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Exposition aux basses fréquences (50Hz) et
leucémie chez I'enfant : I'épigénétique est-elle
impliquée ?

Résultats préliminaires issus du projet CLeMAnN
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Concept porté par le projet CLeMAnN
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Impact de I’exposition aux ELF-MF ?
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Conditions Expérimentales

1) Modele

6‘ Q ) 8 portées / série d’exposition

6 séries d’exposition .ﬂ
DBA2 X C57BI/6 BDF1 hybrides

WORK IN PROGRESS
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2) Systeme

d’exposition_ B—— l contrbles de
/ = 4 (m I'instabilité génétique
[ » e i 2
BBBBBBBB ‘ \ | "“w - +
 — 5 MNU (methylnitrosourée)
et
50 Hz- 1000 unT 8 h/J -5 j/semaine Males DBA2 irradiés aux

rayons X
De la conception (E0.5) a 8 semaines postnatal N ' /
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1) Dommages a I'’ADN

Hematopoietic
; stem cells
Platelets Répart|t|0n
Myeloid
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\ 2) Modification des |rset

marques épigénétiques

a) Effets Globaux dans le noyau

b) Modification des promoteurs de certains
génes cibles (ChlIP)
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Les marques épigénétiques

- ADN siege de I'information génétique de chaque individu

- Epigénétique = premiere étape de régulation de l'expression génétique
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Quelles modifications Epigénétiques ?

1) Modifications d’histones 2) Modifications de ’ADN

S5hmc

5mc
80HdG

Promoteur de genes actits - H3K4me3 <«—— MILL1
Promoteur de genes inactifs © H3K27me3 «— [/H2 & ASXL1
Promoteur de genes actifs © H3K79me <«—  DOTIL

Chromatine ouverte © H3K9ac
Chromatine fermée ¢ H3K9me

Chromatine fermée ¢ S5mc <+«— DNMT3A

Promoteur de génes actifs ¢ 5hmc «— TET2
& demethylation active

Dommage a '’ADN ¢ 80OHdG
Chromatine fermée ¢ H3K9me3

Exemple de mutations trouvées dans certaines types de leucémie et leurs associations avec des modifications épigénétiques
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Détection des marques épigénétique par immunofluorescence

Anticorps secondaire fluorescent

3
Moelle osseuse
issue de fémurs de Dépbts des
souris )
cellules dans des Anticorps primaire dirigé
Globulestfouges  plaques 96-puits contre les marques
épigénétiques Analyse d’'images a au-débit

* Analyse multiparamétrique (a raveugle)
1) Quantité d’ADN (intensité de Hoechst)
2) Quantification des marques épigénétiques (AC fluo) H
3) Morphologie du noyau (aire, forme, uniformité du marquage)

K 4) Analyse cellule a cellule (séparation de sous-populations possible)/

Contenu en Marque Fusion
ADN épigénétique des
Hoechst anti-H3K9ac images
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Effet de I'exposition sur la population cellulaire de moelle osseuse
1) Nombre de cellules 2) Quantité d’ADN 3) Aire du noyau 4) Forme du noyau
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o0 4 04 [
Pas de modification du nombre de cellules = Sham @ L=l

Pas d’apparition de leucémies dans les souris m Expo (50 Hz —1 mT)

traitées e
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Effets globaux de I'exposition sur les marques épigénétiques

Epigenetic mark studyed
1 400 000
Hoechst
0 intensity
0 1 000 000

Aspecific hinding Sous-populations cellulaires
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lymphocytes

2) Modifications de 'ADN

1) Modifications d’histone H3kome ﬂ%

H3K9me3 ©
ﬂo

H3K4me3
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H3K27me3
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Etude de la distribution des cellules

——e—— Souriceau de la portée # 1
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% de la population cellulaire

Intensité de Fluorescence (U.A.)

H3K9me3
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Etude de la distribution des cellules

——e— Souriceau de la portée # 1
1 ——e— Souriceau de la portée # 2
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Etude de la distribution des cellules

——e— Souriceau de la portée # 1

1 ——e— Souriceau de la portée # 2

Se Souriceau de la portée # 3
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% de la population cellulaire

Intensité de Fluorescence (U.A.)

H3K9me3
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Etude de la distribution des cellules

——e— Souriceau de la portée # 1
1 ——ao— Souriceau de la portée # 2
Souriceau de la portée # 3
Souriceau de la portée # 4
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Etude de la distribution des cellules

——e— Souriceau de la portée # 1
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Souriceau de la portée # 3
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Controle positif — Traitement au MNU
i Le t.raltement au MNU diminue i Le traitement au MNU augmente
Décalage |e signal des marques de Décalage le signal des marques de

= — chromatine fermee = chromatine ouverte
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Effet de I'exposition sur les marques de chromatine actives

H3K9ac 5-hmC
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Effet de I'exposition sur les marques de chromatine inactives
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Effet de I'exposition sur I'oxydation de I’ADN

, _ % de cellules ayant une faible intensité de marquage/ échantillon
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Conclusions & perspectives

- Les données de 10 marques épigénétiques sur 225 animaux ont été collectés
- Cela correspond a plus de 108 800 photos contenant entre 20 - 50 cellules chacune.
- Soit 5 millions de données de fluorescence a analyser

=>» Les résultats finaux sont attendus pour la fin de 2017

- Les effets de I'exposition sur 'oxydation de 'ADN doivent étre confirmés sur les autres séries.

- Lexposition seule ne modifie pas globalement les marques épigénétiques
-> nous devons encore vérifier ces résultats dans les différentes sous-populations cellulaires
(lymphocytes vs granulocytes)

-> analyser 'uniformité du signal
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Questions ?
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ATTENTION!
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