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Conséquences de I'hyperglycémie

O Hyperglycémie a des conséguences physiologiques:
O Hyperinsulinémie

O Stimule/réprime la franscription

O Hyperglycémie a des conséguences physiopathologiques:
O Insuffisance rénale
O Réfinopathie
O Artériopathie

O Gangrenes des extrémités...

O Hyperglycémie a des effefts
O Alongterme

O Durables : mémoire métabolique



Mémoire metaboligue

O = perturbation précoce et fransitoire de la glycéeémie ayant des
conseqguences durables méme apres retour a I'état «normaly.
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> Hypothése : Role des marques épigénétiques dans le maintien de
cefte mémoire métabolique.



Epigénétique

O = tout changement d'activité du génome, sans changement de
la séquence d'ADN et héritable au cours des divisions cellulaires.

7
<[> DNA methylation
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5D

Nucleosom

Lovregi¢ et al. 2013



La méthylation de I' ADN

O Addition covalente d'un groupement méthyle sur le carbone 5 d'une
cytosine

O Réaction catalysée parles DNA methyltransferases (DNMTs):
O DNMTI
O DNMT3...



La méthylation de I' ADN

O Addition covalente d'un groupement méthyle sur le carbone 5 d'une
cytosine

O Réaction catalysée parles DNA methyltransferases (DNMTs):
O DNMTI

O DNMTS...

O Démethylation active co’rolysée par les pro’réines TETs

C 5hmC 5CaC

HO
N 2T JET TET,
cr

Thymme TDG TDG

TDG ou MBD4

Excision / réparation
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Modele de mémoire métabolique

O Zebrafish

O Hyperglycémie induite par la streptozocin

O Zebrafish capable de régénérer des cellules 8 pancréatiques
apres I'arrét de la streptozocin

Contréles Streptozocin

day0

dayl14

Olsen et al. 2012




Modele de mémoire métaboligue

O Complications : rétinopathie, néphropathie, mauvaise
regénération de la nageoire caudale

O Mesure de la méthylation et mémoire métabolique :

Olsen et al. 2012



Modele de mémoire métaboligue

O Complications : rétinopathie, néphropathie, mauvaise
regénération de la nageoire caudale

O Mesure de la méthylation et mémoire métabolique :
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Association glycemie/méthylation

O Chezles diabétiques de type 2
O Dans le sang des patients

Florath et al. 2015
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Association glycemie/méthylation
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Complexité ¢

O Le diabete de type 2...

Hyperglycémie

Flévation des triglycérides plasmatiques
Diminution du taux HDL-cholesterol
Elévation des protéines de I'inflammation
Elévation de I'uricémie

Elévation de I'homocystéinimie
Modification du profil hormonal (SHBG)
Obésité...



Complexité ¢

O Le diabete de type 2...

O Hyperglycémie
Flévation des triglycérides plasmatiques
Diminution du taux HDL-cholesterol
Elévation des protéines de I'inflammation
Elévation de I'uricémie
Elévation de I'homocystéinimie
Modification du profil hormonal (SHBG)
Obésite...

Qui fait quoi ¢
Quel est I'impact de I'hyperglycémie ¢
Cause ou conseguence ¢



Modele cellulaire ; BTC3

O Conditions :
O Hyperglycémie pendant 10} (25mM)
O Normoglycémie pendant 10j (5mM)
O 5-aza-2-deoxycytidine pendant 10j

Cellules en culture (F25)

n AnOlyseS : Glucose 5mM i i Normoglycémie .
O Méthylome = puce Nimbelgen L
Hyperglycémie .

