siRNAs et lipofectamine RNAiMax pour la 

tansfection. 

 

 

 

Réactif 
siRNA * 

primo-infection 

Opti-MEM * 

primo-infection 

siRNA* 

rappel 

Opti-MEM* 

rappel 

siRNA 30 µL 220 µL 12 µL 238 µL 

Lipofectamine 7 µL 243 µL 4 µL 246 µL 
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Fiche 11 

H19-7/IGF-IR – Récupération des échantillons 

 

� Récupération en solution d’extraction par grattage 

Mode de récupération privilégié pour les études sur les protéines en western blot. 

• Le tapis cellulaire est rincé au PBS 1X 

• La solution d’extraction est déposée sur le tapis cellulaire, 600µL sont utilisés pour 

récupérer le contenu d’une P100 

• A l’aide d’un grattoir le tapis cellulaire est décollé, la suspension est déposée dans un 

Eppendorf 

• L’extraction des protéines doit être effectuée immédiatement et stocké à -80°C 

 

� Récupération en culot sec par traitement trypsine-EDTA 

Mode de récupération privilégié pour les études sur ADN ou ARN en biologie moléculaire. 

• Le tapis cellulaire est rincé au PBS 1X 

• Le tapis cellulaire est décollé par traitement trypsine-EDTA 

• Après une centrifugation de 5min à 200g, le surnageant est éliminé 

• Les cellules sont rincées par homogénéisation dans du PBS 1X 

• Après une seconde centrifugation de 5min à 200g, le surnageant est éliminé 

• Les extractions sont réalisées immédiatement ou les cellules sont stockées sous forme 

de culot sec à -80°C 

 

� Fixation par traitement paraformaldéhyde 4% 

Mode de conditionnement utilisé pour les études sur protéine ou ARN en immunochimie et 

hybridation in situ. 

• Le tapis cellulaire est rincé 2 fois successives au PBS 1X 

• Le tapis cellulaire est fixé par traitement au PFA 4%, 500µL pendant 10 minutes, la 

solution est éliminée par la voie d’élimination des déchets toxiques 

• Le tapis cellulaire est à nouveau rincé 2 fois successives au PBS 1X, les solutions de 

lavage sont éliminées par la voie des déchets toxiques 

• Le tapis cellulaire est recouvert d’eau pour le préserver de la déshydratation et les 

boîtes sont conservées à 4°C dans du papier aluminium 

• Il est préférable de ne pas stocker les boîtes plus de 7 à 14 jours 
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Fiche 12 

Dosages métaboliques – Extraction des protéines cytosoliques 

 

� Extraction protéique compatible avec les analyses métaboliques en HPLC 

La préparation se fait en maintenant les échantillons à 4°C 

• Les tissus sont broyés à l’aide d’un mortier dans de l’azote liquide et 

homogénéisés dans un tampon hypotonique PBS 0.1%/2% d’un cocktail 

d’inhibiteurs de protéases 

• Les cellules sont séparées à l’aide d’une seringue. 3 cycles de 

congélation/décongélation dans de l’azote liquide et un bain-marie à 37°C sont 

réalisés avant de finaliser la lyse à l’aide d’un sonicateur à sonde, 1 min en mode 

pulsé, microtype (dutty cycle 30%) LIMIT 7, tout en maintenant les échantillons 

sur glace 

• Le dosage de l’homocystéine nécessite une étape supplémentaire de traitement au 

DTT 50mM de sorte à rompre les liaisons aux protéines 

• Les échantillons sont centrifugés 30min à 20000g à 4°C, le surnageant est récupéré 

et dosé pour définir sa concentration en protéines par la méthode BCA 

 

� Dosage des protéines par la méthode de l’acide bicinchoninique (BCA) 

Le dosage BCA est une méthode colorimétrique basée sur le pouvoir réducteur des protéines 

en milieu alcalin (réduction de l'ion cuivrique Cu(II) en ion cuivreux Cu(I)) et la capacité de 

l’acide bicinchoninique à former un complexe coloré violet avec les ions cuivreux. Le 

complexe est hydrosoluble et présente une forte absorbance entre 540 et 590 nm. 

• Une gamme étalon (0, 50, 100, 200, 400, 800, 1200, 1600 et 2000 µg/mL) est réalisée 

en triplicat à partir d’une solution stock de BSA 2mg/mL (dans une solution de NaCl à 

0,9% (p/v) et NaN3 à 0,05% (p/v)) diluée dans le même tampon que les échantillons à 

doser, dans un volume final de 25µL, dans une plaque de 96 puits 

• Les échantillons sont déposés en duplicat, dilués au 1/10
ème

 ou 1/20
ème 

dans le même 

tampon que les échantillons à doser, dans un volume final de 25µL. Deux blancs sont 

réalisés avec 25µL de diluant seul.  

• Le réactif est préparé en mélangeant 50 volumes du réactif A (BCA) avec 1 volume du 

réactif B (CuSO4). 200µL sont ajoutés à chaque puit. La plaque est agitée, couverte et 

placée 30 min à 37°C avant de refroidir à température ambiante 

• L’absorbance est mesurée sur un spectrophotomètre à 570 nm. La moyenne des blancs 

est soustraite aux valeurs pour obtenir les valeurs corrigées. La droite de régression 

étalon est tracée et la concentration protéique des échantillons est  déterminée à partir 

de l’équation de droite de la courbe étalon.  
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Fiche 13 

Dosages métaboliques – Vitamines B9 et 12 

� Dosage par isotopes radioactifs « SimulTRAC-SNB »

Au sein d’une même réaction les vitamines B9 et B12 des échantillons entrent en compétition 

sur un nombre restreint et constant de sites de fixation avec leurs homologues marqués (B12-

[
57

Co] et B9-[
125

I]). Le taux de vitamines des échantillons est inversement proportionnel au

taux de radioactivité fixée et est déterminé en utilisant un compteur à double canaux. 

• Les courbes étalons sont réalisées à partir de duplicats des échantillons dilués dans de

la serum-albumine, du chlorure de sodium et des agents stabilisateur de conservation

Folates (Vide, A 0, B 2.3, C 4.5, D 9.1, E 23 et F 45 nM) 

Vitamine B12 (Vide, A 0, B 74, C 148, D 296, E 740 et F 1480 pM) 

• 200µL d’échantillons sont déposés dans un tube à hémolyse et mélangés à 200µL de

solution de marquage/DTT, agités et incubés 15min à température ambiante

• 100µL de réactif d’extraction est ajouté, le mélange est vortexé et est incubé 15min à

température ambiante

• 1000µL de réactif de liaison SimulTRAC-SNB est ajouté, le mélange est agité et

incubé 60min à l’obscurité, à température ambiante avant  d’être centrifugé 10min à

1000g. Le surnageant est éliminé et la radioactivité définie par un compteur gamma

• Les courbes étalons et les courbes des échantillons sont obtenues par comptage de

l’Iode
125

 pour la vitamine B9 et par comptage du Cobalt
57

 pour la vitamine B12

• La moyenne des blancs est soustraite à toutes les valeurs pour obtenir leurs valeurs

corrigées

• La moyenne des mesures corrigées des tubes vides est réalisée pour obtenir le nombre

de coups total corrigé pour chaque dosage

• La moyenne des mesures corrigées des blancs est divisée par le nombre de coups total

corrigé de façon à obtenir le coefficient de niveau de marquage B0 (≤ 36%)

• Les valeurs corrigées de chaque tube sont divisées par la moyenne corrigée des blancs

pour obtenir le pourcentage de niveau de marquage de chaque tube. La courbe étalon

est tracée avec la concentration des étalons en abscisse (vitamine B9 en ng/ml et B12

en pg/ml) et le pourcentage de niveau de marquage en ordonnée (B12 ou folates/B0)

• La concentration de la vitamine B12 ou en folates dans la plasma est déterminée par

extrapolation à partir de la courbe étalon donnant le pourcentage de niveau de

marquage par rapport à la valeur en pg/ml de vitamine B12 ou la valeur en ng/ml de

folates.
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Fiche 14 

Dosages métaboliques - HCY, MMA, acide succinique, méthionine, SAM et SAH 

 

� Dosage des métabolites par LC-MS/MS 

�

• Les tubes à doser sont préparés : les échantillons acidifiés sont remis à pH avec du NH3 

1N (µL NH3/55µL d’échantillons) 

- 13
C5 SAH : 5µM 

- SAH : 0.5mM 

- HCY/MMA/Ac. Succinique/SAM/Methionine /D4_HCY 1/D6_Ac. 

