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Résumeé

La vitamine D est une hormone liposoluble, qui intervient dans de nombreux processus
physiologiques et dont I'action pléiotropique s’exerce dans divers tissus. Ainsi, le lien entre la
vitamine D et le tissu adipeux, son principal site de stockage, a fortement été documenté. De
méme, il ressort que linsuffisance en vitamine D est associée a des altérations du
métabolisme et de I'obésité. De plus, la vitamine D participe a la formation du cceur, ainsi des
cas de déficience en vitamine D ont été associés a des altérations de la morphologie du cceur
et de son fonctionnement. L’environnement in utero est un facteur crucial pour assurer le
développement normal du foetus, mais il participe également a la susceptibilité a développer
des maladies métaboliques et cardiaques tout au long de la vie. Or, la déficience en vitamine
D est devenu un probleme de santé publique mondiale, notamment pour les femmes
enceintes, allaitant et en age de procréer. Ces femmes exposent ainsi leur enfant a naitre a
des taux inadéquats en vitamine D. Dans ce contexte, cette thése a pour objectif de mettre en
lumiere les interactions existantes entre la déficience maternelle en vitamine D et la

programmation du devenir métabolique et cardiaque de la descendance.

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés a I'impact d’'une carence maternelle
en vitamine D sur le métabolisme énergétique de la descendance. Dés I'age de 5 semaines,
on a observé que 'homéostasie énergétique et le poids de la descendance issue de méres
carencees étaient altérés de maniére sexe-dépendant. A I'dge adulte, une alimentation
obésogéne combinée a la carence maternelle en vitamine D, altérait le métabolisme général
de la descendance male (avec une augmentation de la glycémie, de l'insulinémie, de I'insulino-
résistance) et promouvait le phénotype obése (augmentation de la masse grasse). De telles
différences n’étaient pas observées chez la descendance femelle. Cela pourrait s’expliquer
par des modulations différentielles des taux circulants d’estradiol chez les femelles. De
maniére générale, ces modifications métaboliques s’accompagnaient de modifications du
transcriptome de la descendance au niveau du tissu adipeux. La carence maternelle en
vitamine D module donc le devenir métabolique de la descendance, dans des proportions qui
sont amplifiées, lorsque celle-ci est exposée a une alimentation obésogéne au cours de sa

vie.
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Ensuite, nous avons étudié l'impact de la carence maternelle en vitamine D sur la
cardiogenése de la descendance, via des mécanismes impliquant le récepteur a la vitamine D
(VDR) et observé les effets a long terme. Chez les embryons (a 16,5 jours de développement),
la carence maternelle induisait une hypertrophie ventriculaire gauche et modulait le
transcriptome cardiaque des embryons, notamment en modulant I'expression de facteurs de
transcriptions tels que Thx5, Gata4, Myl2 et aussi le Vdr. De telles modifications semblait étre
liées, a un enrichissement différentiel en VDR des régions régulatrices de génes et en
particulier au niveau de la boucle chromatinienne incluant Tbx3 et Tbx5 chez des ventricules
gauches d’embryons issus de meres carencées. La morphologie et le fonctionnement du
ceeur, étaient également altérés chez la descendance adulte, a 'age de 2 mois avec un
épaississement ventriculaire gauche et une augmentation de la fraction de raccourcissement,
puis a 'age de 6 mois, avec une décompensation du ventricule gauche. La carence maternelle
en vitamine D altére donc le développement cardiaque du foetus en développement et induit

des altérations cardiaques jusqu’a I'age adulte.
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Abstract

Vitamin D is a fat-soluble hormone, which is involved in many physiological processes and its
pleiotropic action takes place in various tissues. Thus, the association between vitamin D and
adipose tissue, its main storage site, is well documented. Also, vitamin D insufficiency is
associated with impaired metabolism and obesity. Moreover, vitamin D participates to the
cardiogenesis and vitamin D deficiency is associated with cardiac defects. In utero
environment is crucial to ensure normal development of the foetus and to prevent any
metabolic and cardiac diseases throughout the whole life. However, vitamin D deficiency has
become a global public health issue, notably for childbearing age, breastfeeding and pregnant
women. These women expose their unborn child to inadequate levels of vitamin D. In this
context, the objective of this thesis is to highlight the interactions existing between maternal

vitamin D deficiency and the potential programming of cardio-metabolic fate of the offspring.

First, we investigated the impact of maternal vitamin D deficiency on the energy metabolism
of the offspring. At. 5 weeks of age, the energetic homeostasis and the weight of the offspring
from deficient mother were sex-dependently altered. In adulthood, an obesogenic diet
combined with maternal vitamin D deficiency, modified the metabolism of the male offspring
(with increased glycemia, insulinemia, insulin resistance) and promoted the obesogenic
phenotype (increased fat pad). This could be explained by differential modulations of
circulating levels of estradiol in females. These metabolic changes were associated with
transcriptome modifications in adipose tissue. The maternal vitamin D deficiency modulates
metabolic fate of the offspring, in exacerbated proportions, when the offspring was exposed to

obesogenic diet during adulthood.

Then, we studied the impact of maternal vitamin D deficiency on cardiogenesis of the offspring
by mechanisms involving the vitamin D receptor (VDR) and observed long-term effects. In
embryos (at 16,5 days of development) maternal vitamin D deficiency induced left ventricular
hypertrophy and modulated the cardiac transcriptome of embryos, notably by modulating the
expression of transcription factors such as Tbx5, Gata4, Myl2 and also the Vdr. Such
modifications seemed to be related to a differential enrichment in VDR of regulatory regions of
these genes and more specifically in the chromatin loop including Thx3 and Tbx5 of embryos
from deficient mothers. Also, the morphology and cardiac function were altered in the adult
offspring, at 2 months of age, with left ventricular hypertrophy and increased fractional
shortening. The 6-months-old offspring presented a decompensation and in turn failing left
ventricle. Thus, maternal vitamin D deficiency impairs the cardiac development of the foetus

and programs cardiac outcomes in adulthood.
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1. La vitamine D

1.1 Découverte de la vitamine D

Lors de sa découverte, la vitamine D (VD) a été associée a une maladie, le rachitisme, qui
touchait les enfants issus de régions pauvres et faiblement ensoleillées et pour lesquels le
squelette était faiblement minéralisé et déformé. Des 1919, Sir Edward Mellanby (Mellanby
1976) montre chez des beagles I'effet antirachitique de I'huile de foie de morue, puis en 1922,
McCollum nommera la substance antirachitique contenue dans [l'huile: la vitamine D
(McCollum 1922). C’est finalement en 1928, que le chimiste allemand Adolf Windaus élucide
la structure de la vitamine D et isole la vitamine D2, d’origine végétale (ergocalciférol), de la

vitamine D3, d’origine animale (cholécalciférol).

La vitamine D appartient & la famille des stérols au méme titre que le cholestérol, et plus
particulierement a la sous-classe des sécostéroides. On la retrouve sous 6 principales formes
dans l'organisme (Figure 1) : I'ergocalciférol, le cholécalciférol (forme native et majoritaire), la
25-hydroxyvitamine D2 et D3 (25(0OH)D2, 25(0OH)D3) ou calcidiol (forme circulante) et la 1,25-
dihydroxyvitamine D2 et D3 (1,25(0H).D2, 1,25(0OH).D3) ou calcitriol (forme active). La

vitamine D est le plus souvent stockée sous forme de cholécalciférol ou de calcidiol.

CHy  HO CH, cH CHs  HO CHy
S CHg
| CHs
I
HO™ HO™ OH
Ergocalciférol 25-hydroxyvitamine D2 1,25-hydroxyvitamine D2

CHs  HO GHg
CHs

Cholécalciférol 25-hydroxyvitamine D3 1,25-hydroxyvitamine D3

Figure 1 : Structure des différentes formes de la vitamine D

(Adapté de Landrier, Marcotorchino, and Tourniaire 2012)
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Le terme « vitamine », c’est-a-dire produit « vital » que I'organisme ne peut pas produire, est
inapproprié pour la vitamine D. Contrairement aux autres vitamines, elle a une double origine :

endogeéne via I'exposition de la peau a I'ensoleillement et exogéene via I'apport alimentaire.

1.2 Sources de vitamine D

La synthese endogéne de la vitamine D est initiée au niveau de I'épiderme qui peut la produire
en grande quantité, aprés une exposition aux rayonnements ultraviolets B (UVB) fournis par
I'ensoleillement a une longueur d’'onde de 290-315 nm (Holick 2016). Elle est réalisée a partir
du 7-déhydrocholestérol, un intermédiaire de synthése du cholestérol, présent dans les
membranes des cellules du derme et de I'épiderme (B. Lehmann and Meurer 2010). L’énergie
fournie par les rayons UVB permet sa transformation en pré-vitamine D3, elle-méme
rapidement convertie, en quelques heures, sous l'effet de la chaleur en vitamine D3, libérée
dans la circulation sanguine. Classiquement, on considére que 80-90 % de la vitamine D
présente dans l'organisme provient de I'exposition solaire (Holick 2008). Une exposition
quotidienne de 7 a 30 minutes, des mains, bras et visage, est recommandée pour maintenir
des niveaux suffisants en 25(OH)D en termes de santé osseuse (Bouillon 2017). L'apport
endogéne est cependant largement remis en cause et des recommandations nutritionnelles

sont nécessaires pour un apport suffisant en vitamine D.

La vitamine D peut également étre apportée par I'alimentation sous la forme de vitamine D2
(ergocalciférol), d’origine végétale, ou de vitamine D3 (cholécalciférol), d’origine animale, mais
son absorption est lente, environ 40% sur 12 heures. Les formes D2 et D3 sont liposolubles
et relativement stables a la chaleur. Peu d’aliments contiennent de la vitamine D3, on la
retrouve essentiellement dans les huiles de foie de poissons, dans certains poissons gras,
dans le jaune d’ceuf ou encore dans des aliments enrichis dans la limite de 1.25ug/100g
(Tableau 1). La vitamine D2 est retrouvée majoritairement dans les champignons (Cardwell et
al. 2018).
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Aliments

Vitamine D3 (en ug / 1009)

Vitamine D3 en (Ul / 1009)

Viandes, ceufs, poissons

Huile de foie de morue 250 10 000
Chinchard 41 - 48 1640 — 1920
Hareng, Saumon 8-22 320 - 880
Thon, Maquereau, Sardine, 7-10 280 - 400
Anchois
Foie de veau 2.5 100
Jaune d’ceuf 2.1 84
Fruits, légumes, légumineuses
et oléagineux
Cacahuete ou Arachide 10.3 412
Champignon (cepe, morille, girolle) 3.1-53 124 - 212
Laits et produits laitiers
Fromage a pate molle allégée 13 15 600
%MG
Spécialité laitieres type encas 2.4 96
Yaourt enrichis en VD 1.4 56
Beurre 1.1 44

Tableau 1 : Principales sources alimentaires de vitamine D3 (1ug = 40 Ul)

(D’aprés la table du Centre d’informations sur la qualité des aliments, Ciqual, 2017)

Un parameétre largement sous-estimé dans le calcul des apports alimentaires en vitamine D

est la contribution de la 25(OH)D, naturellement présente dans les aliments. En effet, cette

derniére n’est jamais prise en compte dans le calcul des apports exogénes de vitamine D.

Pourtant ce métabolite est présent en quantité variable mais non négligeable dans un grand

nombre d’aliments de consommation courante (Ovesen, Brot, and Jakobsen 2003; Schmid

and Walther 2013). De plus, il semble que I'absorption de la 25(OH)D soit plus efficace que

celle de la vitamine D (Desmarchelier et al. 2017). Toutefois la contribution réelle de cette

molécule dans le maintien des taux plasmatiques, notamment chez 'Homme, n’est pas

completement établie et devra faire I'objet d’études approfondies (Ovesen, Brot, and Jakobsen

2003), afin d’en tenir éventuellement compte dans les calculs d’apports vitaminiques.
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1.3 Métabolisme de la vitamine D

La vitamine D d’origine alimentaire est incorporée dans les micelles mixtes et absorbée dans
la partie proximale de l'intestin gréle. Ce processus d’absorption a longtemps été considéré
comme exclusivement passif jusqu’a la mise en évidence de I'implication de transporteurs du
cholestérol. Ainsi, Cluster of Differentiation 36 (CD36), Niemann-Pick C1-Like 1 (NPC1L1) et
Scavenger Receptor class B type 1 (SR-B1) vont également participer a I'absorption de la
vitamine D (Reboul et al. 2011). Apres son absorption, son transport plasmatique semble étre
majoritairement dépendant de son incorporation dans les chylomicrons, au sein desquels la
vitamine D est veéhiculée jusqu'au foie. Les vitamines D2 et D3 ont un métabolisme
sensiblement identique et dépendant des mémes complexes enzymatiques chez ’lHomme. La
vitamine D néosynthétisée semble étre trés majoritairement liée a la Vitamin D Binding Protein
(VDBP) (Haddad et al., 1993). Cette protéine lie a la fois la vitamine D mais aussi ces
métabolites (25(OH)D et 1,25(0OH).D).

Aprés transport dans la circulation sanguine, liée aux chylomicrons ou a la VDBP, la vitamine
D est captée au niveau hépatique et hydroxylée sur le carbone 25 pour former la 25-
hydroxyvitamine D (25(OH)D) (Figure 2) dont la demi-vie est relativement longue (3 a 4
semaines) et la concentration plasmatique moyenne comprise entre 20 et 50 ng/mL (50 a 125
nmol/L). Plusieurs enzymes sont capables de catalyser cette réaction chez 'Homme et la
souris comme la CYP2R1, CYP27A1, CYP3A4 (ou CYP3A11 chez la souris) et CYP2J2 (ou
CYP2J6 chez la souris) (Schuster, 2011). Elles appartiennent a la famille des cytochromes
P450 et ont une localisation mitochondriale (CYP27A1) ou microsomale (CYP2R1, CYP2J2 et
CYP3A4). De récents travaux révelent que CYP2R1 semble étre 'enzyme clef de la réaction
de 25-hydroxylation de la vitamine D (Zeng et al., 2013). De plus, cette étape hépatique de
25-hydroxylation semble étre tres peu régulée (Girgis et al., 2013).

La 25(OH)D circulante dans le sang, ainsi que la 1,25(0OH).D, sont majoritairement liées a la
VDBP (environ 88% de la 25(OH)D totale présente dans le plasma) (Bikle et al., 1986), a
'albumine (10-15%) ou sous forme libre (1%) (Bikle et al., 1986). Il est important de souligner
gue la plupart des cellules sont capables de produire la 25-hydroxyvitamine D et la 1,25-

dihydroxyvitamine D pour leurs besoins propres.
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Le complexe 25(OH)D-VDBP est endocyté par un complexe faisant intervenir les protéines
meégaline, cubuline, amniloless et disabled au niveau des cellules du tubule proximal du rein.
Une fois dans la cellule rénale, la VDBP est dégradée dans le lysosome et la 25(0OH)D libérée
dans le cytosol de la cellule. Cette 25(OH)D est soit réexcrétée dans le sang, soit hydroxylée
en position 1 dans la mitochondrie, aboutissant ainsi a la synthése de la 1,25-
dihydroxyvitamine D (1,25(OH):D) ou calcitriol, considérée comme la principale forme active
de la vitamine D (Dusso et al., 2005). Cette hydroxylation en position 1 est assurée par le
cytochrome P450 27B1 (CYP27B1) (Schuster, 2011). L’activitt du CYP27B1 est trés
étroitement régulée par différents parametres du métabolisme phosphocalcique. Elle est
principalement stimulée par la parathormone (PTH) et une calcémie basse, tandis qu’elle est
inhibée par le Fibroblast Growth Factor 23 (FGF23) et la concentration circulante de
1,25(0H);D, selon un mécanisme classique de rétrocontrdle négatif. La demi-vie de la
1,25(0OH);D est tres courte (environ 4 heures) et sa concentration est mille fois inférieure a
celle de la 25(0OH)D. Les divers mécanismes d’action de la 1,25(0OH).D (effets génomiques,
non génomique et épigénétiques) seront développés dans le paragraphe 1.9.

Enfin, le métabolisme de la vitamine D est autorégulé via une voie d’inactivation (Schuster,
2011). Le calcitriol induit I'expression de la 24-hydroxylase (CYP24A1l) qui convertit la
25(0OH)D et la 1,25(0OH).D en métabolites inactifs (24,25(0OH).D et 1,24,25(0OH)sD) (Holick
2007)
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Figure 2 : Métabolisme général de la vitamine D.

Noyau cellulaire

La vitamine D provient de I'alimentation, mais principalement de I'exposition aux UVB qui
entrainent au niveau de I'’épiderme la conversion du 7-déhydrocholestérol en vitamine D3
native. La vitamine D native subit une 25- puis une 1a-hydroxylation pour devenir
biologiquement active, respectivement au niveau du foie puis du rein. Le métabolisme de la
vitamine D est autorégulé via une voie d’inactivation impliquant la CYP24A1. Le calcitriol
exerce ses effets en se liant a un récepteur spécifique appelé Vitamin D Receptor (VDR). Le
complexe VDR-1,25(0OH).D est transloqué dans le noyau de la cellule ou il s’associe au
récepteur de I'acide rétinoique, le Retinoid x Receptor (RXR). L’hétérodimére RXR-VDR en
présence de ligand se lie a 'ADN en des sites appelés éléments de réponse a la vitamine D
(VDRE), dans les régions promotrices des génes dont I'expression est ainsi activée ou
réprimee.
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1.4 Sites de stockage de la vitamine D

La vitamine D est principalement stockée au niveau du tissu adipeux, sous forme native
(cholécalciférol) ou sous forme de 25(OH)D ainsi que dans le muscle (Tableau 2) (Heaney et
al. 2009; Landrier, Marcotorchino, and Tourniaire 2012).

Le tissu adipeux viscéral contient 20% de plus de vitamine D que le tissu adipeux sous cutané
(Beckman et al.,, 2013). De plus, 65% de la forme totale de vitamine D présente dans
'organisme est sous forme de vitamine D3 (73% et 16% au niveau du tissu adipeux et du
muscle, respectivement). En ce qui concerne la forme 25(OH)D, on en trouve 34% dans le
tissu adipeux, 30% dans le sérum et 20% dans le muscle.

Tissus Vitamine D (Ul) 25(0OH)D (UI) Total (Ul)
Tissu adipeux 6960 1763 8723
Muscle 1527 1055 2581
Foie 168 214 382
Sérum 271 1559 1830
Autre 571 578 1149
Total 9426 5169 14665

Tableau 2 : Principaux sites de stockage de la vitamine D
(D’aprés (Heaney et al. 2009))

1.5 Apports recommandeés et consommation de VD en France

Depuis 2017, 'ANSES (Agence nationale de sécurité sanitaire de [I'alimentation, de
'environnement et du travail) utilise la nouvelle appellation « Référence nutritionnelle pour la
population » (RNP) pour définir les apports journaliers recommandés en nutriments. La RNP
en vitamine D a été fixée en considérant que la synthése endogéne cutanée était nulle, afin
de couvrir le besoin nutritionnel de la quasi-totalité de la population francaise, sans distinction
géographigue, ou socio-économique. La définition du « besoin nutritionnel » est large, mais
'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) (WHO/FAO, 2003) considere qu'’il correspond a
« la quantité minimale d’un nutriment devant étre consommeé par un individu pour favoriser sa
bonne santé » et dans le cadre d’'un micronutriment, il est défini comme « le niveau d’apport
qui satisfait un critére d’adéquation, diminuant ainsi le risque d’insuffisance ou d’exces
d’apport ». Fixer la RNP de la vitamine D en considérant que la synthése endogene via

exposition solaire est absente est une hypothése extréme.
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Elle a cependant été retenue car il est difficile d’estimer le niveau de synthése endogene de la

population, qui peut étre variable selon les individus.

Les valeurs de RNP en vitamine D suivent les Valeurs Nutritionnelles de Référence (VNR) de
l'autorité européenne de sécurité des aliments (EFSA). Elles sont fixée a 15 ug/jour (600 UI/
jour) pour les adultes et 10 pg/jour pour les nourrissons (Turck et al. 2016) (Tableau 3).
L’EFSA a établi ces valeurs seuils d’apport en vitamine D afin d'améliorer la santé musculaire
et osseuse mais n'a pas tenu compte d'autres bénéfices supposés de la vitamine D comme
les maladies cardiovasculaires et cancers. Selon I'EFSA, cet apport permet a presque tous les
européens d’atteindre un taux sanguin minimum de 20 ng/mL (équivalent & 50 nmol/L) en
25(0OH)D.

Tranches d’age RNP (ug/jour) RNP (Ul/jour)
Nourrisson (7 — 11 mois) 10 400
Enfant (1 - 17 ans) 15 600
Adulte (Homme et Femme) 15 600
Femmes enceintes et allaitantes 15 600

Tableau 3 : Références nutritionnelles en vitamine D pour la population

(1 pg = 40 Ul ; Données issues des VNR de 'EFSA, 2016)

Néanmoins, ces valeurs sont bien éloignées de la consommation réelle de vitamine D en
France. L’étude INCA3 (Etude Individuelle Nationale des Consommations Alimentaires 3)
menée sur la période 2014-2015, a permis de mettre en évidence que I'apport alimentaire en
vitamine D n’est que de 3,1 pg/ jour chez I'adulte, et inférieur a 3 pg/jour chez I'enfant contre
les 15 pg/jour recommandés. Chez les adultes, I'apport majoritaire en vitamine D provient a
39 % des VPO (viandes, poissons a 19% et ceufs) et produits a base de VPO et a 25% des
produits laitiers. Respectivement, 16% des VPO et 40% des produits laitiers, chez
'adolescent, 16% et 63% chez I'enfant. (Tableau 4)
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Tranches d’age Apports nutritionnels moyens (ug/jour)

Enfants (1 — 3 ans) 5,2

Enfants (4 — 10 ans) 2,6
Adolescents (11 — 17 ans) 2,9
Adultes (18 — 79 ans) 3,1
Homme (18 — 79 ans) 3,3
Femme (18 — 79 ans) 2,9
Contribution poisson (adulte) 19%
Contribution produits laitiers (adulte) 25%

Tableau 4 : Consommation de vitamine D en France

(Valeurs issues de 'étude INCA3, 2017)

1.6  Evaluation du statut en vitamine D

Le niveau sanguin de 25(OH)D, représentant la vitamine D totale provenant a la fois de la
synthése cutanée et de I'apport alimentaire, est l'indicateur de référence du statut en vitamine
D (Seamans and Cashman 2009). La 25(OH)D sérique a une demi longue d’environ 13 a 15
jours (Jones et al. 2014). Etablir des valeurs seuils de concentration en 25(OH)D pour définir
la carence, la déficience, l'insuffisance et la suffisance en vitamine D est source de débats.
Notamment parce que les valeurs en 25(OH)D, liées a la santé musculo-squelettique chez
I'adulte, sont variables. Avec des concentrations de 25(OH)D associées a : un risque élevé de
perte de densité et de contenu minéral osseux (25(OH)D < 50 nmol/L), d’ostéomalacie
(25(OH)D < 20nmol/L) et de malabsorption calcique (25(OH)D < 30 nmol/L). Quant a la
fonction musculaire et le risque de chute, les valeurs cibles ne sont pas réellement établies,
méme s’il est admis qu’atteindre une concentration entre 23-82 nmol/L est bénéfique face au

risque de chutes (Turck et al. 2016).

On considérera classiquement que pour un taux sériqgue de 25(OH)D supérieur a 30 ng/mL
(75 nmol/L), les réserves sont dites « suffisantes » et que le statut vitaminiqgue D peut étre
qualifié d’« optimal ». A l'inverse, le terme de statut vitaminique D « suboptimal » est souvent

utilisé lorsqu’il est inférieur @ 30 ng/mL (ou 75nmol/L).

On distinguera également l'insuffisance, définie par un taux de 25(OH)D compris entre 20 et

30 ng/mL, de la carence, définie par un taux inférieur & 10 ng/mL (25 nmol/L) (Figure 3).
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Intoxication

Surdose

Optimal

Insuffisance

Déficience

Carence

25(0H)D (ng/mL) 0 <10 20 30 90 >100  >150- 200

25(0H)D (nmol/L) 0 <25 50 75 225 >250  >375-500

Figure 3 : Valeurs des différents statuts en vitamine D

La 25(OH)D pouvant exister sous forme libre dans la circulation sanguine (Bikle et al. 1986),
la mesure des taux sériques en 25(0OH)D libre a récemment été évoquée, comme nouveau
marqueur du statut plasmatique en vitamine D (Bikle et al. 2017). Il a été montré que les taux
plasmatiques en 25(OH)D libre étaient fortement corrélés avec les taux plasmatiques en
25(0OH)D totale chez 'Homme et que cette corrélation était la méme suivant les différentes
saisons de l'année (Olerdd et al. 2017). Cependant, des études appropriées seront
nécessaires afin de définir I'intérét clinique du dosage de la 25(0OH)D libre, plutét que de la
25(0OH)D totale, chez des sujets normaux ainsi que dans diverses pathologies (Bouillon 2016).
Plusieurs méthodes sont répertoriées afin de déterminer la concentration sérique de 25(0OH)D
libre : i) par calcul, en fonction de la mesure des concentrations sériques de la 25(0OH)D totale,
de la protéine de liaison a la vitamine D (VDBP) ou de I'albumine, ii) par la mesure de l'affinité
entre la 25(OH)D et ses protéines de liaison (en situation physiologique) iii) par mesure directe
de la dialyse a I'équilibre, de [lultrafiltration iv) ou par immunodosage. Cependant, ces

différentes méthodes doivent encore étre standardisées afin d’optimiser les résultats.

23



1.7 Insuffisance et déficience en vitamine D

Malgré la double origine (endogéne et exogene) de la vitamine D, la population francaise dans
sa globalité est fortement en déficience ou insuffisance (Tableau 5). En effet, a la valeur seuil
plasmatique de 25(OH)D de 20 ng/mL, on se rend compte qu’environ 40% de la population
frangaise est déficiente, et si I'on se fixe au seuil de 30 ng/mL, prés de 80% de la population
est alors en situation d’insuffisance, d’aprés les données de I'Etude Nationale Nutrition Santé

(ENNS) effectuée entre 2006-2007 (Vernay et al. 2011).