—
O Transcriptome = puce Affymetrix S /

Glucose 25mM

Glucose 25mM

Glucose 5mM

Tros et al. 2014



Modele cellulaire : BTC3

173 genes différentiellement méthylés en
réponse au glucose (p<0.05)

> Enrichissement de la voie « cell death
and survival » p=1.104

1612 genes différentiellement exprimés en
réponse au glucose (p<0.05)

» Régulation par le facteur PDX-1

20



Modele cellulaire : BTC3

173 genes différentiellement méthylés en 1612 genes différentiellement exprimés en

réponse au glucose (p<0.05)

14 genes dont I'expression et la méthylation
sont modifiées en réponse au glucose

Table 3. List of the 14 genes showing both a DNA methylation
and gene expression changes in response to hyperglycemia.

Methylation Expression
Fold Fold
LG mean HG mean change  change
Gene methylation  methylation ~ HG/LG 5-aza-dC/LG
Pp2ac 0.20 0.16 1.1 1.4
Cish 0.16 0.13 —-1.2 -
Gpri2 0.10 0.12 —1.2 -
Htr2a 0.21 0.18 —-1.3 -
Sntg2 0.24 0.20 —1.1 1.2
Slc25a25  0.20 0.31 1.2 -
Bspry 0.17 0.20 1.1 -
Tle2 0.18 0.16 —1.1 -
Btbd10 0.24 0.31 1.2 -
Crygs 0.38 0.29 1.2 -
Olfr810 0.61 0.54 -1.3 -
Tm6sf2 0.15 0.18 —1.1 -
Naalad2 0.29 0.23 1.2 -
Rbm3 0.1 0.12 —1.1 —-1.4

réponse au glucose (p<0.05)

Tros et al. 2014
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Modele cellulaire : BTC3

173 genes différentiellement méthylés en 1612 genes différentiellement exprimés en
réponse au glucose (p<0.05) réponse au glucose (p<0.05)
. _J
Y

14 genes dont I'expression et la méthylation
sont modifiées en réponse au glucose

Traitement des cellules a la 5-aza-dC ——\

\ 4

3 genes dont la méthylation régule
I'expression du gene

B-cell of the pancreas

PPZGC * Kinases
Rbm3 /" H N\
S n f g 2 Isnt(i:r:.el:is;hat / Substrates (?)

—> —>
Insulin secretion *PP2A

@& *Insulin

secretion

Parameswara et al. 2005
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Modele cellulaire : BTC3

173 genes différentiellement méthylés en 1612 genes différentiellement exprimés en
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14 genes dont I'expression et la méthylation
sont modifiées en réponse au glucose

Traitement des cellules a la 5-aza-dC

3 genes dont la méthylation régule
I'expression du gene

1 géne dont la méthylation régule I'expression du gene et dont la méthylation et I'expression sont
modifiées en réponse au glucose = PP2AC (methylation |, expression )

Validation des résultats de méthylation au pyroséquenceur et de |'expression en RT-gPCR
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173 genes différentiellement méthylés en 1612 genes différentiellement exprimés en
réponse au glucose (p<0.05) réponse au glucose (p<0.05)

14 genes dont I'expression et la méthylation
sont modifiées en réponse au glucose

Traitement des cellules a la 5-aza-dC

3 genes dont la méthylation régule
I'expression du gene

1 géne dont la méthylation régule I'expression du gene et dont la méthylation et I'expression sont
modifiées en réponse au glucose = PP2AC (methylation l , expression T )

Validation des résultats de méthylation au pyroséquenceur et de |'expression en RT-gPCR

Etude de la méthylation du gene PP2AC chez des patients diabétiques comparés au contrdles et mises
en évidence d'une hypométhylation du gene chez les diabétiques



Mécanismes

Comment I'hyperglycémie peut-elle
modifier la méthylation de I"TADN 2




Méthylation de I'ADN

O Addition covalente d'un groupement méethyle sur le carbone 5
d’'une cytosine

NH, CH, NH,
N N
cv O ol

Cytosine Cytosine méthylée



DNMTSs
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Méthylation de I'ADN

O Addition covalente d'un groupement méethyle sur le carbone 5
d’'une cytosine

SAM SAH
NH, CH, NH,
N N
cv O ol

Cytosine Cytosine méthylée



Les groupements méthyles
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Groupements méthyles et Glucose