Succinique/D3_SAM/D3_Methionine : 1mM     

- D3_MMA : 2 mM   

- Chromsystems Levels 1 & 2 (HCY) / Clinchek Levels 1 & 2 (MMA) / Pool acidifié 

avec de l’acide acétique 1M / SKLM_SAS pur et dilué au 1/100
e 
/ SKLM_AMI dilué 

au 1/10e 

 

• Les standards internes sont préparés dans une solution de DDT à 200 mM 

Le DDT (154,25 mg qsp 5ml acétate NH4 20mM pH 7,4) est préparé en 10 min sous ultrason  

- 500 µL sont conservés pour les blancs et les échantillons 

Dans les 4,5 ml de DDT à 200mM restant ajouter : 

- 150µL D4_HCY 1mM (29.6µM) + 5µL D3_MMA à 2mM (1.97µM) + 150µL D6_Ac 

succinique 1mM (29.6µM) + 5µL D3_SAM 1mM (988nM) + 100µL
 13

C5 SAH 

5µM (98.8nM) + 150µL D3_METHIONINE 1mM (29.6µM) 

 

• Préparation des gammes standard  (HCY-MMA-AC SUCCINIQUE-MET-SAM-SAH) : 

Les échantillons sont décongelés, vortexés et centrifugés 10min à 3500rpm à 4°C 

Dans un tube Eppendorf: Standard S8 qsp 1mL de plasma 

- 100µL HCY 1mM / 10µL MMA à 1mM / 100µL Ac. succinique 1mM / 10µL SAM 

1mM (1/10 100µM) / 10µL SAH  0.5mM (1/10 50µM) / 100µL MET 1mM 

- Faire une dilution de ½ en ½ dans le plasma restant jusqu’au Standard S1 

o HCY-AC SUCC-MET: 0,781-1,56-3,125-6,25-12,5-25,0-50,0-100 µM 

o MMA : 0,0781-0,156-0,312-0,625-1,25-2,5-5,0-10,0 µM 

o SAM : 7,81-15,625-31,25-62,5-125-250-500-1000 nM 

o SAH : 3.91-7,81-15,625-31,25-62,5-125-250-500 nM 
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• Préparation des échantillons 

 

 

 

Blanc réactif Blanc échantillon Standard S0 à S8 Contrôles Echantillons 

Prise essai 50 µL eau 50 µL plasma 50 µL 50 µL 50µL 

Standard interne 50 µL DDT 50 µL DDT 50 µL 50 µL 50 µL 

Vortexer les tubes et incuber 15min à température ambiante 

Méthanol à 

0,1% acide 

formique 

100 µL 100 µL 100 µL 100 µL 100 µL 

Vortexer les tubes et incuber 30min à  4°C puis vortexer et centrifuger 10min à 15000rpm 

 

• Passage sur LC-MS/MS (plaque de 96 puits de 350 µL) 

- Distribuer en A1, 200µL H2O  + 0.2% Acide Formique 

- Distribuer 100µL  H2O  + 0.2% Acide Formique dans les autres puits 

- Ajouter 25µL de chaque échantillon dans les puits correspondant (dilution 1/5
e
) 

- Souder un film et agiter 5min à 600rpm, centrifuger 2min à 1500rcf et analyser 

Phases mobiles : 

- A1 : H2O + 0.2% Acide Formique  

- WEAK : H2O + 0.2% Acide Formique 

- B1-STRONG : MeOH + 0.2% Acide Formique 

- Soniquer les phases mobiles 10min pour dégazer 

Analyse : 

- Méthode UPLC Acquity: &ISO_2.80 MIN_95-5_ FL.method 

- Méthode d’acquisition : \&T3_HCY_MMA_AC SUCC_ISO_FL_H6.dam  

à 2 périodes (MRM + pour HCY puis MRM – pour MMA & acide succinique) 

- Méthode de quantification : HCY –AC SUCC-MMA.qmf 
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Fiche 15 

Expression génique – Quantification et test qualité des ADN et ARN 

 

� Quantification des molécules 

 

La quantité d’ADN ou ARN présente dans les échantillons est obtenue à l’aide d’un 

spectrophotomètre à 230, 260 et 280 nm 

La pureté des échantillons est déterminée par les ratios A260/A280 et  A260/A230 

- 1,8 < A260 / A280 < 2 doit être obtenu 

R < 1,8 indique une contamination par des protéines 

R > 2 indique une dégradation des ARN ou ADN 

- Le ratio A260/A230 doit être inférieur à 2,1 

R > 2,1 indique une contamination par des produits organiques 

[ADN] : 1 mesure de DO = 33 µg/mL d’ARN (à multiplier par le facteur de dilution) 

[ARN] : 1 mesure de DO = 40 µg/mL d’ARN (à multiplier par le facteur de dilution) 

 

� Analyse qualitative sur gel d'agarose 

 

• Un gel d’agarose est réalisé à 0,8-1% (p/v) selon la taille des ADN étudiés 

L'agarose est dissout dans du TBE 1X (50mL pour 8 échantillons, 80mL pour 15/20 

échantillons) en chauffage la solution jusqu’à ébullition puis en laissant refroidir à 

~50°C 

Le bromure d'éthidium (BET) est alors ajouté à une concentration finale de 0,5µg/mL 

(1 ou 2 gouttes) et homogénéisé 

La solution chaude d’agarose est coulée dans le support de gel où le peigne en téflon 

est préalablement positionné, et laissée à polymériser pendant 15 min à température 

ambiante 

• Les échantillons sont déposés dans le gel et laissés à migrer 

Le peigne et la plaque sont retirés du support puis le gel est placé dans la cuve 

d’électrophorèse horizontale remplie avec du tampon TBE 1X 

Un volume de 10µL est déposé par puit (500ng d’échantillon, 2µL de solution de 

dépôt qsp 10µL avec de l’eau Milli-Q, ainsi qu’un marqueur de taille) 

La cuve est reliée à un générateur de courant continu et les échantillons sont mis à 

migrer sous une tension constante de 80V (petit gel) ou 130V (grand gel) pendant 

50min (18V/cm) 

• Les molécules contenues dans le gel sont visualisées sur une plaque UV (312 nm) par 

Image Master� VDS 
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Fiche 16 

Expression génique – Extraction ADN 

� QIAamp® DNA Mini extraction kit

• Préparation des échantillons

20mg de tissus broyés sont mélangés à 180µL de tampon ATL

Les cellules (> 2.10
6
) ont été conditionnées dans du PBS 1X

20µL de la protéinase K sont ajoutés aux échantillons avant d’être vortexés

Les échantillons tissulaires sont totalement lysés par une étape supplémentaire

d’incubation à 56°C 1h à 3h en vortexant 2-3 fois puis brièvement centrifugés

200µL de tampon AL sont ajoutés,  les échantillons sont vortéxés 15sec et incubés

10min à 70°C pour les tissus ou 56°C pour les cellules puis brièvement centrifugés

• Extraction de l’ADN

200µL d’éthanol (96-100%) sont ajoutés, vortexés 15sec et centrifugé

Le mélange est transféré sur une colonne, déposée dans un tube collecteur de 2mL et

centrifugé 1min à  6000g, l’éluat est éliminé

500µL de tampon AW1 sont déposés, centrifugés 1min à  6000g, l’éluat est éliminé

500µL de tampon AW2 sont déposés, centrifugés 3min à 20000g, l’éluat est éliminé

La colonne est transférée dans un nouveau tube collecteur de 2mL, centrifugé 1min à

vitesse maximale pour sécher la membrane

La colonne est transférée dans un nouveau tube collecteur de 1,5mL, 200µL du

tampon AE ou de l’eau RNase-free sont déposés, incubés 1min à température

ambiante et centrifugés 1min à  6000g

La colonne est transférée dans un nouveau tube collecteur de 1,5mL, 200µL du

tampon AE ou de l’eau RNase-free sont déposés, incubés 5min à température

ambiante et centrifugés 1min à  6000g

• Dosage des ADN dans un spectromètre afin d’obtenir la concentration de chaque

échantillon. Si les ADN sont dilués, procéder à une concentration des ADN

� Concentration des ADN

2,5 volume d’éthanol 100% froid, 1/10 d’acétate de sodium (3M pH 5,2), 1µL de

glycogène sont ajoutés aux échantillons puis vortexés et incubés 10min sur carboglace

avant d’être centrifugés 10min à 10000rpm. L’ADN doit être culoté au fond du tube

