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Avant-propos 
 

Autrefois il était admis que les maladies étaient causées par des organismes infectieux et leurs 

toxines ; c’est la théorie des germes (Louis Pasteur 1822-1895, Robert Koch 1843-1902). 

Ainsi, des études ont identifié les organismes responsables de l’Anthrax, la Malaria, la 

Tuberculose, le Choléra, la Lèpre et la Diphtérie. D’autres maladies comme le Scorbut et le 

rachitisme étaient aussi considérées comme étant d’origine infectieuse. 

Dans les Indes orientales néerlandaises, Christiann Eijkman (1858-1930) a observé chez les 

poulets nourris de riz une polynévrite, l’équivalent du Béribéri chez l’humain et a conclu à 

tort que l’amidon du riz véhicule les toxines. Gerrit Grijns (1865-1944) a poursuivi les 

travaux amorcés par Eijkman et a prouvé que le Béribéri est en réalité dû au manque de 

composants vitaux dans l’alimentation, c’est-à-dire une carence nutritionnelle. 

 

Dans les années 90, des études ont montré que l’alimentation maternelle pendant la grossesse 

pouvait augmenter le risque de survenue de diverses pathologies à l’âge adulte, augmenter la 

prévalence des maladies coronariennes et de l’obésité. Ces études soutiennent la théorie du 

« fetal programming », connue comme « l’hypothèse de Barker » 

 

Les besoins nutritionnels augmentent durant la grossesse, en raison de l’augmentation des 

demandes métaboliques de la mère mais aussi du développement du placenta et du fœtus. 

Cette augmentation des besoins concerne la majorité des micronutriments tels que les 

vitamines, et notamment les vitamines du groupe B (B9, B12…). 
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I-Développement du système nerveux central 

 

 1-Mise en place du système nerveux central 
 

La vie prénatale comprend la période embryonnaire qui dure jusqu’à la 8
ème

 semaine post-

ovulatoire et la période fœtale qui s’étend jusqu’à la naissance. 

La majorité des structures du corps se mettent en place durant la période embryonnaire. A la 

fin de cette période, l’embryon mesure approximativement 30 mm de long et pèse 2-2,7g. Il 

possède déjà plus de 90% des structures du corps adulte (O’Rahilly ,1979). La période fœtale 

quant à elle est caractérisée par la consolidation, la réorganisation et la maturation des 

structures préétablies.  

 

1-A-La période embryonnaire 
 

C’est le passage d’un œuf fertilisé à un organisme entier. Elle comprend la formation du 

zygote, sa segmentation lors de la descente dans les trompes qui a lieu pendant la 1
ère

 

semaine, ainsi que l’implantation dans la paroi utérine durant la 2
ème

  semaine (Boyd and 

Hamilton, 1960).  

Cette étape correspond à une succession de divisions cellulaires qui aboutissent à une 

augmentation du nombre de cellules sans augmentation de volume. L’embryon mesure de 0,1 

à 0,2 mm à la fin de cette période. A 3 semaines post-fertilisation, a lieu la gastrulation 

correspondant à la mise en place des feuillets, et des territoires embryonnaires et de la chorde. 

A partir de ce stade aura lieu l’induction neurale et la mise en place des mécanismes de 

neurulation. A 3 semaines et demi avec l’apparition de la flexion mésencéphalique, les 3 

parties majeures (prosencéphale, mésencéphale et rhombencéphale) du cerveau sont 

détectables dans les parois du sillon neural ouvert (figure 1B). Après la fusion des plis 

neuronaux à 4 semaines de développement, le diencéphale et le télencéphale médian 

deviennent détectables (figure 1C). A 5 semaines du développement, les 5 subdivisions 

majeures du cerveau sont identifiables : télencéphale, diencéphale, mésencéphale, 

métencéphale, et myélencéphale (figure 2). A ce stade, on peut également mettre en évidence 

des mouvements fœtaux.  

A 6 semaines de développement, la frontière entre le diencéphale et le télencéphale est 

transgressée partiellement puis complètement par l’éminence médiale. Elle appartient 

topographiquement au télencéphale. La division caudale du cerveau est constituée de 

neuromères. Les noyaux des nerfs crâniens (somatiques-viscéraux afférents et efférents) 
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conduisent à la complexification du cerveau postérieur. Le développement et la complexité de 

cette région survient à 8 semaines. A ce stade, le cerveau ressemble déjà à celui du nouveau-

né et suggère un début précoce d’activité fonctionnelle (O’Rahilly and Müller, 2008) . 

  

 

 

 

 

 

 

Figure 1: Le développement précoce du tube neural. Vue dorsale d'embryons reconstruits. 

A : L’apparition de sillons neuronaux chez un embryon de 1mm. B : Identification des 3 

parties majeures du cerveau à 2mm. C : Fusion des plis neuraux et identification du 

diencéphale et télencéphale à 3mm (O’Rahilly ; 1979). 
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Figure 2: Les 5 importantes subdivisions du cerveau à 5 semaines de développement 

embryonnaire (Douira-Khomsi et al., 2009). 

 

 1-B-La période fœtale 

 

Durant cette période, l’embryon ne subit pas de modifications anatomiques majeures mais 

plutôt une maturation des structures déjà existantes. On note une croissance avec 

augmentation de la taille du fœtus et des organes, particulièrement le poids du cerveau qui 

augmente d’environ 40 fois entre la fin de la période embryonnaire et la naissance (O’Rahilly 

and Müller, 2008). 

 

La période post-natale est caractérisée par des évènements régressifs, comme la mort 

cellulaire, le « pruning » des axones et l’élimination des synapses qui sont nécessaires pour le 

raffinement des connexions intra-corticales déjà existantes, une arborisation dendritique et 

une augmentation de la synaptogenèse, donnant lieu à des connexions abondantes (Keunen et 

al, 2017). Ces évènements sont cruciaux pour le développement et le fonctionnement du 

cerveau. Le pruning axonal permet d’éliminer les arborisations axonales exubérantes ou mal 

orientées, alors que d’autres plus appropriées du même neurone sont maintenues. La mort 

cellulaire neuronale a lieu à plusieurs stades du développement neural. Durant le 

développement du cerveau des vertébrés, 50% des neurones ne survivent pas à l’âge adulte. 

La majorité meurent par mort cellulaire programmée de type apoptose, entraînant la perte de 

la cellule et de toutes ses synapses. Cette mort cellulaire programmée semble avoir un rôle 

aussi au niveau de la différenciation des neurones immatures et des progéniteurs neuronaux 
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en division, durant les stades précoces du développement neural (Vanderhaeghen and Cheng, 

2010).  

 

Il existe deux types de pruning axonal : le pruning des branches terminales des axones courts 

et le pruning stéréotypé des axones longs. Le premier type implique l’intégration de facteurs 

environnementaux tels que l’activité neuronale, cependant ; lors du 2
ème

 , l’élimination des 

axones est génétiquement programmée (Riccomagno and Kolodkin, 2015).  

Un exemple classique du pruning axonal court dans le système nerveux central en 

développement est le raffinement qui se produit dans le circuit de fibres grimpantes du 

cervelet. Ce processus est majoritairement dépendant de l’activité neuronale (Mariani and 

Changeux, 1981).  

Concernant le pruning stéréotypé, on cite l’exemple du pruning hippocampo-septal, où les 

cellules pyramidales de CA1 (Corne d’Ammon, zone 1) envoient des axones au septum 

médial lors des stades prénatals tardifs. Une fois que ces axones ont développé des 

arborisations collatérales jusqu’au septum latéral, ils élaguent les projections originales 

jusqu’au septum médial, ne laissant la connexion hippocampo-septale de CA1 que sur le 

septum latéral (Bagri et al., 2003). 

 

 

2-Mécanisme de la neurulation 
 

La neurulation des vertébrés est un processus morphogénique complexe qui requière la 

coordination de plusieurs cellules ainsi que d’évènements moléculaires. Elle est régulée par le 

programme neurogénique qui comprend plus de 300 gènes exprimés de manière séquentielle 

très précise chez les mammifères. 

 

2-A. La neurulation primaire 

  

Elle a lieu après l’induction de la plaque neurale par les neuromédiateurs de la chorde libérés 

au niveau dorsal. Elle correspond à une série de déformations et de mouvements tissulaires 

qui convertissent le neuroépithélium plat présent à la surface de l’embryon en un tube 

intériorisé dans l’embryon (figure 3A). 
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Ce mécanisme comprend plusieurs étapes distinctes. En premier la plaque neurale s’épaissit 

dans l’axe dorso-ventral qui est perpendiculaire aux axes antéro-postérieurs et médio-latéral 

de l’embryon et s’accompagne d’une augmentation de la hauteur apico-basale des cellules 

ectodermiques neuroépithéliales. En même temps, les bords latéraux de la plaque 

commencent à converger vers la ligne médiane dorsale pour compléter la fermeture de la 

plaque neurale. Cette convergence et extension de la plaque neurale est accompagnée par une 

intercalation cellulaire médio-latérale qui peut se produire par l’intermédiaire d’un 

remodelage jonctionnel polarisé ou bien par le biais de l’activité protrusive polarisée. De plus, 

les intercalations radiales transforment la plaque neurale de 2-3 couches cellulaires en un tube 

neural avec une couche cellulaire pseudo-stratifiée (Copp and Greene, 2013; Nikolopoulou et 

al., 2017; Sokol, 2016; Vijayraghavan and Davidson, 2017).  

 

2-B. La neurulation secondaire 

 

La neurulation secondaire (figure 3B) concerne la formation du tube neural caudal 

(secondaire) à hauteur du 31
ème

 somite dans la région terminale de la moelle épinière 

(DeSesso et al., 1999). Elle commence après la fermeture du neuropore caudal qui marque la 

fin de la neurulation primaire. Le tube neural secondaire se développe par la condensation 

d’une ligne primitive de cellules mésenchymateuses appelée l’éminence. Elle s’étend dans le 

bourgeon caudal. Lorsque la ligne primitive régresse caudalement, une partie de l’ectoderme 

de la ligne médiane est incorporée à l’éminence caudale pour former une tige compacte 

composée de cellules épithéliales très adhérentes, polarisées de manière apico-basale (Eibach 

et al., 2017; Yang et al., 2014).  

 

En plus des cellules qui constituent le tube neural, d’autres tissus comme la crête neurale, 

l’ectoderme non nerveux et le mésoderme axial et paraxial participent à la neurulation en 

effectuant une migration individuelle ou collective (Sokol, 2016).  
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Figure 3: Schéma simplifié représentant le phénomène de neurulation (Nikolopoulou et al., 

2017). 

 

 

La fermeture tu tube neural peut être affectée par des forces provenant de cellules 

neuroépithéliales elles-mêmes (forces internes) et celles provenant de l’extérieur de la plaque 

neurale (forces externes). La formation du tube neural est aussi régulée par un certain nombre 

de facteurs inducteurs (Myosine II non-musculaire, microfilaments d’actine, …) secrétés par 

le mésoderme sous-jacent permettant ainsi le couplage mécanique (Sokol, 2016).   

 

 

3-Développement de l’hypothalamus 
 

L’hypothalamus dérive de la partie ventrale antérieure du tube neural. Il se situe au-dessus de 

l’hypophyse. Anatomiquement et fonctionnellement, l’hypothalamus est complexe. Il se 

caractérise par une pléthore de noyaux organisés sous forme d’une mosaïque et interagissant 

entre eux pour assurer l’ensemble des fonctions neurovégétatives.  

Son développement est initié au moment de la formation de la plaque neurale. La 

structuration globale du complexe plaque neurale/tube neural, comprenant la formation du 

futur hypothalamus se fait sous l’action de morphogènes diffusibles. Ceux-ci sont d’abord 

exprimés en organisant les tissus mésodermiques/endodermiques. Ensuite, les tissus axiaux 

comprenant la notochorde et le mésoderme préchordal, produisent des signaux diffusibles qui 

induisent et structurent la plaque neurale/tube neural sous-jacent (Burbridge et al., 2016).  
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Parmi ces signaux se trouvent des facteurs de signalisation connus pour agir sur le 

développement.  

Le premier facteur intervenant dans le développement de l’hypothalamus est la signalisation 

Wnt/antagonisme Wnt, qui joue un rôle important dans la régulation des facteurs de 

transcription, tels que le facteur Six3 de l’homéodomaine maintenu dans certaines parties de 

l’hypothalamus y compris les régions tubéreuses pendant la période prénatale.  

Brièvement, les antagonistes Wnt dérivent de la plaque préchordale et du mésoderme 

préchordal aux stades précoces. La signalisation Wnt/antagonistes Wnt joue un rôle itératif 

dans le devenir de l’hypothalamus.  

Elle intervient dans la régionalisation de la plaque neurale nouvellement induite le long de son 

axe antéro-postérieur. Elle joue un rôle dans la promotion des identités antérieures et dans la 

promotion du devenir de l’hypothalamus. Les antagonismes Wnt sont nécessaires pour que les 

cellules de la ligne médiane/ventrale adoptent des identités hypothalamiques. Cette 

signalisation joue également un rôle dans l’affinement de l’identité antéro-postérieure une fois 

que la plaque du plancher hypothalamique s’est formée (Burbridge et al., 2016; Pearson and 

Placzek, 2013).  

D’autres facteurs interviennent également, tels que Sox2 et Sox3 qui sont indispensables pour 

l’activation et le maintien de Shh (Sonic Hedghog) requis pour la formation de la ligne 

médiane ventrale diencéphalique rostrale dont dérive la ligne médiane ventrale 

hypothalamique ou encore les BMPs (Bone Morphogenetic Proteins) qui jouent le rôle 

d’antagonistes de Shh (Burbridge et al., 2016).  

 

La formation de l’infundibulum (une excroissance de la plaque du plancher hypothalamique 

tubéreux qui se projette ventralement et se place près de l’hypophyse antérieure en formation) 

est un évènement important dans le développement de l’hypothalamus. L’infundibulum donne 

naissance à l’éminence médiane et l’hypophyse pituitaire, des structures qui sont importantes 

pour les fonctions hypothalamiques. Elles servent en tant que points d’intégration entre 

l’hypothalamus et les signaux périphériques. 
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Figure 4: Les facteurs de signalisation dans l'induction hypothalamique et la régionalisation 

A : dans le tube neural précoce, Les antagonistes Wnt favorisent le devenir du tube 

neural/proencéphalique en réprimant la signalisation Wnt. B : La signalisation BMP dans le 

mésoderme préchordal réprime shh dans le plancher hypothalamique. Shh : Sonic Hedgehog, 

BMP : Bone Morphogenetic Proteins. (Schéma adapté de Burbridge et al., 2016).  

 

 

Avant la formation complète de l’infundibulum, a lieu la structuration dorso-ventrale de 

l’hypothalamus. Les progéniteurs neuronaux acquièrent différentes identités 

transcriptionnelles en fonction de leur position dorsoventrale dans le tube neural mais aussi du 

temps d’exposition aux signaux de remodelage. Les programmes de transcriptions des 

progéniteurs neuraux déterminent les types cellulaires matures qui seront produits par chaque 

progéniteur, ce qui aboutit à une carte spatiale de sous-types neuronaux distincts. Ceci 

constitue la première étape de l’assemblage des circuits neuronaux fonctionnels. Puis, les 

progéniteurs obtiennent les informations spatiales leur permettant d’établir le profil 

d’expression du bon facteur de transcription sous l’intervention des glycoprotéines secrétées, 

Shh, Wnts, BMPs. Ces facteurs de transcription jouent également un rôle dans la sélection de 

l’identité neuronale et des neurotransmetteurs, dans la migration, la survie et la croissance 

axonale. Ils interviennent aussi dans le choix de la lignée hypothalamique. La migration 

cellulaire participera à l’arrangement final des noyaux hypothalamiques contribuant à leur 

organisation finale (Burbridge et al., 2016; Liu and Niswander, 2005). 

 

L’hypothalamus est constitué de nombreux noyaux (figure 5) qui sont des regroupements 

fonctionnels et anatomiques de neurones : le noyau arqué (ARC), le noyau paraventriculaire 
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(PVH), le noyau supraoptique (SON), le noyau suprachiasmatique (SCN), le noyau 

dorsomédian (DMH), le noyau ventromédian (VMH) et l’aire hypothalamique latérale (LH), 

décrits dans la partie 5-1 : les régions hypothalamiques impliquées dans la régulation du 

comportement alimentaire, page 39. 

L’aire préoptique est originaire du télencéphale, tandis que les autres parties de 

l’hypothalamus dérivent du diencéphale (Yi et al., 2017). 

Des anomalies de développement de l’hypothalamus ou son dysfonctionnement pourraient 

entraîner des défauts de croissance, une obésité, un diabète, une hypertension, etc. Ces 

anomalies développementales sont associées non seulement à des maladies 

neurodégénératives (maladie d’Alzheimer), mais aussi à des maladies 

neurodéveloppementales tel que l’autisme (Qin et al., 2018).  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5: Schéma illustrant l'organisation de l'hypothalamus adulte.  

Vert : Tanycytes dans l’éminence médiane, rouge : noyaux tubéreux, orange : noyaux 

antérieurs. ARC : noyau arqué, VMH : noyau ventromédian, DMH : noyau dorsomédian, 

PVN/PVH : noyau paraventriculaire, LH : aire hypothalamique latérale, ME : éminence 

médiane (Pearson and Placzek, 2013).  
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4-Rôles de l’hypothalamus 
 

L’un des principaux rôles de l’hypothalamus est sa fonction neuroendocrine car il fait la 

liaison entre le système endocrinien et le système nerveux via un système de peptide 

hypophysiotrope au niveau de l’adénohypophyse. L’hypothalamus sécrète également 2 

hormones (ocytocine et ADH) qui sont libérées au niveau de la neurohypophyse, formée 

principalement d’extensions axonales hypothalamiques. Principal centre de régulation des 

fonctions physiologiques, il régule toutes les fonctions végétatives, maintient l’homéostasie et 

intègre les réponses motrices viscérales et somatiques. L’hypothalamus constitue un capteur 

et un centre intégrateur de l’activité corporelle : il intervient dans le contrôle d'une large 

gamme de fonctions comportementales comme la reproduction, la thermorégulation, le 

contrôle du rythme circadien ou encore la faim par la sécrétion d’hormones. Il intègre ainsi les 

différents signaux permettant la prise alimentaire, qu’ils soient nerveux, comme ceux 

provenant de la distension de la poche gastrique, ou hormonaux comme la production 

d’insuline, de leptine et de ghréline (Qin et al., 2018).  

 

4-1-Rôle de l’hypothalamus dans la prise alimentaire et la dépense énergétique 

 

Nous nous intéresserons principalement au rôle de l’hypothalamus dans la régulation de 

l’homéostasie énergétique. 

L’hypothalamus est l’une des plus importantes parties du cerveau impliquée dans le contrôle 

de la régulation de la prise alimentaire et de la dépense énergétique (Gali Ramamoorthy et al., 

2015). 

Le noyau arqué (ARC) constitue le centre d’intégration des signaux métaboliques 

périphériques. Il est localisé près du 3
ème

 ventricule et de l’éminence médiane, un organe riche 

en capillaires fenêtrés conduisant à la barrière hémato-encéphalique (BHE), ce qui facilite le 

passage d’hormones périphériques et de signaux nutritifs ainsi que leur détection par les 

neurones de l’ARC. Ainsi l’ARC intègre les signaux métaboliques hormonaux et nutritionnels 

de la circulation périphérique mais aussi centrale ce qui permet de générer une réponse 

coordonnée en retour (Timper et Bruning., 2017).  
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4-2-Les hormones périphériques intervenants dans la régulation de la prise alimentaire 

 

L’axe intestin-cerveau est une voie de communication bidirectionnelle entre l’intestin et le 

cerveau, importante pour la régulation de l’équilibre énergétique, faisant appel à des signaux 

intestinaux neuronaux et hormonaux intégrés, dans les différentes zones cérébrales orexigènes 

et anorexigènes.  

Les signaux mécaniques et chimiques induits par l’ingestion de nutriments stimulent la 

sécrétion intestinale de peptides qui, à leur tour, informent le système nerveux par l’action 

paracrine à travers la voie vagale et la colonne vertébrale ou par les voies endocriniennes. 

Dans une boucle de rétroaction, le système nerveux génère une réponse pour maintenir 

l’équilibre énergétique.  

 

4-2-1-Les signaux anorexigènes à court terme 

 

De nombreuses cellules endocriniennes gastro-intestinales produisent et sécrètent des 

hormones de la satiété supprimant la faim. Il s’agit principalement de la cholécystokinine 

(CCK), du peptide tyrosine tyrosine (PYY) et du glucagon-like peptide (GLP-1) (figure 6). 

D’autres hormones interviennent également dans la signalisation anorexigène à court terme : 

l’oxyntomoduline, le facteur de croissance 19 des fibroblastes et de l’apolipoprotéine AIV 

(apoAIV)(Rui, 2013). 

 

La cholécystokinine (CCK) est un peptide gastro-intestinal secrété par les cellules 

duodénales et jéjunales en réponse à la graisse et aux protéines apportées par l’alimentation, 

au niveau du système entérique ainsi que dans le système nerveux central. 

Ce peptide joue un rôle dans la stimulation de la sécrétion pancréatique exocrine et dans la 

synthèse enzymatique. Il intervient également dans la contraction de la vésicule biliaire et le 

retard de la vidange gastrique (Matafome et al., 2017).  
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Figure 6: Régulation de la prise alimentaire par les circuits neuronaux hédoniques et 

homéostatiques. 

CCK : Cholecystokinine, GLP-1 : glucagon like peptide 1, PYY : peptide tyrosine tyrosine, 

GI: Gastrointestinal, NTS: Noyau du tractus solitaire (Rui, 2013). 

 

 

La principale forme de CCK dans l’organisme est CCK-8 qui se lie au récepteur CCK-1 

(CCK-1R) dominant dans le tractus gastro-intestinal et au récepteur CCK-2 (CCK-2R) 

principalement localisé au niveau du cerveau. 

Des études ont montré que les effets anorexigènes de CCK-8 sont médiés par l’activation de 

son récepteur CCK-1R  sur les fibres nerveuses afférentes de l’intestin vagal par des voies 

paracrines, qui à leur tour projettent vers le noyau du tractus solitaire (NTS), puis vers le 

noyau paraventriculaire (PVN) de l’hypothalamus (Monteiro and Batterham, 2017).  

CCK traverse la barrière hémato-encéphalique et peut directement atteindre le tronc cérébral 

et les noyaux à neuropeptide Y (NPY)/Agouti-related protein (AgRP) dans le noyau 

dorsomédian (DMH) de l’hypothalamus par la circulation systémique (López et al., 2007).  

 

Le peptide tyrosine tyrosine (PYY) est produit par les cellules endocriniennes ‘’L’’ 

tapissant l’intestin grêle et le colon. Sa libération est précoce en phase postprandiale et 

proportionnellement aux calories ingérées. Elle est stimulée par les nutriments, 
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particulièrement les glucides et les lipides. Le PYY agit via les voies vagales afférentes au 

noyau du tractus solitaire. Ses effets sont médiés par les récepteurs au NPY appartenant à la 

superfamille des récepteurs couplés aux protéines G. Le PYY présente une haute affinité au 

récepteur Y2, ainsi il inhibe la prise alimentaire et réduit l’apport énergétique. Quand il est 

administré par voie périphérique, le PYY inhibe l’expression de NPY et d’AgRP (via le 

récepteur Y2 présent sur les neurones orexigènes de l’hypothalamus, ce qui induit la 

désinhibition des neurones adjacents exprimant la proopiomélanocortine (POMC) et favorise 

les phénomènes de satiété. Au niveau central, le PYY a des affinités équivalentes pour les 

récepteurs Y1 et Y2  et donc peut exercer des effets divergents sur le comportement 

alimentaire (Korner and Leibel, 2003; Monteiro and Batterham, 2017) .  = 

  

 

Le glucagon-like peptide-1 (GLP-1) est exprimé dans les cellules L intestinales, 

principalement dans le jéjunum, l’iléon, et le colon, ainsi que dans les neurones du tronc 

cérébral et les cellules -pancréatiques. C’est un important signal de satiété libéré dans les 15 

min suivant l’ingestion de nutriments, avant qu’ils atteignent l’intestin grêle distal pour 

stimuler directement les cellules L. GLP-1 joue un rôle physiologique dans l’inhibition de la 

prise alimentaire à court terme via l’action paracrine (Bauer et al., 2016).  

GLP-1 secrété par voie intestinale se dégrade facilement. Seulement 25% atteignent la 

circulation hépatoportale et moins de 10% atteignent la circulation systémique (Holst, 2007).  

Il exerce ses effets anoréxigènes en se liant au récepteur GLP-1 (GLP-1R). Principalement, il 

stimule la sécrétion d’insuline juste après le repas, il est responsable de 60% de la libération 

d’insuline postprandiale intervenant dans la régulation à long terme de l’homéostasie 

énergétique (Mikulášková et al., 2016) .  

Au niveau central, GLP-1 agit dans des zones spécifiques de l’hypothalamus inhibant la prise 

alimentaire en inhibant particulièrement les neurones à NPY/AgRP. Le récepteur GLP-1R est 

largement exprimé dans les noyaux ARC, VMH, PVN de l’hypothalamus mais aussi dans les 

neurones du tronc cérébral ainsi que dans les tissus périphériques, comme le pancréas et le 

tractus gastro-intestinal (Mikulášková et al., 2016).  
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4-2-2-Les signaux anorexigènes à long terme 

 

Il s’agit principalement de la leptine et de l’insuline qui traversent la barrière hémato-

encéphalique pour agir au niveau de l’hypothalamus, particulièrement sur les neurones 

orexigènes et anorexigènes dans l’ARC (figure 7). 

 

La leptine est une hormone secrétée par les adipocytes (tissu adipeux blanc) 

proportionnellement à la masse grasse. Sa libération est stimulée en période de disponibilité 

d’éléments nutritifs et diminuée en période de demande d’énergie. 

La leptine inhibe la prise alimentaire et augmente la dépense énergétique et, indépendamment 

de ses effets anorexigènes, elle intervient dans le métabolisme du glucose et des lipides (van 

Swieten et al., 2014).  

Les récepteurs à la leptine nécessaires pour exercer ses effets sont largement exprimés au 

niveau du cerveau, particulièrement au niveau des noyaux ARC, DMH et VMH de 

l’hypothalamus. Ils sont également mis en évidence dans les noyaux PVN et LH,  mais le taux 

d’expression est plus faible (Münzberg and Morrison, 2015).  

La leptine agit sur les neurones orexigènes et anorexigènes de l’hypothalamus pour contrôler 

la balance énergétique. La proximité du noyau ARC par rapport à la barrière hémato-

encéphalique semi-perméable fait de ce noyau une zone sensible à l’action de la leptine. En 

effet, les neurones anorexigènes POMC/CART (Cocaine-and-amphetamine-regulated 

transcript) et orexigènes NPY/AgRP sont les cibles directes de la leptine. Elle active les 

neurones à POMC/CART et stimule la sécrétion de l’-MSH (Melanocyte stimulating 

hormone), et inversement, elle inhibe les neurones à NPY/AgRP et réduit la libération de 

NPY, AgRP et du Gaba (acide -amino-butyrique). Dans le noyau PVN, la leptine conduit à 

l’activation des TRH (tirotrophin-releasing hormone), CRH (corticotrophin-releasing 

hormone) et ocytocine anoréxigènes, alors qu’elle inhibe les neurones orexigènes MCH 

(Melanin concentrated hormone) et OX (orexine) dans le LH (Harwood, 2012).  
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Figure 7: Interactions entre les hormones périphériques et les voies neurales régulant la 

prise alimentaire et la masse grasse 

PYY: peptide YY, LepR: Leptin receptor, INSR: Insulin receptor, POMC: pro-

opiomelanocortin, GhSR: Ghrelin secretagogue receptor, Y1R: NPY Receptor1, YR2: NPY 

receptor 2, MC4R: Melanocortin 4 receptor (Korner and Liebel., 2003).  

 

 

L’insuline est aussi un signal d’adiposité secrété par les cellules pancréatiques . Ses 

concentrations plasmatiques sont en corrélation avec la masse adipeuse. La sécrétion 

d’insuline augmente rapidement après le repas, exerçant un effet anorexigène via le système 

nerveux central. Les récepteurs à l’insuline sont répandus dans le cerveau et présents dans les 

noyaux hypothalamiques impliqués dans la régulation de la prise alimentaire (ARC, DMH, 

PVN) (Benoit et al., 2002).  

Dans l’hypothalamus, les effets de l’insuline sont médiés par les neurones à NPY/AgRP et les 

neurones à POMC/CART dans l’ARC. L’insuline diminue la prise alimentaire en inhibant les 

neurones à NPY/AgPR et en stimulant les neurones à POMC/CART (López et al., 2007).  
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La régulation de la prise alimentaire sur le court terme concerne la prévention de « trop 

manger » pendant les repas et sur le long terme c’est plutôt le maintien des quantités normales 

de réserve d’énergie sous forme de graisses dans le corps. 