O Cellules HepG2 +/- 300mg/dl de glucose pendant 3 jours

glucoseﬁ

Methionine MAT actiVity

THF glucoscﬁ/v

\increased 58%
( remethylation flux ﬁ

increased 4% adoMet

9% in low met increased 23%

5,10-CH,THF DNA

K‘ Hey
doH
5-CH,-THF " adotcy
CB

s |

adenosine
cystathionine

l CTH

glucose ﬁ cysteine decreased 12%

DNMT activity
increased 58%

CH,-DNA

Chiang et al. 2009
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Groupements méthyles et Glucose

Folate
Methlonlne
v
SAM (P
DNA
BHI\/IT
Betalne
Chollne ?
MIHFR Homocystelne CH3-DNA

|

|

|

I

|

|
Brasacchio et al. 2009 CASI
Chiang et al. 2009 |
Liu et al. 2007 I
Ratnam et al. 2007 : GlUCOSG

|

Ratnam et al. 2006

Wijekoon et al. 2005

Nieman et al. 2004 +
Fonseca et al. 2000 ]
Jacobs et al. 1998 Cysteine
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Méthylation de I'ADN

O Déméthylation de I'ADN via les protéines TET

SAM SAH
NH, \< ; CH, NH,
N - N
TET
cv O ol

Cytosine Cytosine méthylée

32



TETS

O Fe(ll)/ a-ketoglutarate-dependant oxygenase family

a-ketoglutarate (aKG)
o Q
— o
o =
ATO’
ab Wo
4]
to N-oxalylglysine (NOG)
o ) )
succinate >— o
o w—
o

Processive

Hashimoto et al. 2014
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Méthylation de I'ADN

O Déméthylation de I'ADN via les protéines TET

SAM SAH
NH, CH, NH,
N N
TET
cv O ol
Fe(ll) Fe(ll)
Cytosine CO, O, Cytosine méthylée

Succinic acid aKG



TET et glucose
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Meier, 2013
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Mutants du cycle de Krebs et méthylation

B CHOLANGIO IDH-MUT
[0 CHOLANGIO IDH-WT
[ GLIOMA IDH-MUT

[0 GLIOMA IDH-WT

B GIST dSDH

[ GIST KINASE

M PGL dSDH

[ PGL KINASE/BENIGN
[l CHONDROSARC IDH-MUT el

[0 CHONDROSARC IDH-WT i [J KREBS WT TUMOR 4 ;
I BENIGN REFERENCE TISSUES <o (@ REFERENCE TISSUE i dui s ) e ‘ﬂ‘d}-‘-"@ ‘ﬁ_&%@‘{%

Waterfall et al. 2014
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Le stress oxydant et la méthylation

O L'hyperglycémie chronique créer un stress oxydant

ROS

MmC-G MC-8oxoG

MmC-G 3_ hmCG

» L'hyperglycemie peut modifier la méthylation de I’ADN via les ROS
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Le stress oxydant et la méthylation

O L'hyperglycémie chronique créer un stress oxydant

ROS

MC-G mC—8OXO&MBP

Cystathionine ae
MC-G 3_ th%MBP P

Transsulfuration| CYSt + aKG
pathway

GSH

M

GSSG

Ortega Avila et al. 2014

» L'hyperglycemie peut modifier la méthylation de I’ADN via les ROS
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Conclusion

O L'hyperglycéeémie modifie la méthylation de I'ADN via
O Une augmentation de I'activité des DNMTs

O Une modulation de I'activité des enzymes du métabolisme
carboné

O Une disponibilité des cofacteurs et cosubstrats des protéines TET

O La production d'especes réactives de I'oxygene

O Ses effets ne sont pas directionnels car I'hyperglycémie joue a la
fois sur la méthylation et sur la déméthylation de I'ADN

O La relatfion inverse est vraie eégalement

40
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