Le liquide est éliminé et les échantillons sont lavés avec 200 à 250µL d’éthanol 70%

froid avant d’être centrifugés 10min à 13rpm

Les culots sont séchés et ressuspendus dans le volume d’H2O adéquat
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Fiche 17 

Expression génique – Méthylation globale de l’ADN 

 

� Methylamp™ Global DNA Methylation Quantification Kit 

 

• Solution du kit 

GU1 (10X Wash Buffer) / GU2 (DNA Binding Solution) / GU3 (Methylated DNA Control, 

100�g/ml) / GU4 (Block Solution) / GU5 (Capture Antibody, 1mg/ml) / GU6 (Detecting 

Antibody, 400�g/ml) / GU7 (Enhancer solution) / GU8 (Developing Solution) / GU9 (Stop 

Solution) / Negative control DNA (50µg/µl) 

  

• Préparation de la gamme et des échantillons 

- Témoin positif & gamme : GM3 est dilué de 0.2 à 10ng/µL avec GM2. La gamme 

est réalisée avec 28µl de GM2 par puit mélangés à 20µl de chaque dilution de 

GM3 

- Blanc : ajouter 28µL de GM2 + 2µL de contrôle négatif 

- Echantillons : GM1 est dilué au 1/10
ème

 dans l’eau distillée (pH 7.4) (2mL de GM1 

1x par puits), 28µL de GM2 sont déposés par puit, puis 2µl (100 à 200ng) d’ADN 

 

• Quantification de l’ADN 

Chaque puit est homogénéisé au dépôt, la solution est étalée au fond des puits et 

incubés à l’abri de l’humidité 40min à 37°C  puis  35 à 40min à 60°C pour 

évaporation 

150µl de GM4 sont ajoutés à chaque puit et incubés 30min à 37°C puis le liquide est 

aspiré et les puits sont lavés 3 fois avec 150µl de GM1 1X 

GM5 est dilué au 1/1000
ème 

avec GM1 1X, 50µl de GM5 dilué sont ajoutés par puits, 

incubés 1h à température ambiante puis les puits sont lavés 4 fois avec 150µl de GM1 

1X 

GM6 au 1/5000
ème 

est dilué au 1/10 000
ème 

avec GM1 1X, 50µl de GM6 dilué sont 

ajoutés par puit, incubés 30min à température ambiante, puis les puits sont lavés 5 fois 

avec 150µl de GM1 1X 

GM7 au 1/5000
ème 

est dilué au 1/10 000
ème 

avec GM1 1X, 50µl de GM7 dilué sont 

ajoutés par puit, incubés 30min à température ambiante puis les puits sont lavés 5 fois 

avec 150µl de GM1 1X 

100µl de GM8 sont ajoutés par puit, incubés 1-5 min à l’obscurité. Suivre la coloration 

des puits contenant les échantillons et contrôles pour avoir une coloration bleu 

moyenne 

50µL de GM9 sont ajoutés par puit pour stopper la réaction enzymatique, l’absorbance 

est lue à 450 nm dans les 2 à 15 min et le pourcentage de méthylation calculé 
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• Calcul 

Pour un calcul simplifié la formule suivante est utilisée, pour 10ng du contrôle positif 

et 100ng d’échantillon d’ADN 

 

Pour un calcul plus précis, la pente en DO/ng est déterminée à partir des valeurs de la 

densité optique DO en fonction de la quantité GM3, la formule suivante est appliquée 

 

Avec X, le contenu en GC selon l’espèce (41% dans l’ADN humain, 42% chez les rats 

et souris, 38% pour les levures) 
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Fiche 18 

Expression génique – Extraction ARN 

� RNeasy
®

 Mini Kit Plus

• Préparation des échantillons cellulaires

La lyse des cellules s’effectue avec 600µL RLT

Le lysat est passé 5 fois au travers d’une aiguille de 0,9mm sur une seringue RNase-

free

Le lysat est transféré sur une colonne à élimination d’ADN génomique placée dans un

tube collecteur de 2mL et centrifugé 30sec à plus de 8000g avant de récupérer l’éluat

� RNeasy
®

 Lipid Tissue Mini Kit

• Préparation des échantillons tissulaires

100mg de tissu sont broyés,  mélangés à 1mL de Qiazol sous hotte, passés dans une

aiguille de 0.9mm adaptée à une seringue RNase-free et laissés 5min à température

ambiante

200�l de chloroforme sont ajoutés, vortexés et laissés 2-3min à température ambiante

avant d’être centrifugé 15min à 12000g, à 4°C (la première phase contient les ARN)

� Extraction des ARN totaux (procédures communes) 

600�l d’éthanol 70% (RNase-free) sont ajoutés et homogénéisés 

Le volume est passé par 700µl sur une colonne d’extraction placée dans un tube 

collecteur de 2mL, centrifugé 15sec à plus de 8000g et l’éluat est jeté 

700µL de tampon RW1 sont ajoutés à la colonne, centrifugé 15sec à � 8000g, et 

l’éluat jeté 

500µL de tampon RPE sont ajoutés à la colonne, centrifugé 15sec à � 8000g, et l’éluat 

jeté 

500µL de tampon RPE sont à nouveau ajoutés, centrifugé 2min à � 8000g, et l’éluat 

jeté 

La colonne est transférée dans un nouveau tube collecteur de 2mL et centrifugés 1min 

à vitesse maximale pour sécher la membrane 

La colonne est transférée dans un nouveau tube collecteur de 1,5mL, 30-50µL d’eau 

RNase-free sont déposés sur la membrane et centrifugés 1min à  � 8000g pour éluer 

l’ARN (si le taux d’ARN attendu est > 30µg, répéter l’étape d’élution avec un second 

volume d’eau dans le même tube collecteur) 

� Dosage des ARN dans un spectromètre afin d’obtenir la concentration de chaque 

échantillon 
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Fiche 19 

Expression génique – RT² PCR Profiler Array 

� Screening par RT² Profiler PCR Arrays – SABiosciences Kit

• RT² First Strand Kit®

L’élimination d’ADN génomique est réalisé par un mix contenant 500ng d’ARN, 2µL

de gDNA elimination buffer qsp 10µL avec de l’eau RNAse-free, homogénéisé et

centrifugé puis soumis à un programme d’incubation de 5min à 42°C suivi d’1min sur

glace

10µL de mix de RT sont ajoutés, contenant de 4µL de RT buffer, 1µL de primer et

control externe, 2µL d’enzyme de RT et 3µL d’eau RNase-free et homogénéisés

Le programme de RT comporte une phase de 15min à 42°C suivi de 5min à 95°C

Le produit de RT est mélangé à 91µL d’eau RNase-free pour obtenir un volume final

de template de 111µL conservés à -20ºC

• RT² Assays primer qPCR

Le mix est réalisé à partir de 1350µL de 2x RT² SYBR Green Mastermix, 102µL

d’ADNc, 1248µL d’eau RNase-free pour un volume total de 2700µL de mix

25µL de mix sont ajoutés dans chaque puit contenant les amorces des gènes puis la

plaque est fermée par un film adhésif transparent

La plaque est centrifugée 1min à 1000g pour éliminer les bulles d’air

Le programme de PCR comporte une activation de la polymérase de 10min à 95°C

suivi de 40 cycles d’une succession 15sec à 95°C / 60sec à 60°C

L’analyse est réalisée sur le logiciel « SABiosciences PCR Array Data Analysis

Template »
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Fiche 20 

Expression génique – qRT-PCR SYBR Green 

 

� Expression des gènes qRT-PCR SYBR Green 

La rétrotranscription des ARN totaux est réalisée avec le Quantitect® Reverse Transcription 

Kit de Qiagen. 