Carence Déficience Insuffisance
25(0OH)D
<10 ng/mL <20 ng/mL <30 ng/mL
< 25 nmol/L < 50 nmol/L < 75 nmol/L
Homme 3,6% 35,8% 78, 7%
Femmes 5,9% 49,0% 81,4%
18 — 29 ans 7,5% 45,9% 79,2%
30 -54 ans 5,2% 41,4% 79,1%
55 - 74 ans 1,9% 41,7% 82,4%

Tableau 5 : Statut plasmatique en vitamine D de la population francaise

(D’aprés (Vernay et al. 2011))

Ces faibles taux en 25(OH)D s’expliquent d’'une part par le faible nombre d’aliments riches en
vitamine D et leur relative faible consommation. D’autre part, si la néosynthése cutanée a trés
longtemps été considérée comme pouvant couvrir 50 a 70 % des besoins en vitamine D, un
certain nombre de facteurs dont certains fortement liés a nos modes de vie actuels, font que
cette néosynthése tend a diminuer. Le chiffre de 10 a 25 % des besoins en vitamine D couverts

par la synthése endogéne a récemment été avancé (Heaney, Armas, and French 2013).
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On sait depuis longtemps que la synthése endogéne de vitamine D est influencée par la
saison, I'horaire d’exposition et la latitude. La saison hivernale est associée a une quasi-
absence de néosynthése. Les UVB ne sont suffisants en France, que quelques mois par an
(entre avril et octobre a Paris par exemple) et ce n’est qu’a ces périodes que la synthése
cutanée de vitamine D3 est possible. D’autres paramétres anthropomorphiques, tels que I'age,
la pigmentation de la peau, 'obésité ou le surpoids tendent a réduire la synthese. En effet, la
concentration de 7-déhydrocholestérol dans les couches profondes de I'épiderme diminue
avec I'age ; une personne agée de 70 ans produit 4 fois moins de vitamine D qu’un sujet agé
de 20 ans. De plus, la mélanine (pigment de la peau) constitue un écran solaire naturel et
'augmentation de cette pigmentation mélanique peut réduire la synthese de vitamine D
(Landrier 2014). Ainsi, la prévalence de l'insuffisance en vitamine D est plus importante chez
les sujets de peau noire. Certains facteurs liés au mode de vie moderne favorisent également
l'insuffisance, c’est notamment le cas de la sédentarité conduisant & une moindre exposition
au soleil, ainsi que 'augmentation de l'utilisation de crémes solaires, liée a I'application des
consignes de photoprotection en prévention des cancers cutanés (Holick 2008). En effet, la
synthese de vitamine D peut étre réduite de plus de 90% par les cremes solaires qui présentent
un index de protection supérieur ou égal a 15, ce qui conduit a une prévalence de l'insuffisance
en vitamine D paradoxalement plus élevée dans les pays ou I'ensoleillement est important du
fait d’'une forte protection solaire. Le fait de vivre dans une région ensoleillée n’est donc pas
obligatoirement synonyme de production optimale de vitamine D. La pollution atmosphérique,
en bloquant une partie du rayonnement UVB, participe aussi a la réduction de la synthése de
vitamine D. Enfin, des aspects socioculturels, tels que le port de vétements couvrants, limitent

également la synthése endogene.

Les manifestations cliniques de I'insuffisance en vitamine D sont le rachitisme chez I'enfant et
I'ostéomalacie chez I'adulte. Toutes deux sont causées par des défauts de minéralisation, dis
a une absorption inefficace du calcium et du phosphore (Holick 2006; Holick et al. 2012). Les
symptdbmes chez I'adulte, sont moins prononcés que chez I'enfant et peuvent correspondre,
en plus des symptdbmes osseux, a une douleur et une faiblesse musculaire. Lorsque
l'insuffisance en vitamine D est prolongée, elle peut conduire a une diminution de la densité

osseuse et prédisposer le sujet 4gé a développer de 'ostéoporose (Holick 2007).
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La déficience en vitamine D est devenue un probléme de santé publique mondiale (Palacios
and Gonzalez 2014; Bendik et al. 2014) notamment pour les femmes en age de procréer,
enceintes, ou allaitantes. En France, prés de 50% des femmes sont déficientes en 25(OH)D
(< 50nmol/L) et 6% présentent des concentrations plasmatiques en 25(0OH)D < 25nmol/L. Une
récente méta-analyses regroupant 95 études (Saraf et al. 2016) a permis de définir des
concentrations maternelles et chez les nouveau-nés, en 25(0OH)D, dans différentes régions du
monde. Ces régions sont définies par TOMS comme étant : les Amériques, I'Europe, l'est

Méditerranéen, I'Asie du sud-est et le Pacifique ouest.

Chez les femmes de ces différentes régions la prévalence de 25(0OH)D < 50nmol/L et <
25nmol/L sont de respectivement : 64% et 9% pour les Amériques, 57% et 23% pour I'Europe,
non documenté et 79% pour I'est Méditerranéen, 87% et non documenté pour I'Asie du sud-

est, 83% et 13 % pour le Pacifique ouest.

Chez les nouveau-nés, on retrouve des valeurs de : 30% et 14% pour les Amériques, 73% et
39% pour I'Europe, 60% et non documenté pour I'est Méditerranéen, 96% et 45 % pour I'Asie

du sud-est, 54% et 14% pour le Pacifique ouest (Figure 4).

Région Africaine 57 % < 50nmol/L
23 % < 25nmol/L
Régionde I'Asie
du sud-est 73% < 50nmol/L
39% < 25nmol/L
Régionde l'est 64 % < 50nmol/L
Méditerranéen 9 % < 25nmol/L
Région du
Pacifique est 30% < 50nmollL ND pour 50nmol/L
14% < 25nmol/L 79 % < 25nmol/L
Région Européenne

60 % < 50nmol/L 87 % < 50nmol/L
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Figure 4 : Statut en 25(OH)D maternel et chez le nouveau-né mondial

(Données issues de 'OMS et Saraf, 2016)
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Le statut maternel en vitamine D conditionne le statut foetal et néonatal en vitamine D, puisque
le feetus est totalement dépendant des nutriments provenant du placenta. La 25(OH)D se
diffuse via le placenta et il y a une corrélation linéaire directe entre les niveaux de 25(0OH)D
retrouvés dans le sang ombilical, qui sont plus bas, que ceux retrouvés dans le sérum de la
mere (Delvin et al. 1982). De plus, le nouveau-né dispose d’un stock en vitamine D établit in
utero, lequel pourrait étre amoindri en cas d’insuffisance maternelle en vitamine D au cours de

la grossesse.

Les concentrations en vitamine D, dans le lait maternel, sont supérieures a celle de la 25(OH)D
et de la 1,25(OH).D, du fait que la vitamine D passe plus facilement de la circulation sanguine
au lait que ces deux métabolites (Hollis, Pittard, and Reinhardt 1986). En moyenne les
concentrations en vitamine D dans le lait sont basses, de I'ordre de 0,25 a 2 pg/L. Cela
représente environ 0,9 ug/jour de vitamine D sécrétée dans le lait au cours des 6 premiers
mois, ce qui n’est donc pas suffisant pour prévenir le rachitisme chez I'enfant allaité (Panel
and Nda 2013). La supplémentation en vitamine D serait donc a envisager pour que I'enfant
dispose des taux adéquats en vitamine D pour son développement. D’autant plus que les
femmes allaitantes semblent présenter un plus grand risque d’étre insuffisantes en vitamine
D, que les femmes n’allaitant pas, en I'absence de supplémentation (Gellert, Stréhle, and Hahn
2017).

Chez la femme enceinte, des taux de 25(OH)D < 50nmol/L semble étre associés a un risque
augmenté de pré-éclampsie, qui se caractérise par une augmentation de la pression artérielle
et de protéines dans les urines (Scholl, Chen, and Peter Stein 2013). Il est important de
souligner que la pré-éclampsie est responsable d’un tiers des grands prématurés en France
(entre 6 et 7 mois). C’est également une cause du retard de croissance intra-utérin ou SGA
(Small for Gestational Age). En effet, des concentrations de 25(OH)D comprises entre 25-37
nmol/L, voire en deca, semblent augmenter le risque de SGA (Burris et al. 2012; Gernand et
al. 2013). Une étude conduite aupres de 2274 femmes semble également montrer que le faible
niveau d’éducation est associé a un taux de 25(OH)D abaissé, lui-méme associé a un risque
plus élevé de SGA chez la descendance (Berg and Eijsden 2013). Des taux plasmatiques
abaissés en vitamine D au cours de la grossesse (notamment pendant le 3™ trimestre)
semblent étre associés a un faible poids de naissance (Horan et al. 2015), en lien avec un
risque augmenté de SGA (Y. Chen et al. 2017), une diminution de la circonférence cranienne
et de la taille du corps (Miliku et al. 2016).

27



De plus, des concentrations inférieures ou égales a 43 nmol/L pendant la grossesse sont
associées a des évenements osseux chez le nouveau-né de moins d’'un an. Chez I'enfant,
I'apparition de rachitisme est associée a des niveaux en 25(0OH)D < 30 nmol/L avec des taux
adéquats en calcium, cette association n’est pas retrouvée pour des concentrations en
25(0OH)D = 50 nmol/L. De méme, il ne semble pas y avoir de corrélation entre I'absorption en
calcium et des taux de 25(OH)D compris entre 30-50 nmol/L (Turck et al. 2016).

En somme, le statut vitaminique D de la meére est un élément essentiel a la bonne santé de la

meére, au cours de la grossesse, mais également a celle du nouveau-né.

1.8  Supplémentation en vitamine D

Avant de recourir a I'utilisation d’'une supplémentation, diverses recommandations peuvent
étre formulées. L’exposition aux UVB permet d’augmenter la synthése de 25(OH)D sans
risque d’intoxication, I'excés de vitamine D3 et de pré-vitamine D3 étant transformé en
métabolites inactifs (Holick et al. 2007). Une exposition des bras et des jambes pendant 5 a
30 minutes, 2 fois par semaine, entre 10h et 15h, hors période hivernale, permet une
augmentation significative des taux plasmatique de 25(OH)D. Une exposition du corps, en une
journée, peut apporter 20000 Ul de vitamine D. L'utilisation de lampe UV bien qu’envisagée,

présente une limite, de par le risque de développer un mélanome (Holick 2011).

La compensation alimentaire en vitamine D présente également des limites, puisque peu
d’aliments en contiennent naturellement et de facon significative. De plus, ces aliments
présentent souvent une forte teneur en lipides et ne sont donc pas adaptés a une forte
consommation: 'ANSES recommande pour la population générale, de limiter Ila
consommation de poissons gras a deux fois par semaine, afin de minimiser les risques

d’exposition a certains métaux lourds.

La supplémentation en vitamine D est largement utilisée et les modalités de prescription ont
largement été étudiées et débattues. Les formes D3 et D2 présentent une efficacité similaire
pour augmenter les niveaux plasmatiques en 25(OH)D, consécutivement a I'administration
d’une forte dose (100 000 IU), ou sur une période de supplémentation courte. A long terme, la
vitamine D3 semble mieux appropriée que la forme D2 pour maintenir des taux plasmatiques
en 25(OH)D au-dessus du seuil optimal, ce qui semble plus pertinent pour médier les effets
classigues et non classiques de la vitamine D (Oliveri et al. 2015; U. Lehmann et al. 2013).
Une posologie minimale de 800 Ul/j de vitamine D3 apparait nécessaire pour protéger I'os et

semble étre un prérequis utile en terme de santé publique (Audran and Briot 2010).
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Les cas d’hypervitaminoses (ou toxicité de la vitamine D), sont plutét rare et ont lieu dans le
cas d'une supplémentation prolongée et a de fortes doses (Koutkia, Chen, and Holick 2001).
Un excés de vitamine D peut entrainer des nausées, vomissements, de la perte de poids,
maux de tétes, polyurie, et dans les cas sévéres une hypercalcémie pouvant causer des

risques rénaux et cardiaques potentiels (lithiase, néphrocalcinose ou arrét cardiaque).

En ce qui concerne les femmes enceintes, la supplémentation en vitamine D est positivement
associée aux concentrations circulantes de 25(OH)D, au poids de naissance et a la taille du
nouveau-né (Pasupuleti et al. 2015). En France, les recommandations actuelles de
supplémentation en vitamine D, pour les femmes enceintes, sont de 400 Ul/j durant le dernier

trimestre ou 100 000 Ul, en simple dose, a 28 semaines de grossesse (Ceccaldi et al. 2017).

1.9 Meécanismes d’action de la VD

Les effets génomiques de la vitamine D sont bien connus et font intervenir le Vitamin D
Receptor (VDR) qui appartient a la superfamille des récepteurs nucléaires des hormones
stéroides. Le VDR s’exprime dans la plupart des tissus humains et dans un grand nombre de
types cellulaires (Bouillon et al. 2008; Christakos et al. 2016). Cette distribution ubiquitaire du
VDR permet d’expliquer qu’un grand nombre de génes, entre 0.8%-5% du génome, soient
régulés directement ou indirectement par la 1,25(0OH).D (Bouillon et al. 2008). Dans la cellule,
la 1,25(OH).D se lie au VDR (qui est sa cible nucléaire exclusive) et le complexe ainsi formé
est transloqué dans le noyau, ou il peut s’hétérodimériser avec récepteur de I'acide rétinoique,
le RXR. L’'hétérodimére RXR-VDR et son ligand se lient a 'ADN sur des sites appelés
éléments de réponse a la vitamine D (VDRE), dans les régions promotrices des génes dont
'expression est ainsi activée ou réprimée. Cette régulation de I'expression des génes cibles
impligue le recrutement de coactivateurs ou de corépresseurs lors de la fixation du ligand au
VDR (Girgis et al. 2013) (Figure 5).

Typiquement en I'absence de ligand ou en présence d’antagoniste, des corépresseurs sont
recrutés sur les génes cibles, tandis que la présence de ligand agoniste, induit des
modifications de la structure du VDR permettant l'interactions avec des coactivateurs (Rochel
and Molnér 2017).

De méme, le niveau de méthylation et d’acétylation de la chromatine sont des éléments qui

vont orienter la régulation génique dans le sens de l'induction ou de la répression.
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Figure 5 : Voie de signalisation de la vitamine D.

La 1,25(0OH).D se lie a son récepteur VDR, qui va s’hétérodimériser avec RXR, au niveau des
éléments de réponse a la vitamine D (VDRE) situé sur les promoteurs des genes cibles de
VDR ( D’apres (Girgis et al. 2013)).

Enfin, le VDR a également la capacité de réguler I'expression génique, indépendamment de
la présence de ligand, en s’hétérodimérisant avec RXR sur des régions promotrices.
Cependant une méta-analyse sur la liaison entre le VDR et le génome de six modéles
cellulaires a montré qu’en présence de 1,25(0OH);D, le nombre de sites ADN se liant au VDR
sont augmentés d’un facteur 2.5, comparé au nombre de sites de liaison en I'absence de ligand
(Tuoresmaki et al. 2014). Le mode de régulation génique de la vitamine D, via le VDR, est
donc multifactoriel et fait intervenir de nombreux cofacteurs de transcription. La vitamine D va,
via ce mode de régulation génique, étre impliquée dans de nombreuses voies telles que le
métabolisme du calcium, la prolifération, la différenciation cellulaire, I'inflammation, I'apoptose
ou encore I'angiogenése (Landrier 2014). De maniere générale, les profils d’expressions de
géenes, ont permis de montrer les effets antiprolifératif et pro-différentiant suite a un traitement
ala 1,25(0OH).D. Ces effets ont été étudiés pour les cibles classiques de la vitamine D, c’est-
a-dire, os, rein, intestin et les cibles non classiques, cellules malignes, musculaires lisses,
immunes (Bouillon et al. 2008). Néanmoins il est difficile de comparer de telles études puisque
les protocoles expérimentaux peuvent varier selon : les conditions de culture cellulaire, les
concentrations en 1,25(0OH).D utilisées, le temps de I'administration de la supplémentation.
Pour ne citer qu'un exemple, I'absorption intestinale du calcium est en partie régulée par
l'action du canal ionique Transient receptor potential vaniloid type 6 (TRPV6). Son expression
est induite directement par la 1,25(0OH).D qui complexée au VDR va se lier sur des VDRE au

niveau de régions promotrices de ce gene (Meyer et al. 2006).
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La vitamine D et ses métabolites peuvent également avoir une action non-génomique. Les
effets de la 1,25(OH).D dépendent du récepteur membranaire : la Protein disulfide isomerase
family A member 3 (Pdia3), également connue sous les noms ERp57, GRP58 et
1,25D3MARRS (Turano et al. 2011). Le role de ce récepteur est connu dans I'entérocyte, ou

il participe au captage rapide du calcium (Nemere et al. 2010).

Ce phénoméne a également été décrit dans d’autres types cellulaires, tels que les
ostéoblastes, les hépatocytes ou les cellules B du pancréas. Cependant le caractére
ubiquitaire de ce type de régulation n’est pas encore établi. Le récepteur Pdia3, apres fixation
et activation par la 1,25(0OH).D, active de nombreuses voies de transduction du signal parmi
lesquelles : les phospholipases C et A2, les Mitogen-Activated Protein Kinases (MAPK), la
protéine kinase C ainsi que les canaux calciques. Elles vont étre a l'origine de réponses trés
rapides, de quelques secondes a quelques minutes, en contraste de la réponse génomique,
qui prend généralement quelques heures a quelques jours (Bouillon et al. 2008). Ainsi a titre
d’exemple, la 1,25(0OH).D via Pdia3 va activer la protéine kinase C laquelle est impliqguée dans

la maturation des ostéoblastes (J. Chen et al. 2010).

Il est important de souligner que des travaux ont montré l'implication du VDR dans cette voie
de signalisation rapide (J. Chen et al. 2013), ce qui confirme le rble central de VDR dans la

médiation des effets de la vitamine D.

L’embryologiste Conrad Waddington a pour la premiére fois définit le terme épigénétique
comme étant « les processus génétiques autres que le développement et la différentiation
cellulaire » (Waddington 1942). Dans une définition plus générale, I'épigénétique regroupe
tous les changements fonctionnels du génome, qui n’impliquent pas de changement dans la

séquence d’ADN mais peuvent étre héritables (C. Wu 2001).

Les mécanismes épigénétiques interviennent dans la régulation de nombreux processus
biologiques via : la méthylation de 'ADN au niveau des cytosines, préférentiellement sur des
séquences appelées « Tlots CpG », mais aussi, la modification des histones par acétylation ou
méthylation, ou encore les ARN non codants. Pour un promoteur donné, ces mécanismes
participent a la modification de I'état conformationnel de la chromatine, qui est le complexe

macromoléculaire formé par 'ADN et les histones (petites protéines avec une queue amino-
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terminale riche en lysine et arginine). Celle-ci peut étre ouverte (activée), on parle alors

d’euchromatine ou fermée (réprimée), on parle alors d’hétérochromatine (Figure 6).
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Figure 6 : Mécanismes épigénétiques généraux.

(A) Schéma des modifications épigénétiques. Les brins d’ADN s’enroulent autour de
l'octamere d’histones pour former le nucléosome. Les nucléosomes s’organisent en
chromatine, formant ainsi les chromosomes. Les modifications des histones (acétylation,
méthylation, phosphorylation) sont réversibles et site-spécifiques. La méthylation de 'ADN
peut se faire sur position 5’ des résidus cytosines dans une réaction catalysée par les DNA
méthyltransférases. (B) Schéma des changements réversibles de la conformation de la
chromatine qui régulent I'expression des génes. Les génes sont exprimés (switched on) quand
la chromatine est ouverte (active) et sont inactivés (switched off) quand la chromatine est
condensée (réprimée). Les cercles blancs : cytosines non méthylées ; les cercles rouges :
cytosines méthylées. (C) Tlots CpG dans les régions promotrices des génes. Lorsque ces flots
sont méthylés, I'expression des génes est réprimée. D’aprés (Fessele and Wright 2018)
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La vitamine D peut, via la régulation génique médiée par le VDR, avoir des effets
épigénétiques et donc interagir avec I'épigénome (Carlberg 2017). La premiére mise en
évidence de cet effet épigénétique par la 1,25(0OH):D, concernait 'hypométhylation du
promoteur de l'ostéocalcine, qui induit I'expression du géne de l'ostéocalcine (Haslberger,
Varga, and Karlic 2006).

Le premier niveau d’interaction entre la vitamine D et I'épigénome concerne le degré de
méthylation de I'ADN, au niveau des filots CpG, grace a la modulation des DNA
methyltransférases (DNMTSs) (Fetahu, Hobaus, and Kallay 2014). Ainsi, la méthylation d’ilots
CpG des génes codant pour les protéines clefs, impliquées dans le métabolisme de la vitamine
D, a savoir: VDR, CYP2R1, CYP27B1 et CYP24Al, conduit & une répression de leur
expression. Inversement, les protéines ten-eleven translocation (TET) sont généralement
impliquées dans la déméthylation des flots CpG (Karlic and Varga 2011; Carlberg 2017). II
semblerait que la 1,25(0OH).D soit capable d’induire la déméthylation de I'ADN, mais les
mécanismes mis en jeu sont encore peu connus. Dans la plupart des cas, une déméthylation
passive au cours des différents cycles de réplication aurait lieu. Cependant dans certains cas,

il s’agirait d’'une déméthylation active (de 1 a 4 heures) (Doig et al. 2013).

Le deuxiéme niveau, concerne les interactions protéines-protéines entre le VDR et les
histones, par le biais de la régulation de leur niveau d’acétylation. D’'une part, le VDR peut se
lier a des coactivateurs, tels que les coactivateurs de la famille CPB/p300 ou de la famille p160
(les steroide receptor coactivators (SRCs)), qui ont une activité d’histones acétyltransférases
(HATSs), vont donc permettre I'ouverture de la chromatine en acétylant la queue des histones
(Bouillon et al. 2008). D’autre part, en association avec le VDR, des corépresseurs tels que
NCoR1 (Herdick and Carlberg 2000), qui présentent une activité d’histones désacétylases
(HDACSs) aboutissant a la fermeture de la chromatine (Figure 7). La 1,25(0OH).D participe ainsi
a la régulation de I'activation et la répression de la chromatine, par le biais de ces coactivateurs

et corépresseurs (Meyer and Pike 2013).
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Coactiv ators

Figure 7 : lllustration simplifiée d’un modele de co-régulation a deux étapes

Le complexe VDR/RXR en l'absence de 1,25(0OH).D peut se lier aux corépresseurs qui
pourraient conduire ou maintenir la répression des génes, en partie par I'attraction des
histones désacétylases (HDAC). Lorsque le ligand se lie au complexe VDR/RXR, les
corépresseurs sont remplacés par des coactivateurs, comme par exemple les histones
acétyltransférases (HAT). L’acétylation des histones (indiquée par les étoiles vertes) permet
la relaxation de la chromatine et la transcription du gene. D’aprés (Fetahu, Hobaus, and Kéllay
2014)

Le troisiéeme niveau concerne la régulation de la méthylation des histones au niveau des géenes
cibles du VDR. Apreés liaison de la 1,25(0OH).D au VDR, l'activation ou la répression de
I'expression de ces génes, dépendra notamment : i) du site au niveau de I'histone qui est
méthylé ; ii) du degré de méthylation (mono-méthylation, di-méthylation, tri-méthylation) ; iii)
des résidus amino-acides concernés ; iv) de leur position dans la queue de I'histone. Ce
processus dynamique fait intervenir des histones methyltransférases (HMTS) et histones
demethylases (HDMs) (Fetahu, Hobaus, and Kallay 2014; B. Fu et al. 2013; Pereira et al.
2012) (Figure 8).

Enfin, la vitamine D via le VDR est également capable de réguler I'expression d’ARN non
codant, notamment des microARNs (miRs), directement ou indirectement, en modulant

I'activité de facteurs de transcription (Lisse, Adams, and Hewison 2013; Karkeni et al. 2018).
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Figure 8 : Les différents états de la chromatine.

Association d’enzyme activant les génes (HAT, HMT, TET) et réprimant les génes (HDAC,
HDM, DNMT) de l'euchromatine et de I'hétérochromatine (et deux des nombreux états
intermédiaires de [I'hétérochromatine facultative). Quelques marques d’histones sont
représentées. L’acétylation des histones peut avoir lieu sur plusieurs résidus de lysines de la
queue de 'histone. La méthylation des histones peut étre la marque d’une chromatine active
(ex : H3K4me3) ou d’une chromatine réprimée (H3K27me3). D’aprés (Carlberg 2017)

Récemment, de nombreuses avancées technologigues ont été faites et permettent une étude
approfondie de la transcription. Ces avancées sont basées sur les techniques
d’'immunoprécipitation de la chromatine (ChlP), ou un facteur protéique peut étre cross-linké,
c’est-a-dire lié chimiquement, a son élément de réponse et utilisé pour immuno-précipiter de

petits fragments d’ADN auxquels il s’était associé.

Alors que la quantification des ADN précipités (et donc amplifiés) était évaluée en utilisant des
jeux d’amorces directement dirigés contre une région prédéterminée du génome (analyse
ChIP-PCR), cette limitation de la position a définir a été outrepassée en hybridant les segments
d’ADN sur des microarrays (ChIP on ChIP) et plus récemment en utilisant le séquencage
(ChiP-seq). Ainsi l'analyse ChiIP-seq permet de générer des informations mécanistiques

précises a I'échelle du génome (Pike 2011).
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L'utilisation de cette technique appliquée au VDR a permis de montrer que : i) en absence de
ligand, le VDR se lie a un nombre de loci limités, au sein de la chromatine ouverte ; ii) que la
présence du ligand (1,25(OH).D) augmente le nombre de site ou le VDR se lie a I’ADN ; iii)
que des facteurs de transcription favorisent I'accés du VDR a I’ADN génomique ; iv) que la

fixation du VDR résulte en une ouverture locale de la chromatine.