Dans la régulation à court terme, les structures cérébrales contrôlent l’apport d’un repas, 

concernant son volume, son contenu énergétique et sa durée. Dans la régulation à long terme, 

le système nerveux central reçoit de nombreuses impulsions et signaux périphériques, 

particulièrement du tractus gastro-intestinal et du tissu adipeux en réponse à un équilibre 

constamment altéré (Lv et al., 2018). 

 

 

4-2-3-Les signaux oréxigènes 

 

Il s’agit principalement de la ghréline, une hormone agissant via le récepteur secrétagogue de 

l’hormone de croissance (GHS-R1a) abondant dans l’hypothalamus, particulièrement dans le 

noyau ARC, DMH et PVH. Elle stimule la prise alimentaire via la production de NPY et 

d’AgRP au niveau du noyau arqué. 

La ghréline est essentiellement produite par les cellules de la glande oxyntique gastrique 

(estomac), les cellules de type X/A chez les rongeurs ou les cellules de type P/D1 chez 

l’Homme. De faibles niveaux de production de la ghréline sont également détectés au niveau 

de l’intestin, pancréas, rein, ovaire, testicules et de l’hypothalamus (Cowley et al., 2003). 

Elle est présente dans le plasma humain sous deux formes : la forme désacylée et la forme 

active ; la ghréline acylée synthétisée sous l’action de l’enzyme Ghrelin O-acyltransferase 

(GOAT) qui transfère un groupement acyle des acides gras au résidu 3-Serine de la ghréline. 

Cette hormone stimule l’appétit et la prise alimentaire indépendamment de la GH (Hormone 

de croissance) via son récepteur spécifique, GH secretagogue receptor 1a (GHSR1a). De plus, 

des études ont montré que le complexe : ghreline/GOAT/GHSR est impliqué dans la 

régulation du métabolisme énergétique et son adaptation aux modifications du bilan 

énergétique.  

Pour exercer son effet orexigène, la ghréline atteint l’hypothalamus de 3 manières 

différentes : via la voie humorale, via les afférences vagales et via sa production et sécrétion 

locale au niveau de l’hypothalamus (Lu et al., 2018). 
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La forme acylée de la ghréline se lie au GHSR1a et induit la libération de l’hormone de 

croissance (GH) dans les cellules somatotropes de l’hypophyse. A travers le nerf vagal ou 

directement au niveau central, la ghréline module l’activité des neurones à NPY/AgRP et 

POMC dans le noyau ARC. Sa liaison au GHSR1a stimule la sécrétion des neuropeptides 

orexigènes (NPY et AgRP) via l’augmentation de la transcription des gènes et uniquement en 

présence de glucocorticoïdes, mais aussi inhibe la production de neuropeptides anorexigènes 

(𝛼-MSH issue du clivage de la POMC) (Mihalache et al., 2016 ; Korner and Leibel, 2003; 

Monteiro and Batterham, 2017). 

Les récepteurs à la ghréline sont également exprimés dans les neurones du LH, du tractus 

solitaire du tronc cérébral et dans la zone apostrema, suggérant une implication de ces zones 

cérébrales dans l’effet orexigène de la ghréline (Matafome et al., 2017). 

 

4-3-Rôle des glucocorticoïdes dans la régulation de la prise alimentaire 

 

Les glucocorticoïdes (GC) sont des hormones stéroïdiennes dérivées du cholestérol. Elles sont 

produites par la glande surrénale sous le contrôle de l’axe hypothalamo-hypophyso-

surrénalien (HHS). Les glucocorticoïdes interviennent dans la régulation de la prise 

alimentaire et de la balance énergétique (figure 8). Ils exercent leurs effets en se liant et 

activant leur récepteur (GR). Ceci déclenche une cascade d’évènements donnant lieu à la 

translocation nucléaire de GR. Dans le noyau, GR modulera l’expression de gènes cibles soit 

en tant que  facteur de transcription se liant aux séquences « glucocorticoid response elements 

(GREs) » présentes dans les promoteurs de certains gènes tels que,  l’AgRP et le NPY ou en 

prenant le rôle d’inhibiteur et d’activateur transcriptionnel en se liant à d’autres facteurs de 

transcription comme AP1 (Activating Protein 1) ou NFkB (nuclear factor kB) (Gali 

Ramamoorthy et al., 2015).   

 

En l’absence de glucocorticoïdes (ligand), les récepteurs GR dans le cytoplasme de la cellule 

sont liés à des protéines de choc thermiques (HSP : Heat Shock Protein), particulièrement 

HSP90, HSP70 et HSP40, qui sont dites « protéines chaperones ». HSP70 reconnait les 

molécules de GR nouvellement synthétisées et se lie au domaine de liaison (LBD : Ligand-

Binding Domain) de GR pour former un complexe. Ce dernier permet la liaison de dimères de 

HSP90 tout en augmentant l’affinité de GR pour le ligand. D’une part, ce complexe facilite la 

liaison du ligand et participe à la translocation de GR dans le noyau, d’autre part, il module 

l’activation ou la répression transcriptionnelle de gènes cibles (Chen et al., 2017). 
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Dans les conditions physiologiques normales, les glucocorticoïdes interviennent dans la 

régulation de la prise alimentaire. L’appétit chez l’Homme et les animaux suit les 

changements de niveaux stéroïdes surrénaux. L’augmentation de l’appétit corrèle avec la 

surproduction de glucocorticoïdes (Bazhan and Zelena, 2013).   

Les glucocorticoïdes sont des hormones orexigènes qui agissent sur le système nerveux 

central et stimulent la prise alimentaire. Ils agissent principalement sur les neurones à 

NPY/AgRP de l’ARC en stimulant leur expression au niveau de l’hypothalamus mais ils 

inhibent également la libération de la CRH qui, à l’inverse, est anorexigène et inhibe la 

production de NPY/AgRP (Ans et al., 2018). 

 

De plus, les glucocorticoïdes ont des effets anoréxigènes (effets secondaires). Ils stimulent les 

neurones à NPY/AgRP mais, sous conditions de stress, leur expression est régulée 

différentiellement. Plus précisément, le stress réduit le nombre de cellules exprimant l’AgRP 

et le niveau d’ARNm d’AgRP dans l’ARC chez le rat. L’AgRP est l’antagoniste naturel du 

récepteur MC4R médiant les effets anoréxigènes de la mélanocortine. Ainsi, le stress 

induisant la diminution de l’expression des cellules à AgRP peut contribuer à l’inhibition de 

la prise alimentaire via l’activation du système à la mélanocortine (Liu et al., 2007) . 
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Figure 8: La signalisation hypothalamique contrôlant la balance énergétique 

Gcs : glucocorticoïdes, GR : glucocorticoïdes receptor, IR : Insulin receptor, LepR : Leptin 

receptor (Liu et al., 2007). 
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5-Les régions du cerveau impliquées dans la régulation de la prise alimentaire  
 

5-1-Les régions hypothalamiques impliquées dans la régulation du comportement alimentaire  

 

Les noyaux hypothalamiques impliqués dans la régulation de la prise alimentaire forment un 

réseau de circuits neuronaux interconnectés qui réagit aux changements de l’état énergétique 

en modifiant l’expression de neuropeptides spécifiques, entraînant des modifications de 

l’apport et de la dépense énergétiques.  

 

5-1-1-Le noyau arqué (ARC) 
 

L’Arc est considéré comme étant le principal centre hypothalamique du contrôle de 

l’alimentation. Il est situé entre le 3
ème

 ventricule et l’éminence médiane. L’éminence médiane 

est un organe circumventriculaire dans lequel la barrière hémato-encéphalique est modifiée, 

permettant ainsi l’entrée de peptides et de protéines de la circulation périphérique (PYY, 

GLP-1, Leptine, Insuline) (López et al., 2007). Les populations Parvocellulaire et 

magnocellulaire de l’ARC expriment les neuropeptides orexigènes : NPY/AgRP et 

anorexigènes : POMC/CART clés dans la régulation du comportement alimentaire. Ce sont 

des neurones de premier ordre, intégrant les signaux métaboliques périphériques et, à leur 

tour, se projettent vers les neurones du second ordre dans d’autres régions hypothalamiques 

(PVN, VMH, LH) (Yu and Kim, 2012). 

 

5-1-2-Le noyau paraventriculaire (PVN) 
 

Le PVN intègre les signaux neuropeptidiques de différentes régions du système nerveux 

central, y compris de l’ARC et du tronc cérébral. Les neurones à CART/POMC originaires de 

l’ARC potentialisent la signalisation du neurotransmetteur inhibiteur GABA dans le PVN et 

réduisent l’appétit, tandis que les neurones à NPY/AgRP inhibent cette signalisation de 

GABA et à l’inverse stimulent la prise alimentaire (Cowley et al., 1999).  

De plus, les neurones du PVN synthétisent et secrètent des peptides à effet catabolique, tels 

que la  TRH, la CRH, la somatostatine, la vasopressine et l’ocytocine et contiennent des 

récepteurs MC3R et MC4R de la mélanocortine (Foster et al., 2010).  

L’-melanocyte-stimulating hormone (-MSH) est un peptide anorexigène, produit par le 

traitement post-transcriptionnel (clivage) de la POMC. Ses effets (diminution de la prise 

alimentaire et stimulation de la dépense énergétique) sont médiés par sa liaison aux récepteurs 
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3 et 4 de la mélanocortine (MC3R et MC4R) dans les neurones du second ordre (Huszar et al., 

1997).  

 

5-1-3-Le noyau ventromédian (VMH)   
 

Le VMH est considéré comme le centre de la satiété. Il reçoit principalement les projections 

des neurones à NPY/AgRP et CART/POMC du noyau ARC. Les neurones du VMH, 

projettent leurs axones vers les noyaux de L’ARC, DMH, LH, ainsi que les régions du tronc 

cérébral comme le noyau du tractus solitaire (Sternson et al., 2005). 

Le VMH est considéré comme un noyau de réception pour les signaux périphériques ainsi que 

les signaux centraux. Les neurones du VMH présentent une grande abondance de récepteurs à 

la leptine, à la ghréline, aux œstrogènes, aux hormones thyroïdiennes et aux neuropeptides 

(Kalra et al., 1991). 

 

5-1-4-Le noyau dorsomédian (DMH)  
 

Le DMH, tout comme le VMH est considéré comme un centre d’intégration, traitant  des 

informations provenant d’autres régions hypothalamiques (Kalra et al., 1991). Le DMH se 

trouve juste après le VMH et a des liens directs avec d’autres noyaux hypothalamiques (PVN 

et LH), ainsi qu’avec le tronc cérébral (Bellinger and Bernardis, 2002).  

 

5-1-5-L’aire hypothalamique latérale (LH) 
 

La LH est considérée comme le centre de la faim et de la satiété. Elle exprime MCH, qui est 

un peptide orexigène, ainsi que d’autres neuropeptides (galanine, dynorphine, CART) 

importants dans la régulation de la prise alimentaire. Ces neuropeptides sont exprimés par des 

populations cellulaires recevant des projections des neurones à NPY/AgRP et CART/POMC 

dans l’ARC (López et al., 2007). 

De plus, la LH contient des neurones sensibles au glucose et exprime les récepteurs à la 

leptine (Bellinger and Bernardis, 2002).  

Les neurones de la LH se projettent vers de nombreuses régions extra-hypothalamiques : le 

tronc cérébral, les noyaux préganglionnaires sympatiques et parasympatiques, la moelle 

épinière, le locus coerulus, le noyau du raphé médial, le noyau tubermammilaire et le cortex 

cérébral. Toutes ces régions jouent un rôle fondamental dans les différents aspects de la 

régulation de la prise alimentaire (Willie et al., 2001).   
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5-2-Les régions extra-hypothalamiques impliquées dans la régulation du comportement 
alimentaire  

 

5-2-1-Le noyau du tractus solitaire (NTS) 
 

Le tronc cérébral est une autre région du cerveau impliquée dans la régulation de la prise 

alimentaire et la balance énergétique. Les signaux de satiété provenant du tractus gastro-

intestinal sont intégrés au niveau du noyau du tractus solitaire à travers le nerf vagal, le lien 

majeur entre l’intestin et le cerveau (Schwartz, 2000).  

Le NTS est anatomiquement proche de l’apostrema (AP), il reçoit ainsi les signaux humoraux 

et neuronaux. Mais aussi, les projections du PVN indiquant qu’il existe une communication 

intime entre l’hypothalamus et le tronc cérébral (Ellacott et al., 2006). 

 

5-2-2-Le thalamus 
 

Le thalamus est le centre de référence pour une large gamme d’informations sensorielles 

provenant du corps. Particulièrement, le noyau ventral qui reçoit des entrées directes du noyau 

vagal du tractus solitaire (Pribic et al., 2017).  

De plus, le noyau paraventriculaire du thalamus est impliqué dans la perception hédonique, de 

la même manière que le noyau dorsomédian de l’hypothalamus, la matière grise, et le cortex 

préfrontal médial (Sewards, 2004). 

 

5-2-3-Le système limbique 
 

Les régions du cerveau liées à l’émotion, y compris l’hippocampe et l’amygdale, sont 

également impliquées dans la régulation du comportement alimentaire (Liu et al., 2014a).   

L’hippocampe est connu pour son rôle dans la mémoire déclarative. Il a été démontré que ce 

type de mémoire influence la prise alimentaire (Higgs, 2008). 

De même pour l’amygdale, des études montrent qu’elle est bien placée pour intégrer les 

signaux provenant de l’hypothalamus, du cerveau postérieur et du cortex afin de réguler la 

prise alimentaire (Coppin, 2016). 

 

5-2-4-Le cortex frontal et temporal 
 

Le cortex temporal est anatomiquement connecté au cortex préfrontal via le faisceau indécis. 

Ces deux régions sont responsables du fonctionnement cognitif, notamment l’évaluation de la 
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récompense, le maintien de la mémoire de travail et de l’attention, et participent au contrôle 

cognitif sur l’alimentation et les émotions (Gluck et al., 2017; Mohedano-Moriano et al., 

2015).  

 

5-2-5-Le noyau accumbens 
 

Le noyau accumbens médie les caractéristiques de motivation primaire ou de récompense des 

stimuli naturels tels que la nourriture, l’eau et le sexe via le système dopaminergique 

(Salamone et al., 2005). 

 

  

6-Régulation de la prise alimentaire au niveau central 
 

Au niveau de l’hypothalamus, on distingue deux types de neurones dans l’ARC : 

- les neurones orexigéniques, produisant le Neuropeptide Y (NPY), l’Agouti-related peptide 

(AgRP) et l’acide 𝛾-aminobutyrique (GABA). 

-Les neurones anorexigéniques exprimant la pro-opiomelanocortine (POMC) et la Cocain and 

amphetamin regulated transcript peptides (CART).  

Les neurones anoréxigéniques localisés au niveau de l’ARC se projettent principalement vers 

le noyau PVH, mais aussi LH et le tronc cérébral qui sont associés avec le contrôle de la 

balance énergétique. Les neurones oréxigéniques localisés au niveau de l’ARC se projettent 

vers le PVH, DMH, LH, zone périfornicale et vers la zone préoptique médiale (Wu et al., 

2009).   
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Figure 9: Schéma représentant le contrôle hypothalamique de l'homéostasie énergétique 

3V : 3
rd 

ventricle, AgRP : Agouti-related protein, AP : Area postrema, ARC :  arcuate 

nucleus, CBR1: cannabinoid receptor, DMH: dorsomedial hypothalamus, GHSR: growth 

hormone secretagogue receptor, LepR: Leptin receptor, LHA: Lateral hypothalamic area, 

Nacc: Nucleus accumbens, NPY : neuropeptide Y, NTS : Nucleus tractus solitarius, 

PAGvl/DR : ventrolateral periaqueductal gray and dorsal raphe complex, PBN : 

parabrachial nucleus, PFC : prefrontal cortex, POMC : proopiomelanocortin, PVN : 

paraventricular nucleus, PVT : paraventricular thalamus, RPa : raphe pallidus, VMH : 

ventromedial hypothalamus, VTA : ventral tegmental area (Waterson and Horvath, 2015). 
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Ces neurones oréxigéniques et anoréxigéniques se projetant sur les neurones du second ordre 

(PVH, DMH, LH) qui à leur tour projettent leurs signaux sur de multiples neurocircuits 

thalamiques et extra-hypothalamiques conduisant à une réponse intégrée de la composante 

énergétique (figure 9) (Gali Ramamoorthy et al., 2015 ; Timper et Bruning., 2017). 

 

L’accomplissement de cette fonction (régulation de la prise alimentaire et de la dépense 

énergétique) est essentiellement basé sur le système leptine-mélanocortine. La leptine secrétée 

au niveau du tissue adipeux est importante pour l’initiation du signal de la mélanocortine 

(Alpha-MSH). Les récepteurs à la leptine sont largement exprimés dans l’hypothalamus, 

spécialement au niveau de l’ARC. Les neurones à AgRP et à POMC sont deux principaux 

types neuronaux exprimant le récepteur à la leptine dans l’ARC. 

Après stimulation de la leptine, les neurones à POMC (clivage) secrètent l’𝛼 melanocyte 

stimulating hormone (𝛼-MSH) qui active les neurones à MC4R dans le PVH pour inhiber la 

prise alimentaire. En revanche, les neurones à AgRP secrètent l’AgRP qui joue le rôle 

d’antagoniste de MC4R dans le PVH pour promouvoir son rôle dans la prise alimentaire 

(Horvath and Diano, 2004) . 

Chez l’homme, les mutations de MC4R (décalage du cadre de lecture, délétion d’iframe, 

mutations non-sens et faux sens) représentent environ 6% des cas d’obésité sévère précoce, ce 

qui confère un rôle important au système central de la mélanocortine dans le contrôle du 

métabolisme énergétique. Par conséquent, les mutations dans le gène MC4R sont la forme 

monogénique la plus courante d’obésité sévère précoce (Tao, 2005). 

 

Les neurones à AgRP secrètent également le neuropeptide Y (NPY) et l’acide 𝛾-

aminobutyrique (GABA) pour induire rapidement la prise alimentaire. NPY exerce ses effets 

par liaison à ses récepteurs Y1 et Y5 au niveau de l’hypothalamus.  

Les neurones à NPY/AgRP inhibent directement les neurones à POMC via l’action inhibitrice 

du GABA au niveau de l’ARC. Ainsi Ces neurones peuvent moduler négativement l’action de 

la POMC par un mécanisme synaptique GABAergique direct et indirectement en antagonisant 

les récepteurs MCR post-synaptiques (Mercer et al., 2013). 

De plus, la libération de GABA à partir de projections d’AgRP/NPY sur les neurones extra-

hypothalamiques, en particulier dans le noyau parabranchique, joue également un rôle dans la 

stimulation de la prise alimentaire (Wu et al., 2009).  
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Les deux types neuronaux (neurones à AgRP et à POMC) répondent au signal à la leptine 

mais seulement les neurones à POMC expriment c-Fos, un marqueur d’activation neuronale 

(Waterson and Horvath, 2015).  
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II-Les donneurs de méthyles et 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. Le transfert de méthyle en provenance 

du folate nécessite la présence de la vitamine B12. 

 

1-Les folates (vitamine B9) 
 

a-Structure et besoins 
 

Les folates est un terme générique faisant référence à toute une famille de composés incluant 

l’acide folique et ses dérivés (figure 10) qui sont : 5-methyltetrahydrofolate (5-MTHF), 5-

formyltetrahydrofolate ou acide folinique (5-FTHF), 10-Formyl-THF, 5-10-methylene-THF 

et le THF non substitué. Ils sont présents dans la nature sous forme réduite (Ducker and 

Rabinowitz, 2017). 
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Figure 10: Transformation chimiques des folates 

DHR : dihydrofolate, THF : tetrahydrofolate, 5MTHR : 5-methyltetrahydrofolate, 5,10-

MeTHF : 5-10-methylene-THF (Ducker and Rabinowitz, 2017). 
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L’acide folique est la forme monoglutamate oxydée qui se produit rarement naturellement. Il 

est présent dans les aliments enrichis et les suppléments diététiques. L’acide folique est 

composé de 2 structures essentielles : un groupe ptéroyl lié à un résidu d’acide glutamique 

(figure 11). L’acide folique n’est pas actif comme coenzyme et doit subir différentes étapes 

métaboliques à l’intérieur de la cellule pour être converti sous la forme de THF 

métaboliquement actif (Ebara, 2017; Scaglione and Panzavolta, 2014) .   

 

 

 

 

 

 

 

                        

Figure 11: Structure de l'acide folique (Scaglione and Panzavolta, 2014). 

 

 

Selon les apports nutritionnels conseillés (ANC) pour la population française, les besoins en 

acide folique sont de l’ordre de 300 g/jour pour les femmes et de 330 g/jour pour les 

hommes adultes. Pour les femmes enceintes ou planifiant une grossesse, la dose recommandé 

est de 400 g/jour pour prévenir le risque d’anomalies de tube neural (Ebara, 2017; Martin, 

2001). 

 

 

 

Glutamic 
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b-Les sources alimentaires de folates 

 

Les folates sont présents dans beaucoup d’aliments tels que les légumineuses (haricots, pois), 

les agrumes, les légumes (épinards, brocoli, chou-fleur). Ils sont également présents dans le 

foie et les produits laitiers, surtout quand ces derniers sont fermentés (fermentation par des 

micro-organismes pouvant synthétiser l’acide folique) (Iyer and Tomar, 2009).  

 

 

c-Absorption et biodisponibilité des folates  

 

Dans l’alimentation, les folates existent sous la forme de polyglutamate qui doit être converti 

en monoglutamate pour être absorbé dans la lumière intestinale. Cette réaction est catalysée 

par la ptéroylpolyglutamate hydrolase intestinale et l’hydrolase intracellulaire. 

L’absorption des folates se fait par deux mécanismes : passif et médié. 

L’absorption passive se fait principalement en cas de fortes doses de folates, alors que le 

transport médié se fait par trois systèmes : le transport de folates réduits, les récepteurs des 

folates et le transport de folates couplés aux protons, qui transporte les folates réduits et 

oxydés avec une efficacité similaire (Scaglione and Panzavolta, 2014). 

La biodisponibilité est la proportion de nutriments ingérés qui devient disponible pour les 

processus métaboliques ou le stockage. La biodisponibilité des folates sous la forme de 

monoglutamates est plus élevée que celle sous la forme de polyglutamates en raison du besoin 

de son hydrolyse. 

La chaîne de polyglutamates à laquelle sont liés les folates naturels entrave la biodisponibilité 

des folates alimentaires et doit être dégradée par les deux enzymes citées ci-dessus pour leur 

absorption.  

Les données suggèrent que la forme polyglutamates est biodisponible de 60 à 80% comparée 

à la forme monoglutamates. L’efficacité d’absorption des folates naturels est 

approximativement réduite de moitié par rapport à celle de l’acide folique synthétique (Iyer 

and Tomar, 2009).  
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2-La vitamine B12 (Cobalamine) 
 

a-Structure et besoins 

 

La vitamine B12 ou cobalamine est un coenzyme complexe, constitué d’un atome de cobalt 

qui peut former entre 4 et 6 liaisons et peut exister sous forme de Cob (III), Cob (II) ou 

Cob(I)alamin. Quatre liaisons de cobalt sont toujours occupées par des atomes d’azote du 

noyau corrin entourant le cobalt. L’atome Cobalt peut lier un ligand axial, le 

dimethylbenzidine (DMB) se liant au cycle corrin (figure 12), comme il peut également lier 

un ligand axial supérieur (groupe R) qui peut être constitué d’un nombre quelconque de 

composés (Froese et al., 2019).  

 

Selon le parlement Européen et le conseil de l’Union Européenne en 2011, l’apport quotidien 

de référence en vitamine B12 pour un adulte en bonne santé est de 2,5g /jour. 

Pour les femmes enceintes, l’apport quotidien de référence est augmenté de 0,2 g/jour pour 

couvrir les besoins du fœtus. De même pour les femmes allaitantes, les besoins en vitamines 

B12 sont accrus. Ils sont de l’ordre de 2,8g /jour, calculés sur la base des besoins pour une 

femme non allaitante, plus le taux de vitamine B12 secrétée dans le lait maternel avec un 

statut adéquat en B12 (Bailey, 2004). 
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Figure 12: Structure chimique de la cobalamine (vitamine B12) (Froese et al., 2019). 

 

 

b-Sources de cobalamine 

 

La synthèse de cobalamine se fait en un peu plus de 25 étapes en conditions aérobiques ou 

anaérobiques. Cette synthèse est limitée aux Eubactéries et archées. Les autres organismes 

l’acquièrent dans l’alimentation. 

La cobalamine provient de produits d’origine animale, principalement la viande, le poisson et 

le lait, ainsi que les produits laitiers fermentés. 

L’estomac des ruminants contient divers microorganismes synthétisant la vitamine B12 

(Denissen et al., 2019; Dror and Allen, 2018). 
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c-Absorption et biodisponibilité 

 

La synthèse de la B12 (ruminants) a lieu au niveau de l’estomac. Son absorption nécessite 

plusieurs étapes, comprenant la synthèse d’acide chlorhydrique, des protéases et de facteurs 

intrinsèques (IF) (figure 13). La vitamine B12 est libérée à partir de protéines alimentaires par 

l’enzyme pepsine activée par l’acide chlorhydrique.  Ensuite, elle se lie aux glycoprotéines 

haptocorrines secrétées avec la salive. Dans l’intestin, les protéases coupent la liaison B12-

haptocorrines, permettant ainsi la formation du complexe B12-facteurs intrinsèques. Ce 

dernier, pénètre dans la surface apicale des cellules de l’iléon distal en se liant au récepteur 

spécifique, la cubiline, et traverse les cellules en étant incorporé dans les lysosomes 

cellulaires. Une fois dans la cellule, la B12 est libérée des IF. L’haptocorrine assure le 

transport de la B12 dans le foie, où elle est stockée. La B12 peut aussi se lier à la 

transcobalamine pour former un complexe holotranscobalamine qui est la seule fraction active 

de B12 qui peut être incorporée dans les cellules (Gille and Schmid, 2015).  

La biodisponibilité de la vitamine B12 est inversement corrélée à la quantité ingérée. Plus elle 

est consommée, moins elle est absorbée. Ce phénomène est lié à la saturation des récepteurs 

du complexe vitamine B12-IF dans l’intestin grêle, qui devrait atteindre des quantités de 1,5-

2g par repas dans les conditions physiologiques. 

Chez un individu en bonne santé ayant des fonctions intestinales normales, le taux de 

vitamine B12 absorbée est de 50% (Watanabe and Bito, 2018). 
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Figure 13: Schéma représentant l'absorption de la vitamine B12 (cobalamine) 

HC : Haptocorrine, Cbl : cobalamine, IF : facteurs intrinsèques, TCII : Transcobalamin II, 

PA : Pernicious Anaemia, PPIs : Proton Pump Inhibitor (Shipton and Thachil, 2015). 
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3-Autres donneurs de méthyles 
 

En plus des folates (B9) et de la cobalamine (B12), la choline et la bétaine interviennent dans 

le métabolisme des monocarbones. La choline joue un rôle important dans l’intégrité de la 

structure de la membrane cellulaire, dans la signalisation des fonctions cellulaires et dans la 

synthèse des neurotransmetteurs. Elle est disponible sous forme de choline libre, 

phosphocholine, glycérophosphocholine, sphingomyéline ou phosphatidylcholine. La choline 

est le précurseur de la bétaine et de l’acétylcholine (Youn et al., 2018).  

 

De même que les folates et la cobalamine, la choline et la bétaine ne sont pas synthétisées par 

l’organisme, elles proviennent de l’alimentation. Les principales sources alimentaires sont les 

viandes rouges, les œufs, le poisson, les végétaux verts et les graines (Meyer and Shea, 

2017)(Meyer and Shea, 2017). 

 

Outre les donneurs de méthyles cités ci-dessus, les vitamines B2 et B6 (pyridoxine) sont 

d’importants cofacteurs d’enzymes impliqués dans le métabolisme des monocarbones. La 

vitamine B2 peut interagir avec les folates pour moduler les concentrations d’homocystéine. 

La vitamine B6 est un cofacteur de la bétaine-homocysteine-methyltransferase catalysant la 

reméthylation de l’homocystéine en méthionine dans le cycle des monocarbones. Ainsi une 

déficience en B6 peut entraîner une accumulation d’homocystéine (Li et al., 2016).  

 

 

4-Cycle des monocarbones et homocystéine 
 

Le métabolisme des monocarbones est un ensemble complexe de réactions chimiques qui sert 

à activer et à transférer les unités de carbone pour les processus de biosynthèse, incluant la 

synthèse de purine et thymidine, mais aussi la reméthylation de l’homocystéine en 

méthionine. Le cycle des monocarbones lie le cycle des folates à celui de la méthionine 

(figure 14). 

