alvéolaires, récemment décrites [10],
semble responsable de la formation de
|ésions hyperplasiques et dysplasiques,
qui progressent vers la formation d’adé-
nomes puis d’adénocarcinomes [9]. Le
mécanisme exact par lequel p27%~ cause
I’amplification de cette population de
cellules souches reste inconnu pour le
moment, cependant, des données préli-
minaires suggérent une contribution de
la dérégulation de la voie de signalisa-
tion de RhoA par p27%-.

Ces nouvelles données fournissent
donc une explication potentielle pour
I’absence de mutations dans le gene
p27 associées aux tumeurs. En effet,
le mécanisme oncogénique lui-méme
pourrait éliminer la fonction suppres-
seur de tumeur (nucléaire) de p27, tout
en maintenant les fonctions oncogéni-

ques (cytoplasmiques) de la protéine
(Figure 1). La poursuite de I’étude de
ce modeéle de souris knock-in permet-
tra d’en découvrir plus sur les réles
oncogéniques de p27, et également de
déterminer les mécanismes qui régis-
sent le devenir des cellules souches
bronchio-alvéolaires et la tumorige-
nése dans le poumon. ¢

p27 : tumor suppressor and oncogene?
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Métabonomique et

cartographie génétique

Dominique Gauguier, Marc-Emmanuel Dumas

> ’étude des déterminants génétiques
des maladies complexes, particuliére-
ment le diabéte, I’obésité, I’hyperten-
sion artérielle et "asthme, connaft un
essor toujours croissant, qui refléete
I’augmentation de la prévalence de
ces maladies dans la population
générale. Leur succés incontesta-
ble est démontré par la localisation
chromosomique de nombreux locus
de prédisposition et, dans un nom-
bre de cas, I’identification des génes
responsables [1, 2, 14]. Ces études
illustrent le progres des technologies
de génotypage et, paradoxalement,
les difficultés du phénotypage des
patients et des contrdles qui, pour
des raisons éthiques ou pragmatiques,
emploie des traits pathologiques sou-
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vent simples, par exem-
ple "hyperglycémie ou
["hypertension.

Les outils de phénoty-
page a haut débit, parmi
lesquels les technologies
de génomique fonction-
nelle, permettant d’étu-
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dier la régulation de

I’expression du génome, peuvent jouer
un role prépondérant dans la caracté-
risation du contrdle génétique de mar-
queurs prédictifs de maladies comple-
xes. Le transcriptome a été appliqué
aux études de liaison génétique chez
I’homme et dans les modeéles animaux
[3], mais ’effet physiopathologique
de modifications transcriptionnelles
est difficile a établir. €n revanche, les

changements métaboliques qualitatifs
ou quantitatifs sont un reflet plus
direct d’une pathologie telle que le
diabete, dans laquelle le développe-
ment de I’hyperglycémie implique des
anomalies de I’expression de genes
dans de nombreux organes (pancréas
endocrine, foie, tissu adipeux, muscle)
que le transcriptome ne peut interroger
qu’individuellement.

ttp://www.medecinesciences.org ou http://dx.doi.org/10.1051/medsci/200723121091
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La « métabonomique »

produit des phénotypes métaboliques
utilisables en génétique quantitative
Dans une expérience typique de
métabonomique [4] (Figurel), la
spectroscopie de résonance magnéti-
que nucléaire (RMN) ou la spectros-
copie de masse produit des profils
métaboliques afin de mesurer sans
hypothése a priori les métabolites
de faible poids moléculaire dans des
échantillons biologiques. L'informa-
tion contenue dans ces spectres a
haute résolution est alors analysée
par des modéles chimiométriques!
afin d’identifier les molécules asso-
ciées aux caractéristiques physiopa-
thologiques ou a une réponse @ un
traitement [5, 6]. Uutilisation de ces
informations dans le contexte d’une
étude génétique revét une impor-
tance particuliére pour sélectionner
des marqueurs de prédisposition.