Au-dela de la capacité du VDR a se lier a 'ADN et a modifier la conformation chromatinienne,
comme décrit précédemment, la présence de 1,25(0OH).D va également impacter la
configuration spatiale de la chromatine et donc réguler I'expression génique. En effet, elle va
stimuler la formation de boucles CTCF formant des Topological associated Domains (TAD),
en amont ou en aval des sites de liaison du VDR a I’'ADN. Les TAD représentent des boucles
génomiques de quelques centaines de kilobases a quelques mégabases (Hansen et al. 2018).
lIs correspondent a un rapprochement local, préférentiel, entre deux loci (comme un enhancer
et un promoteur) et vont ainsi organiser le génome humain en prés de 20000 régions actives
et inactives. En moyenne chaque cellule contient 20000 sites CTCF (CCTC-binding factor)
dont environ 15% sont impliqués dans la formation et le maintien des régions TAD. La protéine
CTCF étant un facteur de transcription dont la particularité est qu’il est hautement conservé
entre les divers tissus et types cellulaires (Carlberg 2017). Par ce biais, la 1,25(0OH).D va donc
contribuer a I'architecture de la chromatine et ainsi réguler I'action transcriptionnelle du VDR,

traduisant sa capacité a moduler 'épigénome des cellules et tissus cibles du VDR.
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2. La vitamine D et ses tissus cibles

2.1 Géneéralités sur les tissus cibles

La principale fonction biologique de la vitamine D sous forme active est de maintenir
I’'homéostasie phosphocalcique dans la circulation sanguine, en association avec la PTH. Elle

va ainsi exercer son action principalement sur l'intestin, les reins et I'os.

Dans lintestin, la 1,25(0OH).D se lie au VDR pour faciliter I'absorption du calcium et du
phosphore par un transport actif. Dans les reins, la 1,25(0OH).D stimule aussi I'absorption
tubulaire du calcium sous l'action de la PTH, laquelle induit la production de 1,25(0OH).D a
partir de la 25(OH)D dans le tubule proximale (Wysolmerski 2018).

Aussi, la 1,25(0OH).D exerce un rétrocontrdle négatif sur la CYP27B1 (responsable de la
conversion de la 25(0OH)D en 1,25(0OH).D dans le rein). Dans l'os, la 1,25(0OH).D et la PTH
activent les ostéoclastes, responsables de la résorption osseuse et a terme entrainent le
relargage de calcium et de phosphore dans la circulation sanguine a partir de la matrice
osseuse (Holick 2006, 2007). La 1,25(0OH).D exerce également son action endocrine dans
d’autres tissus qui expriment le VDR et la 1a-hydroxylase, tels que la glande parathyroide ou
elle inhibe I'expression du géne de la PTH et ainsi inhibe la prolifération des cellules
parathyroides (Bouillon et al. 2008). D’autres tissus seront moins spécifiquement ciblés par
'action de la 1,25(0OH).D tels que la peau, le muscle, les cellules immunitaires, la prostate et

les glandes mammaires (Girgis et al. 2013).

2.2 Le tissu adipeux

Le tissu adipeux est un organe a part entiére qui regroupe deux types de tissus : le tissu
adipeux brun et le tissu adipeux blanc (forme majoritaire chez I'adulte). Il participe activement
au maintien de 'homéostasie générale et par son expansion, au développement de I'obésité.
Le tissu adipeux brun est majoritairement impliqué dans le contrdle de la thermogenése, tandis
gue le tissu adipeux blanc, stocke I'énergie sous forme de triglycérides et la redistribue en
fonction des besoins de 'organisme. Le tissu adipeux blanc se localise a 80% en position sous

cutanée et a 20% en position intra-abdominale (tissu profond) (Lafontan and Berlan 2003).
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Le tissu intra-abdominal se subdivise également en tissu adipeux viscéral (80%) et en tissu
adipeux rétropéritonéale et périrénal (20%). La répartition du tissu adipeux est sexe-dépendant
avec une accumulation environ 2 fois plus importante, chez la femme au niveau inférieur du
corps (bassin, hanches et cuisses; adiposité gynoide), tandis qu'on retrouve cette
accumulation au niveau de I'abdomen et du torse chez 'homme (adiposité androide) (Figure
9).

Gynoide Androide
« poire » « pomme »

Figure 9 : Répartition du tissu adipeux en fonction du sexe : adiposité gynoide et
androide

Le tissu adipeux blanc est constitué de deux populations cellulaires: les adipocytes
(majoritaires) et la fraction stroma-vasculaire. L'adipocyte est une cellule de grande taille,
provenant des cellules souches mésenchymateuses et composée d’'une grande gouttelette
lipidique uniloculaire (contenant les triglycérides) et de cytoplasme. La fraction stroma-
vasculaire contient des leucocytes, macrophages, fibroblastes, préadipocytes, des cellules

endothéliales et neuronales (Figure 10) (Ouchi et al. 2011; Cohen and Spiegelman 2016)
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Figure 10 : Composition cellulaire du tissu adipeux blanc.

Fibroblast

Les adipocytes constituent la population cellulaire majoritaire, et la fraction stroma-vasculaire
comprend les autres types cellulaires dont les préadipocytes, les fibroblastes, les cellules
vasculaires et immunitaires. Les cellules vasculaires comprennent les cellules endothéliales
et les cellules musculaires lisses qui sont associées aux vaisseaux sanguins. D’aprés (Ouchi
etal. 2011)
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L’adipocyte est une cellule ronde, extensible, dont la majorité de I'espace intracellulaire est
composeé de plusieurs vacuoles lipidiques qui fusionnent en une et repousse donc le noyau et
les autres organites vers la périphérie. Les adipocytes stockent 85% de la fraction lipidique
sous forme de triglycérides (Trayhurn 2007). Le processus séquentiel de différenciation
cellulaire permettant la formation des adipocytes matures est appelé adipogénése.
Initialement, c’est a partir des cellules souches mésenchymateuses que se développement les
préadipocytes qui deviendront des adipocytes, par différentiation terminale. L’adipogenése
implique principalement des facteurs de transcriptions membres de la famille CREB (cAMP
Response Element Binding protein), les CCAAT-Enhancer binging Proteins (C-EBPa), le
Peroxisome Proliferator Activated Receptor y (PPARY) et le Sterol Regulatory Element Binding
Protein-1 (SREBP-1) (Féve 2005) (Figure 11).

L'expression séquentielle de ces facteurs de transcription conduit a I'expression de genes
permettant 'acquisition par I'adipocyte de fonctions caractéristiques, comme la capacité a
synthétiser et a hydrolyser les triglycérides, mais aussi, a secréter des adipokines. Le
sécrétome adipeux est en partie constitué des produits sécrétoires de I'adipocyte mais aussi
de ceux de la fraction stroma-vasculaire (Esteve Rafols 2014). Tous ces facteurs peuvent
influencer les comportements alimentaires, la régulation énergétique, I'oxydation des lipides,

la fonction vasculaire et immune, la situation hormonale, etc.
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Figure 11 : Différenciation des préadipocytes en adipocytes.

(A) Différenciation du préadipocytes en adipocyte mature. (B) Modéle séquentiel de contrdle
transcriptionnel de I'adipogénése. D’aprées (Esteve Rafols 2014)

Au cours de l'obésité, le tissu adipeux blanc peut voir sa masse augmenter par deux
phénomeénes : I'hyperplasie, c’est-a-dire une augmentation du nombre d’adipocytes par

différentiation et I'hypertrophie (phénomeéne prépondérant) qui correspond a une augmentation
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de la taille des adipocytes (Spalding et al. 2008). L’hypertrophie (résultant d’'une accumulation
de triglycérides) précéde I'hyperplasie puisqu’a partir d’'une certaine taille 'adipocyte ne grossit
plus. Le tissu adipeux et l'adipocyte, dans le contexte d’obésité, seront confrontés aux
phénomeénes d’hypoxie, d'inflammation, de stress du réticulum endoplasmique, d’infiltration

leucocytaire, d’accumulation des acides gras libres et de stress oxydant.

La plupart des enzymes nécessaires au métabolisme de la vitamine D sont présentes dans le
tissu adipeux (Figure 12) (Wamberg et al. 2013).

Métabolisme de la vitamine D
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Figure 12 : Métabolisme de la VD dans le tissu adipeux.

La vitamine D est 25- et lalpha- hydroxylée dans le tissu adipeux. Ses métabolites sont
inactivés par la CYP24A1. La 1,25(0H).D peut se lier au VDR, étre transloquée dans le noyau
de l'adipocyte et s’hétérodimériser avec le RXR pour réguler 'expression de ses génes cibles.

En effet, I'ajout de vitamine D dans un milieu de culture contenant des adipocytes promeut la
sécrétion de 25(OH)D, par conversion de la vitamine D et met en jeu une 25-hydroxylation
fonctionnelle (Zoico et al. 2014). La 25(0OH)D peut étre convertie en 1,25(0OH).D par la 1-a-
hydroxylase qui est exprimée dans le tissu adipeux et fonctionnelle sur culture d’adipocytes
(J. Lietal. 2008; Ching et al. 2011; Nimitphong et al. 2012). L’expression du VDR a également

été reportée dans des adipocytes 3T3-L1, des lignées cellulaires humaines de préadipocytes
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et d’adipocytes différenciés, ou encore, les adipocytes mammaires. Il est aussi exprimé dans
le tissu adipeux (sous-cutané et viscéral) et son expression est régulée positivement par la
présence de 1,25(0OH).D (Ding et al. 2012; Kamei et al. 1993; Trayhurn, O’Hara, and Bing
2011).

De plus, notre groupe a mis en évidence que : i) toutes les enzymes nécessaires au
métabolisme de la vitamine D sont présentes dans le tissu adipeux et I'adipocyte murin et
certaines sont régulées par la 1,25(0OH).D (Bonnet et al. 2018); ii) 'absorption de 25(0OH)D au
niveau des adipocytes murins 3T3-L1 est médiée en partie par la cubiline, une protéine
d’endocytose (Bonnet et al. 2018); iii) le tissu adipeux et I'adipocyte en particulier jouent un
réle actif dans la production et le stockage de 25(OH)D, par modulation de I'expression des
enzymes impliquées dans la 25- et 1,25-hydroxylation (Bonnet, Hachemi, et al. 2019).
Globalement, on constate donc que des métabolites actifs sont produits par I'adipocyte et
médient des effets biologiques sur I'adipocyte et plus généralement sur le tissu adipeux lui-

méme.

In vitro, la 1,25(0OH).D diminue significativement la libération d’IL8, MCP1, IL6 par les
préadipocytes humains (Gao, Trayhurn, and Bing 2013) et MCP1 par les adipocytes humains
(Lorente-Cebrian et al. 2012) et les adipocytes murins (Marcotorchino et al. 2012). D’autres
études ont également permis de montrer I'action anti-inflammatoire de la 1,25(OH).D sur le
tissu adipeux et I'adipocyte conduisait a une diminution de I'expression de chimiokines,
diminuant ainsi la migration de macrophages et de l'infiltration leucocytaire (Zoico et al. 2014;
Karkeni et al. 2015; Lira et al. 2011). Notre groupe a participé a la description des mécanismes
moléculaires médiant les effets anti-inflammatoires de la vitamine D, qui sont principalement
liés a une inhibition des voies de signalisation NFkB et MAPK (Marcotorchino et al. 2012; Mutt

et al. 2012) et une modulation de microARNs pro-inflammatoires (Karkeni et al. 2018).
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Les études in vitro ont monté que la 1,25(0OH).D contrdle la différentiation et la prolifération
des préadipocytes murins (Mutt et al. 2014) : en faible concentration, elle inhibe I'adipogénése
et réduit 'accumulation des triglycérides dans I'adipocyte (Kong and Li 2006). Les mécanismes
moléculaires mis en jeu font intervenir une diminution de I'expression de régulateurs clefs de
'adipogénése, tels que C/EBPa et PPARy. D’autres mécanismes sont impliqués comme
I'antagonisation de PPARYy et la stabilisation de la protéine VDR (Blumberg et al. 2006; Kong
and Li 2006). Cet effet inhibiteur de la 1,25(0OH);D est controversé et varie en fonction du
modele utilisé. Ainsi, d’autres études ont montré que la 1,25(0OH).D accroit la différentiation et
I'accumulation lipidique dans I'adipocyte humain et dans les primocultures de préadipocytes
murins (Nimitphong et al. 2012), et qu’elle induit I'adipogénése dans les cellules souches
humaines de tissu adipeux (Narvaez et al. 2013). Ces différences peuvent s’expliquer, en
partie, par I'effet génomique du VDR dont I'action peut différer selon les coactivateurs recrutés
et avoir donc des effets opposés dans la transcription génique (Silvagno and Pescarmona
2017). De plus, il semble que la 1,25(0H).D induit une augmentation significative de l'activité
et de I'expression de la lipoprotéine lipase, dans les adipocytes 3T3-L1 (Querfeld et al. 1999)
et qu’elle régule négativement la fatty acid synthase qui catalyse la lipogenése (Kong and Li
2006).

La vitamine D et plus particulierement la 1,25(0OH).D est capable de réguler I'expression de
plusieurs génes impliqués dans le métabolisme énergétique du tissu adipeux. La 1,25(0OH).D
régule positivement I'expression et la sécrétion de leptine (Kong et al. 2013). De plus, notre
groupe a montré qu’ elle améliore I'absorption du glucose par les adipocytes (Marcotorchino
et al. 2012). Celle-ci pourrait étre liée a une induction de I'expression de la protéine glucose
transporter 4 (Glut4) et sa translocation dans les adipocytes 3T3-L1 (Manna and Jain 2012).
Dans des études in vivo, la déficience en 1,25(0OH).D ou en VDR a été associée a une
diminution des taux de leptine, de I'adiposité, du poids et une augmentation de I'expression
des Uncoupling Proteins (UCP). Les modéles de rats déficients en 1,25(0OH).D, présentent
également une réduction de I'adipogénése, en lien avec une diminution de I'expression de
PPARYy et de la fatty acid synthase, mais aussi, une diminution de la masse musculaire menant
a un phénotype cachectique (Bhat et al. 2014, 2013). D’autres études chez le rat déficient en
vitamine D mettent, a contrario, en évidence que cette déficience est associée a une

augmentation de la masse grasse (Domingues-Faria et al. 2014; Chanet et al. 2017).

La déficience en vitamine D chez la souris est également associée a une plus grande insulino-
résistance et & une accumulation de graisses au niveau hépatique, chez les femelles (Giblin
et al. 2017).
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L'utilisation de modéles transgénique a également permis d’expliciter l'impact de la
1,25(0OH)2D et du VDR, sur le métabolisme énergétique, notamment lors de 'obésité. Ainsi,
des souris VDR'/ ou CYP27B1/, qui he synthétisent donc pas de 1,25(0OH).D, présentent une
résistance face a un régime obésogéne (Narvaez et al. 2009). Ce phénotype (de type
cachectique) est lié a une induction de la B-oxydation et de I'expression des UCP (1, 2 et 3)
dans le tissu adipeux, conduisant & une augmentation de la dépense énergétique, de la
consommation d’oxygéne et de la dépense de CO; chez ces souris (Wong et al. 2009; Welsh
et al. 2011). Aussi, les souris VDR accumulent moins de graisses dans le temps, en réponse
a un régime riche en graisses (Weber and Erben 2013). Inversement, une surexpression du
VDR humain, chez la souris, induit un phénotype obése caractérisé par une augmentation du
poids et de la masse grasse, due a une diminution de la dépense énergétique, une réduction
de la B-oxydation des acides gras et une lipolyse (Wong et al. 2011). Ces données suggerent
donc unimpact de la 1,25(0OH).D et du VDR sur le métabolisme énergétique, par le biais d’'une
action sur le tissu adipeux blanc (Landrier et al. 2015). Cependant, il faut garder a I'esprit que
ces phénotypes sont observés sur des animaux présentant des invalidations ou des
surexpressions non-tissus spécifiques, ce qui complique I'analyse et ne permet pas de
déterminer la contribution réelle du tissu adipeux. De plus pour rester en vie, ces animaux sont
alimentés avec des régimes trés riches en calcium, qui est également connu pour moduler
I'homéostasie énergétique (Soares et al. 2012). Enfin, le VDR, en I'absence de son ligand, est
capable de réguler négativement UCP1 (Malloy and Feldman 2013). Chez les souris VDR™,
I'expression de UCP1, conduisant a une résistance face a I'obésité, serait donc indépendante
de la présence de ligand de VDR (Wong et al. 2009).

Ainsi, l'utilisation d’'une supplémentation en vitamine D, dans le cadre de I'obésité, aura des
effets variables sur le métabolisme du tissu adipeux en fonction : i) de I'espéce animale
utilisée, ii) de la supplémentation administrée, iii) du temps d’exposition au régime riche en
graisse. Ainsi des souris exposées pendant un an a un régime riche en graisse et faible en
vitamine D présentent une diminution de la dépense énergétique, de la consommation
d’oxygene, une altération de la glycémie et une élévation de la réponse inflammatoire. Lorsque
ces souris sont supplémentées en vitamine D, le poids et I'adiposité sont augmentés, avec

une aggravation du syndrome métabolique (Bastie et al. 2012).

A contrario, notre groupe a montré qu’une supplémentation en vitamine D pendant 10
semaines chez la souris limite 'expansion du tissu adipeux, 'augmentation des taux de
glucose et d’insuline plasmatiques, et la prise de poids (Marcotorchino et al. 2014). Ceci est

associé a une augmentation de la dépense énergétique due a une oxydation accrue de lipides.
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En effet, 'expression de génes impliqués dans I'oxydation des lipides et dans le métabolisme
mitochondrial, est fortement induite dans le foie, le tissu adipeux brun ou encore le muscle des
souris supplémentées en vitamine D. Cette activation de I'oxydation des lipides par la vitamine
D dans le tissu adipeux a récemment été confirmée chez le poisson zebre (Peng et al. 2017).
De nombreuses études ont confirmé nos résultats et mis en évidence une limitation de la prise
de poids en réponse a une supplémentation en vitamine D. Des résultats similaires ont été
rapportés chez la souris (Sergeev and Song 2014), chez le rat jeune (Farhangi et al. 2017; Yin
et al. 2012) ou 4gé (Chanet et al. 2017). De plus, de facon cohérente, une augmentation de la
masse grasse a été observée chez des rats déficients en vitamine D (Chanet et al. 2017,

Domingues-Faria et al. 2014).

L'obésité est associée a de faibles concentrations plasmatiques en 25(OH)D et trois
hypothéses semblent pouvoir expliquer cette association : i) la biodisponibilité de la VD dans
I'organisme est diminuée par séquestration de la VD dans le tissu adipeux (Wortsman et al.
2000) ; ii) la dilution volumétrigue de la VD dans le plasma, qui semble devenir I'hypothése
prépondérante (Drincic et al. 2012) ; iii) le métabolisme de la VD est modifié dans le tissu

adipeux de patients obéses (Wamberg et al. 2013).

Les concentrations plasmatiques en 25(OH)D sont également inversement corrélées a des
parametres en lien avec I'obésité tels que le pourcentage de masse grasse (Garcia, Long, and
Rosado 2009; Vilarrasa et al. 2007; Gilbert-Diamond et al. 2010; Vitezova et al. 2017), I IMC,
'THOMA-IR, la circonférence de la taille et les concentrations en marqueurs de l'inflammation
(tels que IL-6, high sensitivity C-reactive protein hsCRP) (Jackson et al. 2016) (McGill et al.
2008). De plus, plusieurs études ont montré qu’'une perte de poids et une diminution du
pourcentage d’adiposité, sont associées a une augmentation des taux circulants de 25(OH)D
plus ou moins marqués chez I'adulte obése (Wamberg et al. 2013; Gangloff et al. 2015). La
perte de poids combinée & une supplémentation en vitamine D semble également améliorer

le statut vitaminique D de la personne obése.

Néanmoins, la supplémentation en VD, a elle seule, n’entraine pas de perte de poids de la
personne obése (Landrier et al. 2016), bien que le pourcentage de masse grasse semble étre
réduit (Salehpour et al. 2012; Himbert et al. 2017).
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Chez 'Homme, I'impact de la vitamine D sur la régulation du métabolisme énergétique n’est
pas trés clair. 1| semblerait que les taux de 25(OH)D soient liés a la thermogenése et a
I'oxydation lipidique (Teegarden et al. 2008) et donc que de faibles concentrations en 25(0OH)D

soient associées un déséquilibre de la balance énergétique.

De plus, les taux plasmatiques en vitamine D sont inversement corrélés avec les taux de
lipoprotéines et de triglycérides circulants, ainsi qu’a une plus forte résistance a linsuline
(Reddy Vanga et al. 2010). Dans ce cadre, des études interventionnelles et essais cliniques
randomisés semblent étre en faveur d’'un effet bénéfique de la vitamine D sur une amélioration
de la résistance a l'insuline chez le patient diabétique (Seida et al. 2014; Mirhosseini et al.
2017) .
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2.3 Le coeur

Le coeur est un muscle creux (myocarde) qui est recouvert par deux enveloppes : une externe
nommeée épicarde et une interne nommée endocarde. Il consomme a lui seul 10% de 'oxygene
fournis par l'organisme et pése environ 300 grammes chez l'adulte. Le coeur mature est
constitué de plusieurs structures qui ont une forme et une fonction unique : i) le septum permet
de séparer les 2 chambres et les flux sanguins artériels et veineux, ii) les valves assurent la
bonne direction des flux, iii) les chambres se contractent pour pomper le sang, iv) le nceud
sinusal (situé au sommet de l'oreillette droite) va générer un signal électrique, lequel va se
propager grace au systéme de conduction, pour permettre la contraction du muscle par le
systeme de couplage excitation-contraction. Si 'une de ces structures ne se développe pas
correctement le coeur présentera des dysfonctions séveres (Barnett, den Boogaard, and
Christoffels 2012).

Les quatre chambres du cceur sont couplées deux a deux, formant le coceur droit et le coeur
gauche avec une oreillette et un ventricule de chaque cété. Ces deux pompes fonctionnent en
paralléle et permettent la circulation du sang (Kirby 2007). Le cceur droit réceptionne le sang
veineux (ou sang bleu, fleche bleue dans la figure), pauvre en oxygene et riche en oxyde de
carbone, au niveau de l'oreillette en provenance des divers organes du corps grace a la veine
cave supérieure et inférieure. De I'oreillette le sang bleu passe dans le ventricule, par la valve
tricuspide, avant de rejoindre I'artére pulmonaire en direction des poumons. Le sang rouge,
ré-oxygéné dans les poumons, rejoint l'oreillette gauche par les veines pulmonaires, passe
dans le ventricule gauche par la valve mitrale et est éjecté dans I'aorte (via la valve aortique)

pour rejoindre le reste de 'organisme (Rickert-Sperling, Kelly, and Driscoll 2016) (Figure 13).
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Figure 13 : Schéma représentant la morphologie des 4 chambres cardiaques, la
saturation en oxygeéne et les flux sanguins.

La saturation en oxygéne du sang est de 65% en retour des organes du corps, vers le coeur
au niveau de l'oreillette droite et demeure a ce pourcentage dans le ventricule droit, puis dans
l'artere pulmonaire en direction des poumons. Puisque dans les poumons, le sang devient
oxygéné, il retourne dans l'oreillette gauche avec 96% d’oxygéne et demeure a ce pourcentage
jusque dans le ventricule gauche ou il est pompé dans l'aorte jusqu’au reste du corps. RA :
right atrium (oreillette droite), RV : right ventricle (ventricule droit), LA : left atrium (oreillette
gauche), LV : left ventricle (ventricule gauche), pulm v. : pulmonary valve (valve pulmonaire),
ao v. : aortic valve (valve aortique), tric v : tricuspid valve (valve tricupside), mitral v : mitral
valve (valve mitrale). D’aprés (Rickert-Sperling, Kelly, and Driscoll 2016)

Le cceur mature est composé de plusieurs types cellulaires : les cardiomyocytes (population
cellulaire majoritaire et spécifique du cceur) (P. Zhou and Pu 2016), les cellules endothéliales,
les fibroblastes, les cellules musculaires lisses et les cellules du systéme de conduction (Nandi
and Mishra 2015). La masse du coeur peut se voir augmentée par 2 phénomeénes, comme
préecédemment décrit dans le tissu adipeux: par hypertrophie (taille augmentée) mais
également par hyperplasie (nombre augmenté) des cardiomyocytes (Gezmish and Black
2013). Chez 'Homme, les cardiomyocytes proliférent par hyperplasie jusqu’a la naissance,
puis, majoritairement par hypertrophie apres la naissance (Mayhew et al. 1997). Chez le rat et
la souris, jusqu’a 2 semaines aprés la naissance, les cardiomyocytes proliférent encore par

hyperplasie, puis par hypertrophie (Leu, Ehler, and Perriard 2001).
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Le cceur est le premier organe fonctionnel a se développer dans 'embryon (Schleich et al.
2013). Il est formé, lors de la gastrulation, & partir de progéniteurs cardiaques issus du
mésoderme qui vont se condenser pour former le croissant cardiaque. Celui-ci inclut les
lignées précurseurs du myocarde (lesquelles donnent les cellules des chambres ainsi que les
cellules de I'endocarde et les cellules conductrices (S. M. Wu et al. 2006)) dés 15 jours de
gestation. Ce croissant est également connu sous le nom de first heart field (FHF). A 3
semaines, les précurseurs localisés bilatéralement vont migrer au centre pour former un tube
cardiaque primitif linéaire qui est composé d’'une couche endothéliale séparée par une
« gelée » cardiaque de la couche myocardique. Le coeur commence a battre dés le 22°™ jour
chez 'Homme (6°™ jour chez la souris). Le tube va s’allonger au fur-a-mesure que les cellules
des champs secondaires ou second heart field-derived (SHF) s’ajoutent aux péles caudal et
cranien pour former une boucle ou « looping ». Les cellules du SHF expriment le facteur de
transcription Islet-1 et vont se différentier en cardiomyocytes, cellules musculaires lisses et
cellules endothéliales (Cai et al. 2003). A ce stade, le cceur devient fonctionnel puisque le sang
est pompé du pdle veineux au podle artériel. Pendant la 6°™ et 7°™ semaine de
développement, les cellules endocardiques subissent une transition épithélio-
mésenchymateuse et forment des bourrelets endocardiques dans le tronc efférent et dans le
canal atrio-ventriculaire commun. La croissance de ces bourrelets va permettre la septation
du cceur en 4 chambres distinctes et la séparation du tronc efférent en aorte et artére
pulmonaire. Par la suite seront formés les valves et un systéme de conduction fonctionnel. Le

ceeur est totalement formé a 8 semaines (Miquerol and Kelly 2013) (Figure 14).
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Figure 14 : Développement schématique du cceur chez les mammiféres.