Dans le cycle des folates, une unité de carbone de la sérine est transférée au tétrahydrofolate 

(THF) par la sérine hydroxymethyl transférase (SHMTs) pour former le 5,10-

méthylènetetrahydrofolate (CH2-THF). Ensuite cette unité de carbone est transférée d’une 

position de THF à une autre dans le cycle des folates. Le cycle des folates est composé d’un 
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compartiment cytoplasmique et d’un autre mitochondrial. Dans le compartiment 

cytoplasmique, c’est la méthylènetétrahydrofolate synthétase 1 (MTHFD1) qui intervient, 

alors que dans le compartiment mitochondrial c’est plutôt la MTHFD2/2L et la 

méthylènetétrahydrofolate déshydrogénase 1-like (MTHFD1L). MTHFD2 utilise NAD+ 

tandis que MTHFD2 utilise NADP+ pour générer respectivement NADH et NADPH. Les 

échanges de molécules THF entre les compartiments cytoplasmique et mitochondrial sont 

limités. Les deux compartiments sont étroitement liés par le transport de la sérine, glycine et 

formate à travers la membrane mitochondriale. Le cycle des folates cytoplasmique est 

important pour la synthèse de la purine, alors que CH2-THF est requis pour la synthèse de la 

pyrimidine. CH2-THF est converti en CH3-THF nécessaire pour le cycle de la méthionine 

(Lee et al., 2017).  

 

Le 5-Methyl-THF joue le rôle de donneurs de méthyles pour la reméthylation de 

l’homocystéine catalysée par l’enzyme méthionine synthase dépendante de la B12. Le THF 

peut être converti en 10-formyl-THF et puis en 5,10-méthylène-THF avec l’action de la 

MTHFD1. Le 10-formyl-THF sert de donneur de groupes monocarbonés nécessaires à la 

biosynthèse de purines. Le THF peut être directement converti en 5,10-méthylène-THF avec 

l’action de SHMT. Le 5,10-methylène-THF sert de cofacteur pour la conversion de dUMP en 

dTMP qui est catalysée par l’enzyme thymidylate synthase. Le DHF est converti en THF via 

la DHFR. Le cycle se termine avec l’acceptation d’une autre unité monocarbone et la 

génération de 5,10-méthylène-THF par l’action de la SHMT. Les réactions catalysées par la 

méthylènetétrahydrofolate réductase (MTHFR) sont cruciales pour la régulation du 5-methyl-

THF, qui est requis pour la synthèse de la méthionine (Ebara, 2017). 

 

A partir de la méthionine et en présence d’adénosine triphosphate (ATP), il y a production de 

S-adenosyl méthionine (SAM), le donneur de méthyle universel, qui est ensuite convertie en 

S-adenosyl homocystéine (SAH) par l’enzyme méthyltransférase dans une réaction de 

transméthylation qui génère le groupement méthyle utilisé pour la méthylation de l’ADN, la 

synthèse des protéines, lipides, et des glucides, ainsi que d’autres réactions cellulaires. Ensuite 

la SAH est réversiblement clivée en homocystéine et adénosine par la SAH hydrolase. 

L’homocystéine est reméthylée pour former la méthionine soit par la méthionine synthase qui 

utilise la vitamine B12 comme cofacteur ou par la bétaine homocystéine methyltransférase 

qui utilise la bétaine comme donneur de méthyle. L’homocystéine peut être catabolisée via la 
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cascade de transsulfuration (Ducker and Rabinowitz, 2017; Kalhan, 2016). Des études 

montrent qu’approximativement 50% d’homocystéine générée par l’organisme est remethylée 

en méthionine et le reste est métabolisée via la voie de transsulfuration (Kalhan, 2016). 

 

 

 

 

 

 

                        

Figure 14: Le métabolisme des monocarbones. 

Vert : méthylation de l’ADN, orange : voie de transsulfuration (Kalhan, 2016). 

 

 

 

5-L’homocystéine  
 

L’homocystéine est un acide aminé soufré (figure 15) non utilisé dans la synthèse des 

protéines et un produit intermédiaire du cycle de la méthionine. C’est un homologue de la 

cystéine (Oikonomidi et al., 2016).  
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 Figure 15:Structure de l'homocystéine (Oikonomidi et al., 2016). 

 

 

 

Elle est produite via la déméthylation de la méthionine alimentaire, qui est abondante dans les 

protéines animales. Elle se trouve dans le plasma sous plusieurs formes différentes : environ 

1% sous forme de thiol libre, 70-80 % liée aux protéines plasmatiques par le disulfure, 

principalement à l’albumine ; 20-30% se combinent avec elle-même pour former des dimères 

ou avec d’autres thiols. 

 

Chez l’individu en bonne santé, le taux plasmatique d’homocystéine se situe entre 5 et 15 

mol/L. Au-delà de cette concentration, on parle d’une hyperhomocystéinémie qui est une 

augmentation anormale du taux d’homocystéine dans le plasma. Entre 16-30 mol/L 

d’homocystéine, il s’agit d’une hyperhomocystéinémie modérée, 31-100 mol/L 

correspondent à une hyperhomocysteinémie intermédiaire. Au-delà de 100 mol/L elle est 

classée comme hyperhomocystéinémie sévère. 

Il existe deux types d’hyperhomocystéinémie, la forme rare mais sévère due aux mutations 

génétiques des enzymes impliquées dans le métabolisme de l’homocystéine, et la forme la 

plus commune qui cause une hyperhomocystéinémie modérée, liée le plus souvent aux 

facteurs environnementaux et modes de vie.  

L’hyperhomocystéinémie peut provenir de carences alimentaires en folates, vitamine B6, et 

vitamine B12, d’un dysfonctionnement rénal et thyroïdien, du cancer, d’un diabète, de 

médicaments et maladies interférant avec le métabolisme des donneurs de méthyles (les 

maladies cardiovasculaires). 

La prévalence de l’hyperhomocytéinémie peut varier significativement en fonction de l’âge, 

de l’alimentation et du fond génétique. La vieillesse, le sexe masculin, le tabac, la 
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consommation de café, l’hypertension artérielle, le profil lipidique défavorable sont 

également des facteurs qui augmentent le taux d’homocystéine (Kałużna-Czaplińska et al., 

2013).     

  

 

5-1-Reméthylation de l’homocystéine  

 

La méthionine est un acide aminé utilisée dans les réactions de méthylation, la synthèse de la 

cystéine et la génération de polyamine. Pour être utilisée dans les réactions cellulaires, la 

méthionine est convertie en SAM. La deméthylation de cette dernière génère SAH qui est 

hydrolysée en homocystéine et adénosine. La méthionine est régénérée à partir de 

l’homocystéine par le transfert de groupe méthyles de N5-Methyl-THF. SAM peut également 

catalyser la synthèse de polyamine quand elle est décarboxylée pour former S-adenosyl 

méthioninamine, appelée S-adenosyl méthionine décarboxylée (dcSAM). Dans cette réaction 

la dcSAM est convertie en 5’-methyl thioadenosine (MTA). L’accumulation de MTA inhibe 

l’enzyme arginine N-methyl transférase 5 (PRMT5) qui utilise SAM comme donneur de 

méthyles pour la synthèse de dimethylarginine (sDMA) à partir de l’arginine.  

Dans le cycle de la méthionine, MTA est clivée en 5-methylthioribose-1-phosphate (MTR) et 

adénine par l’enzyme methylthioadénosine phosphorylase (MTAP). L’adénine peut être 

convertie en AMP (Adenosyl monophosphate), et ainsi l’analogue de l’adénosine, L-alanosine 

peut limiter la production d’AMP via la voie de la synthèse de la purine. MTR peut être 

convertie en méthionine, ainsi le cycle de la méthionine est achevé (figure16) (Luengo et al., 

2017). 
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Figure 16: Cycle de la méthionine 

Dc SAM : S-adénosylméthionine décarboxylée, MTR : 5-methylthioribose-1-phosphate, 

MTA : 5’-methylthioadenosine, PRMT5 : N-methyltransférase 5, MTAP : 

méthylthioadénosine phosphorylase, SAM :S-adénosyl méthionine, SAH : S adenosyl 

homocysteine, AMP : Adénosyl monophosphate, IMP : Inosine monophosphate, R5P : ribose 

5 phosphate (Luengo et al., 2017). 
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5-2-La voie de transsulfuration 

 

La voie de transsulfuration (figure 17) joue un rôle important dans le métabolisme du sulfure 

et la régulation redox dans les cellules.   

L’homocystéine est convertie en cystathionine par l’enzyme cystathionine -synthase (CBS), 

qui est activée par la cystathionine -lyase (CSE) pour générer la cystéine (acide aminé 

nécessaire pour la synthèse du glutathion) et l’-cétobutyrate (Hine and Mitchell, 2015).  

Les enzymes CBS et CSE sont régulées à plusieurs niveaux. La CBS catalyse la première 

étape de transsulfuration en condensant la sérine avec l’homocystéine pour générer la 

cystathionine. Elle est présente en grande partie dans le cerveau mais aussi dans la périphérie 

(foie, rein). C’est une enzyme cytosolique activée par la SAM, qui utilise la vitamine B6 

comme cofacteur.  

La CSE est la seconde enzyme intervenant dans cette voie métabolique. Elle utilise la 

cystathionine générée par la CBS pour produire la cystéine. La CSE est prédominante dans la 

périphérie mais elle est aussi connue pour jouer un rôle neuroprotecteur au niveau du cerveau. 

Elle peut être activée par plusieurs facteurs allant du stress oxydant à la privation de 

nutriments.  
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Figure 17: Voie de transsulfuration 

SAM :S-adénosyl méthionine, SAH : S adenosyl homocysteine, MTHFR :  Méthyl tétrahydro-

folate réductase, CSE : cystathionine -lyase (CSE), CBS : cystathionine -synthase, CDO : 

cystéine dioxygénase, HTAU-DH : hypotaurine dehydrogenase, GCS : -glutamyl-cysteine 

synthetase, MPST-CAT : HS2 Mercaptopyruvate sulfurtransferase-cysteine amino acid 

transferase, CSAD : cysteine sulfinic acid decarboxylase (Sbodio et al., 2019). 
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III-Pathologies et carences en donneurs de méthyles 
 

1-Carences en folates (vitamines B9) 
 

La déficience en folates peut découler de multiples causes incluant le régime alimentaire, le 

chauffage pendant la cuisson, la malabsorption due aux maladies cœliaques ou au pontage 

gastrique. Certains médicaments tels que le méthotrexate ou le triméthoprime peuvent 

entraver l’utilisation des folates, inhibent son absorption ou sa conversion en forme active 

(Khan and Jialal, 2018).  

On parle de déficit quand la concentration plasmatique est inférieure à des valeurs comprises 

entre 7 et 10 nmol/L. Cette carence peut influencer la conversion de désoxyuridine 

monophosphate (dUMP) en désoxythymidine monophosphate (dTMT) qui est nécessaire pour 

la synthèse de l’ADN et sa réparation. L’association de la carence en folates et du 

polymorphisme des gènes impliqués dans le métabolisme des folates peut affecter la 

méthylation de l’ADN (hypo- ou hyper-méthylation), des protéines et des lipides (Pieroth et 

al., 2018; Xie et al., 2017).  

 

 

2-Carences en cobalamine (Vitamine B12) 
 

Tout comme les folates, la vitamine B12 joue un rôle dans le métabolisme cellulaire. Une 

carence en cobalamine est causée par un régime alimentaire inadéquat, surtout chez les 

enfants et les femmes en âge de procréer. Elle peut être aussi due aux infections gastro-

intestinales et interactions hôte-microbiote conduisant à sa malabsorption au niveau de 

l’intestin, particulièrement chez les personnes âgées. 

D’autres facteurs peuvent causer une carence en vitamine B12 ; il s’agit de l’alcool, du tabac, 

de certaines maladies (malaria, HIV, tuberculose) et des médicaments comme les inhibiteurs 

de la pompe à protons ou les antagonistes de l’histamine H2. 

Le principal facteur de risque de déficience en cobalamine est l’anémie pernicieuse causée par 

une absence de production de facteurs intrinsèques par les cellules pariétales gastriques, 

nécessaire à l’absorption intestinale de la B12. Il existe d’autres facteurs de risque, tels que la 

chirurgie bariatrique ou le retrait d’iléon terminal qui compromettent l’absorption de la B12 

(Green et al., 2017). 
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Les critères de diagnostic d’une carence en B12 sont les suivants : une concentration <148 

pmol/L dans le sérum en présence de symptômes et /ou d’indices hématologiques d’un déficit 

en B12 ou une cobalamine sérique <148 pmol/L avec une concentration élevée 

d’homocystéine ou d’acide méthylmalonique dans le sérum. 

La déficience en B12 se caractérise par des effets hématologiques (faibles taux 

d’hémoglobine, neutropénie, thrombocytopénie) et neurologiques (neuropathies 

périphériques, incontinence urinaire) allant de troubles légers tels que la fatigue et la 

paresthésies à des problèmes beaucoup plus graves comme la dégénérescence de la moelle 

épinière (Shipton and Thachil, 2015). 

 

3-Supplémentation en folates 
 

La supplémentation en folates peut se faire sous forme d’acide folique, d’acide folinique ou 

de 5-MTHF. Actuellement, on pense qu’une supplémentation avec le 5-MTHF naturel peut 

présenter un avantage important par rapport à une supplémentation avec l’acide folique 

synthétique, bien que les deux semblent avoir une efficacité similaire. Ceci peut avoir un lien 

avec le fait que la consommation excessive d’acide folique peut masquer une carence en 

vitamine B12 non diagnostiquée, alors qu’il est peu probable que ce soit le cas avec le 5-

MTHF biologique (Scaglione and Panzavolta, 2014).  

Des études (Lamers et al., 2004) prouvent que la supplémentation en folate de l’ordre de 

400g/jour d’acide folique ou de 208-416 g/jour de 5-MTHF réduit les risques d’anomalies 

du tube neural et contribue à la restauration de taux physiologiques d’homocystéine.    

 

 

4-Exemples de pathologies liées aux carences en donneurs de méthyles 
 

a-Anomalies du tube neural (NTDs) 

 

La nutrition maternelle pendant la grossesse est reconnue comme étant essentielle pour le 

développement optimal du fœtus. Les folates jouent un rôle critique pendant la grossesse car 

ils sont impliqués dans la synthèse nucléotidique, la réparation de l’ADN, les réactions de 

méthylation et la synthèse des neurotransmetteurs. Ainsi, ils sont essentiels pendant les 

périodes de croissance rapide des tissus. Une supplémentation en folate en période 

préconceptionnelle puis en début de grossesse présente un effet bénéfique pour la prévention 
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des anomalies du tube neural (NTDs). La supplémentation conseillée est de 0,4mg/jour, mais 

elle peut être augmentée jusqu’à 4mg/jour pour les femmes présentant des antécédents de 

NTDs (Bailey and Hausman, 2018). 

De plus, l’hyperhomocystéinémie, les polymorphismes génétiques liés au métabolisme des 

folates comprenant MHFR C677T, 844ins68, GCPII H475, MTR A2756G et MTRR A66G 

sont connus pour affecter les apports en folates et vitamine B12, conduisant ainsi à des 

complications gestationnelles dont les NTDs (Hiraoka and Kagawa, 2017). 

Les NTDs, incluant le spina bifida, l’anencéphalie, l’encéphalocèle et l’hydrocéphalie, sont 

des anomalies congénitales majeures pouvant entraîner une interruption de la grossesse, une 

mortinaissance ou un handicap sévère. Les NTDs constituent le plus grand groupe 

d’anomalies du développement du système nerveux central caractérisé par une fermeture 

incomplète du tube neural embryonnaire et font partie des plus importantes causes 

congénitales de morbidité et de mortalité chez les nourrissons dans le monde (Caffrey et al., 

2018). 

 

 

b-Maladies cardiovasculaires 

 

L’alimentation joue un rôle dans la survenue des maladies cardiovasculaires. Les mécanismes 

peuvent impliquer des processus épigénétiques, tels que la méthylation de l’ADN, les 

modifications de la chromatine et les microARN non codants (miRNA). Ces processus font 

que les gènes sont transcriptionnellement activés ou inhibés. Les facteurs alimentaires requis 

pour les réactions de méthylation permettent la régénération de la S-adenosyl. Il s’agit des 

folates, de la vitamine B12, de la vitamine B6, de la choline et des acides aminés comme la 

méthionine, la cystéine, la glycine et la sérine. 

De plus, l’accumulation d’homocystéine dans le plasma, liée à une carence en donneurs de 

méthyles est également associée à une augmentation des risques de maladies 

cardiovasculaires et cérébrovasculaires (Xiao et al., 2015). Certaines études suggèrent que le 

taux plasmatique de S-Adénosyl-homocystéine (SAH) constitue un meilleur facteur que 

l’homocystéine pour prédire les risques cardiovasculaires (Kerins et al., 2001).  
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c-Diabète 

 

La prévalence du diabète est en forte augmentation dans le monde entier. C’est un trouble 

métabolique multifactoriel, caractérisé par une hyperglycémie chronique accompagnée 

d’autres troubles métaboliques, tels que les troubles de production/d’action de l’insuline ou 

les deux. Le diabète est causé par plusieurs facteurs, notamment des altérations épigénétiques 

de l’expression des gènes, dues en partie à des perturbations du métabolisme des 

monocarbones et de la méthylation de l’ADN (Mursleen and Riaz, 2017).  

Un déséquilibre dans la voie de méthylation dû à une carence en donneurs de méthyles 

pendant la période gestationnelle peut contribuer au développement du diabète à l’âge adulte 

(Smith et al., 2011).  

 

d-Cancer 

 

 La méthylation de l’ADN joue un rôle important dans la progression des cancers. Cette 

méthylation requière SAM comme donneurs de méthyles, provenant du cycle des 

monocarbones. A travers ce cycle, les groupes de monocarbones sont transférés pour 

maintenir la méthylation de l’ADN, la régulation de l’expression des gènes et fournir les 

métabolites nécessaires pour les réactions biologiques. Cependant, le métabolisme des 

monocarbones est un processus dynamique, dans lequel une diminution ou accumulation de 

l’un des facteurs affecte la méthylation de l’ADN et l’intégrité du génome, conduisant ainsi à 

des modifications épigénétiques, un déséquilibre des gènes suppresseurs de tumeurs et une 

transformation des cellules en cellules malignes (Yang et al., 2018). 

 

Depuis les années 1970, plusieurs études révèlent que les cellules tumorales humaines sont 

caractérisées par l’incapacité de proliférer quand la méthionine est remplacée par son 

précurseur intermédiaire, l’homocystéine. C’est le phénomène de la méthionine dépendance, 

caractéristique de la majorité des cellules tumorales. Cette dépendance pourrait être une 

conséquence d’altérations chromosomiques (Halpern et al., 1974).  

D’autres études ont démontré que l’activité déficiente de la méthionine synthase peut résulter 

de l’inactivation de l’enzyme elle-même ou d’une diminution de l’apport en cofacteurs 

(cobalamine et folates) qui sont nécessaires pour les fonctions de l’enzyme (Fiskerstrand et 



 67 

al., 1994). Le faible taux de de méthylcobalamine semble être le paramètre le plus étroitement 

corrélé à la dépendance à la méthionine. Cette différence métabolique (méthionine 

dépendance) des cellules cancéreuses ouvre des perspectives intéressantes pour des stratégies 

nutritionnelles en thérapie anticancéreuse (Cellarier et al., 2003).    
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Objectifs de l’étude 
 

 

La mise en place du système nerveux central est régulée par un programme neurogénique 

dont le déroulement est orchestré de manière chronologique bien précise par de nombreux 

processus épigénétiques. La fermeture du tube neural se fait à un stade précoce de la gestation 

et est suivie de la formation des vésicules cérébrales, leurs régionalisations ainsi que leur 

maturation qui se poursuit après la naissance. La période périnatale est le siège de la 

synaptogenèse et du remodelage des réseaux neuronaux. L’intégration des signaux 

périphériques pendant cette période est cruciale pour la mise en place fonctionnelle des 

circuits hypothalamiques régulant la prise alimentaire et l’homéostasie énergétique.  

Les travaux antérieurs du laboratoire ont montré qu’une carence gestationnelle et périnatale 

en donneurs de méthyles entraîne chez le raton de 21 jours une désorganisation de la glande 

gastrique et une altération du système à Ghréline (Bossenmeyer-Pourié et al., 2010), une 

altération de la voie de signalisation du récepteur à la leptine qui est la voie stat 3 (Kerek et 

al., 2013) et une N-homocystéinylation de protéines du cytosquelette conduisant à leur 

agrégation ainsi qu’à leur perte de fonction (Akchiche et al., 2012; Bossenmeyer-Pourié et al., 

2013). Ces troubles sont associées à des anomalies développementales, à un retard de 

croissance et à des déficits cognitifs définitifs chez la progéniture.  

A l’heure actuelle, la supplémentation en folate est prescrite aux femmes enceintes en période 

périconceptionnelle puis au cours du premier trimestre de grossesse pour pallier les anomalies 

de fermeture du tube neural telles que le spina bifida. Aucune recommandation ne porte sur 

une supplémentation plus tardive, pendant le dernier trimestre de grossesse qui est une 

période déterminante pour la maturation cérébrale.  

 

Notre travail se proposait de répondre à différentes questions : 

 

- Le retour à une alimentation normale au sevrage (21 jours) permet-il une récupération 

de l’organisation gastrique, du système à Ghréline et de la signalisation métabolique 

périphérique ? 

- Le retard de croissance définitif observé chez les ratons est-il en lien avec une 

programmation fœtale des réseaux hypothalamiques impliqués dans l’homéostasie 

énergétique ? 
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- Quelle sont les conséquences d’une supplémentation périnatale en folate sur la 

l’organisation gastrique, les signaux périphériques, la maturation fonctionnelle des 

réseaux hypothalamique et le retard de croissance ? 

 

Pour répondre à ces questions, nous avons utilisé deux modèles cellulaires hypothalamiques 

de rat et de souris choisis pour l’expression des neuropeptides intervenant dans l’intégration 

des signaux périphériques ainsi que dans le développement et la maturation de 

l’hypothalamus ; nous avons également mis en œuvre le modèle animal de carence 

gestationnelle bien décrit dans la littérature (Blaise et al., 2007). Dans ce modèle, les rates 

sont soumises à un régime carencé en vitamines B9/B12 un mois avant l’accouplement et 

jusqu’au sevrage des ratons à 21 jours. A l’âge embryonnaire E13, ces dernières ont été 

supplémentées en vitamines B9 sous forme d’acide folique, et ce jusqu’au sevrage des ratons.  

 

Les résultats issus de ce travail seront présentés en 3 parties successives : 

 

1. Altérations développementales dans un modèle de carence précoce en nutriments donneurs 

de méthyles chez le rat : influence d’une supplémentation maternelle tardive à l’acide folique.  

 

2. Persistance d’une inflammation de la muqueuse gastrique chez le rat adulte et âgé après 

exposition fœtale et postnatale précoce à une carence en donneurs de méthyles – Étude du 

système à Ghréline. 

 

3. Une déficience en donneurs de méthyles pendant la gestation et la période de lactation chez 

le rat affecte l’expression des neuropeptides et des récepteurs associés dans l’hypothalamus de 

la descendance. 
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II-Matériel et méthodes 
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1-Les modèles d’étude 
 

1-1-Le modèle cellulaire 
 

Lors de cette étude nous avons utilisé 2 lignées cellulaires : mHypoE46 (Souris) et rHypoE11 

(Rat) pour des neurones hypothalamiques immortalisés à l’âge embryonnaire E15, E17, E18 

pour la souris et E18 pour le rat à partir de cultures primaires, avec le rétrovirus SV40 T-Ag. 

Ces deux lignées ont été choisies pour l’expression des neuropeptides : NPY et AgRP, et des 

récepteurs à l’insuline, leptine, glucocorticoïdes et ghréline qui sont spécifiques du noyau 

arqué de l’hypothalamus et qui jouent un rôle dans l’intégration des signaux métaboliques 

périphériques mais aussi dans le développement et la maturation de l’hypothalamus.  

 

 

1-1-1-Conditions de culture 
 

Ces cellules sont cultivées dans le DMEM 1x (D5796, Sigma-Aldrich) avec 10% de sérum 

fœtal bovin (CVFSVF0001, lot : S52751-2262, Eurobio), 25mM de glucose (G8769, Sigma-

Aldrich) et 1% de Pénicilline/Streptomycine (P4333, Sigma-Aldrich).  

Ce milieu contient du : L-glucose (4,5g/L), L-glutamine (0,584g/L), Bicarbonate de sodium 

(3,7 g/L) sans pyruvate de sodium.  

 

Les cellules sont décongelées dans un bain marie à 37°C, elles sont ensuite mises en culture 

dans des flasques (Corning Falcon, Dutscher) avec le milieu de culture cité précédemment. 

Après incubation à 37°C dans une atmosphère enrichie en CO2 (5%) pendant 4-6h ; le temps 

qu’elles adhèrent à la boite, le milieu est changé pour retirer le dimethylsulfoxide (DMSO, 

D8418, Molecular Biology, Sigma-Aldrich) contenu dans le milieu de congélation et qui 

pourrait les tuer. 

Ce sont des cellules adhérentes poussant en monocouche. Elles peuvent être trypsinées quand 

elles atteignent un pourcentage de confluence compris entre 70 et 90 % avec un ratio 1/5. 

La typsination se fait avec 1x phosphate buffered saline (PBS), puis avec 1x trypsin-EDTA 

(D3624, Sigma-Aldrich) pendant 5min à 37°C. Ces étapes sont suivies par des lavages/re-

suspension dans le milieu de culture (fiche technique 1).  

La congélation de ces dernières se fait lors des premiers passages, dans le milieu de culture 

additionné de 10% de dimethylsulfoxide stérile (DMSO). La concentration des cellules dans 
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le milieu de congélation doit être de 10
5
 cellules/mL. Les cryocapsules (NALGENE TM Cryo 

1°C) sont placés à -80°C pendant une nuit puis dans l’azote liquide pour le long terme.  

 

 

1-1-2-Conditions de la carence en B9 
 

Afin d’étudier l’impact de la carence en vitamine B9 sur l’expression des gènes et des 

protéines, les cellules sont mises en culture dans un milieu dépourvu de vitamine B9 (Fiche 

technique 2). 

Il s’agit du DMEM 1x D2429 tamponné, additionné de glucose, de SVF et de 

Pénicilline/Streptomycine. Après 24H de culture dans le milieu d’entretien, les cellules sont 

placées dans le milieu carencé. La carence est maintenue pendant 24h/48h, ensuite les cellules 

sont récupérées.  

 

 

1-1-3-Récupération des échantillons 
 

Pour l’extraction d’ARN/ADN, les cellules sont récupérées après trypsination sous forme de 

culot stocké à -80°C. Tandis que pour l’extraction des protéines, les cellules sont récupérées 

après grattage avec un râteau directement dans la boite maintenue au froid sur un lit de glace 

(voir partie Western Blot). 

 

Concernant la technique d’immunomarquage, les cellules sont ensemencées directement sur 

lames en verre dans des plaques de 24 puits (353047, Dutscher) et sont fixées au PFA 4% au 

moment du marquage (voir fiche technique 12 et 13). 

  

1-2-Le modèle animal 
 

1-2-1-Conditions d’hébergement 
 

Lors de cette étude nous avons utilisé un modèle de rat Wistar (RjHAN, Janvier Labs). Les 

animaux ont été hébergés suivant les directives internationales de bien-être animal. Ils ont été 

maintenus dans des conditions de laboratoire standards avec un cycle lumière/obscurité de 

12h. Les animaux disposent d’eau et de nourriture à volonté (fiche technique 3). 
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Les expériences réalisées sur ce modèle ont été approuvées par le comité d’éthique de 

l’Université de Lorraine (APAFiS ##5509-2016053112249550).  

 

 

1-2-2-Le régime alimentaire 
 

Pendant l’acclimatation, tous les rats disposent d’un régime standard (A04, Safe) sous forme 

de croquettes. 

Pour l’étude de l’impact de la carence en vitamines B9 et B12 au niveau central et 

périphérique, les femelles carencées suivent un régime pauvre en vitamines du groupe B (Low 

B vitamin, SDS Diet) un mois avant l’accouplement, durant la gestation et jusqu’au sevrage 

des ratons. Ensuite tous les rats retournent au régime normal (Blaise et al., 2007).  

 

Pour l’étude de l’impact de la carence et de la supplémentation en folate sur le système 

périphérique et central, les femelles  sont soumises à ce même régime carencé, mais elles sont  

supplémentées en vitamine B9 (par voie orale) quotidiennement  entre l’âge embryonnaire 

E13 et le sevrage des ratons, 21 jours après la naissance (Geoffroy et al., 2017) .  