L’élimination d’ADN génomique est réalisée par un mix content 1µg d’ARN, 2µL de 

gDNA Wipeout®, qsp 12µL avec de l’eau RNAse-free, homogénéisé et centrifugé 

puis soumis à un programme d’incubation de 9min à 42°C suivi d’1min sur glace 

6µL de mix de RT sont ajoutés, contenant de 4µL de Quantiscript RT 5x, 1µL de RT 

primer mix et 1µL d’enzyme Quantiscript RT, homogénéisés et centrifugés 

Deux tubes contrôles sont réalisés : 

- Contrôle négatif (RT sans ARN), 14 µL d’H2O au lieu de 14 µL d’ARN  

- Contrôle positif (RT sans enzyme), 1µL H2O au lieu de 1 µL de Quantiscript RT 

Le programme de RT comporte une phase de 15min à 42°C suivi de 3min à 95°C 

• Quantitect™ SYBR® Green PCR 

1µL d’ADNc est déposé dans chaque puit 

Le mix est réalisé à partir de 10µL SYBR Green PCR 2X, 1µL de chacune des sondes 

sens et anti-sens à 10µM, 8µL d’eau RNase-free pour un volume total de 20µL de mix 

par réaction 

Les 20µL sont ajoutés dans chaque puit contenant les amorces des gènes puis la 

plaque est fermée par un film adhésif transparent 

La plaque est centrifugée 1min à 1000g pour éliminer les bulles d’air 

Le programme de PCR comporte une activation de la polymérase de 15min à 95°C 

suivi de 40 cycles d’une succession 10sec à 94°C / 15sec à X°C / 15sec à 72°C (X : 

température dépendante du couple d’amorce). Une étape d’élongation finale de 7min à 

72°C suivie d’une dénaturation à 95°C pendant 5sec permet d’obtenir les melting 

curves 

Selon l’appareil utilisé, l’analyse est réalisée sur le logiciel « RelQuant » (Roche) ou le 

« Step One Plus Solftware » (Applied biosystems) 
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Fiche 21 

Expression génique – Extraction des miRNAs 

 

� mirVana
TM 

miRNA Isolation Kit  

• Préparation de l’échantillon 

- Pour tissus : 

Peser ou estimer le poids de l’échantillon (0,5-250mg) 

La lyse est réalisée avec 10 volumes (1g/10mL) de tampon de lysis/binding 

solution, homogénéisés au moins 5 fois au travers d’une aiguille de 0.9mm adaptée 

à une seringue RNase-free jusqu’à l’obtention d’un lysat tissulaire homogène 

- Pour cellules : 

Les cellules (10
2
-10

7
 cellules) sont lysées dans 600µL du tampon de lysis/binding 

solution, homogénéisées au moins 5 fois au travers d’une aiguille de 0.9mm 

adaptée à une seringue RNase-free jusqu’à l’obtention d’un lysat cellulaire 

homogène 

 

• Extraction des miARNs 

1:10 volume de Homogenate Additive est ajouté, mélangé et laissé 10min sur glace 

1:1 volume d’acide phénol-chloroforme est ajouté, vortexé 30 à 60sec et centrifugé 

5min à 10000g à température ambiante, la phase aqueuse contient les ARN 

La phase aqueuse est déposée dans un nouveau tube de collection 

1,25 volume d’éthanol 100% sont ajoutés à la phase aqueuse et mélangé doucement 

Le mélange est déposé par tranche de 700µL sur une colonne, placée dans un tube 

collecteur, mélangé et centrifugé 15sec à 10000 g, l’éluat est jeté 

700µL de Wash solution1 sont déposés sur la colonne et centrifugés10sec à 10000g, 

l’éluat est jeté 

500µL de Wash solution 2/3 sont déposés sur la colonne et centrifugés 10sec à 

10000g, l’éluat est jeté 

500µL de Wash solution 2/3 sont à nouveau déposés sur la colonne et centrifugés 

10sec à 10000g, l’éluat est jeté 

La colonne est centrifugée 1min à vitesse maximale pour sécher la membrane 

La colonne est transférée dans un nouveau tube collecteur de 2mL 

100µL d’eau RNase-free sont ajoutés pour éluer les ARN et centrifugés 30sec à 

10000g 

 

• Dosage des ARN dans un spectromètre afin d’obtenir la concentration de chaque 

échantillons 
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Fiche 22 

Expression génique – qRT-PCR TaqMAN 

 

� Expression des gènes qRT-PCR TaqMan 

• Taqman® MicroRNA Reverse Transcription 

 

Les ADNc sont préparés à 10ng d’échantillon qsp 5µL d’eau RNase free 

7µL de mix de RT sont ajoutés, contenant de 0.15µL de dNTP, 1µL de MultiScribe
TM

 

Reverse Transcriptase, 1.5µL de 10x Reverse Transcription buffer, 0.19µL de RNase 

inhibitor et 4.16µL d’eau RNase-free, homogénéisés et centrifugés 

 

Deux tubes contrôles sont réalisés : 

- Contrôle négatif (RT sans ARN), 5 µL d’H2O au lieu de 5 µL d’ARN  

- Contrôle positif (RT sans enzyme), 1 µL H2O au lieu de 1 µL de la Reverse 

Transcriptase 

 

3µL de primers sont ajoutés, homogénéisés, centrifugés et incubés 5min sur glace 

 

Le programme de RT comporte une phase de 30min à 16°C, 30min à 42°C, suivi de 

5min à 85°C 

 

• Taqman® MicroRNA Assay 

1.33µL d’ADNc sont déposés dans chaque puit 

Le mix est réalisé à partir de 10µL de Taqman 2x Universal PCR Master Mix, 7,67µL 

d’eau RNase-free et 1 µL de Taqman MicroRNA Assay (amorces) pour un volume 

total de 18.67µL de mix par réaction 

Les 18.67µL sont ajoutés dans chaque puit contenant l’ADNc des gènes puis la plaque 

est fermée par un film adhésif transparent  

La plaque est centrifugée 1min à 1000g pour éliminer les bulles d’air 

Le programme de PCR comporte une activation de la polymérase de 10min à 95°C 

suivie de 40 cycles d’une succession 15sec à 95°C / 2min à 60°C. Une étape 

d’élongation finale de 7min à 72°C suivie d’une dénaturation à 95°C pendant 5sec 

permet d’obtenir les melting curves 

L’analyse est réalisée sur le « Step One Plus Solftware » (Applied biosystems) 
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Fiche 23 

Expression génique – Localisation des miRNAs 

� miRCURY LNA
TM

 microRNA ISH Optimization Kit (FFPE)

• Préparation du mélange d’hybridation

La solution Hybridation Buffer 1X est diluée à 1:1 avec de l’eau RNase free

Les sondes LNA
TM 

sont mélangées au tampon d’hybridation (1nM pour les cellules et

0,5nM pour les tissus) et dénaturées 4min à 90°C

• Protocole d’hybridation in situ

La protéinase K est mélangée à la solution tampon de protéinase K (5µL/10mL pour

les tissus, 7µL/10mL pour les cellules), 300µL sont déposés par échantillon, incubés

10min à 37°C et rincés 2 fois 5min au PBS 1X

Les échantillons sont déshydratés dans des bains successifs de 3min d'alcool 50%,

70%, 95% et 100% et laissés à sécher 15min à température ambiante

25µL du mélange d’hybridation contenant les sondes dirigées contre les séquences de

microARN cibles sont déposés, chaque échantillon est recouvert d’une lamelle en

verre stérile en évitant la formation de bulles d’air et laissé à incuber 1 heure à 55°C

La lame en verre est retirée et les échantillons sont rincés par des bains successifs de

5min de solution de SSC à 55°C (5X SSC, 1X SSC, 0,2X SSC) et un bain

supplémentaire à température ambiante (0,2X SSC) avant d’être rincés au PBS 1X

Les échantillons sont bloqués dans une solution Denhardt 1X, 15min à température

ambiante dans une chambre humide, l’anticorps primaire anti-DIG dilué au 1/800
ème 

dans la solution de blocage contenant 2% de BSA est déposé et incubé 1 heure à

température ambiante avant d’être rincé 3 fois 3min au PBS-T 1X. L’anticorps

secondaire dilué au 1/2000
ème 

est déposé et incubé 1 heure à température ambiante

avant d’être rincé 2 fois avec une solution de PBS-T 1X. Le DAPI est dilué au

1/5000
ème 

et incubé 20sec avant d’être rincé 2 fois 5min à l’eau RNase-free

Les échantillons sont déshydratés dans des bains successifs de 3min d'alcool 50%,

70%, 95%, 100% et laissés à sécher 15min à température ambiante

Après montage, les lames sont conservées à l’obscurité et analysé en microscopie à

fluorescence ou confocal.
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Fiche 24 

Expression protéique – Extraction des protéines cytosoliques 

 

� Extraction des protéines 
- Le tampon RIPA est complété avec 10µL/mL de PMSF, 10µL/mL 

d’orthovanadate (Na3VO4) et 10µL/mL de PIC 

 

- Les échantillons sont préparés 

Les cellules sont récupérées par grattage avec 600µL de tampon de lyse RIPA 

Les tissus sont broyés et 500µL de tampon RIPA pour 50mg de tissus sont ajoutés 

 