Le développement murin est annoté en jour embryonnaire (E). Ao : aorte; AVC, canal atrio-
ventriculaire; CCS, systeme de conduction cardiaque; CM, mésoderme cardiaque; LA, oreillette
gauche; LV, ventricule gauche; NCC, cellules de la créte neurale; OFT, tronc efférent; PA, artére
pulmonaire; RA, oreillette droite; RV, ventricule droit; SAN, nceud sino-atrial; SV, sinus veineux; V,
ventricule (McCulley and Black 2012).
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La maturation des 4 chambres cardiaques s’effectue dés I'étape de looping, en paralléle de la

septation atrio-ventriculaire, et se compose de deux processus distincts :
e Latrabéculation

Cette étape correspond a la formation de trabécules qui sont des projections du myocarde
(des E9.5 chez la souris) (Sedmera and Thompson 2011). Ces trabécules vont ensuite se
propager dans le lumen, puis se remodeler, c’est-a-dire s’épaissir radialement, ce qui
correspond a une phase de compaction (indépendamment de I'étape décrite ci-dessous).
Cette étape se termine vers E.14.5 chez la souris. Des défauts dans ces étapes se traduisent
par des trabécules fins, trop longs, qui peuvent étre séparés par des invaginations profondes

dans le mur myocardique (Sedmera et al. 2000).
e L’épaississement de la partie compacte du myocarde, c’est-a-dire du mur myocardique

L’'étape de trabéculation permet 'augmentation de la masse de cardiomyocytes durant
'embryogenése, mais la partie compacte du myocarde représentera la plus grande partie
myocardique du cceur adulte. Cette zone représente la partie la plus distale du myocarde qui
va lentement proliférer en paralléle de la trabéculation jusqu’au développement post-natal.
Des défauts durant cette étape se traduisent par une mauvaise compaction du mur, telles que
les non-compactions du mur ventriculaire gauche (Samsa, Yang, and Liu 2013; Sedmera and
Thompson 2011).

Les cellules du SHF régionalisées en champ antérieur et postérieur participent a la formation
des 4 chambres du cceur. D’une part, les cellules dans la partie antérieure du SHF contribuent
aux cellules myocardiques du ventricule droit et du tronc efférent, ainsi qu’aux cellules
musculaires lisses a la base de l'aorte et de l'artére pulmonaire. D’autre part les cellules
postérieures du SHF contribuent aux cellules myocardiques des murs atriaux, du septum atrial
et des cellules musculaires lisses des murs des veines systémiques et pulmonaires. Les
cellules du FHF permettent de maintenir en formation les cellules du SHF et forment le

ventricule gauche (Schleich et al. 2013; Kelly, Buckingham, and Moorman 2014) (Figure 15).
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Figure 15: Schéma global de la formation du cceur embryonnaire par le FHF et SHF

Le croissant cardiaque constitué par les progéniteurs cardiaques du FHF et du SHF est
constitué pendant la gastrulation. La prolifération et différentiation des cellules en FHF conduit
a la formation du tube linéaire cardiaque, donnant initialement naissance au ventricule gauche
et une portion de l'oreillette. Les progéniteurs cardiaques antérieurs du SHF contribuent a la
formation du ventricule droit, et du tronc efférent alors que les cellules postérieures du SHF
forment l'oreillette et le tronc afférent. L’extension et le looping du tube permet le
positionnement cranien des oreillettes par rapport aux ventricules. Des événements de
remodelages vont moduler la formation et la septation des chambres et le développement des
valves, résultant en la formation de quatre chambres cardiaques. Les facteurs de
transcriptions qui régulent chaque étape du développement sont listées. FHF et ses dérivés
sont en orange, le SHF et ses dérivés sont en bleu.

Plusieurs facteurs de transcription vont étre impliqués dans la formation du cceur et les
principaux sont : ’'homéo-domaine protéine Nkx2.5, GATA family zinc finger proteins GATA4,
5 et 6 ; les facteurs MEF2 et SRF (MADS box proteins) ; facteurs T-box incluant Thx1, Thx2,
Thx5, Thx18 et Thx20 et le Lim-homodomain protein Isl. Ces facteurs de transcription vont
interagir entre eux et avec beaucoup d’autres facteurs pour contréler la formation du cceur, la
maturation des chambre cardiaques, le systéeme de conduction. Ainsi, des mutations dans les
génes codant pour ces facteurs de transcription (comme Nkx2-5, GATA4, Tbx5) vont étre
associées a des malformations cardiaques congénitales (McCulley and Black 2012). Se

référer au point 3.3.1
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La plupart des lignées cardiaques proviennent initialement de progéniteurs cardiaques, qui
sont des cellules multipotentes issues du mésoderme. Celles-ci vont se différencier en cellules
myocardiques (cardiomyocytes ou myocytes cardiaques), endothéliales, ou musculaires lisses
par un phénoméne qui se nomme progressive lineage restriction (Epstein 2010). La premiere
distinction du mésoderme en mésoderme cardiaque avec ses progéniteurs est contrblée par
3 familles de molécules de signalisation extra-cellulaire : wingless integrated (WNT), fibroblast
growth factor (FGF) et transforming growth factor-beta (TGFp) (Noseda et al. 2011). Par la
suite les différents types cellulaires seront issus des cellules mésodermique Mespl+
(mesoderm posterior 1) du champs cardiaque primaire FHF puis du champs cardiaque
secondaire SHF (Spater et al. 2014; Brade et al. 2013; Lescroart et al. 2014) (Figure 16).

Wnt/B-catenin BMP Hend*
EGF Thx5* ) )
Activin/Nodal Non-canonical l Nkx2.5 |—> O Left ventricular cardiomyocytes
BMP Wnt O O Atrial cardiomyocytes
Mesot® FHF |—> O Cardiac conduction cells
Ootd*, Nanog® o progenitor AV nodal cells, His-bundle,
Sox2* Bry* Pdgfra* LBB, PF
O O O Wht/B-catenin
Pluripotent Mesoderm mc:sr:‘;ae‘:m FGF Isl1* O Right ventricular cardiomyocytes
Nkx2.5%
l Flk1* O Atrial cardiomyocytes
O O Cardiac conduction cells
Wnt/B-catenin SHF SAN, RBB, PF
progenitor O Vascular smooth muscle cells
l__l (O Endothelial cells
Wt1*  Sema3d"
Tbx18* Sext - O Ventricular cardiomyocytes
EMT !
O O O O Fibroblasts
Pro-/epicardial EPDCs @ Endothelial cells
cells
O Vascular smooth muscle cells
Pax3*
O 6 — O Neurons, parasympathetic innervation
I—» O Vascular smooth muscle cells
Ectoderm CNCC

Figure 16 : Spécification des lignées cardiaques au cours du développement.

Différentes étapes permettent la transformation des cellules pluripotentes en cellules
cardiaques matures. Les étapes intermédiaires peuvent étre caractérisées par des signatures
moléculaires spécifiques et la différentiation est influencée par des voies de signalisations
variées. EPDC : epicardium-derived cells, EMT : endothelial-to-mesenchymal transition, SAN :
sinoatrial node, RBB : right bundle branch , LBB : left bundle branch, PF : purkinje fibers, AV :
atrioventricular. D’aprés (Spéater et al. 2014)
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Le lignage cardiomyocytaire est donc hautement spécialisé et se compose de plusieurs sous-
types caractérisés a la fois par leur localisation et leur fonction (Spater et al. 2014). Les
différents sous-types de myocytes cardiagues sont : les cardiomyocytes (ventriculaires ou
atriales) et les cellules conductrices. Parmi les cellules conductrices, on trouve les cellules du
nceud sino-atrial (SAN), du nceud atrio-ventriculaire (AVN), le faisceau de His, les branches
gauches et droites du faisceau (LBB et RBB), et les fibres de Purkinje. De plus, les
cardiomyocytes, comme toutes cellules musculaires, sont capables de se contracter mais
également de conduire le signal électrique déclenchant la contraction. La fréquence selon
laquelle le cceur se contracte est déterminée par les cellules pacemaker du SAN qui génere
un potentiel d’action spontanée entrainant la dépolarisation et la contraction de l'oreillette.
L’'impulsion électrique converge vers le AVN et se répand dans le ventricule entrainant la
dépolarisation des cardiomyocytes, assurant ainsi la contraction (Miquerol, Beyer, and Kelly
2011; van Weerd and Christoffels 2016).

Aussi, les myocytes cardiaques vont participer a la formation du coeur embryonnaire par 2
processus : la différentiation des précurseurs cardiaques et la division des cardiomyocytes
préexistants. Dans le premier cas, les précurseurs participent a la formation du croissant et du
tube primaire. Dans le deuxiéme, les cardiomyocytes de novo découlent de la différentiation
de ces précurseurs et du champs cardiaque secondaire dans le mésoderme pharyngé (Foglia
and Poss 2016).

De maniére générale la vitamine D pourrait avoir un effet protecteur contre les événements
cardiaques (infarctus du myocarde, malformations cardiaques) puisqu’elle : i) joue un r6le
dans la fonction contractile du myocarde, ii) agit sur le remodelage de la matrice extracellulaire,
i) régule la sécrétion des hormone natriurétiques, iv) réduit I'hypertrophie ventriculaire gauche
et v) régule I'expression des cytokines pro-inflammatoires (Reddy Vanga et al. 2010). Une
action indirecte de la vitamine D peut aussi affecter la fonction cardiaque, puisqu’elle régule
les niveaux d’hormones parathyroide et de calcium circulants (McGonigle et al. 1984). Chez
’'Homme, de faibles taux de vitamine D sont associés a de I'hypertrophie ventriculaire gauche

et une performance myocardique altérée (Seker et al. 2015).

52



Cette observation a été confirmée dans une étude regroupant 711 participants, ou une
association inverse entre les taux de vitamine D et I'hypertrophie ventriculaire gauche, mais
aussi I'hypertension, a été objectivée (Ameri et al. 2013). De plus, des niveaux abaissés de
1,25(0OH)2D et 25(0OH)D (<25nmol/L) sont également associés a une dysfonction du ventricule
gauche (Pilz et al. 2008) et a une hypertrophie du ventricule gauche dans le cas de patient
hypertendus (Seker et al. 2015). Enfin, une cohorte de 5108 sujets adultes en bonne santé, a
permis de montrer que les individus ayant des concentrations en 25(0OH)D < 20ng/ml (soit 50
nmol/L), présentent des anomalies de la fonction cardiaque, aprés analyse de leur

électrocardiogramme (Tuliani et al. 2014).

La culture de cardiomyocytes a permis de montrer que l'ajout de 1,25(0OH).D : i) inhibe la
prolifération cellulaire (myocytes) sans promouvoir I'apoptose, ii) réduit 'expression de génes
liés a la régulation du cycle cellulaire, iii) promeut la formation des cardiomyotubes, iv) induit
I'expression de la Casein kinase-1-a1 qui va donc réguler négativement la voie de signalisation
canonique Wnt (essentielle dans le cceur en développement), iv) augmente I'expression de
Wntll qui promeut la différentiation cardiaque (Hlaing et al. 2014; Meems et al. 2011) et v)

promeut la contractilité des cardiomyocytes (Tishkoff et al. 2008).

La vitamine D semble donc jouer un réle important dans le contréle de la fonction cardiaque,
en régulant I'expression de divers génes et participant a la croissance et la différentiation des
cardiomyocytes. De nombreuses études montrent notamment que la 1,25(0OH).D, via le VDR,
joue un réle anti-hypertrophique. Le VDR peut se lier directement au niveau du promoteur du
géne human B-type natriuretic peptide (hbnp) lequel est un marqueur transcriptionnel de la
réponse a I'hypertrophie (S. Chen et al. 2008; Q. Li and Gardner 1994; J. Wu et al. 1996).
Cette action est possible puisque le VDR est présent dans les noyaux des myocytes, des
fibroblastes et dans le myocarde ventriculaire chez 'lHomme et le rongeur. De plus la 1-a-
hydroxylase et la 24-hydroxylase impliquées dans la synthése et le métabolisme de la
1,25(0OH).D sont également présentes dans le cceur (données dans le cceur de rat) (S. Chen
et al. 2008). Chez le zebrafish, la vitamine D promeut la prolifération des cardiomyocytes, dans
différents contextes (régénération et croissance du cceur) et la modulation tissu-spécifique de
son activité contrdle la taille du cceur (Han et al. 2019). Aussi, la supplémentation en vitamine
D chez le rat diabétique, réduit le développement de I'hypertrophie ventriculaire gauche et
atténue 'expression de TNFa en inhibant la voie de signalisation NF-xB/p65 (Al-Rasheed et
al. 2015).
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D’autres études animales ont également permis de suggérer le réle de la vitamine D et/ou du
VDR, en condition d’hypertrophie cardiaque. Tout d’abord, lors d’'une induction de
I'hypertrophie dans les myocytes in vivo et in vitro, I'expression en ARNm du VDR et de la
guantité de protéines VDR sont augmentées (S. Chen et al. 2008). De plus, des modeéles de
souris VDR, présentent une hypertrophie ventriculaire gauche mais également une
augmentation de la taille des cardiomyocytes (Rahman et al. 2007), ces malformations sont
également retrouvées dans les modéles de souris KO pour I'enzyme 1a-hydroxylase (Meems
et al. 2011). Un modéle KO anti-sens pour le VDR dans le coeur de zebrafish a confirmé
limportance du VDR dans le développement cardiaque, avec dans ce modele, I'apparition
d’'un phénotype caractérisé par un cedéme péricardique, un rythme cardiaque ralenti et des
défauts de latéralité (Kwon 2016).

De méme, des rats déficients en vitamine D présentent une hypertrophie cardiaque
(indépendante des taux plasmatiques de calcium), avec une diminution de I'aire totale occupée
par les myofibrilles dans le myocarde, une augmentation de I'espace extracellulaire et une
augmentation du collagéne myocardique (Weishaar and Simpson 1989; Fraga et al. 2002).
Chez des maéles rats Witsar, ont été étudiés les effets de la carence en vitamine D (induite par
la nutrition) sur le métabolisme, la morphologie et la fonction cardiaque. Une association
significative entre la carence en vitamine D et I'inflammation cardiaque, le stress oxydatif, des
changements dans le métabolisme énergétique, I'hypertrophie cardiaque, des altérations de
I'oreillette et ventricule gauche, de la fibrose, de I'apoptose et une dysfonction systolique a été
rapportée. Ces résultats ont été associés a une augmentation de la sécrétion de cytokines,

telles que TNFa et IFN-y (interferon-gamma) (Assalin et al. 2013).

Toutes ces études suggerent donc un rble pathogénique de la carence en vitamine D sur
I'hypertrophie ventriculaire gauche et la fonction cardiaque. A contrario, la supplémentation en

vitamine D aurait un effet cardio-protecteur.
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3. Programmation fcetale et carence maternelle en vitamine D

3.1 Qu’est-ce que le DOHaD ?

L’origine développementale de la santé et des maladies ou « DOHaD » pour developmental
origins of health and diseases, est un concept selon lequel 'environnement précoce de la vie
peut impacter le risque de développer des maladies chroniques, anciennement qualifiées de
maladies non transmissibles, de I'enfance a I'dge adulte. En d’autres termes le DOHaD
correspond a la programmation foetale ou développementale. C’est dans les années 1980 que
les études épidémiologiques de Barker et son équipe ont, pour la premiere fois, associées le
faible poids de naissance (comme indicateur d’'une nutrition foetal altérée) et une augmentation
du risque de développer du diabéte de type 2 et de I'hypertension (Hales et al. 1991; Barker
1986). Outre le faible poids de naissance, d’autres conditions ont été associées a un risque
de développer une pathologie a I'dge adulte. Ainsi, un fort poids de naissance a été associé
chez les enfants issus de méres présentant un diabéte (type 1 et 2) avec une incidence
augmentée d'obésité et d’intolérance au glucose (McCance et al. 1994). De méme, des
travaux portant sur la descendance de femmes Néerlandaises enceintes lors de I'épisode la
famine de 1944, ont montré l'influence du stade d’exposition au facteur de risque (famine/sous
nutrition) durant la période péri-conceptionnelle. Ainsi, une exposition précoce au cours de la
grossesse, semble étre plus critique, qu’'une exposition tardive a la famine. En effet, dans le
premier cas, elle a été associée chez la descendance a de lintolérance au glucose, des
cancers du sein, de la sensibilité au stress, des altérations de la coagulation sanguine, tandis
qu’une exposition tardive n’était associée qu’a l'intolérance au glucose (Roseboom, de Rooij,
and Painter 2006) (Figure 17).
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Figure 17 : Cohorte des naissances de la famine Hollandaise et impacts a long terme.

(A) Naissance et temps d’exposition a la famine. (B) Conséquences a long terme de
I'exposition a la famine en fonction du stade d’exposition durant la grossesse. Adapté d’aprés
(Roseboom, de Rooij, and Painter 2006).

Le terme « programmation nutritionnelle précoce » est maintenant largement utilisé pour
désigner I'impact de la nutrition dans sa globalité sur le devenir de la descendance (Figure
18). Il a été utilisé pour la premiére fois au cours d’expérimentations mettant en lien I'utilisation
de différentes préparations de laits chez les nouveau-nés prématurés et un bénéfice sur le
développement cognitif de ces enfants a 'age de 8 ans (Lucas, Morley, and Isaacs 2009).
Chez 'Homme, cette programmation pendant la phase de périconception (de la fécondation
jusqu’au stade embryonnaire de blastocyste), s’étend a la période dite des 1000 jours, qui
englobent le début de la grossesse a la 2°™ année de vie de I'enfant. Ainsi plusieurs
publications ont suggéré qu’une prise de poids rapide pendant les premiers mois de vie, était
un facteur de risque de développer de I'obésité chez I'enfant (Druet et al. 2012; Botton et al.
2008; Stettler et al. 2002).
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Figure 18 : Représentation schématique du DOHaD chez I’humain.

Plusieurs facteurs (non exhaustifs) au cours de la grosses vont affecter la taille du
nouveau-né (Small for Gestational Age to Large for Gestational Age) et avoir des impacts
sur sa santé a long terme (Chavatte-Palmer, Tarrade, and Rousseau-Ralliard 2016).

Dans la littérature, les données issues des travaux épidémiologiques ont donc contribué a
identifier, de nombreux autres facteurs qui pourraient influencer des processus biologiques,
eux méme susceptible d’'influencer I'état de santé du futur individu, notamment : i) le mode de
vie parental. ii) L’état nutritionnel et métabolique parental (surpoids, obésité, diabéte de type
2), iii) Le statut socio-économique, qui renvoie a la notion d’intégration biologique ou
« embodiment », c’est-a-dire, comment le milieu social devient biologique (Krieger 2005).
Ainsi, des études ont montré que I'environnement socio-économique précoce peut perturber,
a 'age adulte, les systémes de réponse au stress, inflammatoire et métabolique (Miller et al.
2009; Moisan and Le Moal 2012; Stringhini et al. 2013). iv) Le contexte psychologique (Rincel

et al. 2016), qui ne sont que quelques exemples (Tableau 6).
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Causes précoces

Restriction de croissance
intra-utérine, faible poids de
naissance

Diabete gestationnel, obésite
maternelle pendant la
grossesse, prise de poids
gestationnelle excessive

Prématurité
Croissance post natale ralentie

Croissance post natale
excessive

Exposition de la mére et du
jeune enfant a des toxigques

Infection maternelle pendant
la grossesse, infections
précoces de lenfant

Situation psychosociale dans
l'enfance difficile, carence

Conséquences a |'age adulte

Diabete de type 2, surcharge adipeuse abdominale, hypertension
artérielle, maladies cardiovasculaire, maladie rénale chronique,
bronchopathies obstructives

Obésité, insulinorésistance, diabéte de type 2

Retard cognitif et moteur, diabéte de type 2, hypertension,
Diabéte de type 2, maladies cardiovasculaires

Obesite, cancer

Retard cognitif et moteur, obésité, puberte précoce, infertilité,
cancer, hypertension, maladies cardiovasculaires

Asthme, maladies cardiovasculaires, autisme, shizophrénie

Retard cognitif et moteur, troubles émotionnels et
comportementaux, obésité

affective

Tableau 6 : Relations entre causes précoces et maladies survenues a |I’age adulte
décrites dans la littérature.

Malgré I'accumulation d’études épidémiologiques, de type rétrospectives ou prospectives,
I'utilisation de modeéles animaux a été nécessaire pour confirmer le concept de programmation,
développementale et nutritionnelle précoce, notamment dans le cadre de maladies
métaboliques et cardiovasculaires (Chavatte-Palmer, Tarrade, and Rousseau-Ralliard 2016;
Charles, Delpierre, and Bréant 2016). Parmi ces modéles animaux on retrouve : la restriction
alimentaire in utero (restriction calorique ou protéigue) (Snoeck et al. 1990; Dahri et al. 1991,
Garofano, Czernichow, and Bréant 1999), la restriction utéroplacentaire (Simmons,
Templeton, and Gertz 2001) et I'exposition au stress (par exemple au glucocorticoides)

(Reinisch et al. 1978; Moisan and Le Moal 2012).

De fagon intéressante, I'étude de Reichetzeder et al., combinant une étude clinique et pré-
clinique démontre 'importance de la micronutrition maternelle au cours de la gestation. Il y est
en effet suggéré qu’une déficience sévere en vitamine D chez la femme, est associée a un
faible poids de naissance lié a un retard de croissance gestationnel. Chez I'animal, il n’y a pas
de différence de poids observée a la naissance, mais les souris issues de femelles carencées
sont plus petites a 15 jours, ont une mortalité augmentée avant sevrage et présentent un

défaut de tolérance au glucose (Reichetzeder et al. 2014).

Enfin, le dernier facteur ayant consolidé le concept de DOHaD est I'épigénétique. Tout d’abord,
parce qu’'un plus grand nombre de marques épigénétiques se mettent en place pendant la

périconception (Chavatte-Palmer et al. 2016).
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En effet, les génomes hérités des gametes parentaux ou génomes parentaux, vont tout
d’abord étre reprogrammés, par démeéthylation de 'ADN et des histones ou acétylation des
histones, pour constituer le génome embryonnaire (Gabory and Dandolo 2005). De plus suite
a 'implantation embryonnaire, une reméthylation du génome a lieu (Chavatte-Palmer et al.
2016). Ensuite, I'environnement parental peut également altérer ces margues épigénétiques,
lesquelles seront héritées par la descendance selon plusieurs modes de transmission (Junien
2011; Hanson and Gluckman 2014) (Figure 19).

ENVIRONNEMENT

Physique Biologique
(nutntlon, lumiére, exercice (m\croh\ote ou flore bactérienne,
physique, toxiques, climat, etc.) virus, parasites, etc.)

Psychosocial
(social, psycho-affectif, violence, adversité, stress, socioéconomique, etc.)

Phénotype
transgénérationnel ?

Figure 19 : Latransmission multigénérationnelle et transgénérationnelle des
expositions a I’environnement différe en fonction du sexe des parents.

D’aprés (Junien, Panchenko, Fneich, et al. 2016)

On parle de transmission multigénérationnelle entre les générations (FO) a (F2) en cas
d’exposition maternelle et entre les générations (FO) a (F1) en cas d’exposition paternelle. La
transmission transgénérationnelle, c’est-a-dire méiotique, n’est visible que sur la génération
(F3) pour un lignage maternel (FO) et (F2) pour un lignage paternel (FO). Les effets observés
en deca sont appelés intergénérationnels (Gabory et al. 2013; Junien, Panchenko, Pirola, et
al. 2016).
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3.2 Programmation maternelle et obésité

Selon 'OMS, I'obésité se définit comme « une accumulation anormale ou excessive de masse
grasse constituant un risque pour la santé ». Cette pathologie est causée par une
augmentation de l'apport énergétique associée a diminution de la dépense énergétique,
conduisant a une augmentation de la masse du tissu adipeux. Les complications associées a
'obésités sont bien connues, on retrouve I'insulino-résistance pouvant aboutir & un diabéte de
type 2 et le syndrome métabolique. L’obésité semble également étre un facteur de risque des
maladies cardiovasculaires. En 2016, d’aprés les données de 'OMS, plus de 1,9 milliard
d’adultes (> 18 ans) dans le monde sont en surpoids (soit 1 individu sur 5), parmi lesquels 650
millions sont obéses. Cela correspond a 39% des adultes agés de plus de 18 ans pour les
chiffres en lien avec le surpoids (38% des hommes et 40% des femmes) et 13% pour ceux en
lien avec I'obésité (11% des hommes et 15% des femmes). L’obésité et le surpoids constituent
la 5™ cause de mortalité a I'échelle planétaire, ce qui correspond a 2,8 millions de morts

chaque année.

De maniere plus préoccupante, en 2016 il a été estimé que prés de 50 millions de filles et 75
millions de gargons agés de 5 a 19 ans sont atteints d’obésité dans le monde (Abarca-Gémez
et al. 2017). Les enfants en surpoids ou affecté par I'obésité ont un risque accru de développer
un diabéte de type 2, de l'insulino-résistance (Hannon 2005) et des maladies cardiovasculaires
al'age adulte (avec une augmentation des facteurs de risques associés, comme I'hypertension

et 'hypercholestérolémie) (Umer et al. 2017).