Ce type d’étude a été entrepris chez
des rats hybrides F2 aprés le croise-

!Le terme « chimiométrie » a été inventé par Svante Wold,
de I'université de Umed (Suéde). La chimiométrie est une
discipline de la chimie qui utilise des méthodes mathéma-
tiques et statistiques pour analyser des données chimiques
de maniére optimale. La chimiométrie s’est énormément
développée depuis I'avénement des ordinateurs dans la vie
quotidienne des chimistes.

ment de rats spontanément diabéti-
ques de la souche Goto-Kakizaki (GK)
et de contréles de la souche Brown
Norway (BN), qui montrent des diver-
gences phénotypiques importantes
[7]. Les spectres de RMN du plasma
sanguin de chacun des 123 rats F2 ont
été analysés de maniére a produire
38724 signaux quantitatifs a partir
du spectre de chaque animal pour
I’étude de liaison génétique.

Les analyses statistiques de liaison
génétique utilisant "approche des
« quantitative trait loci » (QTL) ont
identifié plus de 2000 QTL (LOD »3)
associés a des variations d’abon-
dance de métabolites (Figure 2) [7].
Des effets pléiotropiques, polygé-
niques ou épistatiques du contrdle
de certains QTL illustrent la com-
plexité des mécanismes de régula-
tion métabolique. Plus puissante que
la génétique du transcriptome qui
renseigne sur le taux de transcrits
de séquences connues, Iapproche
systématique de I’analyse des spec-
tres RMN offre Iavantage d’étendre
I’étude génétique a tous les métabo-
lites de ’échantillon. Linterprétation
moléculaire des signaux de RMN fait
appel a des méthodes chimiométri-
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Figure 1. Approche métabonomique classique. La métabonomique est une méthodologie
intégrant plusieurs techniques analytiques et statistiques afin de détecter des variations
liées a I’exposition @ une substance a partir d’échantillons biologiques analysés par RMN
ou par spectrométrie de masse. Aprés acquisition des spectres RMN caractérisant les
échantillons, les données des spectres (A) sont importées dans une base de données (B),
I"information spectrale est ensuite résumée a I’aide de modéles multidimensionnels tels que
I’analyse par composantes principales ou & I"aide d’arbres hiérarchiques (C), puis des mode-
les statistiques, tels que des réseaux de neurones, I"analyse discriminante, ou la régression
PLS (moindres carrés partiels), sont développés pour déterminer des biomarqueurs statisti-
quement significatifs (D) (d’aprés [4]).
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ques complexes qui ont permis de
proposer un ou plusieurs métabolites
pour chacun des 197 QTL les plus
significatifs (LOD > 4,3) [7].

Génes candidats pour

le contrdle de traits métabonomiques
Une fois effectuée I'annotation
métabolique des QTL, une relation
de cause a effet entre métabolites
et genes candidats au locus peut
étre recherchée grdce aux infor-
mations génomiques du QTL et aux
outils de génomique fonctionnelle
interrogeant d’autres niveaux d’ex-
pression des génes (transcriptome,
protéome). Le locus associé au signal
RMN &87.86 correspondant au ben-
zoate (87,86, LOD =13,7) (Figure 2)
contient plusieurs génes codant pour
des UDP-glucuronosyl transférases
qui conjuguent le benzoate en acide
glucuronique dans le foie. Des don-
nées de transcriptome hépatique et
de séquengage démontrent que I'ex-
pression tres réduite de I'un de ces
génes (Ugt2b) chez le rat GK, expli-
cable par la délétion d’une portion du
gene, peut rendre compte de I'accu-
mulation de benzoate identifiée par
liaison génétique [7]. Cette stratégie
est applicable aux autres QTL et les
modéles congéniques décrits plus
loin sont des outils efficaces de vali-
dation.