- Extraction des protéines 

Homogénéiser avec une seringue (10 à 20 allers/retours) 

Effectuer 3 cycles de congélation/ décongélation (Azote liquide/ bain marie à 

37°C) 

Centrifuger 30min à 12 000rpm à 4°C 

Récupérer le surnageant, doser les protéines par la méthode de l’acide 

bicinchoninique (BCA) (Fiche 12) et stocker les protéines à -80°C 
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Fiche 25 

Expression protéique – Western Blotting 

 

� Electrophorèse analytique des protéines sur gel dénaturant de polyacrylamide 

(SDS-PAGE) 

• Préparation des gels 

Les plaques en verre sont passées à l’alcool et fixées au système de montage 

Le gel de séparation est coulé entre les plaques et la surface est recouverte 

d’isopropanol 

Après ∼20 min de polymérisation à température ambiante, l’isopropanol est rincé 

abondamment de la surface du gel avec de l’eau distillée puis séché 

Le gel de concentration est coulé « en excès » et le peigne en Téflon
® 

est positionné en 

évitant la formation de bulles 

Après ∼15 min de polymérisation le peigne est retiré et les puits rincés et séchés 

Le réservoir de migration est formé en assemblant les 2 supports de gel sur le système 

central d’électrodes et remplit de tampon de migration 

 

• Préparation des échantillons 

1:1 volume de tampon de dépôt Laemmli 2X sont ajoutés à 1 volume d’échantillon et 

chauffé à 100°C pendant 5min, dans un bloc chauffant 

Déposer le marqueur de poids moléculaire et les échantillons dans les puits 

 

• Migration à voltage constant 

 
La cuve d’électrophorèse est branchée à un générateur de courant continu. La 

migration débute à 80V le temps que les protéines pénètrent dans le gel de 

concentration puis se poursuit à 110V (~25mA) jusqu’à ce que le front de migration 

atteigne le bas du gel  

 

� Coloration des protéines au bleu de Coomassie
®

 R250 

2g de bleu de Coomassie
®

 R250 sont dissous dans 200mL d’eau distillée et agités 5 à 

10min. La solution stock à 1% (p/v) est filtrée à 0,45µm et stocké à température 

ambiante 

Pour la coloration d’un gel, 50mL une solution finale à 25% (p/v) est préparée en 

mélangeant 12,5mL de solution stock à 5mL d’acide acétique et à 25mL de méthanol 

Le gel est incubé 15 à 20min sous agitation légère et à température ambiante 

La solution de colorant est éliminée et le gel est décoloré avec un mélange 

méthanol/acide acétique/eau distillée (4:1:5, v/v/v) renouvelé régulièrement 
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Gel de migration 5 mL 10 mL 15 mL 20 mL 25 mL 30 mL 40 mL 50 mL 

6 % 

H2O MQ 2,7 5,3 8 10,6 13,3 15,9 21,1 26,5 

Acrylamide 

Mix 29:1 
1 2 3 4 5 6 8 10 

Tris 1,5M pH 
8,8 

1,3 2,5 3,8 5 6,3 7,5 10 12,5 

SDS 10% 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,4 0,5 

APS 10% 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,4 0,5 

TEMED 0,004 0,008 0,012 0,016 0,02 0,024 0,032 0,04 

8 % 

H2O MQ 2,3 4,6 7 9,3 11,6 13,9 18,6 23,2 

Acrylamide 

Mix 29:1 
1,3 2,7 4 5,3 6,7 8 10,7 13,4 

Tris 1,5M pH 
8,8 

1,3 2,5 3,8 5 6,3 7,5 10 12,5 

SDS 10% 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,4 0,5 

APS 10% 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,4 0,5 

TEMED 0,003 0,006 0,009 0,012 0,015 0,018 0,024 0,03 

10 % 

H2O MQ 2 4 5,9 7,9 9,9 11,9 15,8 20 

Acrylamide 

Mix 29:1 
1,7 3,3 5 6,7 8,3 10 13,3 16,6 

Tris 1,5M pH 
8,8 

1,3 2,5 3,8 5 6,3 7,5 10 12,5 

SDS 10% 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,4 0,5 

APS 10% 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,4 0,5 

TEMED 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012 0,016 0,02 

12 % 

H2O MQ 1,7 3,3 5 6,6 8,3 9,9 13,2 16,4 

Acrylamide 
Mix 29:1 

2 4 6 8 10 12 14 20 

Tris 1,5M pH 
8,8 

1,3 2,5 3,8 5 6,3 7,5 10 12,5 

SDS 10% 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,4 0,5 

APS 10% 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,4 0,5 

TEMED 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012 0,016 0,02 

15 % 

H2O MQ 1,2 2,3 3,5 4,6 5,7 6,9 9,2 11,4 

Acrylamide 
Mix 29:1 

2,5 5 7,5 10 12,5 15 20 25 

Tris 1,5M pH 
8,8 

1,3 2,5 3,8 5 6,3 7,5 10 12,5 

SDS 10% 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,4 0,5 

APS 10% 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,4 0,5 

TEMED 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012 0,016 0,02 

 

Gel de concentration 1 mL 2 mL 3 mL 4 mL 5 mL 6 mL 8 mL 10 mL 

 

H2O MQ 0,68 1,4 2,1 2,7 3,4 4,1 5,5 6,8 

Acrylamide 
Mix 29:1 

0,17 0,33 0,5 0,67 0,83 1 1,3 1,7 

Tris 0,5M pH 
6,8 

0,13 0,25 0,38 0,5 0,63 0,75 1 1,25 

SDS 10% 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,08 0,1 

APS 10% 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,08 0,1 

TEMED 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005 0,006 0,008 0,01 

 

Tableau 13 : Composition des gels de concentration et de séparation de polyacrylamide. 
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� Transfert des protéines sur membrane

• Préparation du transfert

La membrane (PVDF perméabilisée au méthanol ou nitrocellulose) découpée aux dimensions 

du gel (7x8.5 cm) est immergée, avec des papiers filtre dans du tampon de transfert 15min à 

4°C. Le gel est trempé 5min dans le tampon de transfert 

- Electro-transfert semi-sec 

Le système est réalisé en superposant dans cet ordre : papier filtre 

Whatman®3M/membrane/gel de polyacrylamide/papier filtre Whatman® 3M sur la 

plateforme du système de transfert. Les bulles d’air sont évacuées à l’aide d’un rouleau et le 

capot est positionné pour fermer le système. L’appareil est branché à un générateur de courant 

continu réglé sur à une tension constante de 10V pendant 45 à 60min 

- Electro-transfert liquide 

Le système est réalisé en superposant dans cet ordre : une éponge/papier filtre/membrane/gel 

de polyacrylamide/papier filtre/éponge sur la face transparente de la cassette de transfert. Les 

bulles d’air sont évacuées à l’aide d’un rouleau, la cassette est placée dans son socle en 

mettant la face noire de la cassette contre la face noire du socle et le système est refermé une 

fois remplit de tampon de transfert. L’appareil est branché sur un générateur de courant 

continu réglé sur un ampérage constant de 350mA pendant 45min 

• Vérification du transfert

La membrane est colorée 5min par une solution de rouge Ponceau avant d’être décolorée 

partiellement à l’eau distillée pour observer les protéines. Le rinçage se poursuit ensuite 

jusqu’à décoloration complète. 

� Immunodétection par révélation en chimiluminescence de l’activité peroxidase

• Blocage et incubation des anticorps

Les sites aspécifiques sont saturés en incubant la membrane dans du tampon de blocage TBS-

T/BSA 5% ou TBS-T/lait 5% pendant 1 h à température ambiante sous agitation lente. Il est 

également utilisé pour diluer les anticorps. 

La membrane est exposée à l’anticorps primaire dans des sachets scellés 1 nuit à 4°C sous 

agitation lente puis lavée 4 fois 10min au T-BST, sous agitation rapide 

La membrane est exposée à l’anticorps secondaire couplé à la HRP dans des sachets, 1h à 

température ambiante sous agitation lente et lavée au T-BST sous agitation rapide 

• Révélation des protéines

L’activité peroxydase est révélée par chimiluminescence. La membrane est recouverte du

mélange réactionnel ECL pour 5min et séchée. La révélation des bandes protéiques est 

réalisée en utilisant un système détecteur Fusion-FX7 et traité avec le logiciel « Image J ». 

� Déshybridation des membranes de western blotting (stripping)

Le tampon de déshybridation est chauffé entre 37 et 50°C dans des bacs en verre sous hotte. 