L’Indice de masse corporelle (IMC) est un indice simple qui permet d'estimer le surpoids et
I'obésité chez I'adulte, quels que soient le sexe ou l'age de l'individu (Figure 20). Il donne
toutefois une indication approximative car il ne correspond pas forcément au méme degré
d’adiposité d’'un individu a l'autre et peut étre biaisé par certaines situations physiologiques
comme le vieillissement, la grossesse, la pratique de sport de haut niveau. Son calcul suit la
formule : poids (en kilogramme) divisé par le carré de la taille (en métre). En complément, un
tour de taille supérieur a 102 cm chez 'homme et a 88 cm chez la femme, est un indicateur

de I'obésité et est associé a un risque élevé de diabéte et de maladies cardiovasculaires.
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Figure 20 : Classification des individus en fonction de leur IMC

Plusieurs facteurs semblent interagir lors de la mise en place de I'obésité :
o Des facteurs environnementaux

Comme précédemment évoqué, l'obésité est causée principalement par un déséquilibre
énergétique entre les calories consommeées et dépensées. En d’autres termes une plus grande
consommation d’aliments caloriques riches en graisses et en sucres mais pauvres en
vitamines, en minéraux et autres micronutriments. Plusieurs autres facteurs de risques sont
également suspectés (liste non exhaustive) : la pollution environnementale, la prise de
médicaments, une faible activité physique liée a la sédentarisation, le manque de sommeil, le
stress et l'anxiété (Wells 2013), le niveau d’étude (d’aprés I'étude ESTEBAN 2014-2016 en

France).

e Des facteurs biologiques

Tels que l'age, le sexe (bien que cette tendance s’amenuise), la présence de désordres

physiopathologiques (ex : hypothyroidisme), la modification du microbiote intestinal.

e Des facteurs génétiques

Perte de fonction de protéines impliquées dans le comportement alimentaire (ex : la leptine et
son récepteur, la pro-opiomelanocrotine etc), l'identification de certains single-nucleotides
polymorphism (SNP) répartis sur le génome humain, ou encore, la présence de certains copy
number variation (CNV), résultants de réarrangements chromosomiques (avec par exemple

I'association entre le CNV 10g11.22 et le géne neuropeptide Y receptor) (Aerts et al. 2016)
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Au-dela des classiques facteurs de risque, on peut aussi s’interroger sur la place de la
programmation maternelle dans I'étiologie de I'obésité. L'obésité maternelle est un premier
paramétre pouvant entrainer des complications de la grossesse, susceptibles de retentir sur
la croissance fcetale et la santé a long terme de I'enfant (Guelinckx et al. 2008), en augmentant
notamment le risque pour I'enfant de développer lui-méme de I'obésité (Whitaker 2004; Wang
et al. 2017; Nicholas et al. 2016). La prise de poids excessive durant la grossesse est
également associée a une plus grande adiposité de I'enfant a sa naissance (Crozier et al.
2010) et de maniere plus générale au risque d’obésité chez I'enfant (Woo Baidal et al. 2016a).
Plus récemment des études longitudinales ont permis de montrer que des expériences
traumatisantes pendant 'enfance de la mére (tel que les violences physiques, I'alcoolisme, les
maladies mentales dans le milieu familial) peuvent étre associées a de forts IMC maternels,
une prise de poids excessive durant la grossesse (Ranchod et al. 2016; Diesel et al. 2016;
Nagl et al. 2016) et a terme, un risque d’obésité chez la descendance (Roberts et al. 2014;
Leonard et al. 2017). D’autres facteurs tels que : i) I'utilisation de compléments alimentaires,
ii) la consommation excessive d’alcool et de drogues, iii) la prise de certains médicaments
(notamment antiépileptiques) (Campion, Milagro, and Martinez 2010; McAllister et al. 2009;
Veiby et al. 2014), iv) le tabagisme, v) I'’hyperglycémie pendant la grossesse (Trandafir and
Temneanu 2016), vi) I'exposition a une mauvaise qualité de I'air, au trafic routier (bruit, les
oxyde d’azote Nox) (Wilding et al. 2019) et plus globalement a un environnement pollué (Woo
Baidal et al. 2016b), peuvent impacter le poids de naissance, I'adiposité et le risque d’obésité
de la descendance. Cela montre I'importance du parcours de vie de la mére pour son enfant.
Le diabéte gestationnel semble également étre un facteur qui promeut le développement de
I'obésité, ainsi que des altérations du métabolisme glucidique chez la descendance (Metzger
2007), au méme titre que l'obésité maternelle. Enfin, I'exposition maternelle a des
perturbateurs endocriniens connus comme étant obésogénes (tributyltine, bisphénol A), qui
semblent promouvoir la prise de poids et I'obésité, pourraient également avoir des effets tout

au long de la vie de la descendance (Grin and Blumberg 2009).

Au-dela de l'impact de I'environnement maternel, le concept de POHaD a récemment émergé
(pour paternal origins of health ad diseases) et met également en évidence I'impact du
surpoids et de I'obésité paternelle sur la santé et le développement de la descendance. De
nouvelles études chez la souris soumises a une alimentation induisant I'obésité, mettent
notamment en évidence que les microARNs du sperme paternel peuvent étre modifiés par ce
changement environnemental et induire des marques épigénétiques chez la descendance.
(Dupont et al. 2019).
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Au cours des derniéres années, I'étude de grandes cohortes meres-enfants ont suggéré des
associations entre teneur plasmatique en 25(0OH)D chez la meére et différents paramétres
caractérisant I'obésité chez I'enfant. Ainsi, de faibles concentrations en 25(0OH)D durant la
grossesse sont associées a : i) de faibles pourcentages de masse grasse a la naissance, ii)
de forts pourcentages de masse grasse chez I'enfant 4gé de 4 et 6 ans (Crozier et al. 2012;
Boyle et al. 2017), iii) de plus faibles pourcentages de masse maigre chez I'enfant 4gé de 6
ans et 9.5 ans (Miliku et al. 2018; Krishnaveni et al. 2011), iv) une plus forte insulino-résistance
(Krishnaveni et al. 2011). Dans une plus petite cohorte, de faibles taux maternels en 25(0OH)D
ont été associés a une plus grande adiposité sous-cutanée et viscérale du nouveau-né (Tint
et al. 2018). Enfin, d’autres données humaines associent le statut maternel en vitamine D avec
'IMC, le poids et le tour de taille de I'enfant. En effet, les concentrations en 25(OH)D durant la
grossesse sont inversement corrélées a I'lMC et au tour de taille chez les enfants agés de 4
et 6 ans (Daraki et al. 2018), mais aussi a un risque élevé de surpoids fcetal et néonatal (sans

retrouver une telle association a 4 ans) (Morales, Rodriguez, et al. 2015).

~

Toutes ces études cliniques tendent donc a confirmer le réle de la vitamine D sur
programmation développementale de I'obésité chez la descendance. Cependant, des études
sur le long terme (suivi jusqu’a I'adulte) n'ont pas encore été menées et les mécanismes

précoces mis en jeu dans cette programmation restent encore a élucider.

Une étude menée chez le rat montre que la carence maternelle en vitamine D, induite avant
et pendant la gestation, semble promouvoir la différentiation et la prolifération des adipocytes
et des préadipocytes chez la descendance male. Ce phénomene semble étre associé a des
modifications épigénétiques (méthylation d’iflots CpG), conduisant a un phénotype obése
(masse corporelle et adiposité augmentées) chez la descendance issue de femelles
carencées (Wen et al. 2018). Chez la souris, la carence maternelle en vitamine D est
également associé a un phénotype obése chez la descendance méle (masse corporelle plus
élevée, adiposité, intolérance au glucose). Ces résultats ne sont pas conservés sur une

deuxiéme génération (Nascimento et al. 2013).
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Dans une seconde étude transgénérationnelle, une carence maternelle en vitamine D induite
par un régime déficient en vitamine D (5 semaines avant I'accouplement jusqu’au sevrage)
entraine des perturbations de la méthylation de 'ADN dans les cellules somatiques du foie et
germinale (du sperme) sur deux générations successives. Ces modifications épigénétiques
sont associées a des différences au niveau du poids du corps et le ratio masse maigre/masse

grasse sur les deux générations (Xue et al. 2016).

Cependant, cette association entre carence maternelle en vitamine D et phénotype obese
chez la descendance n’est pas systématiquement observée. Ainsi, dans une étude menée sur
des rats males Sprague-Dawley issus de meéres carencées en vitamine D au cours de la
gestation, aucune différence de masse corporelle n’a été rapportée. Cependant ces animaux
présentent une insulino-résistance (HOMA-IR élevée et tolérance au glucose abaissée)
associée a une l'inflammation persistante (avec notamment des concentrations élevées dans
le plasma et le foie de IL-1p, IL-6, IL-8, TNFa) (Zhang et al. 2014). De méme, des souris males
issues de méres carencées présentant un retard de croissance intra-utérin et une croissance
accélérée en début de vie, ne présentent pas une masse plus élevée a I'dge adulte.
Néanmoins, ces animaux sont prédisposés a développer une hypertrophie adipocytaire suite

a une régime riche en graisse (Belenchia et al. 2017).

Toutes ces données laissent donc a penser que la carence maternelle en vitamine D et
'environnement a 'age adulte sont des parameétres a prendre en compte pour étudier la mise
en place du phénotype obese chez la descendance. De plus, cette programmation semble

dépendre des modéles et régimes utilisés.
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3.3 Programmation maternelle et malformations cardiaques

3.3.1 Généralités sur les malformations cardiaques

Les malformations cardiaques congénitales ou cardiopathies congénitales (CHD) se mettent
en place au cours du développement feetal, et correspondent aux anomalies congénitales les
plus communes a la naissance (Sun et al. 2015). Ces altérations dans la construction du cceur
surviennent lors des premieres semaines de grossesse. Les malformations cardiaques
incluent sous cette terminologie sont variées, on retrouve de maniére non exhaustive : des
malformations au niveau des valves, au niveau de septation atrio-ventriculaire (défaut de la
septation ventriculaire, de la septation atriale, Tétralogie de Fallot), les sténoses (pulmonaire,
aortique), l'inversion des grandes artéres (nécessitant une intervention chirurgicale), mais
aussi des défauts électriques tels que la bradycardie (rythme cardiaque trop lent) ou I'arythmie
(rythme trop rapide), etc. (Sun et al. 2015) (Figure 21)

Ventricular 32.1%
septal defect 32.5%
Pulmonary
stenosis

Persistent ductus
arteriosus

Atrial septal
defect

Coarctation of
the aorta

Aortic stenosis

Fallot’s tetralogy

Transposition of
the great arteries

These figures are taken from two classic studies. The green bars are from a USA study?
of 56,109 births; the red bars are from a UK study® of 160,480 births. The lesions
listed account for 70-80% of all congenital heart defects.

aMitchell S C et al. Circulation 1971; 43: 323-32.
bDickinson D F etal. Br Heart J 1981; 46: 55-62.

Figure 21 : Cardiopathies congénitales les plus communes.

Données issues de 2 études une américaine sur 56109 naissances (vert) et une anglaise sur
160480 naissances (rouge) D’aprés (Bellsham-Revell and Burch 2018)
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Ces CHD affectent 8 nouveaux nés sur 1000 naissances. Ces chiffres n’incluent pas les
malformations mineures qui peuvent se présenter plus tard au cours de I'enfance ou dans la
vie, comme par exemple la présence d’une bicuspidie valvulaire aortique (normalement sous
forme tricuspide) qui apparait pour une personne sur 100 dans la population. Les cardiopathies
congénitales sont plus communes pendant la période anténatale (de la conception a la
naissance), puisque leur présence se traduit le plus souvent par une grande incidence
d’avortements spontanés, de mort-nés et parfois le diagnostic prénatal a partir duquel une

interruption de grossesse peut étre émise (Bellsham-Revell and Burch 2018).

Néanmoins, les avancées dans la chirurgie pédiatriques ont permis de voir un nombre
augmenté d’enfants atteints de cardiopathies congénitales survivre jusqu'a I'dge adulte,
puisqu’en Europe on retrouve une plus grande population d’adultes atteints de CHD (environ
2.3 millions) que de population pédiatrique (environ 1.9 millions). Dans les années 50, prés de
90% des nouveaux nés présentant une CHD mouraient pendant I'enfance alors que dans les

années 80 leur survie s’est étendue au-dela de 18 ans (Fitzsimmons and Salmon 2018).

D’aprés la Fédération Francaise de Cardiologie, dans 9 cas sur 10, il est impossible de
déterminer les causes des malformations. Dans les cas restants, plusieurs facteurs semblent
étre mis en cause tels que (Barnett, den Boogaard, and Christoffels 2012; Bellsham-Revell
and Burch 2018) :

o Génétique

Plusieurs cardiopathies congénitales sont typiqguement liées & une mutation d’'un seul gene
autosomal dominant. Par exemple le syndrome de Marphan associé a une mutation dans le
géne de la fibrilline sur le chromosome 15q, les syndromes de Holt-Oram et Noonan a des
Iésions au niveau du chromosomes 12q. Il semblerait que prés de 400 génes soient impliqués
dans le développement de CHD (Blue et al. 2017) comme les génes codants pour les facteurs
de transcription : Nkx2-5, dont I'absence est létale chez la souris (défaut de looping du cceur
en formation et de différenciation cardiaque). Chez 'homme cela conduit a des défauts de
septation, de compaction, de conduction (Lyons et al. 1995; Tanaka et al. 1999). Thx5 dont la
surexpression peut induire une inhibition de la maturation ventriculaire et dont la sous-
expression induit des défauts similaires a 'absence de Nkx2-5 (Bruneau et al. 2001). Encore

beaucoup d’autres génes restent a identifier.
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e Epigénétique (Barnett, den Boogaard, and Christoffels 2012)

Des études NGS (next generation sequencing) ont permis d’identifier des modifications
d’histones associées a des CHD. Le remodelage de la chromatine semble étre impliqué dans
environ 3% des cas de CHD (Saliba et al. 2019). De plus, certains ARNs non codants
(microARNSs, IncARNSs, circARNS) seraient impliqués dans des cardiopathies congénitales
(Chahal, Tyagi, and Ramialison 2019).

e Chromosomale

La plus connue étant la trisomie 21, ou syndrome de Down, provoquée par la présence d’'un
chromosome 21 surnuméraire. Elle est associée a 5% des CHD avec une incidence de 1/700
naissances. 40% des personnes présentant ce syndrome ont des CHD, qui dans 40% des cas

sont des défauts de la septation atrio-ventriculaire.

¢ Infection virale (rubéoles),

¢ Intoxication (alcoolisme, tabagisme, toxicomanie)

L’apparition de ces différents facteurs au cours de premier trimestre de la grossesse, constitue
un risque augmenté de CHD chez I'enfant, lequel est majoré lorsqu’un des parents présente
également une CHD (Sun et al. 2015). En effet, le risque de récurrence de CHD est de 4-6 %,
si les femmes ont une CHD ou histoire familiale de CHD (contre 0.8% dans la population
générale). De plus les femmes atteintes de CHD, associée a une mutation d’un seul géne, ont

50% de risque de transmettre une CHD a leurs enfants (Thorne 2018).

De maniére générale, une étude regroupant prés de 1 387 650 naissances a permis de
montrer que lorsque la mére est atteinte de maladies chroniques (incluant le diabéte de type
1 et 2, les CHD, 'anémie, I'épilepsie, les maladies liées au tissu conjonctif, etc), I'enfant est

exposeé a un risque accru de développer des CHD (Chou et al. 2016).

De méme, I'obésité maternelle est un parametre affectant le développement cardiaque dés le
1°" trimestre et tout au long de la gestation. Grace a I'échocardiographie plusieurs parametres

ont pu étre identifiés comme étant perturbés par I'obésité maternelle : les dimensions
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ventriculaires, la vélocité dans les tissus ventriculaires, le rythme du cycle cardiaque et les flux
sanguins. Chez 'Homme, I'obésité maternelle entraine des problémes dans la formation et la
fonction du cceur en affectant a la fois le ventricule droit et le ventricule gauche au premier
trimestre, induisant progressivement un déclin de fonction pendant le 2°™ et 3™ trimestre.
L’épaississement des parois ventriculaires commencent pendant le 3°™ trimestre alors que la
fonction diastolique est elle aussi altérée (Ahmed and Delgado-Olguin 2019). Dans les
modeéles animaux cette obésité maternelle est associée a un élargissement du coeur foetal
avec une augmentation des poids des ventricules gauche et droit, et une augmentation de la
taille des parois ventriculaires associée a une hypertrophie des myofibrilles en milieu de
gestation (Fan et al. 2011; Kandadi et al. 2013). Ainsi I'obésité maternelle programme chez
ladulte un risque accru de cardiomyopathies hypertrophiques, notamment du ventricule
gauche (Ahmed and Delgado-Olguin 2019).

Le diabete maternel est également un parameétre qui peut perturber la formation et la fonction
du cceur de la descendance. En effet, les nouveau-nés agés de 2 jours, issus de meres
diabétiques, ont tendance a présenter des concentrations plus élevées de troponine cardiaque
gue les enfants issus de meres non diabétiques. Ces taux élevés en troponine sont
positivement corrélés avec le diamétre diastolique ventriculaire gauche et le diamétre
interventriculaire septale. Tous deux sont marqueurs de la dysfonction ventriculaire gauche et
de I'hypertrophie cardiomyopathique (Korraa et al. 2012). D’autres études ont également mis
en lien des CHD (par exemple I'hypertrophie cardiomyopathique) avec le diabéte maternelle
(EI-Ganzoury et al. 2012) de méme que I'hyperglycémie maternelle avec ou sans diabete
maternelle (Basu et al. 2017; Helle et al. 2018) . De plus, sur une cohorte de 2060 enfants, il
a été déterminé que le diabéte gestationnel, la sévérité du diabéte et 'IMC avant grossesse
sont considérés comme des prédicteurs des malformations congénitales, avec 'lMC comme

étant le plus important (Garcia-Patterson et al. 2004).

D’autres paramétres environnementaux semblent étre des facteurs de risque de CHD pour
I'enfant comme le tabagisme actif (Lee and Lupo 2013), mais aussi le tabagisme passif, le
faible niveau d’éducation, la consommation d’alcool (Liu et al. 2018), un niveau socio-
économique faible (Yu et al. 2014), I'exposition a certains médicaments (traitement de
linfertilité) (Fung et al. 2013), 'dge maternel (Jay et al. 2016) et le stress gestationnel (Shi et
al. 2016). De méme, I'exposition a des pesticides non persistants au cours de la grossesse
(Inserm 2013), mais également I'exposition a certains composants environnementaux tels que
les solvants organiques ou un environnement bruyant (Gong et al. 2017), certaines particules
(plomb, cadmium) (Ou et al. 2017), la pollution ou le virus de la grippe (Yuan et al. 2015; Agay-
Shay et al. 2013), sont autant de facteurs de risques de CHD.
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Encore peu d’études cliniques se sont intéressées a un lien entre le statut en vitamine D
maternel et le risque de développer des maladies cardiaques congénitales (telles que

I'hypertrophie ventriculaire) chez la descendance.

Néanmoins dans un récente étude de cas témoins regroupant 345 méres d’enfants atteints de
CHD et 432 meres d’enfants non atteints, Koster et al. ont mis en évidence que des statuts
maternels en vitamine D inférieurs a 50 nmol/L sont associés a un facteur de risque deux fois
augmenté de CHD chez I'enfant (Koster et al. 2018). Une seconde étude, bien que de taille
réduite (n=50), a également associé de faibles taux maternels en vitamine D, ainsi qu’un

polymorphisme du géne VDR, a un risque de CHD pour I'enfant (Mokhtar et al. 2019).

Ces résultats semblent se confirmer dans une 3™ cohorte ou le statut maternel en vitamine

D est inversement associé au risque ce CHD chez I'enfant (Dilli et al. 2018).

L’étude de la programmation maternelle de CHD en lien avec le statut maternel en vitamine D
est un champ d’investigation nouveau. Néanmoins quelques études animales permettent de

compléter les données issues des études cliniques.

Dés 1995, une étude menée sur le rat illustre 'importance de la nutrition maternelle périnatale
sur le développement d’événements cardiaques chez la descendance. Les descendants de
femelles soumises a un régime supplémenté (3000 IU de vitamine D /kg) ou appauvrit en
vitamine D (< 200 IU) sont comparées. A 21 jours, les rats issus de meres déficientes
présentent un retard du développement cardiaque (Morris et al. 1995). Depuis, la carence
maternelle en vitamine D induite par I'alimentation, bien que n’entrainant pas de défauts
cardiaques chez la descendance a 3 jours, a été associée a des malformations cardiaques
chez la descendance (male et femelle) agée de 4 semaines (comparé a la descendance issue
de meéres contrdles, non supplémentées soit 1000 Ul de VD / kg). Ces malformations
consistent en une augmentation de la taille de la paroi ventriculaire gauche s’accompagnant

d’'une augmentation de la taille et du nombre de cardiomyocytes (Gezmish et al. 2010).

Il semble donc que la carence maternelle en vitamine D a un impact précoce sur le

développement cardiaque qui se traduit par des malformations du cceur chez la descendance.
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Cependant aucune étude au cours de I'embryogénése ou a long terme ne permet encore
d’expliquer quels sont les mécanismes précoces impliqués et les altérations cardiaques

résultantes chez 'adulte.
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Objectifs de la these

Au cours de cette introduction, nous avons évoqué le role clef de la vitamine D dans la mise
en place de nombreux mécanismes essentiels au développement de I'organisme et au
maintien d’'une bonne santé tout au long de la vie. En effet, I'action de ce micronutriment est
pléiotropique et les tissus cibles nombreux. D’'une part, le lien entre la vitamine D et le tissu
adipeux, son principal site de stockage, a été fortement documenté et il apparait que les cas
d’insuffisance en vitamine D sont associés a des phénotypes obéses et des altérations du
métabolisme énergétique. D’autre part, la vitamine D participe a la formation du cceur ainsi
gue la fonction cardiaque et l'insuffisance en vitamine D est associée a des altérations de la

morphologie du cceur et de son fonctionnement.

De plus nous avons évoqué l'importance de la nutrition maternelle, au cours de la période
périnatale, comme étant elle aussi un élément décisif de la programmation développementale
vis-a-vis de certaines pathologies. La prévalence du nombre de femmes enceintes présentant
des taux inadéquats en vitamine D étant important dans notre société actuelle, de méme que
la forte prévalence d’obésité dans la population générale et de cas de CHD chez I'enfant et
désormais les adultes, nous avons décidé d'étudier les associations existantes entre la
carence maternelle en vitamine D et une potentielle programmation face a des maladies
métaboliques telles que I'obésité ou encore des malformations cardiaques congénitales (CHD)

chez la descendance.

Tout d’abord, nous nous sommes intéressés a I'impact de la carence maternelle sur le devenir
métabolique et énergétique de la descendance, précocement (dans les premiéres semaines
de vie) mais également lorsque celle-ci est exposée, ou non, a un contexte d’obésité a 'age
adulte. Nous nous sommes également intéressés a la différence de réponse métabolique en

fonction du sexe de la descendance, ce qui n’avait a ce jour jamais été étudiée. (Article 1).

En paralléle, nous avons étudié I'impact de cette carence maternelle en vitamine D lors de la
formation du coeur embryonnaire ainsi que les mécanismes mis en jeu impliqués dans une

programmation a long terme des altérations cardiaques (Résultat 2).
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Matériels et méthodes

1. Expérimentation animale (Article 1, Résultats 1 & 2)

Des souris males et femelles C57BL/6J (Janvier Lab) agées de 8 semaines ont été nourries
ad libitum avec un régime contréle (A04, Safe Diet), pendant une semaine d’acclimation et ont
eu acces l'eau. Les animaux ont eu une photopériode contrblée de 12 h de lumiere et 12 h
d’obscurité et ont été maintenus a une température constante de 22°C. Les femelles (15 par
groupe) ont aléatoirement été assignées a I'un des deux groupes expérimentaux : contrdle
(CTRL, AIN-93G avec de la vitamine D3, 1.0 Ul/g) ou déficient en vitamine D (VDD, AIN-93G
sans vitamine D3, 0.0 Ul/g) pendant 8 semaines, puis ont été mises en accouplement avec
les males. La masse corporelle a été mesurée une fois par semaine et la prise alimentaire a
été mesurée a 3 semaines de régime (pré-accouplement), puis a 5 jours et 15 jours de

gestation (Figure 22).

Etude de la carence en vitamine D associée a un régime obésogéne chez la
descendance juvenile et adulte (Article 1 & Résultat 1) : Aprés la naissance les femelles
(10 par groupe) ont toutes été alimentées avec le régime contréle (AIN-93G) jusqu’au sevrage
de la descendance. Toutes les semaines la masse des animaux était mesurée (du sevrage
jusqu’a la fin du protocole). Les méles et femelles de la descendance, agés de 6 semaines,
ont aléatoirement été assignés pour recevoir un régime contrble (LF, AIN-93M) ou riche en
lipides (HF, 45 % d’énergie sous forme lipide) pendant 8 semaines. A la fin du protocole, aprés
avoir été mises a jeun la nuit, le sang des souris a été collecté par ponction cardiaque, aprés
anesthésie. Le sérum a été isolé par centrifugation a 3000 rpm pour 15 min a 4°C et stocké a
-80°C. Les animaux ont été euthanasiés par dislocation cervicale et les divers tissus (foie, rate,
hypothalamus et dépbts de tissus adipeux blancs) ont été collectés, pesés et stockés a -80°C.
Quatre groupes (femelles et males) sont formés : CTRL-LF, VDD-LF, CTRL-HF, VDD-HF

Etude de la carence en vitamine D embryonnaire et de la fonction cardiaque chez
I’adulte (Résultat 2) : Quatre femelles de chaque groupe (CTRL et VDD) ont été euthanasiées
par dislocation cervicale a un stade de gestation de 16,5 jours (E16.5). Une partie des coeurs
(15 par groupe) a été conservée pour les analyses d’histologie et d'immunofluorescence. Les

autres cceurs (16 par groupe) ont été disséqués pour conserver les ventricules gauches puis,
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ont été congelés a -80°C pour les expérimentations de ARN-sequencing, PCR en temps réel
et ChiP-sequencing. Apres la naissance, les femelles des groupes CTRL et VDD ont recu une
alimentation contrdle (A04). Leurs descendants ont été maintenus sous régime contrble
jusqu’a la fin du protocole (6 mois) et ont été utilisés pour des échocardiographies (a 2 mois

et 6 mois).