 

 

1-2-3-La supplémentation en folates (vitamine B9) 
 

La supplémentation en folate (figure 15) est réalisée avec l’acide folique synthétique (F8758, 

Sigma-Aldrich) mélangé à du lait concentré (Régilait 


). Elle a été faite à une dose de 

3mg/Kg/Jour, par voie per Os (fiche technique 4). 
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Figure 18: Schéma récapitulatif du protocole de carence et de supplémentation en vitamine 

B9. 

 

 

1-2-4-Récupération des échantillons 

 
A la fin du protocole, les rats sont anesthésiés par inhalation d’isoflurane (B 506, FORENE, 

ABBVIE) et mis à mort par décapitation de l’animal à 21 jours pour le protocole de la 

carence/supplémentation et à 80 et 450 Jours pour l’étude de vieillissement. 

Après la mort des animaux, les estomacs ainsi que les cerveaux ont été récupérés pour des 

analyses biochimiques. Concernant les cerveaux, la partie droite a été fixée dans une solution 

de PFA 4% (Immunomarquage) et la partie gauche a été microdissequée pour récupérer 

l’hypothalamus, l’hippocampe, le cervelet, le cortex, le striatum et le tronc cérébral et a été 

congelée dans l’azote liquide puis stockée à -80°C. 

 

Les cerveaux fixés au PFA 4% pendant 24H, sont ensuite rincés au PBS 1x, 3 fois pendant 

5min puis sont traités selon un gradient de sucrose 10%, 20% et 30%. Enfin ils sont congelés 

dans le méthylbutane pendant 1 minute à -25°C puis stockés à -80°C. 

 

Maturation 

périnatale 

Supplémentation 

acide folique 

(3mg/kg/jour) 

      
Naissance 

D0 D21 E13 

1 mois avant 

accouplement 
Accouplement 

E0 D450 

Régime normal Régime standard ou déficient (Vitamines B)  
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La récupération du sang pour les dosages plasmatiques a été faite dans des tubes héparinés 

(Venosafe Plastic Tubes, Terumo Europe) après décapitation et exsanguination des rats. Le 

sang est ensuite centrifugé pendant 5 min à 3500 xg à 4°C (Avanti J-26 XP centrifuge, 

Beckman coulter) pour la récupération du plasma.  

 

 

2-Étude de l’apoptose cellulaire 
 

Lors de cette étude nous nous sommes intéressés aux cellules apoptotiques dans les estomacs 

de rats de 80 et 450 jours en conditions de carence (B9/B12). Le test a été réalisé en utilisant 

le kit Apoptag Plus Fluorescein in situ (Chemicon International, Millipore) se basant sur le 

principe TUNEL (terminal deoxyribonucleotidyl transferase-mediated dUTP nick and 

labeling) qui marque les cellules apoptotiques par modification de l’ADN en ajoutant des 

nucléotides marqués par une fluorescéine à l’aide de la Desoxynucleotidyl-transferase (Fiche 

technique 5). 

 

 

3-Étude de l’expression des gènes par Rétrotranscription (RT) et quantitative 
polymerase chain reaction (qPCR) 
 

L’analyse de l’expression des gènes a été réalisée sur les deux modèles d’étude : Lignées 

cellulaires et modèle animal. L’extraction d’ARN total sur les cellules a été faite avec le kit 

NucleoSpin RNA Plus, Macherey-Nagel (fiche technique 6), tandis que sur les tissus 

(hypothalamus) elle a été faite au TRIzol (fiche technique 7). 

Une fois l’ARN extrait, un test de contrôle qualité a été effectué pour vérifier son intégrité 

(fiche technique 8).  

La rétro-transcription (RT PCR) est réalisé avec 300 ng d’ARN, en utilisant le kit PrimeScript 

RT Master Mix (TAKARA, Ozyme, RR036A) sur le thermocycler C 1000 Touch Thermal 

Cycler (BioRad). La PCR quantitative (qPCR) a été faite avec le kit SYBR qPCR Premix EX-

Taq (TAKARA, Ozyme, RR420A) sur l’appareil StepOne Plus Real-Time PCR system 

(Applied Biosystems, fiche technique 9). Les amorces utilisées dans cette étude sont listées 

dans la fiche technique 9. 
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4-Étude de l’expression des protéines par Western Blot 
 

L’étude de l’expression des protéines comprend plusieurs étapes. D’abord l’extraction des 

protéines totales cellulaires et tissulaires est réalisée à l’aide du tampon RIPA, puis le dosage 

des protéines à l’aide du kit BCA Protein Assay Kit (Interchim) (Fiche technique 10) et enfin 

le Western Blot (fiche technique 11). Cette étude a été réalisée sur les lignées cellulaires et sur 

les tissus (Estomacs) des rats de J21, J80 et J450. Les anticorps ayant permis la détection des 

protéines d’intérêts sont listés dans le tableau 2 de la fiche technique 11. 

 

 

5-Etude de l’expression/localisation des protéines ainsi que leurs interactions par 
immunofluorescence et Duolink 
 

L’étude de l’expression et /ou la localisation des protéines est faite à la fois sur le modèle 

cellulaire et sur le modèle animal. 

Concernant le modèle animal, les demi-cerveaux droits fixés au PFA 4%, ont servi pour la 

réalisation des coupes sagittales de 12m d’épaisseur au cryostat (Microm HM 560, Thermo 

Scientific), qui sont ensuite utilisées pour l’immunohistochimie (fiche technique 12) et le 

Duolink (fiche technique 13). Les coupes générées sont stockées à -80°C jusqu’à leur 

utilisation. 

 

Le Duolink est une technique permettant la détection, la visualisation et la quantification des 

modifications et des interactions protéiques dans des échantillons de tissus et de cellules. La 

cible est détectée en utilisant un anticorps primaire, lui-même reconnu par la sonde PLA 

(Proximity Ligation Assay) qui est un anticorps secondaire couplé à des oligonucléotides. 

Ensuite la ligase va lier les deux sondes PLA et former un cercle si ces deux dernières se 

trouvent à proximité (40 nm). Enfin, la polymérase va amplifier le cercle et générer un produit 

fluorescent. Le signal est visualisé sous forme de spot fluorescent correspondant à une 

colocalisation des protéines. 
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6-Régulation de l’expression des gènes par méthylation 
 

Durant cette étude, nous nous sommes particulièrement intéressés au gène « ghréline » dans 

l’estomac des mères et des rats de 21jours issus de mères carencées ou non et supplémentées 

ou pas en folate durant le dernier tiers de la gestation. 

Plusieurs approches ont été tentées afin d’étudier l’expression de ce gène en conditions de 

carence en donneurs de méthyles. Il s’agit de la technique de PCR quantitative classique, de 

l’analyse combinée de restriction bisulfite (COBRA) et de la technique de clonage après 

conversion bisulfite et séquençage des clones individuels. 

 

Pour ce faire, l’ADN a été extrait avec le kit QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen) sur les tissus 

(estomacs) (fiche technique 14) et sur les cellules (lignée rHypoE11, rat) qui ont servi pour la 

validation des techniques (fiche technique 15). Ensuite les échantillons ont été bisulfités 

(fiche technique 16) avec le kit EZ DNA Methylation (Zymo Research). 

 

Le promoteur du gène ghréline (numéro d’accession chez le rat dans GenBank : AY701847) 

possède 5 sites de méthylation possible (CG) dans la région promotrice (Wei et al., 2005). 

Concernant les techniques d’étude utilisées : PCR et COBRA, les amorces (tableau 3) 

utilisées permettent d’amplifier seulement les deux premiers sites CG. 

 

 

6-1-Étude du rôle de la méthylation dans la régulation de l’expression des gènes par PCR 
quantitative 
 

Pour cette technique, un échantillon de foie a servi de témoin positif pour la méthylation. Il a 

donc été méthylé (fiche technique 16) avec le kit CpG Methylase (M.Sssl, E2030, Zymo 

Research) avant d’être bisulfité. Pour les échantillons d’intérêt, une bisulfitation (fiche 

technique 16) a été réalisée juste après extraction d’ADN. Elle convertit les cytosines non 

méthylées en résidus d’uracile en épargnant les cytosines méthylées. Cette étape entraine la 

disparition de sites de reconnaissance de restriction contenant des cytosines et/ou l’apparition 

de nouveaux sites de restriction contenant de la thymine mais dépourvus de cytosines.  

Ensuite le taux d’expression de ce gène dans les différentes conditions a été quantifié par 

qPCR, de la même manière que précédemment (fiche technique 9). Pour chaque site, nous 

avons dessiné un couple d’amorces reconnaissant les « cg » méthylés et un autre 
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reconnaissant les « cg » non méthylés. Ces dernières sont appelées : amorce site A et amorces 

site B méthylés ou pas et sont listées dans le tableau 3 de la fiche technique 18.  

 

 

6-2-Étude du rôle de la méthylation dans la régulation de l’expression des gènes par la 
technique COBRA 
 

Cette technique permet l’analyse des modifications de locus spécifique de la méthylation de 

l’ADN. Elle se déroule en plusieurs étapes : premièrement, le traitement de l‘ADN avec le 

sodium bisulfite qui convertit les cytosines non méthylées en résidus d’uracile en épargnant 

les cytosines méthylées. Cette étape entraine la disparition de sites de reconnaissance de 

restriction contenant des cytosines et/ou l’apparition de nouveaux sites de restriction 

contenant de la thymine mais dépourvus de cytosines. Ensuite l’amplification PCR (fiche 

technique 17) permettant d’amplifier chacune des variantes de la séquence sans affecter les 

rapports relatifs entre elles, évitant ainsi d’introduire un biais dans la comparaison des 

différents échantillons. Enfin la digestion enzymatique (fiche technique 17) par les 

endonucléases qui reconnaissent les séquences d’ADN affectées par méthylation. La 

visualisation des produits de PCR clivés, se fait par électrophorèse sur gel d’agarose (voir 

fiche technique 8). Les amorces utilisées ici sont les amorces : sites A-B bisulfité ou pas 

(tableau 3). 

 

 

7-Analyse statistique 
 

L’analyse statistique a été faite avec le StatView 5 software for Windows (SAS Institute, 

Berkley). La comparaison des résultats a été faite par le test de variance (ANOVA) couplé à 

un test de Fisher. 

Les valeurs de P < 0.05 sont considérées comme statistiquement significatives.  
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III-Résultats 
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Première partie : 

 

Altérations développementales dans un modèle de carence 

précoce en nutriments donneurs de méthyles chez le rat : 

influence d’une supplémentation maternelle tardive à 

l’acide folique. 
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Developmental Impairments in Rat Model of Methyl Donor Deficiency: Effects of a 
Late Maternal Supplementation with Folic Acid. 
 

 

Andréa Geoffroy, Lynda Saber-cherif, Gregory Pourié, Déborah Helle, Rémy Umoret, Jean-

Louis Guéant, Carine Bossenmeyer-Pourié
*, † and Jean-Luc Daval 

*, †
. 

 

 

Les régulations épigénétiques (méthylation de l’ADN, modification des histones) jouent un 

rôle important dans la programmation génomique au cours du développement, en régulant la 

prolifération cellulaire, la différenciation et l’élimination des cellules.  

Les nutriments donneurs de méthyles (B9/B12) sont impliqués dans le cycle des 

monocarbones, essentiel pour les réactions de transméthylations via la production du S-

adénosylméthionine, le donneur universel de groupements méthyles dans les réactions 

cellulaires. De plus, les folates et la vitamine B12 sont des régulateurs clé des concentrations 

en homocysteine. L’accumulation d’homocystéine peut entraîner des ruptures de l’ADN, un 

stress oxydant, un stress du réticulum endoplasmique, une homocystéinylation des protéines 

et l’apoptose. 

Une carence en vitamines B9/B12 constitue un facteur de risque pour de nombreux troubles 

du développement, tels que les malformations cardiaques congénitales et les anomalies de 

fermeture du tube neural. Cela a conduit à des politiques de santé recommandant une 

supplémentation périconceptionnelle en folate, jusqu’à la fin du premier trimestre de 

grossesse. 

Nous avons précédemment montré dans un modèle de carence gestationnelle en vitamines 

B9/B12 chez le rat, que le déficit en donneurs de méthyles s’accompagnait d’anomalies du 

développement, d’un déficit pondéral et de troubles cognitifs irréversibles (Blaise et al., 

2007 ; Kerek et al., 2013 ; Goeffroy et al., 2017). 

Le développement cérébral se poursuit pendant les périodes périnatale et postnatale, surtout 

en termes de maturation, de synaptogenèse et d’élaboration des circuits neuronaux complexes. 

Des altérations de l’environnement prénatal peuvent ainsi avoir une influence significative sur 

le développement ultérieur et la maturation fonctionnelle du système nerveux central.  

 

L’objectif de cette étude était d’évaluer si une supplémentation maternelle tardive en acide 

folique s’étendant du dernier tiers de gestation jusqu’au sevrage des ratons, pouvait être 
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bénéfique et améliorer les effets délétères d’une carence précoces en donneurs de méthyles 

observés à l’âge de 21 jours. 

Les résultats obtenus ont montré qu’une carence en donneurs de méthyles au cours de la 

période embryonnaire donne lieu à des retards de croissance qui se manifestent par une baisse 

significative de la taille, du poids corporel et de la longueur du fémur des ratons de 21 jours. Il 

a également été observé des anomalies de fermeture du tube neural de type spina bifida. Au 

niveau cérébral, la carence en donneurs de méthyles était associée à une diminution de la 

taille et du poids du cerveau. Dans l’hippocampe, il a été mis en évidence une diminution de 

l’épaisseur des couches cellulaires du CA1, CA3, du gyrus denté, mais aussi de la zone 

subventriculaire, aboutissant à une atrophie cérébrale.  

Ces phénomènes étaient associés à une altération de l’expression de microARNs (Let-7, miR-

34a, miR-23a) intervenant dans la différenciation, la division et l’apoptose cellulaire lors du 

développement embryonnaire.   

L’analyse du développement neurocomportemental à travers les tests de « Righting reflex », 

« Negative geotaxis » et du labyrinthe aquatique a montré que les ratons déficients étaient 

moins performants que les animaux témoins. 

La supplémentation maternelle tardive en acide folique n’empêche pas l’apparition 

d’anomalies développementales précoces liées aux défauts de fermeture du tube neural ; en 

revanche, elle en améliore le phénotype global des animaux déficients en agissant sur les 

phénomènes d’ossification qui sont plus tardifs et il a été observé un canal vertébral mieux 

formé chez les ratons dont la mère a reçu une supplémentation en folate. De plus, cette 

supplémentation a réduit le retard de croissance, le déficit pondéral, mais aussi les défauts 

d’apprentissage des ratons déficients. De manière globale, cette récupération était beaucoup 

plus prononcée au niveau du cerveau, avec une restauration significative des paramètres 

étudiés : poids et taille du cerveau, épaisseur des couches cellulaires des zones CA1, CA3, 

gyrus denté de l’hippocampe et de la zone subventriculaire. Selon nos résultats, elle ferait 

notamment intervenir une régulation de microARNs impliqués dans le développement, tels 

que miR-34a et miR-23a. 

 

Cette étude serait en faveur de la poursuite d’une supplémentation en folate au-delà du 

premier trimestre de gestation chez la femme, afin de prévenir tout effet délétère d’une 

carence en donneurs de méthyles sur la maturation et la plasticité cérébrale. Article présenté 

en annexe, page 156. 
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Deuxième partie : 

 

Persistance d’une inflammation de la muqueuse 

gastrique chez le rat adulte et âgé après exposition 

fœtale et postnatale précoce à une carence en donneurs 

de méthyles  

–  

Étude du système à Ghréline.  
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Les résultats présentés en première partie montrent qu’une carence gestationnelle en 

vitamines B12 et B9 induit un retard de croissance et un déficit pondéral définitif chez le 

raton MDD. Les travaux antérieurs publiés par le laboratoire montrent chez ces ratons une 

inflammation et une altération de l’organisation de la muqueuse gastrique responsable d’une 

diminution de la concentration plasmatique en Ghréline : 

 

- Methyl donor deficiency affects fetal programming of gastric ghrelin cell 

organization and function in the rat. Bossenmeyer-Pourié C, Blaise S, Pourié G, 

Tomasetto C, Audonnet S, Ortiou S, Koziel V, Rio MC, Daval JL, Guéant JL, Beck B. 

Am J Pathol. 2010 Jan;176(1):270-7.  

 

- Early methyl donor deficiency produces severe gastritis in mothers and offspring 

through N-homocysteinylation of cytoskeleton proteins, cellular stress, and 

inflammation. Bossenmeyer-Pourié C, Pourié G, Koziel V, Helle D, Jeannesson E, 

Guéant JL, Beck B. FASEB J. 2013 Jun ; 27(6) : 2185-97 

 

 

Cette inflammation gastrique et l’altération du système endocrine à Ghréline pourrait 

participer au retard de croissance et au déficit pondéral irréversibles du raton MDD. La 

Ghréline étant une hormone orexigène également capable de stimuler la libération de 

l’hormone de croissance (GH) via sa liaison au récepteur GHS-R1a (growth hormone 

secretagogue receptor type 1a) (Kojima et al., 1999).  

Suite à ces travaux nous nous sommes posé la question du devenir de la muqueuse gastrique 

et du système endocrine à Ghréline lorsque le raton MDD retourne à une alimentation 

normale au moment du sevrage. Les résultats obtenus dans le cadre de ce projet font 

actuellement l’objet de l’écriture d’un article présenté ci-dessous. 

 

 1-Persistence of the gastric mucosa inflammation in adult and old rats after fetal and 
early post-natal exposure to methyl donor deficiency  
 

Saber-cherif L., Pourié G., Daval J.L., Helle D., Alberto J.M., Guéant J.L., Beck B*., 

Bossenmeyer-Pourié C. * 
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I-Introduction  
 

Les besoins en vitamines B9 et B12 augmentent pendant la grossesse et l’allaitement et durant 

cette période, la carence en donneurs de méthyles peut affecter gravement le développement 

fœtal, être responsable d’un avortement précoce, d’une prééclampsie, d’anomalies du tube 

neural et de retard de croissance intra-utérin (Mattson and Shea, 2003; Obeid and Herrmann, 

2011). De telles carences induisent une augmentation de l’homocystéine plasmatique, ainsi 

que son accumulation toxique dans divers tissus (Paul and Selhub, 2017). 

Nos travaux antérieurs, ont montré qu’une carence en vitamines B9/B12 durant la gestation 

ainsi que l’allaitement, induisait un déficit pondéral de 50% associé à une perte de 

coordination locomotrice et une altération des capacités d’apprentissage et de mémorisation. 

Ces derniers effets étaient liés à des altérations cérébrales, en particulier de l’hippocampe et 

du cervelet, et sont comparables aux altérations cognitives observées chez les sujets âgés 

présentant une diminution du taux de folates et de vitamine B12 (Blaise et al., 2007). 

Le retard de croissance est probablement lié à une communication défectueuse entre le 

cerveau et les informations métaboliques périphériques. L’estomac, un acteur majeur de cette 

communication, est particulièrement sensible à la carence en donneurs de méthyles. Ainsi, la 

carence en B12 est associée à différents types de gastrites et d’atrophie (Sipponen et al., 

2003). La gastrite associée à l’anémie pernicieuse est due à une malabsorption de la vitamine 

B12 et est caractérisée par une hypochlorydie, d’importantes modifications des cellules 

oxyntiques gastriques et des modifications hormonales telles qu’une gastrinémie élevée 

(Magnusson et al., 1985; Testino et al., 1993). Nos travaux ont montré qu’une carence 

gestationnelle en donneurs de méthyles (B12/B9 : MDD) est associée à une malformation de 

la muqueuse gastrique caractérisée par une perte de la polarité cellulaire, une migration 

cellulaire anarchique, une différenciation anormale des progéniteurs, une apoptose accrue et 

des signes d’érosion de la muqueuse (Bossenmeyer-Pourié et al., 2010). Le remodelage de 

l’organisation cellulaire gastrique affecte les cellules zymogènes et endocrines (Bossenmeyer-

Pourié et al., 2010), affectant ainsi la sécrétion du facteur intrinsèque, requis pour l’absorption 

de la vitamine B12 (Nicolas and Guéant, 1995), et de la Ghréline, une hormone orexigène 

jouant également un rôle significatif dans la croissance en stimulant la libération de 

l’hormone de croissance (Kojima and Kangawa, 2005). Chez les ratons déficients (MDD), les 

cellules à Ghréline sont anormalement situées dans la partie supérieure (Pit) de la glande 

oxyntique au lieu d’être localisées à la base. De ce fait, la Ghréline est libérée dans la lumière 

gastrique au lieu d’être sécrétée dans le sang et la concentration plasmatique en Ghréline est 
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diminuée chez les ratons à 21 jours. Cette sécrétion anormale de la Ghréline pourrait 

participer au retard de croissance observé chez les ratons (Bossenmeyer-Pourié et al., 2013).  

La poursuite du régime MDD après le sevrage entraine une mortalité importante chez le raton 

(70%) tandis qu’un retour à une alimentation normale s’accompagne majoritairement de la 

survie de l’individu (98%). Est-ce que cette survie de l’individu s’accompagnait d’une 

restauration de la morphologie fonctionnelle de l’estomac ? 

Afin de répondre à cette question nous avons étudié les effets d’un retour à une alimentation 

normale sur des ratons MDD de 21 jours nourris avec un régime normal pendant 60 jours et 

430 jours, les rats seront donc âgés de 80 jours et de 450 jours lors de leur mise à mort. 

Plusieurs paramètres ont été mesurés, telle que le poids et la taille de l’individu, ses 

paramètres biochimiques plasmatiques, les marqueurs de l’inflammation, de l’apoptose et du 

stress oxydant parallèlement à des études histologiques et morphologiques de l’estomac. 

 

II Résultats 
 

1-Les rats MDD présentent un déficit pondéral définitif associé à une augmentation de 
l’homocystéinémie 
 

Le poids et les mesures des concentrations plasmatiques de vitamines B9, B12 et 

d’homocystéine des rats à 80 et à 450 jours ont été effectués. Les résultats du tableau 1 

montrent une diminution significative du poids corporel des ratons MDD à 80 jours ainsi qu’à 

450 jours comparés aux contrôles. Les taux de vitamines B9 et B12 restent légèrement 

diminués chez le MDD mais de manière non significative. Tandis que le taux d’homocystéine 

est significativement plus élevé chez les rats carencés à 80 jours et à 450 jours par rapport à 

leurs contrôles.  
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Tableau 1: Poids corporel, taux plasmatique de vitamines du groupe B et concentration 

d'homocystéine (moyenne+SEM) chez des rats témoins âgés de 80 et 450 jours et chez des 

rats Wistar déficients en donneurs de méthyles (MDD) 

*** : p<0.001 entre les groupes, ** : p<0.01 entre les groupes 
 
 

 
 Controls MDD 
 

 
Adult D80 

 
Body weight (g) 266.4 ± 20.2 184.2 ± 7.1*** 
 
Vitamin B9 (nM) 135.6 ± 7.8 125.7 ± 8 
 
Vitamin B12 (nM) 721.2 ± 41.1 688.1.5 ± 55.7 

 

Homocysteine (M) 4.3 ± 0.3 6.8 ± 1.3** 
 

 
Adult D450 

 
Body weight (g) 498.6 ± 26.1 412.6 ± 26.2*** 
 
Vitamin B9 (nM) 105.4 ± 10.0 122.8 ± 11.9 
 
Vitamin B12 (nM) 578.2 ± 19.8 602.2 ± 35.1 
 

Homocysteine (M) 4.5 ± 0.2 5.4 ± 0.2*** 
 

 

 

 

2-Une MDD gestationnelle est responsable d’altérations irréversibles de l’estomac 
 

Malgré un retour à une alimentation normale et une normalisation des teneurs plasmatiques en 

vitamines B9 et B12, les ratons MDD présentent une homocystéinémie plus élevée et un 

déficit pondéral, même à 450 jours.  Nous avons alors étudié l’impact que cette 

homocystéinémie plus élevée pouvait avoir sur l’organisation de la muqueuse gastrique. 

Les résultats de la figure 19A, ont montré qu’à 80 jours, la taille de l’estomac est réduite de 

manière significative dans sa globalité chez l’individu carencé. Les différentes parties : 
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Fundus, Body et Antre sont affectées de manière équivalente. Les mêmes résultats sont 

observés à 450 jours (figure 19B) et ces altérations sont visibles sur la figure 19C.  

Ces résultats montrent que la carence en donneurs de méthyles durant la période 

gestationnelle induit des altérations irréversibles de l’estomac. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 19: Analyse morphologique de l'estomac, ainsi que de ses différentes parties : Fundus, 

Body et l'Antre des rats exposés à un régime carencé (MDD) pendant la période 

gestationnelle. 

A : Longueur de l’estomac et des différentes parties à 80 jours, B : longueur de l’estomac 

ainsi que des différentes parties à 450 jours, C : photographies de l’estomac : à gauche le 

contrôle à 450 jours, à droite le MDD à 450 jours. 
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3-L’accumulation tissulaire d’homocystéine s’accompagne d’une augmentation de 
l’apoptose dans la muqueuse gastrique 
 

Sur la figure 20A on peut noter une accumulation importante d’homocystéine dans la glande 

gastrique du rat MDD à 80 jours et à 450 jours. La détection des cellules apoptotiques par le 

test Apoptag montre une augmentation significative du nombre de cellules positives à 80 

jours et à 450 jours (figures 20B, 20C) chez les rats MDD par rapport aux rats contrôles. 

Cependant cette différence diminue à 450 jours, ce qui suggère qu’avec le temps une certaine 

restauration, bien que partielle, se met en place. La figure 20D confirme ces résultats, les 

caspases 3 et 9 sont plus activées chez les rats MDD, mais cette activation est moins 

importante à 450 jours, qu’à 80 jours en particulier pour la caspase 9. 
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Figure 20: Marquage de l'homocystéine et de l'apoptose au niveau des cellules de la 

muqueuse gastrique. 

MDD : rats nourris avec le régime déficient en donneurs de méthyles pendant la gestation et 

l’allaitement.  

A : Immunomarquage de l’homocystéine dans la glande gastrique, B : détection de l’apoptose 

par le test Apoptag, les cellules positives sont vertes et les encadrés en pointillés des parties 

supérieures des glandes sont agrandis en bas de la figure. C : Comptage du nombre de 

cellules positives au test Apoptag. D : Étude par western blot de l’activation des Caspase 3 et 

9. Orientation de la muqueuse gastrique : Base et lumière gastrique (GL).  

 

 

4-La MDD engendre une accumulation et une perte de fonctions des formes N-
homocystéinylées de l’actine et de la E-cadhérine. 
 

Nos travaux antérieurs ont mis en évidence une N-homocystéinylation de l’actine et de la E-

cadhérine chez les embryons et les ratons MDD de 21 jours (Bossenmeyer-Pourié et al., 

2013). Les ratons MDD ayant toujours une homocystéinémie plus élevée à 450 jours, nous 

avons analysé ce processus par immunoprécipitation (Figure 21A et 22A) et Duolink (Figure 

21B et 22B) après un retour à une alimentation normale. Les résultats obtenus montrent une 
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accumulation irréversible des formes homocystéinylées d’actine et d’E-Cadhérine associée à 

une diminution de leur expression respective (Figure 21C et 22C) et à une perte d’interaction 

fonctionnelle avec leurs partenaires, la vinculine pour l’actine et la β-catenin pour la E-

cadherine.  (Figure 21D et 22D). Cependant à 450 jours cette perte d’interaction 

fonctionnelle, bien que significative est moins marquée qu’à 21 ou 80 jours, en accord avec 

nos résultats précédents qui suggèrent une récupération partielle de l’organisation de la 

muqueuse gastrique.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 21: Interactions des protéines du cytosquelette dans la glande gastrique des rats âgés 

de 21 jours, 80 jours et 450 jours. 

A: Immunoprécipitation Actine-Hcy, B: Duolink Actine-Hcy, C: Western Blot Actine, D: 

Duolink Actin-Vinculin.  

C : rats contrôles, MDD : rats nourris avec le régime déficient en donneurs de méthyles 

pendant la gestation et l’allaitement. ** p0.01. 
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Figure 22: Interaction de la E-cadherine et de la 𝛽-catenin dans la glande gastrique des rats 

contrôles et déficients (MDD) à différents âges : 21jours, 80 jours et 450 jours. 

A: Immunoprécipitation E-cadherin-Hcy, B: Duolink E-cadherin-Hcy, C: Western Blot E-

cadherine et 𝛽-Catenin, D: Duolink E-cadhrine- 𝛽-Catenin. ** p0.01  
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5. La MDD induit une inflammation chronique de la muqueuse gastrique en lien avec 
une activation maintenue de la voie NFκB. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 23:Analyse de l'expression de marqueurs de l'inflammation, du stress oxydant et de la 

voie NFkB dans la muqueuse gastrique des rats carencés (MDD) à 80 jours et à 450 jours 

par rapport aux contrôles (C). 