Les membranes sont immergées 30min en agitant régulièrement, rincées rapidement à l’eau 

distillée puis 2 fois 10min sous agitation au TBS-T. Le protocole reprend à partir du blocage. 
�
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Fiche 26�

Expression protéique – Marquage immunochimique 

� Marquage immunologique à fluorescence

Un stylo hydrophobe DakoPen™ permet d’isoler les coupes lors d’un marquage sur 

échantillons cérébraux. La solution de BSA utilisée est de 10% pour les tissus et 1% pour les 

cellules. 

• Perméabilisation des membranes

Les échantillons sont traités au Triton 0,1%, 2 fois 10min à température ambiante puis

lavés dans au PBS 1X, 3 fois 5min à température ambiante sous agitation douce

• Immuno-marquage à fluorescence

200�l d’une solution de BSA à 10% pour les tissus ou 1% pour les cellules, dilués 

dans du PBS 1X sont déposés 1h à température ambiante sur les échantillons afin de 

bloquer les sites non spécifiques  

200�l d’anticorps primaire dilué au 1/200
ème 

dans la solution de blocage sont déposés

et laissés 48h pour les tissus ou 24h pour les cellules dans une chambre humide à 4°C 

Après 3 fois 5min de lavage au PBS 1X, à température ambiante sous agitation douce, 

200�l d’anticorps secondaire dilué 1/1000
ème 

dans la solution de blocage sont déposé

et laissés 1h à l’obscurité dans une chambre humide à température ambiante 

Après cette étape mettre les lames dans du papier d’aluminium afin de les protéger de 

la lumière 

Après 3 fois 5min de lavage au PBS 1X, à température ambiante sous agitation douce, 

200�l DAPI dilué au 1/5000
ème 

dans de l’eau sont déposés et laissés 5 min à

température ambiante, puis lavés au PBS 1X, 3 fois 5min sous agitation douce 

Après montage les lames sont conservées à 4°C à l’obscurité et analysées au 

microscope à fluorescence ou confocal 
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Fiche 27 

Expression protéique – Duolink 

 

� Duolink kit 

 

� Perméabilisation des membranes et immunochimie 

Le traitement Triton 0,1% est appliqué 2 fois 10min à température ambiante et rincé 3 

fois 5min avec du PBS 1X 

Les sites aspécifiques sont bloqués par incubation 1h à température ambiante dans une 

solution de BSA 10% pour les tissus ou 1% pour les cellules puis l’anticorps primaire 

dilué dans le bloquant est incubé une nuit à 4°C sous agitation lente 

 

� Sondes PLA et ligation 

Les échantillons sont rincés 3 fois 5min au Tampon A puis les deux sondes PLA sont 

diluées au 1/5
ème

 du diluant pour anticorps et incubées 1h à 37°C dans une chambre 

humide préchauffée 

Les échantillons sont rincés 3 fois 5min avec du Tampon A puis le tampon de ligation 

est dilué au 1/5
ème

 dans de l’eau ultra. La ligase diluée au 1/40
ème

 dans la solution de 

ligation est incubée 30min à 37°C dans une chambre humide préchauffée 

 

� Amplification 

Le réactif est sensible à la lumière, les réactions sont réalisées à l’obscurité 

Les échantillons sont rincés 3 fois 5min au Tampon A puis la solution d’amplification 

est diluée au 1/5
ème 

dans de l’eau ultra pure. La polymérase est diluée au 1/80
ème 

dans 

la solution d’amplification et incubée 1h40 à 37°C dans une chambre humide 

préchauffée  

 
� Coloration des noyaux 

Les échantillons sont rincés 2 fois 10min au tampon B, incubés 5min au DAPI 

1/5000
ème 

avant d’être rincé 2 fois 10min au tampon A et 1 fois à l’eau 

Après montage les lames sont conservées à l’obscurité et analysées en microscopie à 

fluorescence ou confocal 
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Fiche 28 

 

Etude comportementale – Righting reflex 

 
 

 

� Procédure 

 
Le jour du test, la mère allaitante est séparée de sa portée pendant le temps de réalisation du 

test. Les jeunes individus sont testés un à un. Les individus sont placés délicatement sur le dos 

en position allongée et maintenus par l’expérimentateur sur une surface plane; idéalement 

recouverte de feutrine. Sans latence, les individus sont lâchés et laissés libre de leurs 

mouvements et un chronomètre est déclenché. Le temps nécessaire pour reprendre une 

position quadrupède (les quatre plantes des pattes en contact avec le support) est mesuré. En 

général, quelques secondes suffisent, avec en plus une diminution de ce temps en fonction de 

l’avancée en âge des individus. Ainsi, un temps maximum pour réaliser le test est fixé à 120 

secondes. A la fin du test (échec total avec un temps de 120 secondes ou réussite en quelques 

secondes), chaque individu rejoint la cage maternelle, et la mère y est repositionnée lorsque 

tous les individus sont passés. 

 

 

� Analyse 

Les données sont exprimées en moyenne ± écart type en fonction des groupes expérimentaux. 

Plus le temps nécessaire pour retrouver la position quadrupède est élevé, plus l’acquisition du 

réflexe de retournement est mauvaise suggérant un trouble des fonctions motrices et de 

coordination au moment du test (jour post-natal). 

Si ce test est réalisé en cinétique sur plusieurs jours, il est possible de mesurer l’amélioration 

de l’acquisition de ce réflexe par une diminution du temps nécessaire. Ainsi, entre plusieurs 

groupes expérimentaux, il peut apparaître un retard d’acquisition des uns par rapport aux 

autres en fonction du niveau de maturation des circuits nerveux mis en jeu. 

Les circuits nerveux mis en jeu sont les zones motrices primaires, les noyaux gris centraux et 

le cervelet. Ce test peut être complété par un test moteur strict (exemple le test de suspension) 

afin de préciser l’analyse entre les fonctions motrices et de coordination. 
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Fiche 29 

Etude comportementale – Negative geotaxis 

� Procédure

Le jour du test, la mère allaitante est séparée de sa portée pendant le temps de réalisation du 

test. Les jeunes individus sont testés un à un. Les individus sont placés délicatement sur leurs 

quatre pattes en position « tête en bas » et maintenus par l’expérimentateur sur une surface 

plane inclinée à 20%; idéalement recouverte de feutrine. Sans latence, les individus sont 

lâchés et laissés libre de leur mouvements et un chronomètre est déclenché. Le temps 

nécessaire pour reprendre une position « tête en haut » sur le plan incliné (alignement du 

museau jusqu’au bas du dos) est mesuré. En général, quelques dizaines de secondes suffisent, 

avec en plus une diminution de ce temps en fonction de l’avancée en âge des individus. Ainsi, 

un temps maximum pour réaliser le test est fixé à 120 secondes. A la fin du test (échec total 

avec un temps de 120 secondes ou réussite en quelques secondes), chaque individu rejoint la 

cage maternelle, et la mère y est repositionnée lorsque tous les individus sont passés. 

� Analyse

Les données sont exprimées en moyenne ± écart type en fonction des groupes expérimentaux. 

Plus le temps nécessaire pour retrouver la position « tête en haut » est élevé, plus l’acquisition 

du réflexe de retournement est mauvaise suggérant un trouble des fonctions motrices et de 

coordination au moment du test (jour post-natal). 

Si ce test est réalisé en cinétique sur plusieurs jours, il est possible de mesurer l’amélioration 

de l’acquisition de ce réflexe par une diminution du temps nécessaire. Ainsi, entre plusieurs 

groupes expérimentaux, il peut apparaître un retard d’acquisition des uns par rapport aux 

autres en fonction du niveau de maturation des circuits nerveux mis en jeu. 
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Etude comportementale – Homing 

� Procédure

Les individus sont testés un à un aux jours 5, 7 9, 11 et 14 après la naissance. A l’une des 

extrémités (base du T), la zone de départ est déterminée alors qu’aux autres extrémités du T 

(droite et gauche), deux zones d’arrivée ou de « sortie » du labyrinthe sont définies. Dans 

chacune de ces zones d’arrivée est déposé une quantité équivalente de litière soit fraîche, soit 

provenant de la cage maternelle d’élevage des jeunes individus testés. La répartition des deux 

type de litière est aléatoire (droite ou gauche en fonction des passages). 

Chaque individu est déposé dans le bras de départ et il est laissé libre de ses mouvements 

pendant un temps maximum de 5 minutes. 

Le labyrinthe est débarrassé de la litière et nettoyé à l’alcool 50-70% entre chaque rat. 