Etude du métabolisme de la descendance issue de méres carencées en Vitamine D

Génération FO Femelles CTRL Males Femelles VDD Males
Régimes Maternels __"ﬁ +* * ."-ﬁ
Contréle (CTRL) ou Vitamine D Déficient (VDD) S s

Males Femelles Males Femelles

Régimes de la descendance adulte LT He LF HF  LF HF LF HF
Low Fat (LF) ou High Fat (HF) @ @ @ @ & @ @ @
al::iilmlee;r:r;t [ Gestation I Croissance J Régime Adulte J

Régime Low Fat (LF)
Régime High Fat (HF)

Génération F1

Régime Controle (CTRL)
Régime Controle (CTRL)

Régime Low Fat (LF)
Régime High Fat (HF)

Régime Vitamine D Déficient (VDD)

Time line (semaine) 79 I 911 12 [ 13 | 14 [ 15 | 16 | 7 | 16 ] 19 [ 20 | 21 | 22 | 23 | 24 | 25
Age de la descendance I 1T [ 2T 3] 4T s 3 7 3 9 T 10 [ n 12 13 14
(semaine)
0 Mesure masse X X o Mesure masse corporelle 0 Mesure masse corporelle
corporells o Prise alimentaire o Prélévement sanguin (F0 et o Prélévement sanguin
o Prise alimentaire F1) o Physiocage (12éme semaine)
o Sevrage (4éme semaine) o0 Test de Tolérance a l'lnsuline [TT (13éme semaine)
o Physiocage (5éme semaing) o Sacrifice et prélévement des organes (14éme semaine)

Sur le Tissu Adipeux viscéral -
- Histologie
= Séquencage ARN
< Profils microARNs

Etude du développement cardiaque de la descendance issue de méres carencées en

Vitamine D
Génération FO Femelles CTRL Males Femsllss VDD Males
Régimes Maternels * *
Contréle (CTRL) ou Vitamine D Déficient (VDD)
Génération F1 Males Males
CTRL VDD

Régime CTRL é E é' ;
[ Régime pré- [ . J . J
accouplement Gestation Croissance

Régime Contréle (CTRL)

Régime Contréle (CTRL)
Régime Vitamine D Déficient (VDD)

Time line [ 0 - 9 semaines | Environ 20 jours | De |a naissance & 6 mois
o Prélevement des o Echocardiographie & o Echocardiographie &
ceeurs A E16.5 2 mois 6 mois

- Histologie, Immunofluorescence
- Séquencage ARN
- ChIP-sequencing

Figure 22 : Schéma récapitulatif des protocoles expérimentaux.

73



2. Analyses biochimiques (Article 1)

Pour confirmer le statut vitaminique D maternel et de la descendance, les concentrations en
25(0OH)D dans le sérum ont été mesurées en utilisant le kit de diagnostic enzymatique in vitro
25-OH Vitamin D (direct) ELISA kit (PromoKine). L'insuline et le 17(3-estradiol ont été mesurés
dans le plasma en utilisant des kits de dosage immuno-enzymatiques ELISA (ALPCO
Diagnostics ; ab 108667, Abcam, respectivement). Les protocoles fournis ont été suivis. Pour
les concentrations en glucose, les souris ont été mises a jeun pendant 5 h, puis la glycémie a
été mesurée a partir du sang de leur queue (glucometre Accu-Check). L'index HOMA-IR a été
calculé selon la formule : insuline (microU/L) x glucose (nmol/L) /22.5

3. Calorimétrie indirecte (Article 1)

A 5 et 12 semaines la descendance a été mise en acclimatation dans des cages de
calorimétrie indirecte pendant 24h (Physiocage). Le dispositif calorimétrique était composé
d’'un analyseur de gaz (02, CO;, VO3, VCO,) et enregistreur d’activité. La température de la
salle contenant le dispositif a été maintenue a 22°C. Quatre cages ont été connectées a
'analyseur de gaz. Les gaz ont été analysés en continu avec la séquence suivante : 3 min
dans la cage 1, 3 min dans la cage 2, 3 min dans la cage 3, 3 min dans la cage 4, puis 3 min
de l'air de la piece. Ainsi le volume (mL / min) d'O2 consommés (VO2) et le CO2 produit
(VCO2) ont été mesurés pour chaque souris. La dépense énergétique (EE) a été calculée
comme suit (EE = (16.3 4.5 VO2 + 4.57x VCOZ2) / 60 (watts)). L'oxydation des lipides (LOX) et
des glucides (GOX) a été calculée selon les équations suivantes : LOX = (1,69 x VO2 - 1,69 x
VCO2) (9,46 x 4,186 / 60) (watt) et GOX = (4,57 x VCO2 - 3,23 x VO2) (3,74 x 4,186 / 60)
(watt). L'activité totale a été évaluée en faisant la somme de l'activité spontanée et de I'activité
d'élevage mesurées dans les cages calorimétriques indirectes (Physiocage, Bioseb, Vitrolles,

France), puis normalisées a la valeur du contréle.

4. Test de tolérance a I'insuline (ITT) (Article 1)

Une semaine avant la fin du protocole, les souris ont été soumises a I''TT. Elles ont été mises
ajeun pendant 5 h et gavées avec solution d'insuline (0,05 Ul / mL) préparée dans une solution
saline (0,5 Ul / kg de poids corporel). La glycémie a été mesurée a partir du sang de la queue

a0, 15, 30, 60, 90, 120 minutes aprés l'injection (glucométre, Accu-Check).
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5. Echocardiographie (Résultat 2)

La fonction cardiaque a été évaluée sur les méales a 2 mois et 6 mois en utilisant un échographe
Affiniti 50G (Philips) équipé d’un transducteur linéaire de 11MHz (L12-4). Les souris ont été
anesthésiées par isofluorane 1.5%, puis leur thorax a été rasé. L'échocardiographie a été
réalisée en M mode qui permet de mesurer la dimension diastolique du ventricule gauche
(LVEDD) et la dimension systolique du ventricule gauche (LVESD). Ainsi le pourcentage de
fraction de raccourcissement (FS) a été calculée d’apres la formule : FS = ((LVEDD-LVESD)
/ LVEDD) x 100.

6. Fixation des cceurs et histologie (Résultat 2)

Les cceurs E16.5 (12 pour chaque groupe) ont été fixé avec 4% de paraformaldéhyde toute la
nuit a 4°C sous agitation, lavés en PBS 1X, puis déshydratés avec 50%, 90%, 100% d’éthanol
(respectivement 3 fois 1 h) et xylene (2 fois 1 h), puis inclus en paraffine (3 bains de 1h a 60°C)
dans des moules. Par la suite, chaque cceur a été coupé a 8um (Microtome, Leica) et coloré
en Eosine-Hematoxyline (Harris Hematoxylin Solution Modified, Sigma), selon le protocole
suivant : 2 min hématoxyline, 30 s solution de différentiation, ringage H-O, 2 min éosine, 1min
éthanol 70%, 1 min éthanol 95%, 3 bains de 3 min en xylene. Ensuite, les lames sont montées
avec un milieu de montage contenant du xyléne (Eukitt Quick hardening, Sigma). Les diverses
mesures d’'épaisseur (ventricules, septum) sont calculées a partir de la moyenne de 3 coupes

consécutives pour chaque coeur sous le logiciel ZEN (Zeiss) avec un Axioscan.Z1 (Zen).

7. Fixation des cceurs et Immunofluorescence (Résultat 2)

Les cceurs (3 par groupe) ont été fixés en 4% paraformaldéhyde (4°C toute la nuit), lavé en
PBS 1X. Par la suite ils sont lavés dans des bains de sucrose (10% sucrose, puis 20% sucrose,
sur la nuit a 4°C) puis fixés en OCT-sucrose (50% OCT, 10% sucrose, 40% PBS). Les
échantillons dans leurs moules sont déposés sur la carboglace, le temps d’étre fixés, puis
stockés a -80°C avant d’étre coupés a 8um, -20°C (Cryostat CM3050S, Leica). Les lames ont
ensuite été séchées, puis lavées avec du PBS 1X et rincées pendant 10 min avec du PBS-
Triton 0.1%. Les lames ont été bloquées avec 4,5 ml de PBS-Triton 0,1%, 0,1 g de BSA avec
le WGA conjugué Alexa Fluor 488 (In vitrogene) et une solution DAPI 1X conformément aux
protocoles du fabricant, pendant 20 min. Les lames ont été lavées avec du PBS 1X et montées

avec du milieu de montage (fluoromount mounting medium, Southern-Biotec). Pour chaque
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ventricule gauche nous avons calculé I'aire de 100 cardiomyocytes dans 3 différentes régions

du ventricule en utilisant le logiciel ImageJ.

8. Immunoprécipitation de la chromatine (ChIP-sequencing)

Le protocole jove précédemment décrit (Jebeniani, Leschik, and Puceat 2016b) est suivi.

ADN-protéine cross-linking : Les ventricules gauches congelés (pour chaque groupe, VDD
ou CTRL) ont été rincés au PBS 1X puis suspendu dans 1 mL de tampon de cross-link (comme
précédemment décrit (Jebeniani, Leschik, and Puceat 2016a)) avec 1% de formaldéhyde. Les
échantillons ont été agités a 60 rpm pendant 10 min, puis la réaction a été arrétée en ajoutant

de la glycine (125 mM) pendant 5 min (Figure 23).

Crosslink proteins and DNA

Sample fragmentation
(sonication)

g e W

v
Immunoprecipitation (VDR)

He

DNA purification

v

DNA library creation
Sequencing
Identify peaks

Figure 23 : Schéma d’immunoprécipitation de VDR a partir de la chromatine (ChIP-seq)

Lyse cellulaire et fragmentation de la chromatine : Les échantillons ont été lavés avec du
PBS 1X puis centrifugés a 1000 g, a 4°C, pendant 5 min. Des inhibiteurs de protéases ajoutés
au tampon de perméabilisation ont permis de re-suspendre les culots. Le tout a été
homogénéisé avec une seringue. Aprés centrifugation, les culots ont été re-suspendus dans
un tampon de lyse/sonication contenant des inhibiteurs de protéases. Puis les échantillons ont
été fragmentés dans un sonicateur (Misonics 3000) (21 cycles, chaque cycle faisant 30 s on /
30 s off). Aprés centrifugation le surnageant qui contenait la chromatine et les protéines a été
conservé, et la densité optique évaluée au spectrophotometre (nanodrop). Cela nous a permis

de calculer la concentration en protéines d’aprés la formule 1.55 x DOzgo — 0.76 X DO 2¢0.
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Immunoprécipitation de VDR a partir de la chromatine lavages : En parallele, on a rincé 3
fois les billes de protéine A (100 uL) avec le ChIP buffer (1 mL). Ensuite, les billes (40 yL) ont
été incubées avec I'anticorps anti-VDR (15 L, sc-13133, Santacruz) dans le ChIP buffer (300
ML) pendant 2h a 4°C et agitées a 40 rpm. Puis le complexe formé par les billes de protéine

A-anticorps a été rincé 3 fois avec le ChlP buffer.

Deux tubes (pour chaque condition, VDD ou CTRL) ont été préparés avec dans un cas, 150
Mg de chromatine avec 150 pyL de complexe billes-anticorps, dans 'autre cas, avec 150 ug de
chromatine et 150 pL de billes lavées (échantillon nommé INPUT qui est le contrdle interne).
Chaque tube a ensuite été incubé avec 1mL de ChIP buffer contenant des inhibiteurs de

protéases, toute la nuit a 4°C sous agitation 40 rpm.

Elution de ’ADN, cross-link inversé, et digestion par la protéinase K : Les échantillons
ont été élués avec 150 pL de solution d’élution (1% SDS, 100 mM NaHCO3) pendant 20 min
sur un bloc chauffant a 50°C. Puis ils ont été vortexés et mis sur un rack magnétique afin de
récupérer les surnageants dans des nouveaux tubes. Aux surnageants ont été ajoutés 200
mM de NaCl toute la nuit a 65°C. Le lendemain, dans chaque échantillon 250 mM d’EDTA ont
été rajoutés et 12.5 mM de protéinase K, pour une concentration finale de 250 ug/mL de
matériel de ChIP, pour 2 h a 55°C.

Extraction de I’ADN : La préparation des billes permettant d’extraire 'ADN est décrite dans
le protocole (Jebeniani, Leschik, and Puceat 2016a). Chaque échantillon a été re-suspendu
dans 2,5 volumes de billes, incubé 10 min a température ambiante, puis placé sur un rack
magnétique. Le surnageant a été aspiré et jeté, puis 600 uL d’éthanol 80% ont été ajoutés. De
nouveau le surnageant a été aspiré puis jeté, aprés une rapide centrifugation les derniéres
gouttelettes d’éthanol ont été retirées. L’ADN a finalement été élué avec 20 pyL d’eau ARN/ADN
free. La qualité des ADN a été testée sur puces ADN Chip avec un Bioanalyseur 2100
(Agilent).

Par la suite la création de la librairie, le séquencage et I'analyse du ChIP-sequencing a partir

des échantillons d’ADN ont été réalisés par des prestataires (Integragen, Evry).
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9. Extraction des ARN totaux (Article 1, Résultats 1 & 2)

Pour les tissus adipeux et ’hypothalamus : L’extraction a été réalisée par I'ajout de 1 mL
de TRI Reagent (Invitrogen) dans chaque prélévement de tissu adipeux ou d’hypothalamus.
Les échantillons ont été mélangés a 200 pL de chloroforme et centrifugés (12000 g, 15 min,
4°C). La phase supérieure contenant les ARN a été récupérée et mélangée a 500 pL
d’isopropanol. Aprés une centrifugation (12000 g, 30 min, 4°C), le surnageant a été jeté et le
culot d’ARN a été lavé avec 1mL d’éthanol 80 %. Les échantillons ont ensuite été centrifugés
(20 min, 12000 g, 4°C) et les culots ont été séchés avant d’étre repris dans 'eau ARN/ADN
free. La quantité et la pureté des ARN extraits ont été mesurées par spectrophotométrie

(nanodrop).

Pour les ventricules gauches E16.5: L'extraction a été réalisée a partir des ventricules
gauches en utilisant et suivant le protocole du kit ZR RNA Miniprep (Zigmo Research Corp).

La quantité et la pureté des ARN extraits ont été mesurées par spectrophotométrie (nanodrop).

10. Transcription inverse (Article 1, Résultats 1 & 2)

Pour les miRs (Résultat 1) : La transcription inverse a été réalisée dans un volume final de
20 uL. 250 ng d’ARN totaux ont été ajoutés a un mélange contenant 4 uL de tampon miscript
Hispec Buffer, 2 uL de Nucleics Mix et 2 uL de miScript transcriptase reverse (Qiagen) (gsp
H20). La synthese a été réalisée a 37°C pendant 60 min et suivie d’'une inactivation pendant
5 min a 95°C. Les ADNc obtenus ont été dilués avec 200 pyL d’eau ARN/ADN free.

Pour les ARNm (Article 1 & Résultat 2) : Le kit utilisé était le M-MLV RT (Moloney Murine
Leukemia Virus Reverse Transcriptase, Invitrogen). La transcription inverse a été réalisée
dans un volume final de 20 pL. 1 yg d’ARN totaux a été ajouté a un mélange contenant 4 pL
de tampon 5X, 2 pL de dithiotréitol (0,1 M), 2 yL de dNTP (5 mM), 1 pL d’hexaméres (0,3
pg/uL) et 1 pL de M-MLV RT (200 U/uL). La synthese a été réalisée a 37°C pendant 60 min

puis les ADNc obtenus ont été dilués cinq fois.
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11. PCR guantitative en temps réel (Article 1, Résultats 1 & 2)

Les PCR en temps réel ont été réalisée en utilisant le Mx3005P Real-Time PCR Systéme

(Stratagene)

Pour les miRs (Résultat 1): Nous avons utilisé le kit miScript PCR arrays (Qiagen,
Coutraboeuf, France). Les réactions ont été faites dans un volume de 2750 yL contenant 1375
pL de 2X QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix (Qiagen, Coutraboeuf, France), 275 pL
de 10X miScript Universal Primer (Qiagen, Coutraboeuf, France), en présence de 100 pL
cDNA (250 ng d’ARN totaux). Aprés une étape initiale d’'incubation de 15 min a 95°C, la
réaction d’amplification a été effectuée sur 40 cycles, comprenant 3 étapes (95°C, 15s; 55°C,
30 s et 70°C, 30 s). Pour chaque condition, I'expression est quantifiée a partir de 5 réplicas
biologiques et les SNORD6, RNU6-6P ont été utilisés comme contréles endogenes dans la
méthode comparative des cycles threshold (Ct) (Livak and Schmittgen 2001). La technique de
miScript PCR arrays permet de quantifier différents miRs d’intérét dans une plaque précoatée
(Figure 24).

mmu-miR- mmu- mmu- mmu- mmu-miR- | mmu-miR- mmu- mmu-miR- | mmu-miR- | mmu-let- | mmu-miR- | mmu-miR-
142a-5p miR-16- miR- miR-21a- 124-3p 126a-3p miR-15a- 29b-3p 9-5p Tc-5p 24-3p 27a-3p
5p 142a-3p 5p 5p
mmu-miR- mmu- mmu- mmu-let- | mmu-miR- | mmu-miR- | mmu-let- | mmu-miR- | mmu-miR- | mmu-let- | mmu-miR- | mmu-miR-
30e-5p miR-22- | miR-30a- 7a-5p 30d-5p 140-5p T-5p 155-5p 130a-3p 7b-5p 322-5p 17-5p
3p 9p
mmu-miR- mmu- mmu- mmu- mmu-miR- | mmu-miR- mmu- mmu-miR- | mmu-miR- mmu- mmu-miR- | mmu-let-7i-
27b-3p miR- miR-29a- | miR-872- | 32-5p 19b-3p | miR-191- | 126a-5p 93-5p miR- 196b-5p 5p
125b-5p 3p 5p 5p 146a-5p
mmu-miR- mmu- mmu- mmu- mmu-miR- | mmu-miR- mmu- mmu-let- | mmu-miR- mmu- mmu-miR- | mmu-miR-
20a-5p miR-18a- | miR-28¢ | miR-23b- 150-5p 92a-3p miR-10a- 7d-5p 196a-5p miR-23a- | 106b-5p 34c-5p
5p 3p 5p 3p
mmu-miR- mmu- mmu-let- mmu- mmu-miR- | mmu-miR- mmu- mmu-miR- | mmu-miR- mmu- mmu-miR- | mmu-miR-
503-5p miR-25- 7g-5p mMiR-96- 31-5p 30c-5p | miR-15b- | 10b-5p 144-3p miR- 125a-5p 99a-5p
3p 5p 5p 467e-5p
mmu-miR- mmu- mmu- mmu- mmu-miR- | mmu-miR- mmu- mmu-miR- | mmu-miR- mmu- mmu-let- mmu-miR-
880-3p miR-19a- miR- miR-488- 182-5p 291a-3p | miR-186- 541-5p 302d-3p | miR-183- Te-5p 140-3p
3p 199a-5p 3p 5p 5p
mmu-miR- mmu- mmu- mmu- mmu-miR- | mmu-miR- mmu- mmu-miR- | mmu-miR- mmu- mmu-miR- | mmu-miR-
411-5p miR-295- | miR-1a- | miR-214- 138-5p 425-5p miR-218- 335-5p 101a-3p | miR-141- | 744-5p 467c-5p
3p 3p 3p 5p 3p
cel-miR- | cel-miR- | SNORD& | SNORD6 | SNORD7 | SNORD95 | SNORDS | RNUB-6P miRTC miRTC PPC PPC
39-3p 39-3p 1 8 2 BA

Figure 24 : Plan de plaque des miRs testés

Pour les ARNm (Article 1 & Résultat 2) : L'amplification a été réalisée avec 2,5 yL d’ADNc
dilués dans un volume final de 12,5 pyL contenant 6,25 pyL de SYBR Green (Eurogentec), 0,375
ML de chacun des deux amorces sens et antisens a 10 pmol/ uL et 3 uL d’eau bidistillée. Aprés

2 min a 50°C puis 10 min a 95°C, la réaction d’amplification s’effectuait en 40 cycles
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comprenant 2 étapes : dénaturation de 'ADNc (15 sec a 95°C), hybridation des amorces (1
min a 60°C). Les résultats ont été exprimés par rapport a '’ARN ribosomal 18S.

12. Séquencage ARN (Article 1 & Résultats 2)

Pour le tissu adipeux rétropéritonéale (Article 1) : L’ARN total a été isolé pour 3 souris par

groupe.

Pour les ventricule gauche E16.5 (Résultat 2) : L’ARN total a été isolé pour 5 ventricules

gauche par groupe et poolé pour chacun des groupes.

Les ARNs ont ensuite été utilisé pour la préparation de la librairie de ARN-seq en utilisant le
kit TruSeq Stranded mRNA by lllumina. Les librairies ont été séquencées (en paired-end) sur
le séquenceur lllumina NextSeq 500 (par le TGML, Marseille). Les lectures (reads) avec un
score exprimé inférieur a 20 et inférieur a 25 pb ont été supprimées a l'aide de Sickle (v1,33).
La qualité des lectures de rognage a été vérifiée a I'aide de multiQC (v1.0). Les reads rognés
ont été alignés sous STAR (v2.7.0d) avec les arguments «outFilterMismatchNoverLmax» et
«outFilterMultimapNmax» définis sur 0.08 et 1, respectivement. La découverte des transcrits
a été réalisée par Cufflinks (v2.2.1) avec I'argument «library-type» défini sur fr-firstrand, et d'un
fichier GTF obtenu de GENCODE («Annotation génique de géne», vM1) fourni en tant
gu'annotation génomique. Les fichiers GTF produits pour chaque échantillon par Cufflinks ont
été combinés a l'aide de Cuffmerge. Le «class code» attribué a chaque transcrit par Cuffmerge
a été utilisé pour définir des transcrits inconnus (code de classe «u»). Seuls les transcrits de
novo avec des comptes supérieurs a 0 dans au moins un échantillon d'ARN-seq ont été
conservés pour des analyses ultérieures. Ces transcrits de novo ont été combinés au fichier
GENCODE GTF pour produire I'annotation génomique finale fournie a FeatureCounts (v1.6.1)

pour la quantification.

L'expression génique différentielle a été réalisée a l'aide de DESEQ2 entre les conditions. Pour
créer des fichiers bigwig, les reads ont été sélectionnés a l'aide de SAMtools (v1.9) et fournis
au script bam2wig.py a partir de la suite de programmes RseQC (v2.6.4). Les profils d'ARN-

seq ont été visualisés a l'aide du navigateur de génome IGV.
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13. Ingenuity Pathway Analysis (IPA) (Article 1, Résultats 1 & 2)

L’expression différentiel entre les génes (avec une p-value ajustée < 0.05) obtenue a partir de
'analyse RNA-seq entre nos diverses conditions, a été utilisée dans le logiciel IPA pour

identifier les voies canoniques différentiellement impactées par le régime maternel.

14. Analyses statistiques (Article 1, Résultats 1 & 2)

Les données sont toutes exprimées en moyenne + SEM. Les différences significatives ont
toutes été déterminées par le test t de Student ou un ANOVA suivi du test post hoc LSD de

Fisher. Une p-value < 0.05 a été considérée comme statistiguement significative.
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Résultats
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ARTICLE 1 : Prenatal maternal vitamin D deficiency
sex-dependently programs adipose tissue
metabolism and energy homeostasis in offspring

Soumis, 2019

La vitamine D est un micronutriment essentiel dont I'action pléiotropique s’exerce dans divers
tissus et est suspectée de jouer un réle majeur dans plusieurs processus physiologiques, dont
le contrdle du métabolisme du tissu adipeux. Ainsi, la déficience en vitamine D, définie pour
une valeur seuil de 25-hydroxyvitamine (25(OH)D) < 50nmol/L, est devenu un probléme de
santé publique mondial, incluant les femmes en age de procréer, enceintes et allaitant. A l'aide
d’'un modéle murin, nous avons souhaité évaluer l'impact d’une carence maternelle en
vitamine D (VDD), sur le métabolisme et I'homéostasie énergétique de la descendance
juvénile (5 semaines). Puis, associée a un contexte nutritionnel normal (LF) et obésogene (HF,
riche en lipides a 45% pendant 8 semaines) chez la descendance adulte (12 — 14 semaines).
Afin d’étudier les différents paramétres métaboliques nous avons utilisé de la calorimétrie
indirecte, a 5 et 12 semaines, nous permettant d’évaluer les données de poids, d’activité
spontanée et de dépense énergétique. Nous avons également étudié les parameétres en lien
avec I'homéostasie  glucidique  (glycémie, insulinémie, HOMA-IR,  insulino-
résistance/sensibilité), et 'adiposité (index d’adiposité et cellularité adipocytaire). Ensuite nous
avons proposé d’expliquer ces phénotypes par une approche transcriptomique, menée sur le

tissu adipeux viscéral (Tableau 7).

Ainsi nous sommes les premiers a mettre en évidence que le poids, I'activité spontanée et la
dépense énergétique difféerent chez la descendance VDD juvénile, de maniére sexe-
spécifique. A I'age adulte, la VDD maternelle en contexte LF n’impacte pas la descendance
adulte sur les paramétres métaboliques, énergétiques et morphologiques. Cependant, lorsque
les animaux VDD (agés de 12 semaines) sont challengés avec le régime HF, on observe des
perturbations de poids associées a des perturbations du métabolisme énergétique de maniére
sexe-spécifique. De plus, les méales VDD-HF voient leur homéostasie glucidique et adiposité
altérées, contrairement aux femelles. Ces phénotypes sont associés a des modulations des
voies canoniques transcriptomiques, mais également a des modulations des concentrations
plasmatiques de 17p-cestradiol. Ainsi la VDD maternelle module le devenir métabolique de la

descendance de maniére sexe-spécifique notamment dans un contexte obésogene.
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Tableau 7 : Récapitulatif des principaux résultats de I’article 1 en fonction de I’age de

la descendance.

Abréviations : M : Male ; F : Femelle ; CTRL : contrble ; VDD : déficient en vitamine D ; LF:

low fat ; HF : high fat
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Abstract

In utero environment is crucial to ensure normal development of the foetus and to program
metabolic health throughout the life. Beside macronutrients, the role of micronutrients,
including vitamin D, begins to be explore. The aim of this study was to decipher the impact of
maternal vitamin D deficiency (VDD), in normal and high fat (HF) diet context, on adipose
tissue metabolism and energy homeostasis in offspring, considering sex-specific responses.
Body weight, energy expenditure and spontaneous activity was differential impacted in juvenile
male and female offspring born from VDD mice. In adulthood, a HF diet combined with
maternal VDD disrupted glucose homeostasis and adiposity in male offspring but not in
females. Such phenotypes were associated to different transcriptomic profiles in adipose
tissue, that could be related to differential modulation of plasma 17B-estradiol concentrations.
Thus, maternal VDD sex-dependently modulated metabolic fate of the offspring, especially

when associated with HF diet in adulthood.
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Introduction

Vitamin D is an essential micronutrient that is suspected to display an important role on normal

foetal development, and throughout the life of the child and future adult. Its role in calciumand

phosphate metabolism is well-established and it also appears to be involved in many other
physiological processes?, including control of adipose tissue biology?°. Consequently, vitamin
D insufficiency is considered as a risk factor in several pathologies, including auto-immune
diseases, musculoskeletal defects!®, cardiovascular and metabolic diseases. Such
insufficiency is characterised by plasma concentration in 25-hydroxyvitamin D (25(OH)D)
below the cut-off value of 50nmol/L. In fact, vitamin D insufficiency has become a large public
health issue?'?and is common for women in child bearing age, pregnant and breastfeeding
women. Currently, 54% of pregnant women and 75% of new-borns present a 25(OH)D status

< 50nmol/L, also 18% of pregnant women and 29% of new-borns present a severe vitamin D

deficiency (25(0OH)D < 25nmol/L)**. It is noteworthy that maternal vitamin D deficiency (VDD)
was associated with pregnancy, foetal and neonatal outcomes!® such as increased risk factor
for preeclampsial®, gestational diabetes mellitus’, higher risk of small-for-gestational-age,
reduced term birth weight, and lower head circumference®®, even if these results are
sometimes controverted *°.