A : WB voie NFB, B : Immunohistochimie TNF𝛼, C : WB SOD, D : mesure de l’épaisseur de 

la muqueuse gastrique, GL : Lumière gastrique. 

 

 

La N-homocystéinylation des protéines engendre des résidus homocystamides pro-oxydants 

et toxiques pour la cellule (Sibrian-Vazquez M, 2010) et une inflammation de la muqueuse 

gastrique des embryons et rat MDD de 21 jours (Bossenmeyer-Pourié et al., 2013). 
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Nos résultats des figures 19 à 22 montre une accumulation d’homocystéine, de protéines N-

homocystéinylées et une augmentation de l’apoptose associés à des anomalies définitives de 

l’estomac. Nous avons alors analysé le rôle joué par le stress oxydant et l’inflammation dans 

ces dommages irréversibles de l’estomac.  

 

Le Western Blot (figure 23A) montre l’expression des acteurs de la voie NFB. Chez les rats 

MDD à 80 jours ainsi qu’à 450 jours on note une diminution de l’expression de PP2Ac 

(Protein Phosphatase 2A) par rapport aux témoins, cette diminution de l’expression est plus 

marquée chez le MDD à 450 jours. On note également une augmentation de l’expression des 

formes phosphorylées des kinases Erk1 et 2 (MAPK) ce qui conduit à la stimulation de la 

phosphorylation de IKK 𝛽 (Inhibitor of κB Kinase𝛽 ), à la dégradation de IκBα (Inhibitor of 

κBα) et à la libération de NFκB chez les rats MDD (80 jours et 450 jours).  Cette libération de 

NFB permet son activation par phosphorylation sur les résidus Sérine par les Kinases 

Erk1/2. Nos résultats montrent une augmentation de l’expression de pNFB chez les sujets 

carencés surtout à 450 jours. La translocation nucléaire de NFB actif (phosphorylé) induit 

l’expression de gènes cible, tel que COX-2 dont le niveau augmente chez le MDD notamment 

à 450 jours.  

Pris dans leur ensemble ces résultats montrent que la voie NFκB, qui était stimulée au cours 

de la carence chez les embryons MDD et les ratons de 21jours, reste active malgré un retour à 

une alimentation normale. Nous avons pu relier cette activité à une importante accumulation 

de l’expression de TNF𝛼  (figure 23B) et de la SOD (figure 23 C) au niveau de la muqueuse 

gastrique des rats MDD à 450 jours. Cette expression de marqueurs de l’inflammation et du 

stress oxydant pourrait expliquer l’augmentation de la mort cellulaire, en particulier dans la 

partie supérieure de la muqueuse (figure 20B) et la diminution de l’épaisseur de la muqueuse 

gastrique représentée dans la figure 23D. Cette différence dans l’épaisseur de la muqueuse 

entre les rats témoins et carencés est plus prononcée à 80 jours qu’à 450 jours, ce qui 

confirme une récupération partielle de l’épithélium. 
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6-La MDD perturbe de manière irréversible l’organisation cellulaire de la glande 
gastrique 
 

Nos travaux antérieurs ont montré que l’homocystéinylation des protéines du cytosquelette et 

l’inflammation engendrées par la MDD perturbaient la programmation fœtale de 

l’organisation cellulaire au sein de la glande gastrique (Bossenmeyer-pourié et al., 2010 et 

2013). L’estomac présente une muqueuse à renouvellement cellulaire constant, suite au 

passage à une alimentation normale au sevrage des ratons MDD, on pouvait s’attendre à 

retrouver une organisation cellulaire normale dans cette muqueuse. Nous avons analysé 

l’organisation cellulaire de la glande gastrique en utilisant les lectines UEA1 et GSII 

spécifiques du mucus produit respectivement par les cellules de surfaces (Mucous Pit cells) 

ou de la base de la glande (Mucous Neck cells). Nous avons également étudié la localisation 

des cellules pariétales par le marquage de la pompe à proton (Parietal cells), des cellules 

exocrines produisant le facteur intrinsèque (FI cells) et des cellules endocrines qui sécrètent la 

Ghréline (Ghrelin cells). Les résultats sont présentés sur les figures 24 et 25. 
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Figure 24: Immunohistochimie des mucous pit cells et Neck cells et des cellules pariétales 

(HK
+
ATP ase) au niveau de la glande gastrique à 21 jours, 80 jours et 450 jours chez les rats 

carencés (MDD) et contrôles (C). 

 

 

Concernant la localisation des Pit cells /Neck cells (figure 24), à partir de 21 jours chez le rat 

contrôle les deux types cellulaires sont bien séparés avec une localisation des Neck cells au 

niveau de la base et des Pit cells au niveau de la partie supérieure de la glande gastrique. Chez 

le rat MDD à 21 jours ces deux types cellulaires sont mélangés de manière anarchique sur 

toute la hauteur de la glande. A partir de 80 jours on note une certaine amélioration, la 

séparation des deux types cellulaires commence à se faire avec une présence encore marquée 

des pit cells (en rouge) à la base. A 450 jours, la localisation de ces deux populations 

cellulaires semble identique chez les rats contrôles et MDD cependant on note une réduction 

importante de la population des cellules à mucus de surface (Pit cells en rouge). 

Les cellules pariétales sont localisées dans les deux tiers inférieurs de la glande chez le rat 

contrôle à 21jours, tandis que chez le rat MDD, on note une localisation plus prononcée au 
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niveau dans la partie supérieure. A partir de 80 jours cette localisation commence à se 

normaliser et on ne note plus de différence à 450 jours (Figure 24). 

Les cellules exocrines sécrétant le facteur intrinsèque (FI) et les cellules endocrines 

produisant la Ghréline présentent des anomalies de localisation en haut des glandes gastriques 

chez le raton MDD de 21 jours (Bossenmeyer-Pourié et al., 2010). Ces anomalies sont encore 

visibles à 80 jours (Figure 25B). A 450 jours nous n’observons plus de différences de 

localisation pour les cellules à FI par contre quelques cellules endocrines à Ghréline sont 

encore localisées de manière anormale dans la partie haute des glandes gastriques des rats 

MDD. 

Ces résultats suggèrent que si une grande partie de l’organisation cellulaire de la glande 

gastrique est restaurée après un retour à une alimentation normale à 21 jours, il persiste 

toutefois des anomalies affectant la partie supérieure de la glande et se manifestant par une 

réduction du nombre de cellules à mucus de surface et la présence de cellules endocrine de la 

base. 

 

 

7-Un retour à une alimentation normale permet une normalisation progressive des 
teneurs plasmatiques en Ghréline 
 

Les anomalies de localisation des cellules à Ghréline dans la partie supérieure de la glande 

aboutissent à sa sécrétion dans la lumière gastrique au lieu d’être libérée dans le sang. Cela se 

manifeste par une diminution significative des teneurs plasmatiques en Ghréline chez le raton 

MDD de 21 jours (Figure 25A). Cette diminution persiste à 80 jours malgré l’arrêt de la 

carence au sevrage et en accord avec l’anomalie de localisation des cellules à Ghréline 

toujours visible à ce stade (Figure 25B). A 450 jours il persiste quelques anomalies de 

localisation des cellules endocrines à Ghréline dans la partie supérieure des glandes, 

cependant la majorité ces cellules sont localisées à la base et les taux plasmatiques ne 

montrent plus de différences avec les témoins. 
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Figure 25: Analyse du système exocrine à FI et endocrine à ghréline dans la glande 

gastrique. 

Teneur plasmatique en Ghréline (A), Marquage immunohistochimique des cellules exocrines 

à FI (facteur intrinséque) et endocrines à Ghréline dans la glande gastrique chez les rats 

témoins et MDD à 80 et 450 jours (B), Schéma de l’organisation normale de la glande 

gastrique (C). 
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III. Discussion 
 

Les carences en donneurs de méthyles sont fréquentes pendant la grossesse en raison des 

besoins accrus. Ces carences induisent une accumulation toxique d’homocystéine dans les 

tissus (Bossenmeyer-Pourié et al., 2013). L’estomac est l’un des premiers organes touchés par 

cette carence du fait de sa sensibilité particulière. L’anémie pernicieuse due à une 

malabsorption de la vitamine B12 induit d’importantes modifications des cellules oxyntiques 

gastriques et hormonales (Magnusson et al., 1985; Testino et al., 1993). La carence en 

B9/B12 est associée à une malformation de la muqueuse gastrique caractérisée par une perte 

de la polarité cellulaire, une migration cellulaire anarchique, une différenciation anormale des 

progéniteurs et enfin une apoptose et des signes d’érosion de la couche superficielle 

(Bossenmeyer-Pourié et al., 2010). Cette étude avait pour objectif d’évaluer les effets d’un 

retour à une alimentation normale sur la muqueuse gastrique au sevrage des ratons, nés de 

mères carencées en donneurs de méthyles. 

 

Pris dans leur globalité, les résultats de cette étude montrent qu’une MDD précoce engendre 

des anomalies irréversibles. Les concentrations plasmatiques d’homocystéine restent 

significativement élevées et sont associées à une diminution significative du poids corporel 

des rats, se traduisant par un retard de croissance même après 430 jours d’alimentation 

normale. L’estomac est nettement touché par la carence en donneurs de méthyles. On a noté 

une diminution significative et définitive de sa taille ainsi que de l’épaisseur de la muqueuse 

gastrique. Ces changements anatomiques irréversibles, suggèrent que la période gestationnelle 

et périnatale est une période critique des effets délétères de la MDD. 

Parmi ces effets délétères, nous avons montré que l’intégrité de la muqueuse gastrique était 

affectée par une perturbation de la balance entre l’apoptose et la prolifération cellulaire. Or 

une mort cellulaire excessive est associée aux  phénomènes d’ulcérations gastriques et d’ 

érosion responsable de gastrites atrophiques et d’ulcères peptiques (Moss et al., 1996).    

Les travaux antérieurs du laboratoire (Bossenmeyer-Pourié et al., 2013) ont montré que la 

cytotoxicité de l’accumulation tissulaire d’homocystéine est fortement liée à une interaction 

avec les protéines structurelles. Ces résultats ont été confirmés dans notre modèle animal où 

nous observons une persistance de la N-homocystéinylation de l’actine et de l’E-cadherine qui 

perturbe leurs interactions avec les protéines partenaires (Actine-Vinculine, E-Cadherine-

 𝛽 Catenin). Tous ces changements contribuent à la désorganisation de la muqueuse gastrique 

en altérant la motilité cellulaire et les interactions cellulaires. L’accumulation au cours du 
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temps des homocystamides tissulaires formés pourrait être responsable du stress oxydant que 

nous observons (Perna et al., 2003 ; Sibrian-Vasquez et al., 2010). Le stress oxydant stimule 

la production de facteurs inflammatoires, comme Cox-2 , des cytokines (TNF𝛼) et des 

interleukines (Bai et al., 2007; Cheung et al., 2008), via l’activation de la voie NFB. Il a été 

montré que l’expression de Cox-2 est induite par les cytokines durant l’inflammation et /ou 

l’ulcération gastrique (Smith et al., 2011; Takahashi et al., 1998). L’inflammation est un 

signal alarmant de l’agression tissulaire. Dans notre modèle animal nous avons constaté une 

persistance de l’activation de la voie NFκB associée  à une surexpression de Cox-2, et une 

accumulation tissulaire du TNF qui pourrait conduire à la mort cellulaire par apoptose que 

nous observons (Bergmann et al., 1994). Ces résultats montrent que malgré un retour à une 

alimentation normale, il y a chez le rat MDD une persistance du statut inflammatoire de la 

muqueuse gastrique responsable de son érosion. 

 

La glande oxyntique de la muqueuse gastrique où sont localisées les cellules à Ghréline 

(Cellules X/A), montre une organisation cellulaire bien précise (Karam et al., 2003). 

Normalement, les cellules entéroendocrines localisées à la base se renouvellent rapidement, 

entrent dans un mécanisme de mort cellulaire et migrent vers le haut de la glande gastrique 

(partie « Pit ») pour être extrudées dans la lumière gastrique (Hall et al., 1994).  

Dans notre modèle de rat, ce phénomène est bien illustré. A 21 jours les cellules secrétant la 

Ghréline sont localisées dans la partie « Neck », où se trouvent les cellules souches, à la base 

avec quelques rares cellules dispersées au sommet chez le rat contrôle. Chez les rats MDD, 

l’activation des processus apoptotiques et la perturbation des interactions cellulaires 

accélèrent la migration vers la partie « Pit » et les cellules à Ghréline mourantes s’accumulent 

près de la lumière. Ce phénomène est également valable pour les mucus Neck cells/Pit cells et 

les cellules sécrétant le facteur intrinsèque (FI) (Bossenmeyer-Pourié et al., 2013).  

Les cellules endocrines à Ghréline et les cellules exocrines à FI ont des schémas sécrétoires 

opposés, la Ghréline est secrétée dans le sang tandis que le FI est libéré dans la lumière 

gastrique (Karam et al., 2003). Ainsi, la localisation anormale de certaines cellules à FI dans 

la région du « Pit » n’aurait pas de conséquences néfastes chez le rat MDD (Bossenmeyer-

Pourié et al., 2010). 

Chez les rats carencés l’accumulation des cellules à Ghréline dans la région « Pit », conduit à 

sa libération dans la lumière gastrique où elle est dégradée et donc ne passe pas dans le sang 

(Bossenmeyer-Pourié et al., 2010). Ceci aura pour conséquence la réduction d’un tiers du taux 

plasmatique de la Ghréline chez le raton MDD de 21 jours. Cette diminution pourrait avoir un 
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lien direct avec le phénomène apoptotique, car l’injection intrapéritonéale de la Ghréline ou 

directement dans les ventricules cérébraux, supprime l’apoptose intestinale (Park et al., 2008). 

La Ghréline joue également un rôle dans la croissance des rats via son action sur l’hormone 

de croissance (Kojima and Kangawa, 2005). La diminution de la Ghréline plasmatique, 

pourrait ainsi participer au retard de croissance observé chez les rats MDD. 

Le retour à une alimentation normale au sevrage des ratons était bénéfique, il a permis une 

restauration des taux plasmatiques de vitamines B9/ B12 et une amélioration progressive de 

l’organisation cellulaire de la glande gastrique qui n’était pas encore fonctionnelle à 80 jours. 

A 450 jours cette récupération n’est pas totale, la densité des cellules à Ghréline reste 

augmentée dans la région « pit » des rats MDD et la population des mucus pit cells est 

grandement réduite. Ceci est probablement la conséquence du maintien du statut 

inflammatoire de la muqueuse et d’une apoptose accrue dans cette partie de la glande 

aboutissant à son érosion. Cependant on note que le nombre de cellules endocrines à Ghréline 

à la base de la glande s’accompagne de taux plasmatiques normaux chez le rat MDD à 450 

jours suggérant que la restauration de la muqueuse bien que partielle permet une reprise 

fonctionnelle du système à Ghréline. 

Pour conclure nous avons montré que le retour à une alimentation normale au sevrage des 

ratons MDD a permis une restauration partielle de l’organisation gastrique et une récupération 

fonctionnelle du système endocrine à Ghréline. Cependant l’estomac présente des anomalies 

irréversibles liées à une inflammation chronique et une érosion de la muqueuse gastrique. 

Ainsi une MDD précoce pourrait prédisposer à certaines maladies, comme les gastrites 

(Sipponen et al., 2003), les maladies cœliaques (Kastrup et al., 1986; Yao et al., 1992) et 

même les cancers gastriques.  
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Schéma récapitulatif 
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2-Conséquences d’une supplémentation périnatale en folate sur la MDD 
gestationnelle-Étude du système à Ghréline 
 

Nos travaux récents, détaillés dans la partie 1, ont montré qu’une supplémentation périnatale 

en folate pouvait atténuer les effets délétères irréversibles de la MDD gestationnelle, en 

particulier en augmentant le statut pondéral des ratons MDD. Nous avons alors voulu évaluer 

si cet effet bénéfique était lié à une amélioration de la mise en place fonctionnelle du système 

à Ghréline chez le raton MDD de 21 jours. Pour se faire, plusieurs paramètres ont été étudiés, 

tel que l’expression du gène codant pour la Ghréline et l’organisation cellulaire au niveau de 

la glande gastrique des ratons de 21 jours. 

 

2-1-Analyse de l’expression du gène codant pour la Ghréline dans l’estomac des ratons de 21 
jours en conditions de carence et de supplémentation en B9 
 

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés à étudier l’impact de la carence et de la 

supplémentation en folate sur l’expression de ce gène, dans l’estomac des différents groupes 

de rats : NC, NC B9, MDD et MDD B9. Le protocole de carence et de supplémentation est 

identique à celui détaillé dans la première partie. 

 

Les résultats obtenus (figure 26) montrent une augmentation significative de l’expression de 

l’ARNm de la Ghréline dans l’estomac des ratons MDD, ces résultats avaient déjà été montré 

précédemment (Bossenmeyer-Pourié et al., 2010). Chez le raton MDD de 21 jours le taux 

plasmatique en Ghréline est diminué. Ces résultats montrent donc une discordance entre la 

carence en donneurs de méthyles (B9/B12) qui entraîne une augmentation de l’expression de 

l’ARNm de la Ghréline dans la muqueuse gastrique des ratons de 21 jours mais une 

diminution de sa concentration plasmatique. Ceci étant certainement lié à l’anomalie de 

localisation des cellules endocrines à Ghréline en haut de la grande gastrique, comme discuté 

précédemment. 

 

La supplémentation périnatale en folate, permet de diminuer significativement l’expression de 

ce gène chez les témoins (NC B9) et chez les individus carencés (MDD B9). Ces résultats 

suggèrent un effet direct des donneurs de méthyles sur l’expression du gène de la Ghréline. 
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Figure 26: Expression de l'ARNm de la ghréline dans l'estomac par rapport aux gènes de 

référence : RPS29 et pol II chez le raton de 21 jours. 

NC : Individus non carencés en donneurs de méthyles, NC B9 : Non Carencés supplémentés 

en B9, MDD : Individus carencés en donneurs de méthyles, MDD B9 : individus carencés en 

donneurs de méthyles et supplémentés en B9. 3 animaux par groupe, Minimum 2 expériences 

individuelles.  ** p 0.01 ; ***p≤ 0.001 

 

 

2-2-Conséquences d’une supplémentation périnatale en B9 sur la localisation des cellules 
endocrines X/A à Ghréline dans la glande gastrique des ratons de 21 jours 
 

La figure 27A montre que les cellules à Ghréline sont essentiellement localisées au niveau de 

la base de la glande gastrique (flèches) chez le raton contrôle (NC) et supplémenté en folate 

(NC B9). Cette supplémentation semble également entraîner une diminution du nombre de 

cellules sécrétrices et/ou une diminution de l’expression de la Ghréline comme nous l’avons 

observé (figure 27B). 

Après une carence en donneurs de méthyles (figure 27C), comme nous l’attendions nous 

avons retrouvé une localisation anormale des cellules à Ghréline en haut de la glande. La 

supplémentation en B9 (figure 27D) semble permettre une meilleure organisation de la 

muqueuse gastrique avec un grand nombre de cellules endocrines à Ghréline localisées à la 

base, mais certaines cellules restent situées à mi-hauteur (flèches). Cependant cette 

relocalisation des cellules chez les MDD supplémentés en B9 permet une récupération du 

taux plasmatique qui est équivalent à celui du contrôle supplémenté en B9 (Partie 3, figure 3 

de l’article) 
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Figure 27: Expression de la ghréline au niveau des glandes gastriques des ratons de 21 jours. 

La Ghréline est marquée en verts et les noyaux en bleu (DAPI). A) Individus non carencés en 

donneurs de méthyles. B) Individus non carencés et supplémentés en B9. C) Individus 

carencés en donneurs de méthyles. D) Individus carencés et supplémentés en B9. 
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2-3- Eude du rôle de la méthylation dans la régulation de l’expression du gène de la Ghréline 
 

Les cellules d’un organisme sont génétiquement homogènes mais structurellement et 

fonctionnellement hétérogènes, en raison de l’expression différentielle de gènes. La majorité 

de ces différences survient lors du développement et est conservée au cours de la mitose. Les 

modifications stables de ce genre sont dites épigénétiques car elles sont héréditaires et 

n’entraînent pas de mutations de l’ADN. Au cours de ces dernières années, les recherches se 

sont focalisées sur deux types de modifications épigénétiques : la méthylation de l’ADN et la 

modification des histones (Jaenisch and Bird, 2003). La méthylation de l’ADN est une 

modification survenant principalement au niveau des cytosines de la séquence dinucléotidique 

CpG. Elle est un élément clé intervenant dans la régulation de l’expression des gènes (Urnov 

and Wolffe, 2001).  

 

Étant donné nos résultats concernant l’expression de l’ARNm de la Ghréline en conditions de 

carence en donneurs de méthyles ou de supplémentation en folates, nous nous sommes posé la 

question de la régulation de son expression par méthylation de sa région promotrice. Il existe 

très peu de littérature dans ce domaine, moins de 3 articles et aucun site de méthylation 

identifié (Coppedé et al., 2018). 

 

 

2-3-1-Analyse de la méthylation par le dosage quantitatif des cytosines méthylées du 
promoteur du gène de la ghréline 
 

L’étude de Wei et collaborateurs en 2005 a caractérisé la région promotrice du gène codant 

pour la Ghréline et a montré la présence de 5 points « cg » dans cette région, dont 2 dans la 

région favorisant la transcription. Nous avons nommé ces sites : sites A et B (figure 28) et 

nous avons analysé la possible méthylation du site A dans nos différentes conditions de 

carences en donneurs de méthyles, décrites dans le matériel et méthodes (page 73).  
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Acctccactggttgttctttaacagtgaggggaaagagtacttagttctcaaggaatgcaatactgcccacacaa

actacacagcctcagagacgaggctgccggatgtgaacaaacacaaggcttcctatataaggagcagccagtcag

caggcaccacatccccaggcattccaggtaagcactctctgctgtctgtttatgtatgtgtatatgtgtatgcat

gaacatgtgtgctcgaaggggtctaaattattcagcactgtcccccccccccatttactttctctgggtgtcagt

gagctcactaaacaaagacaacagtgtaggtcagcctcattggctccaacatcaggctcctgagggctcaggata

accaacaccgaaatggacagccctccagcacatcaggctctgcctcgacagcttagaaaaggcagtttagccttt

ggctctcccacccttgtaagatggtgacaagaaagccttgcttcatccagcagtcctatccttacttctgaagct

tgctggattccaacctgagcaaattctaaggcatacatcatggagacaagtaagctagcagaagtccctctctcc

cCCAGATCATCTGTCCTCACCACCAAGGCCATGGTGTCTTCAGCGACTATCTGCAGTTTGCTACTCCTCAGCATG

CTCTGGATGGACATGGCCATGGCAGGTTCCAGCTTCCTGAGCCCAGAGCACCAGAAAGCCCAG 

 

        : Site de méthylation possible 

        : ATG 

        : Site de modification n-octanoyle 

        : Site favorisant la transcription (-580 à -506) 

        : Site inhibant la transcription (-454 à -387) 

  XXX : Exon 1  

    xxx : Exon 1 de transcrit long 

 

Figure 28: Caractérisation et régulation du promoteur du gène "ghréline" chez le rat et 

l'humain (Wei et al., 2005).  

 

 

Nous avons commencé par analyser le taux de méthylation du site « A » chez les mères et les 

ratons de 21 jours du protocole MDD par la technique de PCR quantitative, après traitement 

avec le bisulfite qui induit une destruction spécifique des sites « cg » méthylables non 

méthylés, alors que les sites « cg » méthylés ne sont pas transformés (protégés) (technique 

décrite dans matériel et méthodes, page 76). 

 

Nous avons mis en évidence une diminution du taux de méthylation du gène de la Ghréline 

chez les mères carencées, ainsi que chez leurs ratons à 21 jours (figure 29) par rapport à leurs 

contrôles respectifs. Nos résultats prouvent que le gène de la Ghréline peut être régulé par 

méthylation et que la carence en donneurs de méthyles impacte directement son expression. 

 

            

A B 
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Figure 29: Taux de méthylation du site "A" de la région promotrice du gène de la ghréline 

dans la partie "body" de l'estomac des mères (N=3) et des ratons de 21 jours (N=3). 

U : non méthylé, M : méthylé. ** p 0.01  

 

 

2-3-2-Étude du rôle de la méthylation dans la régulation de l’expression du gène de la Ghréline 
par la technique d’analyse combinée de restriction bisulfite (Technique COBRA) 
 

Suite à nos résultats concluants quant à l’effet de la MDD sur la méthylation de la région 

promotrice du gène de la Ghréline, nous avons voulu étudier l’impact de la supplémentation 

en folate sur la régulation de l’expression de ce gène. 

Pour ce faire, nous avons choisi une technique nous permettant d’étudier à la fois les sites : A 

et B, c’est la technique COBRA ; décrite dans le matériel et méthodes, utilisant l’enzyme 

DrDI qui reconnait les sites : 5’ GACNNNN^NNGTC 3’ et qui génère une coupure seulement 

si ces deux sites sont méthylés en même temps. 

Lors de cette étude nous nous sommes uniquement intéressés aux échantillons d’estomacs de 

ratons de 21 jours. Pour étudier l’impact de la supplémentation en folate sur cette régulation, 

nous avons intégré des groupes supplémentés en vitamine B9 (NC B9 et MDD B9). Pour 

chaque groupe nous avons inclus un témoin négatif (non digéré pour Nd). L’échantillon de 

foie sert de témoin positif méthylé. 
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Figure 30: Digestion des échantillons d'estomacs (partie Body) des ratons de 21 jours avec 

l'enzyme DrDI. 

Le foie sert de témoin positif. N=5. NC : Individus non carencés en donneurs de méthyles, NC 

B9 : Non Carencés supplémentés en B9, MDD : Individus carencés en donneurs de méthyles, 

MDD B9 : individus carencés en donneurs de méthyles et supplémentés en B9, Nd : non 

digéré.   

 

 

 

Les résultats de la figure 30 montrent une absence de digestion des échantillons d’estomacs et 

une digestion de l’échantillon de foie, ce qui suggère que les sites A et B sont méthylables en 

même temps (échantillon foie) mais que ce n’est pas le cas dans l’estomac. 

Les résultats préliminaires obtenus avec le site « A » dans l’estomac, ont montré que ce 

dernier est méthylé de manière différentielle (Contrôles versus MDD), ce qui suggère que 

dans l’estomac, seul le site « A » interviendrait dans la régulation de l’expression de ce gène. 

Cependant ces résultats sont préliminaires, il va falloir les confirmer en utilisant une autre 

technique permettant d’étudier le site « B » indépendamment du site « A ». 
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Troisième partie : 

 

Une déficience en donneurs de méthyles pendant la 

gestation et la période de lactation chez le rat affecte 

l’expression des neuropeptides et des récepteurs associés 

dans l’hypothalamus de la descendance 
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1-Methyl donor deficiency during gestation and lactation in the rat affects the 
expression of neuropeptides and related receptors in the hypothalamus 

 
Lynda Saber Cherif, Grégory Pourié, Andréa Geoffroy, Amélia Julien, Déborah Helle, 

Aurélie Robert, Rémy Umoret, Jean-Louis Guéant, Carine Bossenmeyer-Pourié *, Jean-Luc 

Daval* 

 

 

Les vitamines B9 et B12 sont les principaux donneurs de méthyles intervenant dans le cycle 

des monocarbones. Ce cycle joue un rôle crucial dans les réactions de transméthylation et 

dans la régulation de la concentration d’homocystéine qui, présente en excès, est toxique pour 

les cellules. L’hyperhomocystéinémie est à l’origine de ruptures de l’ADN, d’un stress 

oxydant, d’un stress du réticulum endoplasmique, de l’homocystéinylation de protéines et de 

l’apoptose (Mattson and Shea, 2003 ; Ghemrawi et al., 2013 ; Akchiche et al., 2012). Ces 

deux vitamines sont importantes pour le développement et leur insuffisance constitue un 

facteur de risque pour la survenue d’anomalies développementales, telles que les anomalies 

du tube neural (Kirke et al., 1993).  

Des études antérieures du laboratoire ont montré que les carences en folate et en vitamine B12 

sont associées à des retards de croissance, à des troubles cognitifs et à des anomalies 

développementales irréversibles chez les ratons (Blaise et al., 2007; Bossenmeyer-Pourié et 

al., 2013). Dans notre modèle expérimental chez le rat, le déficit en vitamines B9/B12 

pendant la gestation et l’allaitement est également associé à des anomalies de formation de la 

muqueuse gastrique avec une diminution de la taille de l’estomac, de son épaisseur, ainsi 

qu’une désorganisation du système à ghréline (Bossenmeyer-Pourié et al., 2010). La ghréline 

est une hormone gastro-intestinale jouant un rôle important dans la croissance via son rôle de 

facteur de libération de l’hormone de croissance et de peptide stimulant l’appétit par son 

action au niveau de l’hypothalamus. 