Les paramètres enregistrés sont la latence d’entrée dans le compartiment contenant la litière 

connue (entrée avec les quatre pattes dans le compartiment) et le nombre d’erreurs (entrée 

avec les quatre pattes dans le bras contenant la litière fraîche ou dans un bras déjà emprunté 

qualifié de « retour en arrière »). Si l’animal n’a pas rejoint le compartiment contenant la 

litière connue dans le temps imparti, il est retiré après 5 min (maximum de temps attribué). 

� Analyse

Les données sont exprimées en moyenne ± écart type pour le temps de latence et les erreurs 

en fonction des groupes expérimentaux. Un pourcentage d’échec peut être calculé avec les 

individus qui n’ont pas rejoint la litière connue dans le temps imparti. Plus le nombre total 

d’erreurs et la latence de sortie sont importants, moins les performances mnésiques sont 

importantes. Si une différence n’apparait que pour la latence de sortie, il convient d’effectuer 

un test d’activité locomotrice pour vérifier que les individus ne présentent pas de trouble 

locomoteur qui serait perturbateur pour l’analyse mnésique de ce test. Les structures 

cérébrales impliquées sont essentiellement le tractus olfactif, le cortex olfactif et 

l’hippocampe. 
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Etude comportementale – Labyrinthe multi-T 

� Procédure

Le parcours est caractérisé par un couloir de progression composé par l’enchainement linéaire 

de plusieurs labyrinthes en T « empilés » (en général 3 à 5) successivement et décalés les uns 

par rapport aux autres pour construire le parcours global. A l’une des extrémités, la zone de 

départ est déterminée alors qu’à l’autre extrémité, la zone d’arrivée ou de « sortie » est 

définie. Ce parcours défini donc un tracé « idéal » dans lequel les individus ont une utilisation 

optimale de leurs ressources et des accès en « cul-de-sac » dans lesquels les individus perdent 

de l’efficacité comportementale. Afin de conserver une motivation optimale homogène chez 

tous les individus d’une étude, il est nécessaire de délivrer une récompense alimentaire aux 

animaux dès leur arrivée dans la zone de sortie du labyrinthe, comme une petite quantité (< 

une noisette par jour) de lait concentré sucré, chocolat ou céréale sucré en flocon. 

Pour la phase d’apprentissage, les animaux passent dans le labyrinthe 1 fois par jour pendant 

5 jours consécutifs entre le 21
ème

 et le 25
ème

jour post-natal. Les individus sont testés un à un.

Au cours du test, chaque individu est déposé dans le bras de départ et il est laissé libre de ses 

mouvements. Leur motivation est renforcée à chaque essai, en leur permettant de manger un 

bouchon de nourriture dans la zone d’arrivée du labyrinthe. Les paramètres enregistrés sont le 

nombre d’erreurs (entrée avec les quatre pattes dans un bras impasse ou dans un bras déjà 

emprunté qualifié de « retour en arrière ») et la latence de sortie du labyrinthe (entrée avec les 

quatre pattes dans le bras d’arrivée). 

Les couloirs du labyrinthe sont nettoyés à l’alcool 70% entre chaque rat.  

Par la suite, un test de réutilisation de l’acquisition dit « test de mémoire » peut être réalisé, 

par un seul passage dans le même dispositif, chaque mois (30 jours entre chaque essai, durée 

qui peut varier selon l’expérimentateur).  

� Analyse

Les données sont exprimées en moyenne ± écart type en fonction des groupes expérimentaux. 

Plus le nombre total d’erreurs et la latence de sortie sont importants, moins les performances 

mnésiques sont importantes. Si une différence n’apparait que pour la latence de sortie, il 

convient d’effectuer un test d’activité locomotrice pour vérifier que les individus ne 

présentent pas de trouble locomoteur qui serait perturbateur pour l’analyse mnésique de ce 

test.  
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Annexe 1 - Anticorps 

Protéines Anticorps Western Immuno Fournisseur 

Stat3 Rb (M) 1/1000 1/200 Cell signaling 

Stat3 phospho-Tyr705 Ms (M) 1/1000 1/100 Cell signaling 

Stat3 phospho-Ser727 Ms (M) 1/250 1/100 Enzo life sciences 

Src Rb (P) 1/500 _ Cell signaling 

Src Family phospho-Tyr416 Rb (M) 1/1000 _ Cell signaling 

p44/42 MAP kinase (Erk1/2) Rb (P) 1/500 _ Cell signaling 

p44/42 MAP kinase 

(Erk1/2phospho-Thr202/Tyr204) 

Rb (P) 1/500 _ Cell signaling 

Akt Rb (P) 1/1000 _ Cell signaling 

Akt phospho-Ser473 Rb (M) 1/1000 _ Cell signaling 

p38 MAP kinase phospho-

Thr180/Tyr182 

Rb (M) 1/500 _ Cell signaling 

SAPK/JNK Phospho-

Thr183/Tyr185 

Rb (M) 1/500 _ Cell signaling 

Bcl-2 Gt (P) 1/1000 _ Santa Cruz 

Bcl-xL Rb (P) 1/1000 _ Cell signaling 

Bax Rb (P) 1/1000 _ Santa Cruz 

cleaved caspase-3, Asp175 Rb (P) 1/1000 _ Cell signaling 

cleaved caspase-9, Asp353 Rb (P) 1/1000 _ Cell signaling 

Trim71 Gt (P) 1/1000 1/200 LSBio 

Dll1 Shp (P) 1/1000 1/200 US Biological 

Notch1 Rb (M) 1/1000 1/200 Cell signaling 

Hes1 Rb (M) 1/1000 1/200 Cell signaling 

Mash1 Rb (P) 1/1000 1/200 Abcam 

GluR1 Rb (P) 1/1000 1/200 Abcam 

GluR1 phospho-Ser845 Rb (P) 1/1000 _ Phosphosolution 

GluR2 Rb (M) 1/1000 1/200 Abcam 

GluR2 phospho-Tyr876 Rb (P) 1/1000 Thermo fisher 

NMDAR1 Rb (M) 1/1000 1/200 Cell signaling 

NMDAR2A Rb (P) 1/1000 1/200 Abcam 

NMDAR2 phospho-Tyr1325 Rb (P) 1/1000 _ Abcam 

PKA Rb (P) 1/1000 _ Millipore 

CREB Rb (M) 1/1000 1/200 Cell signaling 

CREB phospho-Ser133 Rb (M) 1/1000 _ Cell signaling 

PSD95 Ms (M) _ 1/200 Abcam 

NF68 Rb (P) _ 1/300 US Biological 

Actine Gt (P) _ 1/200 Santa Cruz 

GAPDH Chk (M) 1/1000 _ Millipore 

Anti-IgG conjugé à la HRP Adapté 1/2000 _ Santa Cruz 

Anti-IgG conjugé à l’AlexaFluor Adapté _ 1/1000 Abcam 

Rb : Rabbit, MS : Mouse, Gt : Goat, Shp : Sheep, Chk : Chiken; M: monoclonal, P: polyclonal. 
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Annexe 2 - Composition des solutions 

� Supplémentation en vitamine  B9

Solution d’acide folique 20mL 

200mg de B9 + 10mL de NaOH 1N + 5mL de HCl 2N + 1mL de phosphate de sodium 

pH 7.2 – 500mM (NaH2PO4 tamponé au NaOH) + 4mL de H2O 

NaOH 1N 15mL 

600mg NaOH ou 2g de solution à 30% soit 1.5mL de solution à 30%/15mL 

HCl 2N 10mL 

729mg HCl ou 1.97g de solution à 37% soit 1.67mL de solution à 37%/10mL 

NaH2PO4 2mL 

119.8mg/2mL 

� Histopathologie

Paraformaldéhyde (PFA) 4% 

20g PFA + 45Oml d’eau distillée qsp 50ml de PBS 10X 

Thionine (1,5mol/L) 

150mg de thionine + 992mg d’acétate de potassium.3H2O + 575�l d’acide acétique 

glaciale qsp 100ml avec de l’eau distillée 

Méthanol 80% 100mL 

80mL méthanol 100%  qsp 100mL au PBS 1X 

Saponine 100mL 

0,2g qps 1L au PBS 1X 

� Coloration des squelettes

Ethanol 95% 100mL 

95mL éthanol 100% + 5mL eau distillée 

Bleu Alcian100mL 

100mg bleu Alcian + 80mL éthanol 95% + 20mL acide acétique 

KOH 2% 200mL 

4g KOH / 200mL eau distillée 

Rouge Alizarine100 mL 

7,5mg rouge Alizarine / 100mL KOH 1% 
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20% glycérol-1% KOH 200mL 