Interestingly, recent studies linked maternal vitamin D insufficiency to overweight and
increased fat mass in offspring. Indeed, in the INMA cohort, including 2358 pregnant women,
maternal VDD was associated with increased risk of overweight in foetal and early postnatal
(1-year-old) offspring®. Similarly, in the prospective cohort study Southampton Women’'s
survey (977 pregnant women), maternal VDD was associated with lower fat mass at birth and
greater fat mass at 4 and 6 years?!. These results were confirmed in the prospective cohort
Rhea (532 pregnant women), where the maternal 25(OH)D concentrations < 37.7 nmol/L were
associated with higher body mass index and central adiposity in the 4 and 6-years-old

offspring?2. Nevertheless, in a long term follow up (20 years), no association between maternal
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vitamin D status and cardio-metabolic risk factors was highlighted?®. Thus, those associations

remain controversial.

To gain further insight on the relationship, several preclinical studies have been implemented.
Overall, it has been established that maternal VDD as potential programming long-term effect
on metabolic health?*, nevertheless several important points remain pending, including, sex-
specific response to prenatal maternal VDD or influence of the nutritional environment on the
establishment of the adult phenotype.

Thus, the aim of the present study is to determine the impact of maternal VDD combined with

the impact of obesogenic environment, induced by a high-fat diet, on the sex-specific response

during adulthood on energy homeostasis and adipose tissue metabolism.
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Material and Methods

Animal Experiments

The protocol received the agreement of Aix-Marseille University Ethics Committee and the

French Ministry of Research (APAFIS#1300-2015072112279135). Eight-week-old female and
male C57BL/6JRJ mice were obtained from Janvier Labs (Le Genest-Saint-Isle, France), fed
ad libitum with control food (chow diet AO4 from Safe-diets, Augy France) during the 1-week
acclimation period and with full access to drinking water. The animals were maintained at 22°C
under a 12-hour light, 12-hour dark cycle and a 20% humidity level. Female mice (15 per group)
were randomly assigned into one of the two experimental groups depending on the diet i.e.
control (AIN-93G with vitamin D3, 1.0 1U/g) or vitamin D-depleted (AIN-93G without vitamin
D3, 0.0 1U/g) for eight-weeks (Supplemental Figure 1), and were mated with males. Weight
gain was measured once a week and dietary at 3-weeks of pre-mate diet, at 5 days and 15
days of gestational stage (Supplemental Figure 2). After delivery, all females were fed with
control diet (AIN-93G) until weaning of the offspring. The body weight of the offspring was
evaluated weekly from the weaning until the study end, and not prior weaning to avoid maternal
cannibalization and perinatal stress. At six-weeks of age both males and females of the
offspring were randomly assigned to receive Low Fat diet (AIN-93M Maintenance Purified Diet)
or High Fat diet (DIO Rodent Purified Diet w/45% Energy from Fat) for eight weeks. At the end
of the protocol, mice were fasted overnight and blood was collected by cardiac puncture
anesthesia, serum was isolated by centrifugation at 3000 rpm for 15 min at 4°C and was stored
at -80°C. Animals were euthanized by cervical dislocation and various tissue (liver, spleen,
hypothalamus and various white adipose tissue deposits) were collected, weighted and stored
at -80°C. Eight groups of offspring mice (males and females) were designed to study the impact

of maternal diet (CTRL vs VDD) and adult diet (LF vs HF).
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Biochemical analysis

To confirm the maternal and offspring vitamin D status, 25(OH)D serum concentration were
measured using an in vitro diagnostic enzyme immunoassay kit 25-OH Vitamin D (direct)
ELISA kit (PromoKine). Insulin and 17B-estradiol were measured in plasma using an enzyme-
linked immuno-sorbent assay ELISA (ALPCO Diagnostics, New Hamshire, United States;
ab108667, Abcam, Cambridge, England, respectively). The manufacturer’'s protocols were
followed. For glucose concentration, mice were fasted for 5h and glycemia was measured from
tail blood (Accu-Check glucometer, Roche). The HOMA-IR index was calculated according to

the following formula: fasting insulin (microU/L) x fasting glucose (nmol/L)/22.5.

Indirect calorimetry
At 5 and 12 weeks old the offspring was acclimated and kept for 24h in an indirect calorimetric
cage (Physiocage, Bioseb, Vitrolles, France), as previously described®. The calorimetric

appliance was composed of a gas analyzer (to measure O, consumption and CO, production

as VOzand VCO,) and an activity recorder (locomotion and rearing). The temperature of the
calorimetric room was set to 22°C. Four were connected to each gas analyzer, but each cage
had specific inlets and outlets. A constant inlet flow (5 cm®/min) was maintained throughout the
experiment. Gases were continuously analyzed with the following sequence: 3 min from cage
1, 3 min from cage 2, 3 minutes from cage 3, 3 minutes from cage 4 and then 3 min from room

air and thus the volume (mL/min) of O, consumed (VO;) and CO; produced (VCO;) were
measured for each mouse. Energy expenditure (EE) was calculated as following (EE= (16.3I
VO2 + 4.571 VCO2)/60 (watt)). Lipid (LOX) and carbohydrate (GOX) oxidation were
calculated according to the following equations: LOX = (1.69iVO, -
1.691 VCO,)i (9.46i 4.186/60) (watt) and GOX = (4.571 VCO, -
3.23iV0,)i(3.7414.186/60) (watt)®. Total activity was evaluated by summing spontaneous
activity and rearing activity, measured in indirect calorimetric cages (Physiocage, Bioseb,

Vitrolles, France), and was normalized to the control value.
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Insulin Tolerance Test (ITT)

One week before the end of the protocol, mice were subjected to ITT. Mice were fasted for 5h
and stuffed with an insulin solution (0.05 Ul/mL) prepared in saline (0.5 Ul/ kg body weight).
Glycemia was measured from tail blood at 0, 15, 30, 60, 90, 120 minutes after injection (Accu-

Check glucometer, Roche Diagnostic, Meylan, France).

RNA extraction real time PCR and RNA sequencing

Total RNA was extracted from retroperitoneal adipose tissue or hypothalamus using TRIzol
reagent (Thermo Fischer Scientific, Les Ulis, France). For the real time PCR, one ug of total

RNA from hypothalamus was used to synthetize cDNAs using random primers and Moloney
murine leukemia virus reverse transcriptase (Thermo Fischer Scientific, Les Ulis, France).
Real-time quantitative PCR analyses were performed using the Mx3005P Real-Time PCR
System (Stratagene, La Jolla, USA) as previously described?®. For each condition, expression
was quantified in duplicate, and 18S rRNA was used as the endogenous control in the

comparative cycle threshold (CT) method?’.

The sequences of the primers used in this study are reported in supplemental data
(Supplemental Table 1).
For the RNA sequencing, total RNA was isolated from 3 mice per group and was used for the

RNA-seq library preparation, using the kit TruSeq Stranded mRNA by Illlumina.

Libraries were paired-end sequenced on the Illlumina NextSeq 500 sequencer. Reads with a
phred score lower than 20 and shorter than 25 bp were removed using Sickle (v1,33). Quality
of trim reads were checked using multiQC (v1.0). Trim reads were aligned using STAR aligner
(v2.7.0d) with arguments “outFilterMismatchNoverLmax” and “outFilterMultimapNmax” set to
0.08 and 1, respectively.

Transcripts discovery was performed using Cufflinks (v2.2.1) with the “library-type” argument
set to fr-firstrand, and a GTF file obtained from GENCODE (“Comprehensive gene annotation”,
vM1) provided as the genomic annotation. The GTF files produced for each sample by

Cufflinks were combined using Cuffmerge. The “class code” assigned to each transcript by

91



Cuffmerge was used to defined unknown transcripts (class code“u”). Only de novo transcripts

with counts greater than 0 in at least one RNA-seq sample were kept for subsequent analyses.
These de novo transcripts were combined with the GENCODE GTF file to produce the final
genomic annotation that was provided to FeatureCounts (v1.6.1) for quantification.

Differential gene expression was performed using DESEQ2 between conditions. To create
bigwig files, reads from Watson and Crick strands were selected using SAMtools (v1.9) and
provided to the bam2wig.py script from the RseQC program suite (v2.6.4). RNA-seq profiles

were visualized using the IGV genome browser.

Ingenuity Pathway Analysis (IPA)

Differential gene expression (with p-value adjusted < 0.05), obtained from the RNA seq

analysis between our conditions, were used in the IPA software to identify the canonical

pathways differentially impacted by the maternal diet.

Statistical analysis

Data are expressed as mean + SEM. Significant differences were determined by unpaired

Student’s t test or by ANOVA followed by the Fisher's LSD post hoc test using GraphPad

Prism. p < 0.05 was considered to be statistically significant.
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Results

Maternal vitamin D deficiency affects post-weaning energy metabolism of offspring.

Maternal VDD diet consumption prior and during gestation led to significant smaller post-

weaning (5 weeks old) body weight in male mice offspring (Fig.1A), that was nonsignificant in
female offspring (Fig.1H). The food consumption remained the same between CTRL and VDD,
either for males or females (Fig. 1B, 1I). In VDD males, spontaneous activity, respiratory
guotient (RQ) and energy expenditure (EE) were increased (Fig. 1C, D, E) compared with the
control group (p <0.05). No difference of lipid oxidation (LOX) was noticed in male (Fig. 1F),
but carbohydrate oxidation (GOX) was increased in VDD males (Fig. 1G). For female, despite
the increased activity and RQ (Fig. 1J, K) of the VDD group, there was no statistical difference
for the EE (Fig. 1L). This was associated with decreased LOX and increased GOX (Fig. 1M,

N).

Maternal vitamin D deficiency combined with HF diet affects energy metabolism in adult

offspring.

To explore the combined effect of maternal VDD and post-weaning nutrition, mice were
submitted to low fat (LF) or high fat (HF) diet, leading thus to 8 groups (CTRL-LF, CTRL-HF,
VDD-LF and VDD-HF, for both male and female). Firstly, plasma 25(OH)D concentration was
measured in 6 weeks old offspring. Only VDD females presented decreased 25(OH)D values
(108.6nmol/L + 2.852) compared with the CTRL (128.9nmol/L £ 6.186; p < 0.01) (Fig. 2A, B).
During the diet period (from week 6 to 12), no statistical difference between CTRL-LF and
VDD-LF males body weight was observed (except at 9 weeks old, p < 0.05; Fig. 2C). Under
HF diet, the body weight of CTRL males was gradually higher than VDD males (significant
from week 9 to 12; Fig. 2C). Concerning females, there was nonsignificant differences between
CTRL-LF and VDD-LF (from week 6 to 12). Under HF diet, the CTRL females showed

increased body weight compared with the VDD (significant from week 9 to 12; Fig. 2D).
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The energy metabolism was explored by indirect calorimetry (performed at 12-weeks of age).

No modification of the energy metabolism of VDD offspring (i.e. body weight, activity, RQ, EE,
LOX and GOX) was observed compared with the CTRL offspring when exposed to LF diet in
adulthood, either for male and female (Supplemental Figure 3). Under HF diet, energy
metabolism of VDD offspring was disturbed when compared with CTRL (Fig. 2). Males
exposed to VDD associated-HF diet displayed a smaller body weight than CTRL-HF (p < 0.05)
and increased food consumption, EE and GOX (p < 0.05) (Fig. 2E, F, 1, J). No modification of
activity, RQ and LOX was observed in males. Female exposed to VDD-HF diets also exhibited
smaller body weight than CTRL-HF (Fig. 2L). The food intake tended to be increased
(nonsignificant) in the VDD-HF compared with the CTRL-HF, whereas the activity decreased
and EE and GOX increased (p < 0.05) (Fig. 2M, N, P, R). No modification of RQ and LOX was
observed in females.

In order to explain the disruption of feeding behaviour in VDD group, we investigated the
expression of the genes of hypothalamic melanocortin pathway known to be involved in the
regulation of food intake?®. For males, exposed to LF diet in adulthood, agouti related-peptide
(AGRP) and melanocortin receptor type 4 (MC4R) were under-expressed in the VDD compare
to the CTRL (Supplemental Figure 4A). No statistical differences were observed in HF
condition (Supplemental Figure 4B). For females in VDD and CTRL-LF there was not statistical
difference (Supplemental Figure 4C). Under HF diet, Neuropeptide Y (NPY) and AGRP were
overexpressed (p <0.05) and MC4R under-expressed in VDD-HF compare to CTRL HF
(Supplemental Figure 4D). There is no difference in POMC expression between the different
groups (Supplemental Figure 4A-D).

In order to explain energy metabolism sex discrepancies, the 17p-estradiol plasma
concentrations were evaluated in all groups (Table 1). No significant modification was
observed in male groups (CTRL-LF, CTRL-HF, VDD-LF, VDD-HF). In females, no difference
was observed in CTRL condition, whereas in VDD condition, 17-estradiol was strongly

increased under HF diet (Table 1).
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Maternal VDD and HF diet-associated affect glucose homeostasis sex-specifically

Biochemical analysis of male offspring highlighted that the glycemia tended to be higher in
both CTRL-HF and VDD-HF groups when compared with LF groups (performed at 13 weeks;
Fig. 3A). Similar pattern was observed for plasma insulin, with an increased concentration for
the VDD-HF compared with the CTRL-HF (p <0.05) (Fig. 3B). Thus, the VDD-HF males
presented the higher values of plasma insulin, glycemia and HOMA-IR when compared with
CTRL-HF, and to CTRL-LF and VDD-LF males (Fig. 3C, D).

When challenged with an HF diet, the glycemia of the VDD female tended to be decreased
(nonsignificant) compared with the CTRL-HF group to reach the same values as LF groups
(Fig. 3G), and plasma insulin of VDD female (VDD-HF) decreased compared with the control
group (CTRL-HF) (p <0.05) to reach the same values as LF groups (both CTRL-LF and VDD-
HF) (Fig. 3H). The CTRL-HF females displayed higher values than the other three groups
regarding of combined plasma insulin, glycemia and HOMA-IR (Fig. 3I, J).

Insulin tolerance tests were undertaken in CTRL and VDD offspring (performed at 13 weeks).
No statistically differences were observed between LF groups, for both male and female (Fig.
3E, 3K). In obesogenic condition, the area under the curve (AUC) of VDD-HF was increased
compared with the CTRL HF group of males (p <0.01) (Fig. 3F) and the AUC of VDD-HF was

decreased compared with the CTRL of females (p <0.05) (Fig. 3L).

Maternal VDD and HF diet-associated modify morphological parameters and adipose

tissue cellularity in sex-specific manner.

After euthanasia, CTRL-LF and VDD-LF males showed similar body weight and weight gain;
similarly, to CTRL-HF and VDD-HF (Table 1). Significant differences were observed between
LF (both CRTL and VDD) and HF groups (both CTRL and VDD). Compare to the three other
groups, VDD-HF males presented the highest fat pad weight (i.e. perigonadal, retroperitoneal,
inguinal fat pad; Table 1), leading to increased adiposity index (Fig. 4A). HF diet in CTRL
females increased body weight, weight gain (between weaning and the end of the protocol),

fat pad weight and adiposity index, whereas VDD-HF displayed similar parameters thanLF
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groups (both CTRL-LF and VDD-LF). HF diet (both CTRL and VDD) increased liver weight in
male compare to the LF (both CTRL and VDD). For females, only CTRL-HF increased liver

weight compared with other groups. No statistical difference of spleen’s weight of males, but
the females exposed to HF diet showed increased spleen weight compare to the LF (Table 1).
The mean adipocyte area of CTRL and VDD males under LF diet were reduced compared with
the adipocytes area of males under HF diet (both CTRL and VDD; Fig. 4A, C and E). The mean
adipocyte area increased in CTRL-HF females, but was not different in VDD-HF females,

compared with LF groups (both CTRL-LF and VDD-LF; Fig. 4B, D and F).

Maternal and adult offspring diet modulate the expression of mRNA and associated

canonical pathways in adipose tissue.

To identify the impacts of maternal (CTRL, VDD) and adult diets (LF, HF) on the offspring
transcriptome, we performed RNA sequencing on visceral adipose tissue. Two set of data were
used to characterize the impact of the maternal diet and the adult diet. The first one to study
the impact of the HF diet on the same condition of maternal diet (i.e. CTRL-LF vs CTRL-HF
and VDD-LF vs VDD-HF). The second one to study maternal VDD on the same condition of
adult diet (i.e. CTRL-LF vs VDD-LF and CTRL-HF vs VDD-HF). We highlighted the differential
expression of transcripts between our conditions as established in the Supplemental Table 2.
Using Ingenuity pathway analysis, we put forward canonical pathways with determinant z-
score and non-similar between conditions. We highlighted 16 differentially expressed
canonical pathways between CTRL-LF and CTRL-HF males. Interestingly, the triacylglycerol
biosynthesis, mitochondrial L-carnitine Shuttle Pathway, and fatty acid beta oxidation were
differentially decreased. 19 pathways were differentially regulated between the VDD-LF and
the VDD-HF males; including the oxidative phosphorylation. Also, 6 pathways seemed to be

common between the offspring exposed to maternal CRTL diet or VDD diet (Fig. 5).

When comparing CTRL-LF and VDD-LF males, 1 canonical pathway was expressed, while 3

pathways were expressed between CTRL-HF and VDD-HF males.
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For the female born from CTRL mice, 31 canonical pathways were differentially expressed

between LF and HF, including the fatty acid beta oxidation, the oxidative phosphorylation and
triacylglycerol biosynthesis which seemed to be highly impacted (Fig. 6). No pathway was
regulated when comparing VDD-LF to VDD-HF. Thus, when studying the impact of LF diet
between CTRL and VDD females, 3 canonical pathways were differentially expressed, while
27 were differentially expressed for females on HF diet, including oxidative phosphorylation,
fatty acid beta oxidation, mitochondrial L-carnitine Shuttle pathway. One pathway was common

between LF and HF diets.
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Discussion

The maternal diet is now well-established as a key player in the foetal development and long-

term effects programming in the offspring. In this study, we highlighted the impacts of maternal

VDD on offspring metabolism in normal nutritional condition and under HF challenge. We also
explored the sexual dimorphism of the metabolic response.

In agreement with previously published data, we reported here that maternal VDD diet
differentially affected the energy homeostasis and the body weight of the juvenile offspring (5
weeks old). Indeed, the maternal VDD was associated with reduction of body weight of the
male mice offspring in our experiment, similarly to previous reports in 15 days old mice? or at
weaning®. Other studies reported that VDD male offspring displayed higher body weight° or
not differences®33, but it is noteworthy that body weight evaluation have been evaluated in
adult rats®>3! or mice3>%2, not in juvenile. Interestingly, in our experiment, no discrepancy in
body weight was observed in female, demonstrating thus a strong metabolic sex-specific
response which has never been highlighted so far.

Such body weight modifications are strongly related to energy metabolism as highlight by
indirect calorimetry. Indeed, the increased spontaneous activity and energy expenditure
(through the carbohydrate oxidation) of the VDD males, together with the absence food intake
difference, could explain the smaller body weight of juvenile VDD males. The lack of body
weight impact in female may result from the absence of food intake modification in VDD female.
The observed increase in VDD female spontaneous activity could explain the increase in
carbohydrate oxidation, which was associated to a decrease in lipid oxidation, resulting in
overall no modification of energy expenditure. Interestingly, we observed that both male and
female VDD of the offspring were characterized by an increase in spontaneous activity. Similar
observations have already been reported in males VDD mice®, and it has been reported that
in human, VDD during pregnancy is strongly correlated with the risk of attention deficit and
hyperactivity disorder in children®. Nevertheless, in juvenile offspring of VDD rats %, no

modification of locomotor activity was observed. The origin of this phenotype is presently not
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well understood. Neurobehavioral development could explain this phenotype®, but this

assumption will require further investigations.

In adulthood (14-weeks-old), morphological parameters including body weight, fat pad weight,

liver weight, adipocyte area and energy balance were not modified in male and female offspring
of VDD or CTRL mice when exposed to a control diet (VDD-LF and CTRL-LF), in agreement
with previous reports®3. All altered parameters in juvenile mice were normalized in adulthood,
including reduced body weight and energy expenditure, and increased spontaneous activity,
for both CTRL and VDD offspring. In offspring of VDD rats, similar results were reported in
adulthood, i.e. no effect on food intake, spontaneous activity in 14 weeks old male rats *.
Nevertheless, this study also reported differences on body weight and others biological
parameters (total cholesterol, triglycerides, HDL, blood glucose, that were higher in VDD
compared with CTRL offspring) 3°. The origin of these contradictory observations is not clear
but could be due to different compositions of control diets used, that could be sufficient to
unveil the metabolic phenotype associated to maternal VDD in offspring. In agreement with
this assumption, we highlighted that challenged offspring with an HF diets (45% of energy from
lipids from 9 to 12 weeks of age) led to a smaller body weight of VDD offspring compared with
the CTRL offspring for both males and females. Such observation is not fully consistent with
previous reports?®, but could be related to the genetic background of the mice which differ
between studies. Nevertheless, our results in males are consistent with the fact that the
increased energy expenditure (mainly due to the carbohydrate oxidation), could exceed the
increased food intake, leading to smaller body weight of the VDD-HF males compared with
CTRL-HF males.

Female from VDD-HF diets also presented smaller body weight under HF, compared with LF
diet, with a tend to food intake increase. This limitation of body weight might be related to the
increase of energy expenditure (through the carbohydrate oxidation). An important issue that
remain presently unsolved is the drastic decrease of spontaneous activity in VDD-HF female

compared with CTRL-HF.
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An interesting observation was that in VDD group the level of expression of the hypothalamic

melanocortin pathway genes, i.e. NPY, AgRP and MCA4R, is different of the CTRL mice level,
and could explain at least in part food intake modulations. This suggest that VD is important
for the accurate development of the melanocortin pathway. In accordance with this hypothesis,
VD is known to be important for the brain development®. However, further investigations are
needed to understand the impact of VD on the development of neural pathways involved in
feeding behaviour.

Beside body weight and energy metabolism, the glucose homeostasis was also investigated

in offspring adulthood. In LF condition, both in males and females, no modification of glucose

homeostasis was observed, especially glycemia, consistently with other studies?4:30-32,

Nevertheless, several studies reported that VDD in male rats led to an increase of fasting

insulin, HOMA-IR levels and insulin tolerance at 16 weeks®, and in VDD male mice to an
increase of insulinemia®2. Such differences could be related to the model used (mice vs rats®!)
or duration of the protocol (14 weeks vs 6 months®). Interestingly, in males submitted to HF
diet, we observed higher insulin plasma level, glycemia, HOMA IR and insulin resistance, as
previously reported in control conditions?#3%-32, Surprisingly, in females, no perturbation of the
glucose homeostasis was observed. At the opposite, VDD-HF females displayed similar values
as CTRL-LF or VDD-LF for several parameters, including insulinemia, glycemia and HOMA-
IR. Such observation has never been reported yet, since most of the studies included only
males.

Since insulin resistance is strongly linked to adiposity®®, we investigated adiposity index of
animals and adipose tissue cellularity. Interestingly, adiposity index was not impacted in males
by the VDD in LF condition but was strongly induced by the combination of VDD and HF,
similarly to Belenchia et al.?° and appeared to be strongly correlated with insulin resistance.
No additive effect was reported for adipose cellularity. In females, under LF diet, no
modification was observed for adiposity index and adipocytes area. As expected, the adiposity
index and cellularity were induced by HF diet in offspring of CTRL mice (CTRL-HF), but

surprisingly, VDD-HF group displayed similar adiposity index and adipocyte area compared
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with LF groups (both CTRL-LF and VDD-LF). Such observation is fully consistent with the

improvement of insulin sensitivity observed in the VDD-HF group. Nevertheless, such effect
has never been reported yet and could correspond to an adaptative mechanism based on an
adequate diet supply of macronutrients and micronutrients, that appears to be highly sex-
specific.

To investigate the origin of such adiposity discrepancies, RNA-seq experiments were
undertaken on retroperitoneal adipose tissue. We hypothesized that differential transcriptomes
could be explain the variation of adiposity between group. In agreement, when comparing male
offspring from control mice exposed to LF or HF diet in adulthood (i.e. CTRL-LF vs CTRL-HF),
we observed that the “mitochondrial L-carnitine shuttle pathway” and the “fatty acid beta
oxidation” were upregulated in the CTRL-HF, which was associated to a limited increase of
adiposity. At the opposite for males from VDD mice submitted to LF or HF (i.e. VDD-LF vs
VDD-HF), those canonical pathways related to lipid catabolism were not regulated, which
correlated with fat pad accretion, weight gain and a higher adiposity index. Thus, the
discrepancy between offspring of CTRL or VDD mice could be related to the ability to induce
lipid oxidation in adipose tissue. In addition, the transcriptomic response to maternal diet
combined to adulthood diet (i.e. CTRL-LF vs VDD-LF and CTRL-HF vs VDD-HF) did not results
in major differences in term of metabolic pathways, which is consistent with the lack of
difference in adiposity and which reinforces the putative role of lipid metabolism variations to
drive adiposity phenotype. It is noteworthy that the contribution of white adipose tissue to whole
body energy expenditure is considered relatively small. Nevertheless, there are examples of
nutritional and pharmacological interventions in animals resulting in obesity resistance
associated with increased oxidative capacity in WAT#0-42,

Concerning females, CTRL-HF compared with CTRL-LF induced several canonical pathways
linked to lipid metabolism (i.e. fatty acid, beta oxidation, oxidative phosphorylation, triacyl
glycerol biosynthesis, mitochondrial I-carnitine shuttle pathway). Similarly to males, such
pattern corresponded to a signature of body weight gain and adiposity. Importantly, when

comparing VDD-HF to VDD-LF, we did not observe any modification of metabolic canonical
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pathways, nor modification of adiposity. Altogether these observations suggested that

adiposity is strongly associated to lipid metabolism pathway that may influence adipose tissue
accretion. In addition, it is important to note that the adiposity and gene expression profile are
strongly sex-specific, and notably the effect of VDD maternal under HF diet which leads to
highly divergent adiposity in males and females.