Influences métagénomiques

Un résultat important de I’étude
génétique du métabolome est la
détection de QTL pour des produits
du métabolisme bactérien [7], par
exemple le benzoate, dont les varia-
tions de concentration suggerent des
changements qualitatifs ou quan-
titatifs de la flore microbienne qui
ségrégent dans la population F2.
Les interactions symbiotiques entre
microflore intestinale et les méca-
nismes physiologiques et patholo-
giques chez les Mammiferes sont au
centre du concept de métagénome
et des interactions transgénomiques



[8]. Des études récentes suggerent
une relation entre la composition
de la flore microbienne et I'obésité
d’une part [9], et des anomalies
hépatiques de I’insulinorésistance
d’autre part [10]. Ces observations
soulignent I"importance de 'ana-
lyse exhaustive de signaux de spec-
tres RMN, de maniére a étendre le
champ d’investigations génétiques a
I’ensemble des métabolites présents
dans un échantillon biologique.

Validation des QTL métabonomiques

et impact physiopathologique
Lutilisation d’autres systéemes expé-
rimentaux est nécessaire pour valider
les résultats des études génétiques,
interpréter les signaux de RMN et, dans
le cas de co-localisation de QTL liés a
des métabolites et des traits physiopa-
thologiques (hyperglycémie, obésité)
[11, 12], tester impact possible de
la voie métabolique concernée sur ces

phénotypes. Les souches congéniques,
qui contiennent une région chromoso-
mique d’un QTL transférée d’une sou-
che sur un autre fond génétique, sont
des modeles de choix pour ces études
phénotypiques approfondies [13]. Des
expériences chez des souches congé-
niques, qui portent des QTL du rat GK
sur un fond génétique BN, confirment
la nature de métabolites associés a
des QTL détectés dans le croisement
F2 (glucose, glutamate, proline, tyro-
sine), et démontrent la robustesse de
la stratégie d’étude génétique de traits
métabonomiques. Uimpact de certaines
variations métaboliques surla patho-
logie diabétique reste a établir.

Conclusion

Les approches métabonomiques produi-
sent une masse considérable d’infor-
mations phénotypiques applicables a la
cartographie génétique. Leur utilisation
en génétique humaine dans des études

longitudinales de cas contrdles pourrait
mettre en évidence des biomarqueurs
prédictifs de I'apparition de maladies.
Dans cette optique, les atouts majeurs
des études métabonomiques sont leur
caractere non invasif, le volume impor-
tant de données interprétables sur cha-
que spectre RMN et la pertinence des
traits métaboliques pour des maladies
telles que le diabéte et I'obésité. €n
outre, cette approche ouvre des pers-
pectives importantes pour tester le fon-
dement génétique de mécanismes de
transgénomique et leur implication dans
des pathologies humaines. ¢

Genetic mapping of metabolic profiles:
genomic and metagenomic influences
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des OTL) (adaptée de [7]).
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Dépister la rupture de plaque:
réve ou réalité ?

Fabien Hyafil, Jean-Christophe Cornily, Zahi A. Fayad

> Malgré les progrés thérapeutiques
récents, les complications de I'athé-
rosclérose (infarctus du myocarde,
mort subite, accidents vasculaires
cérébraux) restent la premiére cause
de mortalité dans les pays industria-
lisés. L'athérosclérose se caractérise
par une infiltration progressive de
la paroi des artéres aboutissant au
développementde plaques constituées
d’un cceur athéromateux (mélange de
dépots lipidiques, nécrotiques et de
cellules inflammatoires) recouvert
d’une chape fibreuse. L’angiographie
permet d’évaluer les plaques d’athé-
rosclérose indirectement par le degré
de rétrécissement de la lumiére arté-
rielle qu’elles engendrent. Cette tech-
nique permet de détecter les rétré-
cissements critiques des artéres qui
entrainent un défaut de perfusion
des tissus myocardiques d’aval et, si
besoin, de les traiter par une dilata-
tion avec un ballon ou par un pontage
coronaire. En revanche, elle ne permet
pas de prédire le risque de survenue
d’un infarctus du myocarde chez un
patient. Une meilleure compréhen-
sion des mécanismes physiopatho-
logiques aboutissant a un infarctus
du myocarde a permis d’expliquer ce
paradoxe.