40mL glycerol + 1mL KOH2% qsp 200mL 

20% glycérol-20% ethanol 100mL 

20mL glycerol + 20mL éthanol 100% qsp 100mL 

20% glycérol-50% ethanol 100mL 

20mL glycerol + 50mL éthanol 100% qsp 100mL 

Glycérol 87%  100mL 

87mL glycérol 99,9% + 13mL eau distillée 

� Contrôle qualité ADN / ARN

TBE 10X : 

Tris 890mM + acide borique 980mM + EDTA 20nM, pH = 8.2 – 8.3 (ajuster à l’acide 

acétique glaciale si besoin) 

Solution de dépôt : 

Bleu de bromophénol 0.05% (p/v), saccharose 40% (p/v), EDTA 0.1mM (pH = 8.0) et 

SDS 0.5% (p/v) 

� Hybridation In Situ

Protéinase K Buffer 1L 

5mL de Tris HCl 1M (1,21g/10mL) + 2mL d'EDTA 0,5M (1,46g/10mL) + 0,5mL de 

NaCl 5M (0,58g/2mL) qsp 1L d’eau 

20X SSC 1L 

175g NaCl + 88,2g Citrate de Sodium qsp 1L d’eau 

Denhardt 50X (blocage) 100mL - Utilisation 10X ou 5X 

1% 400 Ficoll (1g) + 1% Polyvinylpyrolidone (1g) + 1% BSA (1g)/100 L d’eau 

� Extraction protéique

RIPA 1L 

8g NaCl + 1,44g Na2HPO4 + 0,24g KH2PO4 + NP40 1% + DOC 0,5% + SDS 0,1% 

qsp 1L de PBS 1X 

Na3VO4 (100mM) 

18.39mg/mL d’H2O, ajusté à pH = 9 (faire bouillir jusqu’à ce que la solution soit 

incolore et laisser refroidir) 

PMSF 

10mg/mL d’éthanol 

� Western Blot

Tris-HCl 1.5M pH = 8.8 

18.165g Tris/100mL d’H2O MQ, ajuster à pH = 8.8 avec HCl, filtrer sur 0.22 µm, 4° 
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Tris-HCl 0.5M pH = 6.8 

6.055g Tris/100mL H2O MQ, ajuster à pH = 6.8 avec HCl, filtrer sur 0.22 µm, 4° 

SDS 10% 

10g SDS/100mL H2O MQ, sous agitation douce pour éviter la mousse, T° ambiante 

Persulfate d’ammonium 10% 

1g/10mL H2O, aliquoter par 400µL, -20°C 

Tampon de dépôt de Laemmli 2X 

Tris 125mM : 0.151g/10mL H2O + SDS 4% (p/v) + 2-mercaptoéthanol 10% (v/v) + 

bleu de bromophénol 0.004% (p/v) 

Tampon de migration 10X (utilisation 1X : 100mL 10X qsp 1L H2O MQ) 

30g Tris + 144g Glycine + 10g SDS qsp 1L H2O MQ 

pH = 8.3, ne pas ajuster avec HCl, conserver à 4°C 

Bleu de Coomasie 

2g de bleu de Coomassie/200mL d’eau distillée 

Tampon de transfert 10X (utilisation 1X : 100mL 10X + 200 mL éthanol qsp 1L H2O MQ) 

48.1g Tris + 29.3g Glycine + 3.75g SDS 13mM qsp 1L H2O MQ 

pH = 9.2, ne pas ajuster avec HCl, 4°C, utiliser froid 

Rouge Ponceau S  

Rouge Ponceau 0,5% (p/v) + acide acétique à 1% (v/v), filtrer 

Tampon TBS 10X (utilisation TBS-T 1X : 100mL 10X 1L H2O MQ + 1mL Tween-20) 

24.2g Tris 200mM + 87.5g NaCl 1.5M qsp 1L H2O MQ 

pH = 7.4 avec HCl,  4°C 

Tampon de déshybridation pour 1L 

7ml 100mM 2-mercaptoethanol + 20g SDS + 7,57g Tris HCl pH = 6,7 qsp 1L d’eau 

milliQ 

Lait ou BSA 5% 

5g/100mL PBS 1X 

� Immunochimie

PBS(-T) 10X (utilisation PBS(-T) 1X : 100mL 10X 1L H2O MQ (+ 1mL Tween-20)) 

12,1g Na2HPO4 + 2g KH2PO4 + 80g NaCl + 2g KCl qsp 1L d’eau distillée, pH = 7,4 

Triton 0,1% 

1ml de Triton/1L de PBS 1X 

BSA 10% 100mL 

10g de BSA/100ml de PBS 1X 

Tampon A duolink 1L 

8.8g NaCl + 1.2g Tris base + 0.5mL Tween 20 qsp 1L d’eau milliQ 

pH = 7.4 par ajout d’HCl, filtration à 0,22�m, stocker à 4°C 

Tampon de lavage B 500ml  

 5,84g NaCl + 4,24g Tris base + 26g Tris HCl qsp 500mL d’eau MQ 

pH = 7,5 par ajout d’HCl, filtration à 0,22�m, stocker à 4°C 
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RESUME 

Les folates et la vitamine B12 sont essentiels au bon déroulement du développement cérébral. Ils agissent comme 

donneurs de méthyles dans le cycle des monocarbones où ils influencent les mécanismes épigénétiques. Les carences 

en folate et vitamine B12 sont fréquentes chez la femme enceinte et constituent un facteur de risque pour diverses 

pathologies neurologiques et les défauts développementaux ; ainsi de nombreux pays recommandent une 

supplémentation périconceptionnelle en acide folique. Une carence gestationnelle chez le rat est associée à un retard 

de croissance, à un défaut de sutures cérébrales, et à une atrophie de couches cérébrales qui s’accompagnent de 

troubles à long terme. Let-7a, miR-34a et miR-124a sont des microRNAs régulés par méthylation qui participent au 

développement cérébral. Leur expression est augmentée en condition de carence. L’expression de leurs cibles, 

respectivement Trim71, Dll1/Notch et Stat3, est réduite dans le cerveau d’embryons carencés, de même que 

l’expression et l’activité des récepteurs au glutamate AMPAR1/2 et NMDAR1/2, acteurs de la plasticité synaptique, 

à 21 jours post-natals. Une supplémentation périnatale en folate (3 mg/kg/j) normalise l’expression des microARN et 

de leurs cibles, et réduit les défauts structuraux et fonctionnels. Leur répression par siRNA améliore le phénotype de 

progéniteurs hippocampiques déplétés en B9, et stimule la croissance neuritique. Ces résultats soulignent le rôle 

potentiel de let-7a, miR-34a, miR-124a et de leurs voies de signalisation dans les anomalies développementales 

associées à une carence, et montre l’intérêt d’une supplémentation périnatale en folate chez les femmes à risque. 

Mots-clés: Folates, développement, cerveau, différenciation, plasticité, microARN 

SUMMARY 

Folate and vitamin B12 are essential for proper cerebral development. They act as methyl donors in the one-carbon 

metabolism and influence epigenetic mechanisms. Low dietary intakes of folate and vitamin B12 are frequent in 

pregnant women, and deficiency constitutes a risk factor for various neurological and developmental disorders. In 

several countries, public health policies recommend periconceptional supplementation with folic acid. Gestational 

deficiency in rats was associated with growth retardation, brain suture defects and atrophy of cerebral layers with 

long-term brain disabilities. The microRNA let-7a, miR-34a and miR-124a are regulated by methylation and 

required for brain development. Their expression was augmented in deficiency condition. Protein levels of their 

targets Trim 71, Dll1/Notch and Stat3, respectively, were decreased in the brains of deprived fetuses, as well as 

glutamate receptors AMPAR1/2 and NMDAR1/2 in 21d-old rats. Perinatal folate supplementation (3 mg/kg/d) 

restored the levels of microRNA and their downstream targets, with reduction of structural and functional defects. 

Silencing by siRNA improved the phenotype of deprived cells, and neurite outgrowth. The data outline the potential 

role of let-7a, miR-34a, miR-124a and their signaling pathways in developmental defects related to methyl donor 

deficiency, and support the likely usefulness of perinatal folate supplementation in at risk women. 

Key words: Folate, development, brain, differentiation, plasticity, microRNA 
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