L’hypothalamus intervient dans plusieurs fonctions physiologiques, notamment la régulation 

de la prise alimentaire par la production de neuropeptides au niveau du noyau arqué. 

L’intégration des signaux périphériques (ghréline, leptine, insuline, PYY…) est importante 

pour cette régulation. Les neurones du noyau arqué produisent deux types de neuropeptides : 

les neuropeptides oréxigènes ; Neuropeptide Y (NPY) et l’Agouti-related protein (AgRP) 

stimulant la prise alimentaire et les neuropeptides anoréxigènes ; Pro-opiomelanocortine 

(POMC) et la « Cocain and amphetamine regulated transcript » (CART) l’inhibant. La leptine 
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et l’insuline agissent via leur récepteur, respectivement, Ob-Rb et le récepteur à l’insuline 

pour inhiber les neurones orexigènes et à l’inverse stimuler les neurones anoréxigènes 

(Korner and Leibel, 2003). 

Compte tenu de nos résultats antérieurs et du concept selon lequel un environnement périnatal 

défavorable peut avoir des conséquences sur le développement de plusieurs tissus, ainsi que 

sur la physiologie et la santé sur le long terme, nous avons émis l’hypothèse qu’une 

exposition à une carence en donneurs de méthyles pendant la période fœtale et en début de 

vie, peut modifier de manière irréversible le développement et le fonctionnement de 

l’hypothalamus, entraînant un dysfonctionnement de l’équilibre énergétique et un retard de 

croissance définitif. Aussi, nous avons étudié l’expression des neuropeptides et de certains 

récepteurs dans notre modèle de carence chez le rat et dans deux lignées cellulaires de 

neurones embryonnaires hypothalamiques : mHypoE46 (souris) et rHypoE11 (rat) en 

conditions de carence en vitamine B9. La lignée souris exprime les neuropeptides NPY et 

AgRP et est caractéristique des neurones à NPY/AgRP du noyau arqué de l’hypothalamus. La 

lignée rat, quant à elle, exprime la ghréline et semble être caractéristique des cellules 

produisant la ghréline et régulant l’activité des neurones à NPY/AgRP (figure 31).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 31: Schéma des interactions entre les neurones à Ghréline et les autres types 

cellulaires du noyau arqué (Cowley et al., 1999). 
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De plus, nous avons évalué les effets d’une supplémentation en folate sur l’amélioration du 

retard de croissance chez les rats carencés et son impact sur l’expression des neuropeptides.  

Les résultats obtenus ont montré qu’une carence en vitamines B9/B12 durant la gestation et 

l’allaitement induit un retard de croissance et altère l’expression des neuropeptides et des 

récepteurs intervenant dans la régulation de la prise alimentaire et de la balance énergétique, 

suggérant une altération du développement des réseaux hypothalamiques. La supplémentation 

périnatale et postnatale en acide folique (âge embryonnaire E13-sevrage des ratons à 21 jours) 

aide à restaurer les taux d’expression d’ARNm et apparaît comme une stratégie potentielle 

pour remédier aux anomalies dues à la carence.  

Le développement de l’hypothalamus débute au cours de la période prénatale et se poursuit 

après la naissance. Cette fenêtre de développement est très sensible aux modifications de 

l’environnement, qui peuvent nuire au développement harmonieux et fonctionnel de 

l’hypothalamus. Nos études récentes (Geoffroy et al., 2017, 2019) ont montré qu’une 

supplémentation en folate adaptée, de la 3
ème

 semaine de gestation jusqu’au sevrage des 

ratons, atténue les anomalies développementales associées à la carence en donneurs de 

méthyles chez les ratons. Cette période correspond à un pic de maturation cérébrale associée à 

de nombreux changements neuronaux adaptatifs, tels que la synaptogenèse, le raffinement et 

la plasticité des circuits. Nous avons montré que la supplémentation en acide folique a 

tendance à améliorer la signalisation métabolique périphérique, ainsi que l’expression des 

neuropeptides et récepteurs au niveau central, conduisant à l’amélioration du retard de 

croissance, du déficit pondéral et de l’atrophie cérébrale. Ceci suggère qu’une telle 

supplémentation périnatale peut avoir un impact positif sur la plasticité développementale et 

la programmation épigénétique des circuits hypothalamiques. Article présenté en annexe, 

page 171. 
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2-Impact d’une carence gestationnelle en donneurs de méthyles sur l’expression du 
récepteur aux glucocorticoïdes 
 

La cobalamine (vitamine B12) est un cofacteur vitaminique essentiel aux réactions 

métaboliques cytosoliques et mitochondriales. La déficience en cobalamine est une cause 

fréquente d’anémie mégaloblastique. Elle est également à l’origine de divers troubles 

neurologiques, tels que la démence et la déficience cognitive qui affectent la mémoire et 

l’apprentissage et produisent l’anxiété (Kalita et al., 2013).  

L’étiologie de l’anémie mégaloblastique est bien connue, tandis que la cause des anomalies 

neurologiques dues à un déficit en cobalamine n’est toujours pas claire (Lai et al., 2013).  

Pour comprendre l’étiologie des anomalies neurologiques associées à la déficience en 

cobalamine, des études (Arora et al., 2017) ont utilisé un modèle de souris mutantes dont le 

gène (CD320) du récepteur de la transcobalamine  (TCb1R) est invalidé. 

Le TCb1R/CD320 est nécessaire pour l’absorption cérébrale de la cobalamine et les souris 

TCb1R/CD320 knockout (KO) sont ainsi affectées d’une carence en cobalamine au niveau du 

système nerveux central (Quadros et al., 2009; Lai et al., 2013).  

 

Les travaux de Pourié et al (article en soumission), sur ce modèle de souris (CD320 KO) au 

sein du laboratoire, ont montré qu’une carence en vitamine B12 induit une diminution de 

l’expression du récepteur aux glucocorticoïdes (GR) dans l’hippocampe des souris KO par 

comparaison aux souris témoins. Ces travaux ont également montré une diminution de la 

dimérisation et de la localisation nucléaire de GR dans les neurones de l’hippocampe des 

souris KO.  

 

Les glucocorticoïdes sont des hormones stéroïdiennes produites par la glande surrénale. Outre 

leurs effets anti-inflamatoires, ils interviennent également dans la régulation de la prise 

alimentaire et de la balance énergétique, en se liant à leur récepteur présent dans les cellules 

de différents noyaux de l’hypothalamus en particulier le noyau arqué. Ceci déclenche une 

cascade d’évènements donnant lieu à la translocation nucléaire de GR, à son activation et à 

l’expression ou la répression de ses gènes cibles (Gali Ramamoorthy et al., 2015). 

Les glucocorticoïdes sont considérés comme des facteurs modulateurs du comportement 

alimentaires, cependant ils jouent le plus souvent le rôle de facteurs orexigènes agissant sur le 

système nerveux central et stimulant la prise alimentaire. Ils agissent principalement sur les 

neurones à NPY/AgRP du noyau arqué en stimulant l’expression des neuropeptides au niveau 
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de l’hypothalamus et en inhibant la libération de la CRH qui, à l’inverse, est anorexigène et 

inhibe la production de NPY/AgRP (Ans et al., 2018). 

 

Compte tenu du rôle des glucocorticoïdes dans la régulation de l’appétit et des travaux de 

Pourié et collaborateurs, nous avons étudié l’impact de la carence en vitamines B9/B12 dans 

notre modèle expérimental, ainsi que de la supplémentation en acide folique sur l’expression 

de ce récepteur au niveau de l’hypothalamus. 

 

 

2-1-Impact de la carence en vitamines B9/B12 sur l’expression transcriptionnelle du récepteur 
aux glucocorticoïdes dans l’hypothalamus  
 

Dans notre modèle animal, la carence en donneurs de méthyles diminue significativement 

l’expression transcriptionnelle du récepteur aux glucocorticoïdes dans l’hypothalamus de rat à 

21 jours (figure 32).  

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 32: Expression de l'ARNm du récepteur aux glucocorticoïdes dans l'hypothalamus de 

rats de 21 jours, par rapport à 2 gènes de référence (RPS29 et GAPDH) et à un calibrateur 

externe, en conditions de carence en B9/B12. 

Témoins non carencés (C), animaux carencés (MDD), n = 6, *p< 0,05  Anova-Fisher. 
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2-2-Impact de la carence gestationnelle sur l’expression protéique du récepteur aux 
glucocorticoïdes dans le modèle animal et dans la lignée cellulaire mHypoE46 (souris)    
 

Nous avons ensuite étudié l’expression protéique de ce récepteur par immunohistochimie 

dans le modèle animal puis par Western Blot dans la lignée cellulaire mHypoE46 de souris. 

 

2-2-1- Impact de la carence en B9/B12 sur l’expression protéique de GR chez le rat   
 

Cette étude a été réalisée dans les noyaux arqué (ARC) et ventromédian (VMH) de 

l’hypothalamus. Les résultats obtenus dans le noyau ventromédian (figure 33b) ont montré 

que la carence semble diminuer légèrement l’expression de GR chez le rat carencé par 

comparaison au témoin, avec une localisation davantage cytoplasmique. Contrairement au 

noyau VMH, l’expression de GR dans le noyau ARC ne semble pas être affectée cependant sa 

localisation est également plus cytosolique chez le raton MDD (figure 33a).  

 

   

a)                                                                                                 b) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 33:Expression/localisation de la protéine GR dans l'hypothalamus de rats de 21 jours 

en conditions de carence en vitamines B9/B12. 

n = 3. a : noyau arqué, b : noyau ventromédian. 
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2-2-2- Impact de la carence en B9 sur l’expression protéique de GR dans la lignée cellulaire 
mHypoE46 (souris) par Western Blot   
 

Nous avons voulu confirmer les résultats observés en immunohistochimie par Western Blot. 

Les figures 34a et 34b montrent une diminution significative de l’expression de la protéine 

GR dans la lignée cellulaire de souris après 24h de carence en folate, ce qui confirme les 

résultats de l’immunohistochimie (noyau VMH), mais aussi ceux de la RT-qPCR dans le 

modèle de rat. 

 

 

 

a)                                                                              b)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 34: Expression de la protéine GR dans la lignée mHypoE46 de souris, après 24h de 

carence en folate. 

La protéine GAPDH sert ici de protéine de référence. Les échantillons sont en triplicats. 

a: Western blot 

b : Analyse densitométrique de l’expression de la protéine GR à 24h de carence en folates.  

*p< 0,05 
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2-3-Étude de la N-homocystéinylation du récepteur aux glucocorticoïdes  
 

Il a été montré au laboratoire que l’homocystéine qui s’accumule en situation de carence en 

B9/B12 peut se fixer de manière irréversible à certaines protéines et entraîner leur perte de 

fonction et leur agrégation ; ce mécanisme se produit sur les résidus Lysine et constitue la N-

homocystéinylation (Akchiche et al.,2012). 

Nous avons montré par spectrométrie de masse que le récepteur aux glucocorticoïdes peut 

être N-homocysteinylé dans le domaine de liaison au ligand, Ligand Binding Domain (LBD) à 

la position K699. Il a également été montré une phosphorylation à la position T686 dans ce 

même domaine (figure 35). Il est à noter que cette séquence est conservée à 100% chez 

l’homme (alignement LBD 669-681, protein accession P04150, 777 aa). 

 

 

 

                                                                                    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 35: N-homocystéinylation du récepteur aux glucocorticoïdes (GR) (spectrométrie de 

masse, rat). 

 

Glucocorticoid Receptor (rat, 795 aa) 

Sequences  Protein 

accession 

Alignments Modificat

ions 

TLLLLSSVPKEGLK P06536 686-699 K699 (N-

Hcy)  

T686 

(Phospho)  

NTD: N-term Domain 

DBD: DNA Binding Domain 

HR: Hinge Region 

LBD: Ligand Binding Domain 
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Nous avons ensuite quantifié par la technique de Duolink-PLA l’interaction entre GR et 

homocystéine en situation de carence en folates dans la lignée mHypoE46 (Souris). 

Chaque spot rouge appelé Blob représente une interaction entre le récepteur aux 

glucocorticoïdes et l’homocystéine. Ces Blobs sont quantifiés par le logiciel Blobfinder 

(freeware obtenu auprès de l’université d’Uppsala en Suède) et représentés en nombre moyen 

par cellule. Ils sont sélectionnés sur les critères suivants : taille 3X3 pixel, intensité 90.  

 

Les résultats obtenus (figures 36a et 36b) ont montré que la N-homocystéinylation du 

récepteur GR augmente de manière significative en conditions de carence (24h et 48h). 
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a) 
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Figure 36: Illustration des résultats obtenus par Duolink et de l'interaction entre GR et 

l'homocystéine dans la lignée de souris (mHypoE46). 

Observation au microscope confocal et analyse des résultats par blobfinder/Matlab 

(Freeware-Université d’Upsala). Grossissement : X60. Coloration DAPI (bleu) pour les 

noyaux, blob rouge pour le Duolink (critères de sélection des spots : 3x3 et intensité 90) 

a : reconstitution Blobfinder 

b : Histogrammes de l’analyse. Les résultats sont exprimés en nombre de spots par cellule. 

n=4, **p<0.01, *p<0.05 

Dapi/Blob Reconstitution 
Blobfinder

Témoin 24h 

Carencé 24h  

 

 ** 

* 
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2-4-Conséquences d’une supplémentation en folate sur l’expression du récepteur aux 
glucocorticoïdes (GR) dans le modèle animal 
 

Selon Czeizel (2011), la supplémentation en multivitamines ou en acide folique est bénéfique 

et joue un rôle important dans la prévention des anomalies du tube neural et d’une partie des 

malformations cardiovasculaires qui sont les anomalies congénitales les plus courantes. De 

plus, dans l’article 3, nous avons montré que la supplémentation en acide folique pendant la 

période périnatale a tendance à restaurer la signalisation métabolique périphérique et 

l’expression des neuropeptides et récepteurs au niveau central. Pour ces raisons, nous avons 

étudié l’impact de la supplémentation en acide folique sur l’expression du récepteur aux 

glucocorticoïdes.   

 

2-4-1-Conséquences de la supplémentation en folate sur l’expression du gène du récepteur aux 
glucocorticoïdes  
 

Comparée au sujet carencé, l’expression de l’ARNm de GR après supplémentation en acide 

folique, semble être améliorée dans l’hypothalamus de rats de 21 jours (figure 37).  

 

 

                        

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 37: Expression de l'ARNm de GR par rapport à 2 gènes de référence (RPS29 et 

GAPDH) et à un calibrateur externe en conditions de supplémentation en B9. 

Témoin non carencé supplémenté en B9 (couleur), carencé supplémenté en B9 (noir), n = 6. 
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2-4-2-Conséquences de la supplémentation en folate sur l’expression/localisation de la 
protéine GR par immunohistochimie  

 
Après l’étude de l’expression de l’ARNm en conditions de supplémentation, nous avons 

évalué l’expression protéique par immunohistochimie dans les mêmes conditions. Les 

résultats montrent une localisation plus nucléaire du récepteur aux glucocorticoïdes chez le 

témoin supplémenté (NC B9) dans les noyaux ARC et VMH de l’hypothalamus. Concernant 

l’animal carencé supplémenté (MDD B9), les résultats ne sont pas concluants.  

 

 

 

a)                                                                                              b) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 38:Expression/localisation de la protéine GR dans l'hypothalamus des rats de 21 jours 

en conditions de supplémentation en acide folique. 

NC-B9 : non carencé supplémenté en B9, MDD-B9 : déficient en vitamines B9/B12 et 

supplémenté. n=3 

a : Le noyau arqué, b : Le noyau ventromédian. 
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Pris dans leur globalité, les résultats de cette étude montrent qu’une carence en donneurs de 

méthyles entraîne une diminution de l’expression du gène et de la protéine du récepteur aux 

glucocorticoïdes dans le modèle de rat. 

Ces résultats ont été retrouvés dans la lignée cellulaire de souris (mHypo-E46) en conditions 

de carence en vitamine B9 où nous avons montré une diminution de l’expression protéique 

par Western Blot mais aussi une N-homocystéinylation de la protéine GR. Ainsi l’expression 

de GR est affectée au niveau transcriptionnel, traductionnel et post-traductionnel. La N-

homocystéinylation du récepteur GR dans son site de liaison pourrait aboutir à une perte de 

fonction et à l’agrégation du récepteur.  

In vivo et in vitro, il est admis que l’homocystéine est toxique quand elle s’accumule. Dans le 

neurone, elle induit des dysfonctionnements synaptiques ainsi que la mort neuronale par 

apoptose due à des dommages de l’ADN (Mattson and Shea, 2003). 50% de l’homocystéine 

sont censés être reconvertis en méthionine par reméthylation via la méthionine synthase (B12 

dépendante), dépendante de l’activité de la 5’-MTHF (5-methyltetrahydrofolate du cycle des 

folate). Dans le cas contraire, on observe une hyperhomocysteinémie qui est très souvent 

retrouvée dans des maladies neurodégénératives comme Alzheimer, certaines démences et 

même dans la schizophrénie (Dietrich-Muszalska et al., 2012). Il est intéressant d’étudier les 

conséquences d’une hyperhomocysteinémie au niveau des neurones de l’hypothalamus. En 

effet, l’hypothalamus constitue le cerveau neuro-végétatif ; il régule toutes les fonctions 

neuroendocrines via le système nerveux végétatif et l’axe hypothalamo-hypophysaire et 

constitue aussi une composante du système limbique. Ainsi, l’hypothalamus régule également 

l’horloge biologique et de nombreux comportements, comme le comportement alimentaire, 

l’homéostasie énergétique et la réponse au stress. Les glucocorticoïdes sont sécrétés par l’axe 

hypothalamo-hypophyso-surrénalien ou axe corticotrope de manière rythmique tous les 

matins, leur sécrétion peut également être déclenchée par une réponse adaptative au stress. 

Les récepteurs GR de l’hypothalamus sont parmi les premiers acteurs de la programmation 

fœtale pouvant induire une altération de la balance énergétique et la prédisposition aux 

désordres métaboliques. Ils sont impliqués dans le contrôle de la balance énergétique en 

régulant l’expression des neuropeptides comme la POMC, le NPY et l’AgRP. La liaison des 

glucocorticoïdes aux récepteurs GR provoque leur dimérisation, leur activation/translocation 

nucléaire et leur intervention comme facteur de transcription par liaison aux Glucocorticoid 

response elements (GREs) comme ceux présents dans les régions promotrices du gène codant 

pour l’AgRP. (Lee et al., 2013). Nous avons observé dans notre modèle de rat déficient en 
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B9/B12 et dans les cellules hypothalamiques carencées en B9 une diminution de l’expression 

de GR et une N-homocystéinylation dans le site de liaison au ligand de GR. 

De plus, la carence en donneurs de méthyles semble aboutir à une localisation cytoplasmique 

de GR tandis qu'une supplémentation en B9 favoriserait la localisation nucléaire de GR. La 

vitamine B9 et plus précisément les processus de méthylation pourraient ainsi intervenir sur la 

régulation de la translocation de GR dans le noyau, tel que cela a déjà été décrit dans notre 

modèle pour le récepteur aux œstrogènes (Pourié et al., 2015). 
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IV-Discussion Générale  
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La mise en place anatomique et fonctionnelle du système nerveux central se déroule de 

manière séquentielle et nécessite l’expression d’un programme neurogénique finement régulé 

de manière spatio-temporelle. La fermeture du tube neural à un stade précoce de la gestation 

est suivie de la mise en place des vésicules cérébrales et de leur régionalisation (Liu and 

Niswander, 2005). Une fois la régionalisation cérébrale et la mise en place des circuits 

neuronaux achevées, le cerveau est sujet à un profond remaniement structural pour assurer un 

bon fonctionnement des circuits neuronaux. La période périnatale est le siège de la 

synaptogenèse, fortement stimulée par les afférences sensitives, en période postnatale (Holt 

and Mikati, 2011). La plasticité synaptique permet la mise en place et la régulation d’un grand 

nombre de synapses qui subiront un processus de sélection. Selon le niveau de stimulation, 

certaines synapses sont renforcées tandis que d’autres sont éliminées, pour, à terme, conserver 

les circuits les plus efficaces (Johnston et al., 2001). Ce processus est indispensable au bon 

fonctionnement cérébral. L’intégration des signaux périphériques (Ghréline, Leptine, Insuline, 

PYY…) est essentielle pour la mise en place harmonieuse et fonctionnelle de l’hypothalamus 

qui est le siège de la régulation de la prise alimentaire (Korner and Leibel, 2003). Ainsi, si au 

cours de la période périnatale l’intégration de ces signaux ne s’effectue pas correctement sur 

les neurones du noyau arqué de l’hypothalamus, la production des neuropeptides est 

perturbée, respectivement la pro-opiomélanocortine (POMC) qui par clivage produit un 

peptide aux effets anorexigènes, l’α-MSH, et les neuropeptides Y et AgRP aux effets 

oréxigènes. Ce défaut de signalisation affectera de manière définitive les projections 

neuronales du noyau arqué aux différentes aires fonctionnelles hypothalamiques possédant 

des récepteurs pour ces neuropeptides (Y1R, MC 4R…), comme cela a été observé dans les 

souris déficientes en Leptine (Lep
ob

/Lep
ob

) (Bouret et al., 2004).  

 

Afin d’étudier les conséquences sur le cerveau d’un déficit en vitamines B donneurs de 

méthyles (MDD), le laboratoire a développé un modèle de rat né de mère carencée en B12 et 

folate pendant la gestation et la période d’allaitement. Ce modèle est associé à un retard de 

croissance intra-utérin qui perdure après la naissance. A l’âge de 21 jours (sevrage), il a été 

observé une accumulation d’homocystéine dans des structures cérébrales telles que 

l’hippocampe, la zone subventriculaire (SVZ) et l’hypothalamus. Les structures cérébrales 

sont altérées et présentent une atrophie définitive de différentes couches cellulaires, comme la 

zone subventriculaire, le gyrus denté ou la corne d’Ammon 1 (CA1) (Blaise et al., 2007; 

Kerek et al., 2013). Le rétablissement d’une alimentation normale au sevrage, s’il régularisait 
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les altérations du métabolisme de l’homocystéine, demeurait associé à un retard de croissance 

et à des déficits persistants (Blaise et al., 2007). 

Par ailleurs, nos travaux ont également montré que la carence en donneurs de méthyles 

s’accompagnait d’une altération de la mise en place de la muqueuse gastrique aboutissant à 

une déficience en Ghréline (Bossenmeyer-Pourié et al., 2010), et d’une perte de la 

fonctionnalité de la voie Stat 3 via une surexpression de miR-124a qui pourrait conduire à des 

défauts de signalisation du récepteur de la leptine présent en grande quantité dans 

l’hypothalamus (Kerek et al., 2013). Récemment, nous avons mis en évidence que la carence 

en donneurs de méthyles s’accompagnait de la fixation de l’homocystéine sur certaines 

protéines, en particulier des protéines du cytosquelette et associées au transport vésiculaire 

synaptique. Cette N-homocystéinylation post-traductionnelle des protéines est irréversible ; 

elle aboutit à une perte de fonctionnalité et à une agrégation des protéines qui s’accumulent au 

cours du temps (Akchiche et al., 2012; Bossenmeyer-Pourié et al., 2013).  

A notre connaissance, aucune étude ne s’est intéressée aux conséquences d’une carence 

précoce en donneurs de méthyles sur le développement de l’hypothalamus qui joue un rôle 

déterminant dans le contrôle de la prise alimentaire et l’homéostasie énergétique. 

 

Au cours de cette étude, nous avons évalué l’impact de la carence en donneurs de méthyles 

sur la signalisation métabolique périphérique (Ghréline, Leptine, Insuline…) et la mise en 

place des réseaux hypothalamiques, ainsi que les conséquences d’une supplémentation tardive 

en folate sur la plasticité hypothalamique et le système à Ghréline de l’estomac. 

Un environnement nutritionnel inadéquat, tel qu'une carence en vitamines B donneurs de 

méthyles, en période précoce, altère les mécanismes épigénétiques/épigénomiques du 

programme neurogénique et peux modifier l’expression de gènes dont le promoteur est régulé 

par méthylation. C’est le cas par exemple du promoteur des gènes codant pour le NPY et la 

Pro-opiomélanocortine (POMC) (Plagemann et al., 2009). Cependant, cela n’était pas encore 

décrit pour le promoteur du gène codant pour la Ghréline. Un défaut d’intégration des signaux 

métaboliques périphériques ainsi qu’une altération des mécanismes épigénétiques pourraient 

être responsables d’anomalies dans l’ontogenèse spatio-temporelle de l’hypothalamus, dans la 

différenciation neuronale et la mise en place fonctionnelle des réseaux neuronaux impliqués 

dans la régulation du métabolisme énergétique et de la prise alimentaire. 

La supplémentation en acide folique est usuellement prescrite aux femmes jusqu’à la fin du 

premier trimestre de grossesse. Cependant, aucune étude ou recommandation ne porte sur une 

supplémentation plus tardive, en période périnatale, qui correspond pourtant à une phase 
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cruciale de la maturation cérébrale en termes de réarrangement synaptique et de mise en place 

des réseaux neuronaux (Nash, 2002). En effet, des données de la littérature sont en faveur 

d’un rôle délétère de certains facteurs environnementaux, parmi lesquels une insuffisance en 

folate, au cours des dernières étapes de la grossesse (Craciunescu et al., 2010; Raznahan et al., 

2012). Nous avons évalué les effets d’une supplémentation périnatale, soit du dernier tiers de 

la gestation, qui correspond à la troisième semaine chez le rat, jusqu’au sevrage des ratons à 

21jours postnatals.  

 

Les résultats de notre travail ont montré qu’une carence gestationnelle en donneurs de 

méthyles entraîne une diminution des taux plasmatiques des vitamines B9 et B12 et une 

accumulation d’homocystéine plasmatique et tissulaire, notamment au niveau cérébral et de la 

glande gastrique. L’accumulation d’homocystéine est associée à des anomalies 

développementales de type spina bifida et à un retard de croissance chez les ratons à 21 jours. 

Le poids corporel des ratons est diminué de 55% et la longueur du fémur de 21%.  

L’accumulation d’homocystéine est toxique pour les cellules. D’une part, elle entraîne 

l’agrégation des protéines ainsi que la perte de leur fonction (Akchiche et al., 2012), ce qui 

conduit à l’activation du stress oxydant, de l’apoptose cellulaire et de l’inflammation, pouvant 

participer au retard de croissance (Bossenmeyer-Pourié et al., 2010, 2013). Dans notre modèle 

d’étude, tous ces signes ont été observés au niveau de la muqueuse gastrique, y compris à 450 

jours après un retour à une alimentation normale. Il a été mis en évidence une N-

homocystéinylation des protéines du cytosquelette, comme l’actine et la E-cadhérine, qui était 

associée à une diminution de l’interaction avec leurs protéines partenaires. Nous avons 

également observé une persistance de l’activation de la voie NFκB en lien avec l’expression 

de marqueurs inflammatoires et une augmentation de l’expression de la superoxide dismutase 

(SOD) signe de la présence d’un stress oxydant. L’ensemble de ces mécanismes aboutit à une 

mort cellulaire accrue par apoptose et une diminution de l’épaisseur de la muqueuse gastrique 

chez le rat de 450 jours. Cette érosion inflammatoire définitive de la muqueuse gastrique, 

malgré un retour à une alimentation normale au sevrage, se manifeste par une réduction 

importante des cellules à mucus, les « mucous pit cells » qui sécrètent en haut de la glande 

gastrique les différentes mucines constituant le mucus chargé de protéger la muqueuse 

(Karam et al., 2003). 

Les cellules endocrines à Ghréline étaient délocalisées en haut de la glande chez les rats MDD 

à 21 jours avec pour conséquence une réduction du taux plasmatique de Ghréline. Cependant, 

à 450 jours, les cellules étaient à nouveau majoritairement localisées à la base des glandes et 
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le taux plasmatique de Ghréline était normalisé. Ces résultats suggèrent qu’un retour à une 

alimentation normale permet de restaurer partiellement l’organisation de la muqueuse 

gastrique, en particulier au niveau de sa fonction endocrine ; cependant, la persistance des 

phénomènes inflammatoires aboutit à une érosion constante de la partie haute de la muqueuse 

et à des dommages irréversibles de l’estomac. 

 

La Ghréline est connue pour agir sur l’hormone de croissance et sur les neurones à 

NPY/AgRP dans l’hypothalamus (Monteiro and Batterham, 2017). La diminution de son taux 

plasmatique à 21 jours pourrait participer au retard de croissance observé chez le raton MDD. 