€n effet, de fagon similaire a un
abces, une plaque d’athérosclérose

M/Sn®° 12, vol. 23, décembre 2007

peut se rompre brutalement dans la
lumiére artérielle [1]. La mise en
contact du sang circulant avec le
ceeur athéromateux présent au sein
des plaques va provoquer la forma-
tion d’un thrombus pouvant occlure
I’artere et aboutir a un infarctus du
myocarde. Les plaques d’athérosclé-
rose rompues se caractérisent plus
par leur contenu biologique que par
le degré de rétrécissement artériel
qu’elles engendrent [2]. Les plaques
d’athérosclérose ayant les mémes
caractéristiques que ces plaques
rompues sont considérées comme des
plagues « a haut risque », suscepti-
bles de se rompre et d’engendrer un
infarctus du myocarde [3,9]. Ces
plaques « a haut risque » comportent
le plus souvent un volumineux noyau
athéromateux recouvert d’une fine
chape fibreuse qu’accompagne une
importante infiltration par des cel-
lules inflammatoires, principalement
des macrophages. Les macrophages
semblent jouer un réle important
dans la rupture des plaques et dans
la formation d’un thrombus [4]. €n
effet, ces cellules sécrétent d’im-
portantes quantités d’enzymes pro-
téolytiques capables de dégrader le
collagene formant la chape fibreuse,
ainsi que des facteurs pro-thrombo-
tiques favorisant la formation d’un

normoglycaemic Brown Norway and spontaneously
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49:2679-88.

13. Rogner UC, Avner P. Congenic mice: cutting tools for
complex immune disorders. Nat Rev Immunol 2003 ;
3:243-52.

14. Gilgamesh S, Kaprank JC. La compassion et le chacun-
pour-soi : deux volets d'un méme QTL. Med Sci (Paris) :
2007; 23 : 445-6.

F. Hyafil : Translational and Molecular
Imaging Institute, Mount Sinai School

of Medicine, One Gustave L. Levy Place,

New York, NY 10029, €tats-Unis. Inserm U698
et Assistance Publique-Hopitaux de Paris,
Département de Cardiologie, Hopital Bichat,
46, rue Henri Huchard, 75018 Paris, France.
J.C. Cornily : Département de Cardiologie,
CHU de la Cavale Blanche,

Boulevard Tanguy Prigent,

29609 Brest Cedex, France.

jean-christophe.cornily@chu-brest.fr

Z.A. Fayad : Translational and Molecular
Imaging Institute, Mount Sinai School
of Medicine, One Gustave L. Levy Place,
New York, Ny 10029, €tats-Unis.

thrombus en cas de rupture [5]. I
serait d’un intérét clinique majeur
de détecter par imagerie ces plaques
d’athérosclérose a haut risque évo-
lutif afin de pouvoir identifier plus
précocement les patients susceptibles
de développer un infarctus du myo-
carde [6].

Le scanner a rayons X est actuelle-
ment la seule technique d’imagerie
permettant d’atteindre les résolutions
spatiale et temporelle nécessaires a
I’imagerie des artéres coronaires, et de
détecter avec une précision croissante
les plaques d’athérosclérose coronai-
res [7]. Il s’agit maintenant d’identi-
fier, parmi ces plaques d’athérosclé-
rose, celles qui présentent un risque
de rupture. Les agents de contraste
conventionnels sont de petites molé-
cules solubles détectables au scan-
ner grdce a leur contenu en iode qui
absorbe les rayons X. Dans un travail
récemment publié [8], nous avons