L’appétit est un phénomène bien régulé impliquant l’interaction de diverses hormones et 

neurotransmetteurs pour un contrôle efficace. Cette régulation implique deux mécanismes 

principaux : les régulateurs du système nerveux central et les régulateurs périphériques (Ans 

et al., 2018). Un dérèglement de ces mécanisme au cours de la mise en place des réseaux 

hypothalamiques entraîne une perturbation de la production de neuropeptides dans le noyau 

arqué et des anomalies dans ses projections vers les autres noyaux hypothalamiques 

intervenant dans la régulation de la prise alimentaire (Korner and Leibel, 2003). 

Au niveau cérébral, la carence en donneurs de méthyles affecte le poids et la taille du cerveau 

qui sont significativement diminués (respectivement de 29% et de 12%), avec une atteinte 

importante des structures intracérébrales comme l’hippocampe et l’hypothalamus. Au niveau 

moléculaire nos travaux antérieurs ont montré que la MDD à l’âge embryonnaire (E20), 

s’accompagnait d’une augmentation de l’expression de let-7a, miR-34 et miR 124 dans 

l’hippocampe (Geoffroy et al., 2017; Kerek et al., 2013). 

Les microARNs sont d’importants régulateurs de l’expression des gènes agissant au niveau 

post-transcriptionnel. L’étude de Petri et al., (2014) a montré que certains microARNs sont 

indispensables pour le développement du cerveau, tel que miR124 qui intervient dans la 

différenciation des neurones et la plasticité synaptique (Vo et al., 2010). Il a également été 

démontré que certains microARNs sont abondamment exprimés au niveau de l’hypothalamus, 

comme miR-7, Let-7 et miR-9 (Meister et al., 2013). Let-7 inhibe le gène Mash1 intervenant 

dans la neurogenèse, induisant ainsi la diminution de la neurogenèse in vitro (Cimadamore et 

al., 2013). De plus, la suppression de Dicer, une enzyme intervenant dans la maturation des 

précurseurs des microARNs dans les cellules exprimant la POMC, entraîne l’échec de 

développement des neurones secrétant la POMC et à son tour provoque l’obésité et perturbe 

le métabolisme du glucose (Scheeberger et al., 2012). 
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A l’âge de 21 jours, nous avons montré que la carence en folate et vitamine B12 induisait des 

modifications de l’expression des miR différentes de celles relevées chez l’embryon. En effet, 

nous avons observé une baisse significative de l’expression des microARNs miR-34a et miR-

23a impliqués dans la division, la différenciation et l’apoptose cellulaire, tandis que 

l’expression de let7a n’était plus modifiée. Cette séquence de modification de l’expression 

des miR nous a permis d’émettre l’hypothèse que la MDD induisait une différentiation 

prématurée des structures ne permettant pas une prolifération suffisante pour un 

développement harmonieux (Goeffroy et al., 2017 ; Goeffroy et al., 2019). 

   

Dans notre modèle de rat MDD, ces anomalies épigénétiques sont associées à un défaut 

d’intégration des signaux métaboliques périphériques puisque les taux plasmatiques de 

Ghréline et de leptine sont diminués tandis que ceux du PYY sont augmentés, ce qui aboutit à 

une perturbation de l’expression des neuropeptides hypothalamiques et des récepteurs 

impliqués dans la régulation de la prise alimentaire. Nous avons ainsi observé que la carence 

en donneurs de méthyles aboutissait à la stimulation conjointe et désorganisée de l’expression 

de neuropeptides orexigènes (NPY/Ghrelin) et anoréxigènes (POMC) au niveau de 

l’hypothalamus, ce qui consolide notre hypothèse d’un défaut de régulation centrale de la 

prise alimentaire. 

Outre les principales projections des neurones hypophysaires et autonomes dans le cerveau 

moyen et postérieur, l’une des caractéristiques les plus importantes de l’hypothalamus est que 

ses fibres efférentes atteignent les noyaux internes, en particulier l’ARC. Les noyaux 

produisant le NPY et la POMC se projettent ensuite dans le VMH, le LH et le PVN pour 

réguler la prise alimentaire et la dépense énergétique. Le nombre de ces fibres efférentes dans 

l’ARC influence directement le métabolisme, par exemple il a été montré une diminution des 

neurones de l’ARC en réponse à un régime maternel riche en graisses, provoquant l’obésité et 

des troubles du métabolisme du glucose chez la progéniture (Vogt et al., 2014). Ceci suggère 

que les gènes intervenant dans le développement de l’hypothalamus, jouent également un rôle 

dans son fonctionnement (Gao and Sun, 2016) ; ainsi une altération de l’expression des 

neuropeptides hypothalamiques peut perturber, pendant la période critique que constitue la 

période périnatale, la mise en place des projections neuronales vers les autres noyaux de 

l’hypothalamus intervenant dans la régulation de la prise alimentaire et aboutir in fine à un 

retard de croissance. L’analyse des projections neuronales de l’hypothalamus des ratons MDD 

n’a pas été faite au cours de cette étude mais sera effectuée par la suite au laboratoire et 

permettra de compléter ces résultats. 
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Les glucocorticoïdes font partie des signaux périphériques pouvant intervenir dans la 

régulation de la prise alimentaire. Le plus souvent ils agissent comme des facteurs orexigènes. 

Les récepteurs aux glucocorticoïdes sont abondants au niveau des différents noyaux de 

l’hypothalamus et sont indispensables pour la régulation de la balance énergétique. Les 

glucocorticoïdes stimulent l’expression du neuropeptide Y, tandis qu’ils inhibent la synthèse 

et la libération de la POMC (Liu et al., 2014). Les récepteurs aux glucocorticoïdes (GR) de 

l’hypothalamus sont parmi les premiers acteurs de la programmation fœtale pouvant induire 

une altération de la balance énergétique et la prédisposition des portées aux désordres 

métaboliques. Dans un modèle de sous-nutrition chez le mouton, il a été montré que la sous-

alimentation de la mère résulte en une diminution de la méthylation des promoteurs des 

récepteurs GR, une altération de la modification des histones et une augmentation de 

l’expression de l’ARNm de GR dans la région hypothalamique gérant la balance énergétique 

des fœtus (Stevens et al., 2010). 

Nos analyses sur les tissus hypothalamiques des rats de 21 jours, ont montré que l’expression 

de l’ARNm du récepteur aux glucocorticoïdes est affectée en conditions de carence en 

donneurs de méthyles. Elles ont également montré une diminution de l’expression protéique 

de GR, ainsi que sa N-homocystéinylation au niveau du site de liaison du ligand qui entraîne 

son agrégation et sa localisation cytoplasmique. Ces résultats sont en faveur d’une perte de 

fonctionnalité de la voie corticotrope centrale qui participerait à la perturbation de 

l’expression des neuropeptides hypothalamiques aboutissant au retard de croissance.  

 

Dans la littérature, il a été décrit que la supplémentation en folate est bénéfique au cours du 

développement embryonnaire, en particulier au cours du premier trimestre. Des études de 

supplémentation en multivitamines contenant l’acide folique ou avec l’acide folique seul, ont 

montré une prévention des anomalies de fermeture du tube neural (Czeizel, 2011). La 

principale source de supplémentation en acide folique avant la conception est la 

consommation de légumes verts et la supplémentation par voie orale car il s’agit de la 

principale source de transfert transplacentaire de folate/acide folique à l’embryon, d’où la 

nécessité de conseiller aux femmes de suivre un régime alimentaire sain, comme le 

recommande le guide alimentaire canadien (Wilson et al., 2015).  

Nos travaux ont montré que la supplémentation en folate à partir de la troisième semaine de 

gestation jusqu’au sevrage chez le rat était bénéfique et pouvait améliorer voire restaurer 

certains des effets délétères de la carence en donneurs de méthyles. Nous avons ainsi obtenu 

une réduction significative du retard de croissance et du retard d’ossification permettant une 
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amélioration des signes d’altération du tube neural, en lien avec la restauration de l’expression 

des microARNs affectée. La supplémentation en folate a également permis la restauration du 

système endocrine gastrique à Ghréline ainsi que la restauration partielle de l’expression des 

neuropeptides et récepteurs hypothalamiques. Ainsi, cette supplémentation périnatale en 

folate influence de manière bénéfique la plasticité développementale et la programmation 

épigénomique des réseaux hypothalamiques. 

Les recommandations actuelles mettent l’accent sur le fait que le risque de récurrence pour un 

fœtus atteint d’une anomalie de fermeture du tube neural est partagé par les antécédents 

reproductifs de la mère et du père mais seule la mère est supplémentée en acide folique avant 

la conception et pendant le premier trimestre de grossesse (Canada, 2009). Il serait donc 

important d’évaluer également les effets d’une supplémentation paternelle en acide folique 

dans la prévention de ces anomalies congénitales et une étude est actuellement en cours au 

laboratoire pour évaluer les conséquences d’une déficience paternelle en donneurs de 

méthyles sur la descendance. En effet, des études ont montré qu’il existe des régions de 

l’épigénome du sperme sensible à l’environnement, qui répondent au régime alimentaire et 

qui intègrent les modifications dans la carte épigénomique transférée à la descendance, ce qui 

peut induire des anomalies développementales ou même des troubles du métabolisme sur le 

long terme chez la progéniture (Lambrot et al., 2013). Ceci consolide la nécessité d’évaluation 

des effets de la carence et de la supplémentation en folate paternelle sur le développement 

embryonnaire. 
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V-Conclusion et perspectives 
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Pris dans leur globalité, les résultats de nos études montrent qu’une carence en donneurs de 

méthyles induit des anomalies développementales, un retard de croissance et des troubles 

cognitifs irréversibles. Ces troubles persistants sont associés au niveau périphérique à une 

réaction inflammatoire, un stress oxydant et une apoptose cellulaire responsable d’une 

désorganisation de la glande gastrique et d’une altération des signaux métaboliques 

périphériques. Au niveau cérébral, ces troubles sont associés à des anomalies morphologiques 

du cerveau en lien avec des perturbations épigénétiques et une altération d’expression des 

microARNs engendrant un dérèglement de l’expression coordonnée des neuropeptides 

hypothalamiques centraux. Le défaut d’intégration des signaux métaboliques et l’expression 

discordante des neuropeptides centraux pourraient ainsi être responsables d’un désordre 

fonctionnel dans la mise en place des réseaux hypothalamiques régulateurs de l’homéostasie 

énergétique et contribuer au retard de croissance définitif observé chez la progéniture, 

suggérant une programmation fœtale et périnatale de ces réseaux.  

Une supplémentation tardive en folate (âge embryonnaire E13-sevrage des ratons) au cours de 

cette fenêtre de mise en place et de maturation des réseaux hypothermiques semble être 

bénéfique et réduire les effets de la carence en donneurs de méthyles tant au niveau 

périphérique que central. Ces résultats posent la question de la pertinence d’un changement 

dans la politique de supplémentation en folate chez la femme enceinte, mais également chez 

le nouveau-né présentant un retard de croissance. 

 

Afin de compléter ce travail, il serait intéressant d’analyser d’un point de vue anatomique et 

fonctionnel les projections axonales du noyau arqué vers les autres noyaux hypothalamiques 

et extra-hypothalamiques intervenant dans la régulation de la prise alimentaire et d’étudier les 

effets d’une supplémentation en folate maintenue après le sevrage des ratons à 21 jours. 

 

Nos travaux portant sur les relations entre les perturbations périphériques et centrales ont 

également donné naissance à un projet au sein de l’équipe qui a pour objectif d’élucider 

l’impact de la carence en micronutriments donneurs de méthyles (vitamines B9 et B12) sur le 

dialogue intestin-cerveau et la composition du microbiote intestinal très sensible à 

l’alimentation et jouant un rôle dans les maladies d’ordre neurologiques, telles que la 

dépression, l’anxiété et l’autisme. Ce projet sera mené à l’interface de l’équipe du Pr. Carine 

Pourié et celle du Pr. Laurent Perrin-Biroulet par le Dr Tunay Kokten recruté cette année sur 

un poste d’enseignant-chercheur. Il se décline en plusieurs parties ; premièrement, l’analyse 

de l’impact de la carence en donneurs de méthyles sur la mise en place du microbiote 
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intestinal et sur le dialogue intestin-cerveau. Deuxièmement, l’étude du rôle de cette 

perturbation du dialogue intestin-cerveau dans la mise en place des réseaux hypothalamiques 

régulant l’homéostasie énergétique. Troisièmement, vérifier si l’altération de la 

communication intestin-cerveau issue de la programmation fœtale par la carence en donneurs 

de méthyles, est un facteur de prédisposition au développement des maladies inflammatoires 

chroniques de l’intestin.  
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Article 2: Methyl donor deficiency during gestation and lactation 

in the rat affects the expression of neuropeptides and related 

receptors in the hypothalamus 
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2-Fiches techniques 
 

 

Fiche technique 1 : Trypsination des cellules 

 

 

-Élimination du milieu de culture, à l’aide d’une pipette pasteur reliée à un système 

d’aspiration. 

   

-Lavage de 5min avec PBS1x (D1408-500ML, Sigma-Aldrich) pour éliminer le reste du 

milieu  

de culture. 

 

-Ajout Trypsine-EDTA (D3924-100 ML, Sigma-Aldrich) pendant 5min à 37°C (le volume 

dépend de la surface du flasque (1-5 mL). 

 

-Blocage de l’action de la trypsine avec le milieu de culture complet ou du sérum de veau 

fœtal (CVFSVF0001, lot : S52751-2262, Eurobio). 

 

-Centrifugation des cellules pendant 5min à 200 xg (Heraeus Megafuge 16R centrifuge, 

Thermo Scientific). 

 

-Resuspension des cellules dans le milieu d’entretien et remise en culture à raison d’un ratio 

de 1/5. 

 

-Incubation à 37°C dans une atmosphère enrichie en CO2 (5%). 

 

Ces lignées cellulaires poussent vite et sont confluentes au bout de 2jours. Elles peuvent 

supporter jusqu’à 40 passages. Au-delà, la préservation de leur phénotype n’est plus assurée.  
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Fiche 2 : Milieux carencés pour mHypoE-46 et rHypoE-11 

 

 

1-Tamponnage du DMEM carencé en B9 (DMEM D2429) 

 

 Solution mère Solution finale 

H2O stérile - - 

DMEM D2429 10X 1X 

Bicarbonate de Na 

(S8761, Sigma-

Aldrich) 

7,5% 0.37% 

Glutamine (G7513, 

Sigma-Aldrich) 

200mM 2mM 

 

 

 

2-Préparation du milieu de culture carencé pour la prolifération 

 

 Solution mère Solution finale 

DMEM 2429 

tamponné 

- - 

Glucose (G8769, 

Sigma-Aldrich) 
45% 0,35% 

SVF (CVFSVF0001, 

Eurobio) 

 (décomplémenté) 

100% 10% 

Pénicilline (P4333, 

Sigma-Aldrich) 

10 000U/mL 

1% Streptomycine 

(P4333, Sigma-

Aldrich) 

10 000mg/mL 
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Fiche technique 3 : entretien des animaux 

 

 

-Age des animaux à l’arrivée au laboratoire : 8-10 semaines. 

 

-Acclimatation : 2 semaines. 

 

-Conditions d’hébergement standards : température : 22-23°C, cycle de lumière/obscurité de 

12h, nourriture et eau à volonté. 

 

 

 Accouplement  

 

-Femelles mises en présence de mâles en fin de journée. 

 

-Réalisation d’un frottis vaginal le lendemain matin, comme suit : 

 Prélèvement réalisé avec un coton tige imbibé de sérum physiologique. 

 Étalement sur une lame. 

 Observation au microscope : Présence de spermatozoïdes, le test est positif et le rat 

est retiré de la cage, âge embryonnaire E 0,5. 

                                              : Absence de spermatozoïdes, le test est négatif, laisser 

le rat dans la cage et recommencer l’opération 24H après. 
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Fiche technique 4 : Supplémentation en folate 

 

 

Après confirmation de la fécondation par le frottis vaginal : 

 

-Suivi quotidien du poids des rates ; une prise de poids confirme la fécondation. 

 

-A l’âge embryonnaire E13, la supplémentation avec les folates est introduite à raison  

de 3mg/Kg/J. 

 

-La quantité d’acide folique nécessaire (en fonction du poids) est mélangé à 1mL de lait 

concentré, laissé en libre accès dans la cage pour éviter d’induire un stress. 

 

-Les femelles témoins reçoivent 1mL de véhicule (lait concentré) sans l’acide folique. 

 

-La supplémentation est maintenue jusqu’au sevrage des ratons (21 jours après la naissance). 
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Fiche technique 5 : Détection de l’apoptose en utilisant le kit 

Apoptag® Fluorescein Direct In Situ 

 

 

 

-Perméabilisation des membranes par incubation pendant 5 min à -20°C, dans un mélange 

contenant l’éthanol et l’acide acétique (2 :1) pré-refroidi. 

 

-Lavages :  2x5min avec le PBS1X. 

 

-Incubation pendant au moins 10 secondes avec du tampon d’équilibration. 

 

-Ajout de l’enzyme TdT à raison de 55μL/5cm
2
 et incubation pendant 1h à 37°C dans une 

chambre humide. 

 

-Ajout de le Working Strength Stop/Wash Buffer et agitation des échantillons pendant 15 sec, 

puis incubation 10 min à température ambiante. 

 

-Lavages : 3x1min avec le PBS1X. 

 

-Ajout de l’Anti-Digoxigenin Conjugate à raison de 65μL/5cm
2
, et incubation pendant 30min 

à température ambiante dans une chambre humide à l’obscurité. 

 

-Lavages : 4 fois 2 min au PBS 1X    

 

-Marquage des noyaux 5 min avec une solution de DAPI 1/3000 dans de l’eau MilliQ. 

 

-Lavages : 2x5 min avec le PBS 1X et rinçage rapide à l’eau distillée. 

 

-Montage des échantillons au fluoromount-G (00-4958-02, Invitrogen) : recouvrir les 

coupes de quelques gouttes, poser une lamelle et laisser sécher à 4°C à l’obscurité. Analyse 

des coupes au microscope confocal (Nikon Instruments Ti). 
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Fiche technique 6 : Extraction d’ARN avec le kit NucleoSpin 

RNA Plus 

 

 

Homogénéisation et lyse des échantillons  

 

-Ajouter 350L du tampon LBP au culot cellulaire et homogénéiser en faisant quelques 

pipetages-refoulements avec la pipette. 

 

 

Élimination de l’ADN génomique et filtration des lysats  

 

-Placer dans un tube de collection, la colonne NucleoSpin  gDNA Removal, puis transférer 

le lysat homogénéisé et centrifuger 30s à 11000 xg (5424 Centrifuge, Eppendorf). 

 

- Jeter la colonne et continuer avec le lysat filtré. 

 

 

Liaison de l’ARN 

 

-Ajouter 100L du tampon de liaison BS au lysat, mixer en vortexant. 

 

-Transférer la totalité du lysat à la colonne NucleoSpin RNA Plus, placée dans un tube de 

collection, puis centrifuger 15s à 11000 xg. 

 

 

Lavage et séchage de la membrane de silice 

 

-Ajouter 200L du tampon WB1 à la colonne NucleoSpin RNA Plus, puis centrifuger 

pendant 15s à 11000 xg. 

 

- Ajouter 600L du tampon WB2 à la colonne et centrifuger une nouvelle fois à 11000 xg 

pendant 15s. 
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-Ajouter 250L de WB2 à la colonne et centrifuger pendant 2min à 11000 xg pour sécher 

complètement la membrane. 

 

 

Élution de l’ARN  

 

-Placer la colonne dans un tube de collection nucleases-Free, puis ajouter 30L d’eau RNase-

Free, centrifuger pendant 1min à 11000 xg. 

 

-Répéter l’étape précédente une fois. 

 

Dosage de l’ARN extrait et évaluation de sa pureté 

 

Cette étape se fait à l’aide un spectrophotomètre (MultiSkan Go, Thermo Fisher Scientific) 

et détermine les absorbances aux longueurs d’ondes 230, 260 et 280 nm. Les ratio 

DO260/DO280 et DO260/DO230 permettent d’évaluer la pureté de l’ARN et doivent être compris 

entre 1,8 et 2. La concentration en ARN est déterminée à partir de l’absorbance à 260 nm 

selon la loi de Beer-Lambert : A= 𝜀.l.C, avec A : Absorbance, 𝜀 : coefficient d’absorbance 

moléculaire, l : trajet optique, C : concentration de l’ARN dans la solution. 
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Fiche technique 7 : Extraction d’ARN au TRIzol (Invitrogen) 

pour Tissus avec tubes PLG (Eppendorf) 

 

 

Lyse et homogénéisation de l’échantillon  

 

-Dans des microtubes type SafeLock ou SafeSeal de 1.5 mL, ajouter 500 µL de TRIzol pour 

10-20 mg de tissu. 

 

-Homogénéiser avec une micropipette. 

 

 

Séparation des phases 

 

-Incuber l’échantillon homogénéisé 5 min à température ambiante (dissociation des 

complexes nucléoprotéiques). 

 

-Centrifuger les tubes Phase Lock Gel (PLG) à 12000 xg (5424 Centrifuge, Eppendorf) dans 

une micro-centrifugeuse pendant 30 à 60s. 

 

-Transférer l’échantillon lysé dans le tube PLG centrifugé. 

 

-Ajouter 100 µL de chloroforme. 

 

-Agiter vigoureusement à la main pendant 15 secondes. 

 

-Incuber 3 minutes à température ambiante. 

 

-Centrifuger les échantillons à 12000 xg/4°C/15 min (Allegra X-22R centrifuge, Beckman 

Coulter). 

Note : Le mélange est séparé en 2 parties : une phase inférieure contenant le 

Phénol/chloroforme et les ADN, séparée par le gel de la phase supérieure aqueuse incolore 

contenant l’ARN. 
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-Transférer la phase aqueuse dans un nouveau microtube type SafeLock ou SafeSeal de 1.5 

mL. 

 

-2
ième

 lavage chloroforme : Ajouter 200µL de chloroforme à la phase aqueuse, agiter 

vigoureusement à la main, incuber 3 min à température ambiante, centrifuger à 12000 xg 4°C 

pendant 10 min, récupérer la phase aqueuse dans un nouveau microtube. 

 

 

Précipitation de l’ARN 

 

-Ajouter 250 µL d’isopropanol 100% à la phase aqueuse. 

-Incuber 10 min à température ambiante, agiter doucement à la main régulièrement. 

 

-Centrifuger à 12,000 xg/4°C/10 min. 

 

 

Lavage de l’ARN 

 

-Retirer le surnageant du tube sans toucher le culot d’ARN. 

 

-Laver le culot avec 500 µL d’éthanol 75%. 

 

-Agiter l’échantillon brièvement et centrifuger le tube à 7500 xg/4°C/5 min. Éliminer le 

surnageant. 

 

-Effectuer un deuxième lavage à l’éthanol 75%, pour cela répéter les deux étapes précédentes.  

 

-Sécher le culot à l’air libre pendant 5–10 minutes : tube retourné sur un papier absorbant.  

 

-Reprendre l’ARN dans le tampon souhaité (eau RNase-Free, eau milliQ). 

 

-Chauffer à 55°C/5 min pour le solubiliser. Ou laisser à 4°C pendant 1h. 

 

-Dosage de la même manière que précédemment. 
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Fiche technique 8 : contrôle qualité de l’ARN extrait 

 

Le test de contrôle de l’intégrité de l’ARN se fait par une électrophorèse horizontale sur un 

gel d’agarose. 

 

Préparation du gel 

-Choisir la concentration en agarose en fonction de la taille de(s) bande(s) recherchée(s) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

-Dans un Erlenmeyer, peser la masse d’agarose (A9539, Sigma Life Science) adéquate et 

ajouter le TAE 1x, mélanger manuellement. 

 

-Placer l’erlenmeyer dans le micro-onde, et chauffer jusqu’à ébullition de la solution, laisser 

bouillir ~10s (attention à ce que la solution ne déborde pas) et sortir l’erlenmeyer du four 

micro-ondes. Vérifier que la poudre soit totalement dissoute. 

Attendre 2-3min afin de laisser refroidir la solution (jusque 50-60°C). 

 

-Ajouter 5µL de Bromure d’éthidium (X328) à la solution. Mélanger manuellement. 

Verser la solution dans le système de coulage. Attendre la polymérisation de l’agarose, 10 à 

30 min.  

Enlever délicatement le peigne. 

 

Concentration 

d'agarose (%) 

Gamme de tailles 

idéales (en kb) 

0.6 1 – 20 

0.7 0.8 – 10 

0.9 0.5 – 7 

1.2 0.4 – 6 

1.5 0.2 – 3 

2.0 0.1 – 2 
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-Récupérer le rack avec le gel et placer les dans une cuve d’électrophorèse contenant du TAE 

(Tris Acétate EDTA)1x. 

 

 

Préparation et dépôt des échantillons 

-Dans une mini plaque avec puits ronds, déposer 10µL de chaque échantillon puis ajouter 2µL 

de tampon de charge (Loading dye solution, Sigma, SB2040) pour chacun d’eux. 

 

-Déposer les échantillons préparés ainsi que le marqueur de taille (Ladder 100pb, Invitrogen 

10068-013 ; Thermo Scientific, SM0333) dans les puits du gel. 

 

 

Migration 

-La Migration du gel se fait à 90V constant pour un grand gel et à 80V constant pour un petit 

gel pendant 60-80min. 

 

 

Révélation 

-La migration terminée, récupérer le gel et le transférer dans un transilluminateur, appareil de 

révélation : Image Master VDS (Pharmacia Biotech). 

Quand l’ARN est intègre, on observe deux bandes correspondantes aux fractions 18S et 28S 

et parfois la fraction 5S. Quand il est dégradé, on observe un Smear (multitude de bandes) sur 

le gel.  
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Fiche technique 9 : La Rétrotranscription et la PCR quantitative 

 

 

 La rétrotranscription 

 

-Dilution de 300ng d’ARN dans de l’eau RNase-Free pour faire un volume final de 10 µL. 

 

-Ajout de 2 µL du 5x PrimeScript RT Master Mix. 

 

-Conditions d’incubation : 15 min à 37°C, 5 sec à 85°C pour l’inactivation de l’enzyme et 

enfin 12°C pour l’attente. 

 

 

 La PCR quantitative 

 

-Dans une plaque de 96 puits, déposer 18 µL du mix contenant les amorces sens et anti-sens à 

une concentration de 0,2 µM, le Rox Ref Dye 1x, le Sybr Green 1x et l’eau RNase-Free. 

 

-Ajouter 2 µL d’ADN complémentaires (ADNc) issus de l’étape de rétrotranscription. 

 

-Centrifugation de la plaque pendant 30s à grande vitesse (Plate Fuge Microplate 

Microcentrifuge, Benchmark Scientific). 

 

-Conditions d’amplification : 95°C pendant 30s pour la dénaturation initiale et l’activation de 

l’enzyme, 40 cycles de dénaturation et hybridation/élongation, comme suit : 95°C pendant 

5sec, 30s à température d’hybridation spécifique du couple d’amorces (voir tableau ci-

dessous). 

 

-La mesure de la fluorescence se fait avec le logiciel (StepOne Software v2.3) à l’aide de la 

sonde Sybr Green qui s’intercale avec l’ADN double brin. 
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-La détermination du taux d’expression des gènes se fait avec le calcul de 2
- Ct

. Elle est 

normalisée par rapport à deux gènes de référence (RPS29 et Pol II/ GAPDH) et par rapport à 

un calibrateur externe (mélange d’ADNc de toutes les conditions). 

Tableau 2: Amorces de qPCR et conditions d'utilisation 

 

 

Gène Sens de 

l’amorce  

Séquence (5’-3’) Température 

d’hybridation 

(Tm)  

Espèce 

Neuropeptide Y Sens AGATCCAGCCCTGAGACACT 

 

60°C Rat 

Anti-sens TTCAAGCCTTGTTCTGGGGG 

 

Rat 

Récepteur 1 au 

Neuropeptide Y  

Sens AGA-TCC-AGC-CCT-GAG-

ACA-CT 

 

61°C Rat 

Anti-sens TTC-AAG-CCT-TGT-TCT-

GGG-GG 

 

Rat 

Récepteur aux 

Glucocorticoïdes   

Sens ATG-TCA-TTA-CGG-GGT-

GCT-GA 

 

61°C Rat 

Anti-sens ATT-GTG-CTG-TCC-TTC-

CAC-TGC 

 

Rat 

Récepteur à l’insuline Sens GGA-CCA-GGC-ATC-CTG-

TGA-AA 

 

61°C Rat 

Anti-sens ATC-CTG-CCC-GTC-AAA-

CTC-TG 

 

Rat 

Récepteur à la leptine Sens CCC-CCA-CTG-AAA-GAC-

AGC-TT 

 

61°C Rat 

Anti-sens GGC-TTC-ACA-ACA-AGC-

ATG-GG 

 

Rat 

Propiomélanocortine Sens CGA-CGG-AGG-AGA-AAA-

GAG-GTT 

 

60°C Rat 

Anti-sens CTG-AGG-CTC-TGT-CGC-

GGA-A 

 

Rat 

Récepteur du facteur de 

croissance à l’insuline 

Sens AAG-GCC-AGA-GGT-GGA-

GAA-TAA 

 

57°C Rat 

Anti-sens TAC-CAT-GCA-GTT-CCG-

AGC-AG 

 

Rat 

Ghréline Sens CCA-AGA-AGC-CAC-CAG-

CTA-AA 

 

61°C Rat 

Anti-sens CTG-ATT-TCC-AGC-TCC-

TCC-TC 

Rat 



 204 

 

NeuropeptideY Sens+Anti-

sens 

Ref : qMmuCIP0029884 

(BioRad) 

 

59°C Souris 

Récepteur à la leptine Sens+Anti-

sens 

Ref : qMmuCID0015266 

(BioRad) 

 

60°C Souris 

Récepteur aux 

glucocorticoïdes  

Sens TGA-AGC-TTC-GGG-ATG-

CCA-TT 

 

61°C Souris 

Anti-sens ATT-GTG-CTG-TCC-TTC-

CAC-TG 

 

Agouti related protein Sens CGG-AGG-TGC-TAG-ATC-

CAC-AGA 

 

57°C Souris 

Anti-sens AGG-ACT-CGT-GCA-GCC-

TTA-CAC 

 

Récepteur du facteur de 

croissance à l’insuline 

Sens GCA-CCA-ATG-CTT-CAG-

TCC-CT 

61°C Souris 

Anti-sens TTG-GAG-CAG-TAG-TTG-

TGC-CG 

 

Récepteur à l’insuline Sens AGA-TGT-CCC-ATC-AAA-

TAT-TGC-CA 

60°C Souris 

Anti-sens CAT-CCG-GCT-GCC-TCT-

TTC-TC 
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Fiche technique 10 : Extraction des protéines au tampon RIPA et 

dosage avec l’acide bicinchoninique (BCA) 

 

 

 Protocole pour les cellules 

 

 

Travailler toujours à +4°C (sur lit de glace) 

 

-Laver 3 fois les cellules encore adhérentes aux flasques avec du D-PBS 1x froid. Bien aspirer 

lors du dernier lavage. 

 

-Distribuer 500 µL de tampon RIPA 1X sur le tapis cellulaire, puis gratter toute la surface à 

l’aide d’un grattoir. Transférer dans un microtube 1.5 mL. 

 

-Lyser les cellules par un bain aux ultrasons pendant 30 min à 4°C, min, puis par broyage 

mécanique à l’aide d’une seringue 1 mL et d’une aiguille 26G. La lyse est terminée par 3 

cycles congélation (azote liquide) / décongélation (bain marie 37°C). 

 

-Le mélange est centrifugé (Avanti J-26 XP centrifuge, Beckman coulter) à 20.000 xg/4°C/30 

min. 

 

-Le surnageant protéique est prélevé, homogénéisé et stocké par aliquots au congélateur 

à -80°C. 

 

 

 Protocole pour les tissus 

 

Travailler toujours à +4°C (sur lit de glace) 

 

-Broyer le tissu dans l’azote à l’aide d’un mortier et un pilon. Faire attention à ne pas 

décongeler l’échantillon. 
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-Resuspendre le broyat (30 mg) dans du tampon RIPA1X froid (550 µL). 

 

-Incuber 10 min sur glace. 

 

-Broyage à l’aide d’une seringue de 1mL et d’une aiguille 26G. 

 

-Lyser avec 3 cycles de congélation/décongélation (azote liquide – bain marie 37°C). 

 

-Centrifuger à 20 000 xg/30min/4°C. 

 

-Récupérer le surnageant, l’aliquoter et le stocker à -80°C. 

 

 Dosage protéique 

 

 

- Réalisation d’une gamme étalon avec plusieurs concentrations de l’albumine de sérum bovin 

(BSA) (UP36859, Interchim). 

 

-Préparation du réactif de travail contenant 50 volumes du réactif A (BCA) et 1 volume de la 

solution B (CuSO4). 

 

-Distribution de 25µL de chaque dilution de BSA ou d’échantillon à doser dans une plaque 96 

puits en triple exemplaires. 

 

-Ajout de 200µL du mélange contenant le réactif A et B dans chaque puit et agiter la plaque. 

 

-Couvrir la plaque et incuber 30 min à 37°C. 

 

-Laisser refroidir la plaque à température ambiante. 

 

-Mesurer l’absorbance à 570 nm sur un spectrophotomètre lecteur de plaque, Victor 3 (1420-

041 Multilabel Plate Counter Victor3, Perkin Elmer). 
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-La concentration en protéines est déterminée à l’aide de l’équation de la droite réalisée à 

partir des valeurs de densité optique de la gamme étalon. 
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Fiche technique 11 : Western Blot 

 

 

1-Séparation des protéines en conditions dénaturantes par électrophorèse sur gel de 

polyacrylamide 

 

Cette étape est réalisée à l’aide d’un gel de concentration à 5% permettant de concentrer les 

protéines au même niveau, pour migrer ensuite en fonction du poids moléculaire sur le gel de 

séparation. Le pourcentage du gel de séparation est défini en fonction du poids moléculaire 

des protéines cibles.  

 

 Préparation des échantillons 

 

Prévoir un dépôt de 20 à 30 µg de protéines par puits. 

 

-Dans des tubes Eppendorf, ajouter 1 volume de tampon Laemmli 2X (Laemmli Sample 

Buffer, L004126C) additionné de -mercapto-éthanol à 1 volume d’échantillon. 

 

-Chauffer 5 mn à 100°C les échantillons. 

 

-Charger les puits avec les échantillons. 

 

 

 Migration  

 

-Gel de concentration : 80V, environ 15 mn. 

 

-Gel de séparation : 110V, environ 1h30. 
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2-Electro-transfert semi-liquide sur membrane de nitrocellulose ou de polyfluorure de 

vinylidène (PVDF) 

 

 

 Préparation de la membrane 

 

-La membrane de nitrocellulose est prête à l’emploi, tandis que la membrane de PVDF 

nécessite une activation d’au moins 30 sec dans du méthanol. 

 

-Équilibrer la membrane (nitrocellulose/PVDF) dans le tampon de transfert froid pendant 

quelques minutes (maximum 5min), ainsi que les filtres. 

 

-Démonter l’appareil de migration, éliminer le gel de concentration et équilibrer les gels dans 

le tampon de transfert froid pendant quelques minutes (maximum 5min).  

 

 

 Transfert  

 

-Dans la cassette de transfert du Trans-Blot Turbo (BioRad), préparer un sandwich dans 

l’ordre : 3 papiers filtres, la membrane, le gel et 3 papiers filtres (Whatman 3M). 

 

- Humidifier la surface de la cassette avec le tampon de transfert froid. 

 

- Conditions de transfert : 1A, 25V, 20-30 min en fonction du poids moléculaire des protéines 

d’intérêt. 

 

-Vérification de la qualité du transfert par coloration au Rouge Ponceau S pendant 5min puis 

décoloration à l’eau distillée. 
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3-Blocage des sites libres et incubation avec les anticorps 

 

-Blocage dans du lait écrémé (Régilait) ou BSA (BSA fraction V, 04-100-811, Euromodex) 

5% (en fonction de l’anticorps) préparé dans le tampon de lavage, sous agitation pendant 1h à 

température ambiante. 

 

-Incubation avec l’anticorps primaire dirigé contre la protéine recherchée, dilué dans la 

solution de blocage pendant une nuit à 4°C sous agitation lente (tableau anticorps). 

 

-Lavages dans le tampon de lavage 4 fois 10 min, sous agitation rapide à température 

ambiante. 

 

-Incubation avec l’anticorps secondaire correspondant, couplé à l’enzyme HRP (Horseradish 

peroxydase), pendant 1 heure sous agitation lente à température ambiante. 

 

-Lavages dans le tampon de lavage 4 fois 10 min, sous agitation rapide à température 

ambiante. 

 

 

4-Révélation ECL 

 

-Préparation du réactif Clarity Western ECL Substrate (S35) en mélangeant la solution de 

peroxyde avec la solution activatrice de luminol à volume égal. 

 

-Dépôt d’1mL du réactif obtenu dans l’étape précédente, sur un film Saran. 

 

-Élimination de l’excès du tampon de lavage et dépôt de la membrane sur le film Saran 

contenant l’ECL. 

 

-Incubation 5 min à température ambiante. 

 

-Séchage de la membrane entre deux papiers absorbants et révélation sur un système 

d’imagerie chimioluminescence, Fusion Fx7 (Fisher, S/N, 10-201068). 
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-Traitement des données à l’aide du logiciel ImageJ v1.49. 

 

5-Déshybridation des membranes 

 

-Immerger les membranes dans un bac contenant le tampon de déshybridation chaud (40°C) 

pendant 30 min en agitant toutes les 10 min environ.  

 

-Rincer rapidement les membranes à l’eau distillée, ensuite dans le tampon de lavage. 

 

-Reprendre le protocole de western à partir de l’étape de blocage. 
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Tableau 3: Anticorps primaires (Western Blot et Immunomarquage) 

 

Anticorps Référence Western blot Immunofluo

rescence 

Duolink Fournisseur Espèce 

hôte  

Anti-récepteur 

aux 

glucocorticoïdes 

(GR) 

NB300-731 1/1000 1/200 1/200 Novus 

Biological 

Souris 

Anti-GAPDH 2821 1/10000           Cell Signaling Lapin 

Anti-

Neuropeptide Y 

11976  1/200  Cell Signaling Lapin 

Anti-

Homocystéine 

AB5512          1/200 1/200 Millipore Lapin 

Anti-Récepteur 

à la leptine  

AB5593  1/200  Abcam Lapin 

Anti-récepteur à 

l’insuline 

3025  1/100  Cell Signaling Lapin 

Anti-récepteur 

du facteur de 

croissance à 

l’insuline 

NBP1-77680  1/100  Novus 

Biological 

Lapin 

Anti-Ghréline MAB10404  1/200  Millipore Lapin 

Anti-Cox2 AB15191 1/2000   Abcam Lapin 

Anti-pNFB 3033 1/2000   Cell Signaling Lapin 

Anti-NFB 4764S 1/2000   Cell Signaling Lapin 

Anti-IKB 4814 1/2000   Cell Signaling Souris 

Anti-pIKB  2859 1/2000   Cell Signaling Lapin 

Anti-pErk1/2  1/2000     

Anti-PP2Ac 05-577 1/2000   Upstate Souris 

Anti-pIKK 2697 1/2000   Cell Signaling Lapin 

Anti- caspase 9 

clivée 

9507 1/2000   Cell signaling Lapin 

Anti-caspase 3 

clivée 

9664 1/2000   Cell signaling Lapin 

Anti-caspase 3 9661 1/2000   Cell signaling Lapin 

Anti-UEA1 U4754  1/200  Sigma-Aldrich Lapin 

Anti-GSII MABN1182  1/200  Sigma-Aldrich Souris 

Anti-E-cadherin Ab76319   1/200 Abcam Lapin 
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Anti--catenin 9581   1/200 Cell signaling Lapin 

Anti-SOD Ab13533 1/2000   Abcam Lapin 
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Fiche technique 12 : Immunohistochimie 

 

 

-Sortir les lames (tissus) du congélateur et les laisser décongeler environ 2-3min à 

température ambiante (ne pas les laisser sécher). 

 

-Entourer les coupes de DakoPen™ (stylo hydrophobe). 

 

-Fixer les cellules ou coupes en déposant 200 µL de paraformaldéhyde (PFA) à 4% pendant 

15 min pour les tissus et 10 min pour les cellules à température ambiante sous hotte. 

 

-Rincer les lames dans un bain de PBS 1X, 3 fois pendant 5min à température ambiante. 

 

-Incuber les coupes dans un bain de Triton
 
à 0,1% (Triton X-100, 17-1315-01, Amersham) 

pour les tissus et à 0,01% pour les cellules afin de perméabiliser les membranes, pendant 

10min à température ambiante. 

 

-Laver dans un bain de PBS 1X pendant 5min à température ambiante sous agitation douce. 

 

-Déposer 200 µL d’une solution de BSA
 
à 10% (tissus) ou à 1% (cellules) (BSA fraction V, 

04-100-811, Euromodex), diluée dans du PBS 1X et incuber 1h à température ambiante en 

chambre humide. 

 

-Déposer environ 100 µL d’anticorps primaire dirigé contre la protéine cible (tableau 

anticorps, fiche technique n°10) et incuber une nuit à 4°C en chambre humide.  

 

-Laver dans un bain de PBS 1X, 3 fois pendant 5 min à température ambiante sous agitation 

douce. 

 

-Déposer environ 80 µL d’anticorps secondaire
 
(dilution 1/1000 dans une solution de PBS 

1X-BSA 10%) et laisser incuber pendant 1h à l’obscurité dans une chambre humide à 

température ambiante. 
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-Laver les lames dans un bain de PBS 1X, 3 fois pendant 5 min sous agitation douce. 

 

-Déposer environ 100 µL de DAPI
 
à une concentration de 1/3000 dans l’eau Milli-Q et laisser 

incuber 5 min à l’obscurité en chambre humide à température ambiante. 

 

-Laver dans un bain de PBS 1X, 3 fois pendant 5 min sous agitation douce. 

 

-Faire un lavage rapide à l’eau distillée. 

 

-Monter les lames au fluoromount-G (00-4958-02, Invitrogen) : les coupes sont recouvertes 

de quelques gouttes de liquide de montage, ensuite poser dessus une lamelle et laisser sécher à 

4°C à l’obscurité. 

Pour les cellules, la lamelle contenant les cellules marquées est prélevée avec une pince et est 

déposée sur une lame contenant une goutte de liquide de montage face cellules. Séchage à 

4°C et à l’obscurité. 

 

-Conserver bien les lames à l’obscurité à 4°C. 

 

-Observation au microscope à épifluorescence BX51 WI (Olympus, Rungis) couplé à une 

Caméra ProgRes MF cool (Jenoptik, Jena) et /ou au microscope confocal (Nikon Instruments 

Ti) et analysés à l’aide du Cell® Solfware.  
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Fiche technique 13 : Duolink 

 

 

-Fixation des cellules ou des coupes de cerveau au PFA 4% pendant 10 min pour les cellules 

ou 15min pour les tissus. 

 

-Perméabilisation des membranes cellulaires en incubant 10 min dans du PBS 1x - triton 0.1% 

pour les tissus et 0.01% pour des cellules. 

  

-Lavage au PBS 1x 3 fois pendant 5 min. 

  

-Blocage pendant 1h à température ambiante dans le tampon de blocage (DUO 82007, Sigma-

Aldrich). 

 

-Dépôt de l’anticorps primaire dilué dans la solution Antibody diluent (DUO82008) au 1/200 

(tableau anticorps, fiche technique 11). 

 

-Incubation à 4°C pendant 24h. 

 

-Lavage des coupes 2 fois pendant 5 min avec le tampon A (préparation selon les 

recommandations du fournisseur données dans le manuel : Duolink II, Fluorescence). 

 

-Ajout des sondes PLA (Proximity Ligation Assay) : Négative (Probe anti-Mouse Minus, 

DUO 92004, Sigma-Aldrich) et positive (Probe anti-Rabbit Plus, DUO 82002) diluées au 1/5 

dans le diluant Antibody du kit. 

 

-Incubation pendant 1h à 37°C en chambre humide. 

 

-Lavage des coupes 2 fois pendant 5 min avec le tampon A. 

 

-Dilution au 1/5 du tampon de ligation (fourni dans le kit) dans l’eau Milli-Q et dilution au 

1/40 de la ligase dans le tampon de ligation dilué (1/5). 
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-Incubation pendant 30 min à 37°C en chambre humide. 

-Lavage des coupes 2 fois pendant 2 min avec le tampon A. 

 

-Dilution au 1/5 du tampon d’amplification (DUO82010) dans l’eau Milli-Q et dilution au 

1/80 de la polymérase (DUO82028) dans le tampon d'amplification dilué (1/80). 

 

-Incubation pendant 1h40 min à 37°C en chambre humide à l’obscurité (étape sensible à la 

lumière). 

 

- Lavage des coupes 2 fois pendant 10 min avec le tampon B, puis une fois pendant 1 min 

avec le tampon B 0,01x (préparation selon les recommandations du fournisseur données dans 

le manuel : Duolink II, Fluorescence). 

    

-Dépôt de la solution de DAPI diluée au 1/3000 dans l’eau Milli-Q et incubation pendant 5 

min en chambre humide à l’obscurité. 

 

-Lavages 2 fois pendant 10 min avec le tampon A et rinçage à l’eau distillée, puis montage 

des lames de la même manière que précédemment. 

 

-Observation des lames au microscope confocal, puis traitement des données avec le logiciel 

Blobfinder, Freeware obtenu auprès de l’université d’Uppsala, Suède. 
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Fiche technique 14 : Extraction d’ADN avec le kit QIAamp DNA 

Mini Kit (Qiagen) sur tissus 

 

 

-Placer 10-20 mg de tissus dans l’azote liquide et le broyer soigneusement avec un mortier et 

un pilon. Décanter la poudre de tissu et laisser évaporer l’azote liquide. 

 

-Récupérer le tissu dans un tube de 1,5 mL et ajouter 180 mL de la solution ATL. 

 

-Ajouter 20 µL de la protéinase K et vortexer. Incuber à 56°C sur la nuit, sous une petite 

agitation (600 rpm). 

 

-Ajouter 200 µL de la solution AL et incuber à 72°C pendant 10min. 

 

-Ajouter 200 µL d’éthanol pur. 

 

-Transférer le mix dans la colonne QIAamp Mini spin placée dans un tube de collection. 

Centrifuger à 6000 xg pendant 1 min, éliminer le filtrat.  

 

-Ajouter 500 µL de la solution AW1 et centrifuger à 6000 xg pendant 1 min (5424 Centrifuge, 

Eppendorf). Éliminer le filtrat. 

 

-Ajouter 500 µL de la solution AW2 et centrifuger à grande vitesse (20000 xg) pendant 3 min. 

 

-Étape optionnelle : centrifugation à grande vitesse (>11000 xg) pendant 1min pour éliminer 

le reste du tampon) 

 

-Ajouter 200 µL d’eau distillée dans la colonne QIAamp Mini spin et centrifuger pendant 

1min à 6000 xg pour éluer l’ADN. 

 

-Pour optimiser la quantité d’ADN, répéter la dernière étape. 
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-Dosage : Cette étape se fait à l’aide un spectrophotomètre (MultiSkan Go, Thermo Fisher 

Scientific) et détermine les absorbances aux longueurs d’ondes 230, 260 et 280 nm. Les 

ratio DO260/DO280 et DO260/DO230 permettent d’évaluer la pureté de l’ADN et doivent être 

compris entre 1,8 et 2. La concentration en ADN est déterminée à partir de l’absorbance à 260 

nm selon la loi de Beer-Lambert : A= 𝜀.l.C, avec A : Absorbance, 𝜀 : coefficient d’absorbance 

moléculaire, l : trajet optique, C : concentration de l’ADN dans la solution. 
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Fiche technique 15 : Extraction d’ADN avec le kit QIAamp DNA 

Mini Kit (Qiagen) sur cellules 

 

 

-Dans un tube Eppendorf contenant le culot cellulaire (environ 10
6
 cellules), ajouter 20 µL de 

la protéinase K et 200 µL de la solution AL, mixer et vortexer pendant 15s. 

 

-Incubation pendant 10 min à 56°C. 

 

-Ajouter 200 µL d’éthanol pur, mixer et vortexer une nouvelle fois pendant 15s. 

 

-Transférer le mélange dans la colonne QIAamp Mini Spin placée dans un tube de collection, 

centrifuger à 6000 xg pendant 1 min (5424 Centrifuge, Eppendorf). Jeter le filtrat. 

 

-Ajouter 500 µL de la solution AW1, centrifuger 1 min à 6000 xg. 

 

-Ajouter 500 µL de la solution AW2 et centrifuger à 20 000 xg pendant 3 min. 

 

-Étape optionnelle : faire une centrifugation à vide à grande vitesse pendant 1 min. 

 

-Placer la colonne QIAamp Mini Spin dans un nouveau tube de 1,5mL, ajouter 200 µL d’eau 

distillée et incuber pendant 1min à température ambiante, ensuite centrifuger à 6000 xg 

pendant 1min pour éluer l’ADN. 

 

-L’ADN élué est dosé et sa pureté est évalué (voir fiche technique 6) 
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Fiche technique 16 : Méthylation et Bisulfitation des échantillons 

 

 

600 ng d’ADN ont été méthylés et /ou bisulfités pour optimiser le résultat 

 

 

 Méthylation 

 

-Dans un tube contenant 600ng d’ADN, ajouter 3 µL du tampon 10X CpG, 1,5 µL de la S-

adenosylmethionine 20X, 1,5 µL de la CpG Methylase (4 unités/µL). Ajuster le volume à 30 

µL avec de l’eau. 

 

-Incuber à 30°C pendant une nuit et inactiver pendant 20 min à 65°C. 

 

 

 Bisulfitation 

 

 

-Ajout de 5 µL du réactif M-Dilution Buffer à l’échantillon contenant les 600 ng d’ADN et 

ensuite ajuster le volume à 50 µL avec de l’eau. 

 

-Incuber l’échantillon pendant 15 min à 37°C. 

 

-Ajouter 100 µL du réactif CT Conversion dans chaque tube et incuber les échantillons dans 

le thermocycler (Sure Cycler 8800, Agilent Technologies) suivant le programme : 95°C 

pendant 30s, puis 50°C pendant 1h en répétant ce cycle 16 fois. Le maintien des échantillons 

se fait à 4°C. 

 

-Déposer 400 µL du tampon M-Binding dans la colonne Zymo-Spin IC et ajouter 

l’échantillon. Mélanger en inversant la colonne plusieurs fois et centrifuger à grande vitesse 

( 10 000 xg) pendant 30s. 

 

-Ajouter 100 µL du tampon de lavage et centrifuger à grande vitesse pendant 30s. 
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-Ajouter 200 µL du tampon M-Desulphonation à la colonne et incuber à température 

ambiante pendant 15 min, ensuite centrifuger à grande vitesse pendant 30s. 

 

-Ajouter 200 µL du tampon de lavage à la colonne et centrifuger à grande vitesse pendant 30s. 

Répéter cette étape une deuxième fois. 

 

-Éluer l’ADN bisulfité dans 10 µL de tampon d’élution. 
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Fiche technique 17 : Amplification par PCR et digestion 

enzymatique 

 

 

 Amplification 

 

L’amplification a été réalisée en utilisant l’ADN polymerase Taq Platinum (Invitrogen) 

 

-Dans un tube contenant 10 ng d’ADN, ajouter 2,5 µL du tampon de PCR 10X, 0,75 µL de 

MgCl2 50 mM, 1 µL de dNTP 10 mM, 0,5 µL des amorces sens et anti-sens 10 µM et 0,25 µL 

de la Taq Platinum. Ajuster le volume à 25 µL avec de l’eau. 

 

-Conditions d’incubation : 2 min à 95°C pour l’activation de l’enzyme et la dénaturation 

initiale, ensuite 40 cycles d’hybridation/amplification comme suit : 30s à 95°C, 50°C pendant 

30s et 72°C pendant 45s. Enfin l’élongation se fait à 72°C pendant 7min et le maintien des 

échantillons à 4°C. 

 

 

 Digestion enzymatique 

 

Nous avons utilisé deux enzymes de restriction : la SSPI-HF (R3132S, New England 

BioLabs) qui nous a permis de vérifier la bisulfitation. Elle reconnait les sites : 5’ AAT^ATT 

3’. La DRDI (R0530S, New Englad BioLabs) qui reconnait les sites : 5’ 

GACNNNN^NNGTC 3’, donc qui digère les échantillons si les deux sites étudiés sont 

méthylés. 

 

-Dans chaque tube contenant 5 µL de produit de PCR, ajouter 1,5 µL du tampon de l’enzyme 

et 0,25 µL de l’enzyme. Compléter avec de l’eau pour avoir un volume final de 15 µL.  

 

-Conditions d’incubation : 1h à 37°C.  
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-La visualisation des produits clivés se fait sur un gel d’agarose de 2% et l’analyse des 

résultats se fait par quantification de la densité des bandes générées à l’aide du logiciel 

ImageJ v1.49.   

  

Tableau 4: Amorces PCR et conditions d'utilisation 

 

Gène Sens de 

l’amorce  

Séquence (5’-3’) Température 

d’hybridation 

(Tm)  

Espèce 

Ghréline site A 

méthylé 

Sens GAG-TGT-TTA-TTT-GGA-ATG-

TTT-GGG-GA 

 

59°C Rat 

Anti-sens ACA-CAA-CTA-CAC-AAC-CTC-

AAA-AAC-G 

 

Rat 

Ghréline site A non 

méthylé 

Sens ACA-CAA-ACT-ACA-CAA-CCT-

CAA-AAA-CA 

 

59°C Rat 

Anti-sens GAG-TGT-TTA-TTT-GGA-ATG-

TTT-GGG-GA 

 

Rat 

Ghréline site B non 

méthylé 

Sens AGG-AAG-TTT-TGT-GTT-TGT-

TTA-TAT-TC 

 

60°C Rat 

Anti-sens CCC-CAC-CCA-AAA-ATA-ACC-TC 

 

Rat 

Ghréline site B 

méthylé 

Sens AGG-AAG-TTT-TGT-GTT-TGT-

TTA-TAT-TT 

 

60°C Rat 

Anti-sens CCC-CAC-CCA-AAA-ATA-ACC-TC 

 

Rat 

Ghréline Sens CCA-CAG-AAG-GAA-GCT-TTT-GC 

 

58°C Rat 

Anti-sens GGC-TTC-TTT-CCA-CCC-TTT-TC 

 

Rat 

Ghréline Bisulfité 

(Sites A et B) 

Sens TTA-TTT-GTT-AGT-TTA-TTA-TTA-

GAG-TTA-TAT-AAG-AGG 

 

50°C Rat 

Anti-sens AAA-CAA-AAC-CTA-ATA-TAC-

TAA-AAA-ACT-ATC-CA 

 

Rat 

Ghréline non 

Bisulfité 

(Sites A et B) 

Sens TCA-CCT-GCC-AGC-CCA-CCA-

CCA-GAG 

 

60°C Rat 

Anti-sens CGA-GGC-AGA-GCC-TGA-TGT-

GCT-G 

 

Rat 
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Résumé 

La mise en place du système nerveux central se fait à un stade précoce de la gestation et elle 

est suivie de sa maturation qui se poursuit après la naissance pour assurer le bon 

fonctionnement des circuits neuronaux. Une carence en nutriments donneurs de méthyles 

(vitamines B9/B12) pendant cette période entraîne des anomalies développementales, un 

retard de croissance et des troubles cognitifs permanents. Nous avons étudié dans un modèle 

de carence gestationnelle et postnatale chez le rat les conséquences potentielles sur le 

développement et la plasticité des réseaux hypothalamiques impliqués dans la régulation du 

comportement alimentaire et l’homéostasie énergétique. Nous avons également testé si une 

supplémentation maternelle en folate au cours de la période périnatale, cruciale pour la 

maturation cérébrale, peut réduire le retard de croissance associé à la carence. Les résultats 

ont montré que la carence durant la période gestationnelle poursuivie jusqu’au sevrage 

entraîne une perturbation de la mise en place des réseaux hypothalamiques et un défaut 

d’intégration des signaux métaboliques périphériques ainsi qu’une anomalie persistante de la 

muqueuse gastrique avec l’activation d’une réaction inflammatoire associée à une apoptose et 

un stress oxydant. Une supplémentation tardive en acide folique (3mg/kg/jour) s’est avérée 

bénéfique en inversant les effets de la carence. 

 

Mots clé : Folate, glande gastrique, homéostasie énergétique, hypothalamus, plasticité 

synaptique. 

  

Abstract 

The formation of the central nervous system occurs at an early stage of gestation and is 

followed by its maturation which continues after birth to ensure the proper functioning of 

neural circuits. Nutritional deficiency in methyl donors (B9/B12 vitamins) during this period 

leads to developmental abnormalities, growth retardation and persisting cognitive 

impairments. We investigated in a rat model of gestational deficiency the potential 

consequences on the development and plasticity of the hypothalamic networks involved in the 

regulation of eating behavior and energy homeostasis. We also tested whether maternal folate 

supplementation during the perinatal period, critical for brain maturation, may reduce the 

deficiency-associated growth retardation. The results showed that deficiency during the 

gestational period until weaning induces a disruption of the formation of the hypothalamic 

networks and a lack of integration of the peripheral metabolic signals as well as persisting 

abnormalities of the gastric mucosa with the activation of inflammation, apoptosis and 

oxidative stress. Late supplementation with folic acid (3 mg/kg/day) appeared to be beneficial 

and reversed the effects of deficiency. 

 

Key words: folate, gastric gland, energy homeostasis, hypothalamus, synaptic plasticity 
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