Sex-specific metabolic discrepancies and notably adiposity are strongly related to estradiol
status*®. Indeed, it is well-established that estrogens promotes subcutaneous fat
accumulation* and improve glucose homeostasis*®. Consequently, the decrease of estrogens
associated to menopause is linked to an increase in visceral fat and greater risk for the
metabolic syndrome in postmenopausal compared with premenopausal women*3, Thus, we
focussed on 17B-estradiol plasma level to explain observed phenotypes. Interestingly, we
noticed that in males, no significant differences of plasma concentrations were observed,
suggesting that estradiol by itself is not a driver element. It is important to keep in mind that
estradiol plasma level is not the sole element that impact adipose tissue biology, and estrogen
receptors are also important*®* and would deserve attention in further experiments.
Nevertheless, in females, when comparing CTRL-LF to CTRL-HF, 17B-estradiol plasma level
tended to increase but did not reach statistical significance, whereas in VDD mice (VDD-LF vs
VDD-HF), the plasma level of 17B-estradiol was strongly and significantly induced. This is an
important point since 17-estradiol is well-known to induce metabolic catabolism, leading to
weight gain limitation and glucose homeostasis improvement*3#> and such increase of 17p-
estradiol could explain by itself the metabolic improvement observed in VDD-HF female mice.
The origin of the induction of 17B-estradiol is presently unknown but will require further
investigations.

To conclude, our study brings new informations on the impact of VDD in metabolic disruption
in offspring and notably its predisposition to long term metabolic health complications.
Importantly it sheds light on the sex-specific adipose tissue / adiposity response, that need to

be taking into account in terms of public health.
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Figures legends

Fig 1. Indirect calorimetry on juvenile offspring during 24hours to compare the energetic

metabolism of the VDD and the CTRL. Parameters measured during 24 h for males and

females were Body weight (A, H), Food intake (B, I), spontaneous activity (C, J), Respiratory
quotient (RQ, D, K), Energy expenditure (EE, E, L), Lipid oxidation (LOX, F, M) and

carbohydrate oxidation (GOX, G, N).

Fig 2. Morpho-metabolic follow-up of juvenile and 12 weeks-old offspring. (A, B) 250H(D)

concentration of 5-weeks-old offspring male (A) and female (B) before the adult diet induced
(Low fat LF or HF, High fat diet). Growing curves of males (C) and females (D) from the
beginning of hf diet to indirect calorimetry at 12-weeks-old. Indirect calorimetry of adults (E-R)
offspring during 24hours to compare the energetic metabolism of the VDD and the CTRL on
HF diet. Parameters measured during 24 h for males and females were Body weight (E, L),
Food intake (F, M), activity (G, N), Respiratory quotient (RQ, H, O), Energy expenditure (EE,

[,P), Lipid oxidation (LOX, J, Q) and carbohydrate oxidation (GOX, K, R).

Fig 3. Insulin- carbohydrate balance of 13-weeks old offspring. Measured of glucosefrom

tail blood of males (A) and females (G). Insulinemia of male (B) and females (H), Ratio
glucosel/insulin for males (C) and females (F), HOMA-IR for males (D) and females (J). Insulin
tolerance test for males on LF diet (E) and HF diet (F), also for females on LF diet (K), and HF
diet (L). Values are presented as mean + SEM. Bars not sharing the same letter were

significantly different in Fisher's LSD post hoc test p < 0.05.

Fig 4. Adipocyte expenditure from viscera adipose tissue of males (A) and females (B)

adult offspring. With Eosin-Hematoxylin coloration of receptively males and female adipocytes
from the 4 different groups: CTRL-LF (C, G), VDD-LF (D, H), CTRL-HF (E, 1), VDD-HF (F, J).
Values are presented as mean + SEM. Bars not sharing the same letter were significantly

different in Fisher's LSD post hoc test p < 0.05.
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Fig 5. Overview of canonical pathway differentially expressed on visceral adipose tissue

of the male offspring.

Fig 6. Overview of canonical pathway differentially expressed on visceral adipose tissue

of the female offspring.
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Fig. 5
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GP6 Signaling Pathway* 6,67E00 Oxidative Phosphorylation 6,92E00 -5,292
Apelin Liver Signaling Pathway* 4,43E00 GP6 Signaling Pathway* 4,45E00
Apelin Cardiomyocyte Signaling Pathway 3,38E00 Triacylglycerol Biosynthesis* 4,22E00 -1,807
Triacylglycerol Biosynthesis* 2,76E00 -2,646 Nicotine Degradation Il 2,56E00 -1,667
Stearate Biosynthesis | (Animals) * 2,72E00 -1,890 Valine Degradation I* 2,36E00 -2,449
y-linolenate Biosynthesis Il (Animals) 2,36E00 -2,000 Sirtuin Signaling Pathway 2,33E00
Mitochondrial L-carnitine Shuttle Pathway 2,36E00 -1,000 Apelin Liver Signaling Pathway* 2,28E00
LPS/IL-1 Mediated Inhibition of RXR Function 2,23E00 NRF2-mediated Oxidative Stress Response* 1,93E00 -1,508
Valine Degradation I* 2,21E00 -2,000 Stearate Biosynthesis | (Animals) * 1,78E00 -1,667
CDP-diacylglycerol Biosynthesis | 2,07E00 -2,000 Superpathway of Melatonin Degradation 1,73E00 -0,707
NRF2-mediated Oxidative Stress Response* 1,98E00 -1,342 Apelin Adipocyte Signaling Pathway 1,7E00 -1,941
Phosphatidylglycerol Biosynthesis Il (Non-plastidic) 1,89E00 -2,000 Melatonin Degradation | 1,68E00 -1,134
Intrinsic Prothrombin Activation Pathway 1,84E00 Ethanol Degradation IV 1,64E00 -1,342
Fatty Acid B-oxidation | 1,72E00 Nicotine Degradation IIl 1,52E00 -0,816
Apelin Cardiac Fibroblast Signaling Pathway 1,55E00 Isoleucine Degradation | 1,48E00 -2,000
p53 Signaling 1,38E00 -0,378 Oxidative Ethanol Degradation IlI 1,48E00 -1,000
Ethanol Degradation Il 1,48E00 -1,342
Glutathione-mediated Detoxification 1,4E00 -0,816
Bupropion Degradation 1,32E00 -2,000

(Males)
3

CTRL HF vs VDD HF

[canonical Pathways

[ -log(p-value) | Z-score |

Canonical Pathways

-log(p-value) | Z-score

[cAMP-mediated signaling [ 19800 [ -1,000 | Protein Kinase A Signaling 4,55E00 0,447
Actin Cytoskeleton Signaling 4,32E00
RhoA Signaling 3,74E00
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Fig. 6

(Females)
31

CTRLLF vs CTRLHF

VDD LF vs VDD HF
(Females)
0

Canonical Pathways -log(p-value) | Z-score

Valine Degradation | 6,19E00 -3,162

Fatty Acid B-oxidation | 4,62E00 -3,606

Oxidative Phosphorylation 4,44E00 -5,000

TCA Cycle Il (Eukaryotic) 3,53E00 3,162

[Complement System 3,53E00

Branched-chain a-keto acid Dehydrogenase Complex 3,15E00

Acetyl-CoA Biosynthesis | (Pyruvate Dehydrogenase Complex) 3,15E00

Isoleucine Degradation | 2,99E00

Sirtuin Signaling Pathway 2,75E00

Triacylglycerol Biosynthesis 2,62E00

Apelin Adipocyte Signaling Pathway 2,53E00

GP6 Signaling Pathway 2,2E00

Dendritic Cell Maturation 2,16E00

EIF2 Signaling 2,07E00

(CDP-diacylglycerol Biosynthesis | 2

LPS/IL-1 Mediated Inhibition of RXR Function 1,97E00

Calcium-induced T Lymphocyte Apoptosis 1,95E00

Glutaryl-CoA Degradation 1,94E00 -2,449

Salvage Pathways of Pyrimidine Ribonucleotides 1,94E00 -2,840

Glutathione Redox Reactions | 1,76E00 -1,633

Phosphatidylglycerol Biosynthesis Il (Non-plastidic) 1,73E00 -1,414

Nicotine Degradation II* 1,73E00 -2,828

Mitochondrial L-carnitine Shuttle Pathway 1,65E00 -1,342

Intrinsic Prothrombin Activation Pathway* 1,6E00

Gluconeogenesis 1* 1,6E00 -1,633

LXR/RXR Activation 1,47E00 -1,897

Ethanol Degradation IV 1,47E00 -2,236

Tryptophan Degradation Ill (Eukaryotic) 1,46E00 -2,449

Oxidative Ethanol Degradation IlI 1,35E00 -2,000

Coagulation System* 1,32E00 H

Ethanol Degradation Il 1,32E00 -2,236

CTRLLF vs VDD LF CTRL HF vs VDD HF
(Females) (Females)
3 27

Canonical Pathways -log(p-value) | Z-score Canonical Pathways -log(p-value)

EIF2 Signaling 1,65E01 H Oxidative Phosphorylation 4,77E01

GP6 Signaling Pathway* 8,59E00 -2,530 Sirtuin Signaling Pathway 1,86E01

Apelin Liver Signaling Pathway 4,8E00 -2,000 ITCA Cycle Il (Eukaryotic) 1,61E01
Valine Degradation | 1,01E01
Fatty Acid B-oxidation | 8,11E00
Isoleucine Degradation | 5,25E00
Branched-chain a-keto acid Dehydrogenase Complex 4,73E00
[Acetyl-CoA Biosynthesis | (Pyruvate Dehydrogenase Complex) 4,73E00
Ethanol Degradation Il 4,68E00
Glutaryl-CoA Degradation 4,04E00
ITryptophan Degradation Ill (Eukaryotic) 3,44E00
Leucine Degradation | 3,25E00
Noradrenaline and Adrenaline Degradation 3,13E00
Oxidative Ethanol Degradation 1| 2,74E00
Intrinsic Prothrombin Activation Pathway 2,68E00
Gluconeogenesis | 2,68E00
Mitochondrial L-carnitine Shuttle Pathway 2,37E00
LPS/IL-1 Mediated Inhibition of RXR Function 2,27E00
[Triacylglycerol Biosynthesis 2,23E00
Ethanol Degradation IV 2,22E00
[Coagulation System 2,08E00
Serotonin Degradation 2,06E00
GP6 Signaling Pathway* 2,06E00
Nicotine Degradation Il 1,9E00
Estrogen Biosynthesis 1,65E00
Stearate Biosynthesis | (Animals) 1,47E00
Superpathway of Methionine Degradation 1,41E00
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CTRL LF

VDD LF

CTRL HF

VDD HF

Morphological

24.3 + 0.29582
19.31 £ 0.39312

22.51 + 0.65202
18.59 + 0.32862

30.48 £ 0.7148°
22.89 + 0.9031°

31.75 £ 1.002°
19.33 £ 0.65952

6.646 + 0.50052
4.063 + 0.50522

7.452 +0.93872
3.955 + 0.58732

13.39 £ 0.7378°
7.908 + 1.094b

15.16 + 1.179°

6.287 + 0.8868" 2

0.7135 + 0.044432
0.6880 + 0.012472

0.7723 £ 0.016592
0.6889 + 0.016762

0.9380 + 0.02787"
0.8092 + 0.04508°

0.9745 + 0.05009°
0.7124 + 0.021212

Parameters
Body Weight (g)
e Males

e Females
Weight Gain (g)

e Males

e Females
Liver Weight (g)

e Males

e Females
Peri-gonadic Fat Pad
Weight (g)

e Males

e Females

0.3082 + 0.019512
0.1827 + 0.023842

0.2108 + 0.011742
0.1303 + 0.010312

0.8292 + 0.08386"
0.4312 + 0.08245°

1.250 + 0.1665¢

0.2227 + 0.032532

Retroperitoneal Fat
Pad Weight (g)

0.07933 + 0.0015132
0.09013 + 0.011912

0.04202 + 0.0056302
0.07531 + 0.0073182

0.2591 + 0.03501°
0.2611 + 0.05271°

0.3868 + 0.05491°
0..1288 + 0.019012

0.1215 + 0.0031322
0.07683 + 0.014252

0.05894 + 0.0095122
0.07484 = 0.0025212

0..2837 £ 0.03411°
0.2073 £ 0.05208°

0.4352 + 0.07789¢
0.1084 + 0.021632

2.149 + 0.082572
1.801 + 0.21062

1.380 + 0.088662
1.554 +£0.1145%

4.407 £ 0.4037°
3.816 £ 0.6143"

6.419 + 0.7450°¢
2.020 £ 0.14092

0.09479 + 0.011592
0.08770 + 0.0066252

0.09194 + 0.0061652
0.07966 + 0.0025972

0.1072 + 0.0056472 0.1043 + 0.0058892

0.1170 + 0.006488°

0.1230 + 0.01104°

e Males

e Females
Inguinal Fat Pad
Weight (g)

e Males

e Females
Adiposity Index

e Males

e Females
Spleen Weight ()

e Males

e Females
17B-estradiol (pg/mL)

e Males

e Females

31.92 +2.2992
30.64 + 3.4982b

29.53 + 3.9392
22.81 +1.9192

24.32 +2.248
35.38 + 3.559°P

34.32 + 4.0072
35.35 +3.250°

Table 1. General morphological parameters and 17B-estradiol plasma concentrations obtain from the

offspring at the protocol end. Values are presented as Mean + SEM. Bars not sharing the same letter

were significantly different in the Fisher’s LSD post hoc test p < 0.05.
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Generation FO Females CTRL Males

Maternal Diets

Control {CTRL} or Vitamin D Depleted (VDD}

Time line (weeks)

Offzpring Age (weeks

Offspring Adult Diets
Low Fat (LF} or High Fat (HF}

Generation F1

&. &

Females VDD

Males

Pre mate Diet

Mating J [ Gestation

Growing

Adult Diets

Control Diet (CTRL)

Vitamin D Depleted Diet (VDD)

Control Diet (CTRL)

Low Fat Diet (LF)

High Fat Diet (HF)

Low Fat Diet (LF)

High Fat Diet (HF)

0-9 3-11 12 13 14 | 15 | 16 17 18 19 20 21 | 22 23 24 25 |
1 2 3 | 4] s 6 | 7 | 8 9 [ 10 [ 11 [ 12 [ 13 [ 14 ]
- ) Body Weight
o Body Weight o Body Weight 0 Y am.
o Food Intake © Food Intake o Blood Collection (F0 and F1) 0 Blood Collection
o Physiocage (12t week)

o Weaning (4t Week)
o Physiocage (5 week)

o Insulin Toleranc

o Sacrifice and organ collection (141 week)

e Testing (13t week)

Supplemental Figure 1. Construction of the vitamin D deficient mouse
model and induction of obesity in the adult offspring. (A) In generation
FO, both control (CTRL) and vitamin D deficient (VDD) C57BL6/JR;j

female mice were mated with males (under control diet). Six- weeks-old

F1 generation received Low Fat diet (LF) or High Fat diet (HF) until the
protocol end. (B) General time line of the experimentation from the
periconception to the sacrifice of the adult offspring.
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Body weight (g)

Survival % (until weaning)
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Supplemental Figure 2. General parameters of maternal and neonate
model, and juvenile offspring. (A) Growing curve of the female during the
8-weeks of pre-mate diet (i.e. CTRL or VDD). (B) Maternal food intake
during pre-mate and gestational diets. (C) Maternal 25-dihydroxyvitamin
D plasma concentration. (D) Number of newborns per scope. (E)
Percentage of survival of offspring from birth to weaning. (F) Percentage
of male and female per scope. (G) Body weight of male and female at
weaning regarding maternal diet (P < 0,05)
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Sequence of primer used

for gPCR
Gene symbol Primer Name 5’ 3’ primer sequence
Agrp MAgRP-F agctttggcggaggtgct
mAgRP-R gcgacgcggagaacga
Mc4-r mMC4-R_F aagctgcccagatacaacttatga
mMC4-R_R acgcgctccagtaccataaca
Npy mNPY-F tccgcetetgcgacactacat
mNPY-R tgctttccttcattaagaggtctg
Pomc mPOMC_F tgaacatctttgtccccagaga
mPOMC_R tgcagaggcaaacaagattgg

Supplemental Table 1 . Sequence of primers used for qPCR.
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Supplemental Figure 3. Indirect calorimetry of adults (E-R) offspring during
24hours to compare the energetic metabolism of the VDD and the CTRL on
LF diet. Parameters measured during 24 h for males and females were Body
weight (A,H), Food intake (B,l), activity (C,J), Respiratory quotient (RQ, D,K),
Energy expenditure (EE, E,L), Lipid oxidation (LOX, F,M) and carbohydrate

oxidation (GOX, G,N).
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Relative mRNA expression

Relative mRNA expression
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Supplemental Figure 4 . Relative gene expression of gene
implicated in melanocortin axis in the hypothalamus of the
offspring. (A) For males exposed in adulthood to LF diet or
(B) High Fat diet. (C) For females exposed to Lf diet in

adulthood or (D) High fat diet.
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Total mMRNA Down-regulated Up-regulated
differentially expressed

Males

. CTRL LF vs CTRL HF 985 465 520

. VDD LF vs VDD HF 2350 1126 1224
636 common

. CTRL LF vs VDD LF 112 72 40

. CTRL HF vs VDD HF 219 19 200

5 common

Females

. CTRL LF vs CTRL HF 2531 1265 1266

. VDD LF vs VDD HF 56 40 16
14 common

. CTRL LF vs VDD LF 173 64 109

. CTRL HF vs VDD HF 962 432 530
27 common

Supplemental Table 2. General regulation of offspring transcriptomes,
MRNA differentially expressed on visceral adipose tissue of the offspring.
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RESULTAT 1 : Etude des profils microARNs dans le
tissu adipeux péri gonadique

Les microARNs (miRs) sont de courts ARN non codants impliqués dans la régulation et
'expression de génes dans de nombreux processus biologiques (Ebert and Sharp 2012).
L’objectif de ce travail était de quantifier les profils d’expression de microARNSs et les associer
avec les profils transcriptomiques, des souris de notre étude (Article 1), afin d’expliquer les
différences de profils métaboliques (notamment I'adiposité exacerbée dans les groupes VDD-
HF male et CTRL-HF femelle).

Résultats :

Chez nos CTRL males, 5 microARNSs sont différentiellement exprimés entre les conditions LF
et HF, dont 2 sont sous-exprimés et 3 sur-exprimés. La plus forte down-régulation est de 1.69
du miR 541-5p et la plus fort up-régulation est de 16.23 par le miR 141-3p. Pour les méales
VDD, 15 microARNSs sont différentiellement exprimés (up-régulation), entre les conditions LF
et HF, et la plus haute up-régulation est de 2.89 pour le miR 101a-3p. Chez les femelles en
condition CTRL, 2 microARNs sont différentiellement exprimés et down-régulés entre les
groupes LF et HF. La plus fort down-régulation est de 1.7 pour le miR 30d-5p. Alors que pour
les femelles VDD, 29 microARNs sont différentiellement exprimés entre les conditions LF et
HF (tous up-régulés). La plus forte up-régulation est de 6.57 pour le miR 144-3p (Tableau 8).
L’analyse bibliographique des microARNs différentiellement exprimés dans les différentes
conditions (LF vs HF) n’a cependant pas été concluante par 'absence de données dans la
littérature en lien avec le métabolisme du tissu adipeux. De méme, aucunes interactions
significatives entre les mirnomes et trancriptomes de la descendance n’ont été relevées. On a
pu néanmoins remarquer que la régulation était sexe-dépendante, avec un plus grand nombre
de microARNSs différentiellement exprimés (entre les conditions VDD-LF vs VDD-HF) chez les
femelles par rapport aux males. Ces différences d’expression en microARNs étayent donc
'hypothése d’'un métabolisme global altéré chez la descendance issue de méres carencées

en vitamine D.
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Totalmicro RNA
differentially expressed

Down-regulated

Up-regulated

Males

+ CTRLLFvs CTRLHF 5 2 3
» VDDLFvs VDDHF 15 0 15
Females

+ CTRLLFvs CTRLHF 2 2 0
+ VDDLFvs VDDHF 29 0 29

Tableau 8 : microARNSs différentiellement exprimés dans le tissu adipeux

périgonadique de la descendance

Données supplémentaires :

A

p-value (comparing to
Mature ID CTRL HF M)
CTRL LF M Fold Change 95% ClI Fold Regulation
mmu-miR-872-5p 0,003174 22188 (1.45 299) 22188
mmu-miR-541-5p 0,046874 0,5904 (0.38,0.80) -1,6938
mmu-miR-411-5p 0,047612 0,7411 (0.57,091) -1,3493
mmu-miR-1a-3p 0,020823 4 4467 (0.47 . 842) 4 4467
mmu-miR-141-3p 0,029529 16,2262  |( 0.00001, 46.59 ) 16,2262
p-value (comparing to
Mature 1D VDD HF M)
VDD LF M Fold Change 95% ClI Fold Regulation
mmu-miR-16-5p 0,026478 1,4348 (1.00,1.87) 1,4348
mmu-miR-21a-5p 0,02654 1,6521 (1.00,2.31) 1,6521
mmu-miR-29b-3p 0,005735 1,8142 (1.11,252) 1,8142
mmu-let-7c-5p 0,028405 1,355 (1.10,1.61) 1,355
mmu-miR-30e-5p 0,045846 1,4028 (1.04 1.77) 1,4028
mmu-miR-30a-5p 004772 1,398 (1.07,1.73) 1,398
mmu-let-71-5p 0,012341 1,8613 (1.20,252) 1,8613
mmu-miR-29a-3p 0,008446 1,9846 (1.28 269) 1,9846
mmu-miR-872-5p 0,005904 1,9702 (1.06,2.88) 1,9702
mmu-miR-19b-3p 0,028369 20249 (0.80,325) 20249
mmu-miR-20a-5p 0,044864 1,5898 (0.90,228) 1,5808
mmu-miR-150-5p 0,009736 1,8854 (1.26,2.51) 1,8854
mmu-miR-99a-5p 0,018501 1,4973 (1.19,.1.81) 1,4973
mmu-miR-218-5p 0,0383809 2 4475 (0.86,4.04) 2 4475
mmu-miR-101a-3p 0.001021 28915 (1.05 473) 28915
p-value (comparing to
Mature 1D CTRL HF F)
CTRL LFF Fold Change 95% ClI Fold Regulation
mmu-miR-30d-5p 0,01473 0,5886 (042, 076) -1,699
mmu-miR-125a-5p 0,007511 0,7196 (0.60, 0.84) -1,3896
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p-value (comparing to
Mature 1D VDD HF F)
VDD LF F Fold Change 95% CI Fold Regulation

mmu-miR-21a-5p 0,013551 29742 (080,514) 29742
mmu-miR-126a-3p 0,035948 2,8739 (0.46,5.28) 2,8739
mmu-miR-15a-5p 0,004205 3,5406 (0.85,6.23) 3,5406
mmu-miR-29b-3p 0,002694 3,9986 (1.15,6.85) 3,9086
mmu-miR-24-3p 0,015449 1,7514 (1.09,2.42) 1,7514
mmu-miR-27a-3p 0,004192 2,8501 (1.38,432) 2,8501
mmu-miR-22-3p 0,00037 2,319 (1.83,2.81) 2,319
mmu-miR-140-5p 0,049974 3,2682 (0.70,5.84 ) 3,2682

mmu-let-7f-5p 0,01694 2,3834 (0.65,4.11) 2,3834
mmu-miR-130a-3p 0,016291 1,9245 (1.34,251) 1,9245
mmu-miR-27b-3p 0,003325 2,7847 (1.35,422) 2,7847
mmu-miR-29a-3p 0,013133 2,2902 (1.35,3.23) 2,2902
mmu-miR-32-5p 0,005037 5,8523 (0.00001, 12.02 ) 5,8523
mmu-miR-19b-3p 0,045107 3,1965 (0.36,6.03) 3,1965
mmu-miR-93-5p 0,036738 1,633 (1.01,2.25) 1,633
mmu-miR-196b-5p 0,016642 2,114 (1.06, 3.16 ) 2,114

mmu-let-7i-5p 0,003101 2,4623 (1.32,3.61) 2,4623
mmu-miR-20a-5p 0,029264 2,3166 (0.88,3.75) 2,3166

mmu-miR-28¢ 0,01773 1,4545 (1.09,1.82) 1,4545

mmu-let-7d-5p 0,017844 1,6307 (1.26,2.00) 1,6307
mmu-miR-196a-5p 0,046612 2,0828 (0.95,3.21) 2,0828
mmu-miR-106b-5p 0,025771 1,7642 (1.07,2.46 ) 1,7642

mmu-let-7g-5p 0,024744 2,0456 (1.04,3.06) 2,0456
mmu-miR-10b-5p 0,012088 1,53 (116,190) 1,53
mmu-miR-144-3p 0,045921 65,5659 (0.00001, 15.59 ) 65,5659
mmu-miR-19a-3p 0,032995 3,4593 (0.47,6.45) 3,4593
mmu-miR-186-5p 0,011316 21133 (1.17,3.06) 21133
mmu-miR-218-5p 0,032099 3,7425 (0.78,6.71) 3,7425
mmu-miR-101a-3p 0,023635 4,3085 (0.00001, 8.72 ) 4,3065

Tableau 9 : microARNSs différentiellement exprimés dans le tissu adipeux péri
gonadique.

(A) Chez les males CTRL (B) ou VDD et pour (C) les femelles CTRL ou (D) VDD.
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RESULTAT 2 : Maternal vitamin D impairs heart
formation in mouse offspring

En préparation

Dans un contexte sociétal et maternel similaire a celui précédemment exposé, notre intérét
s’est porté sur I'impact de la VDD maternelle sur le développement et le devenir cardiaque de
la descendance. Dans ce modéle, nous avons prélevé des cceurs embryonnaires issus de
meéres VDD et contrbles, au stade (E16.5), afin d’évaluer la présence d'un phénotype (en
histologie et immunofluorescence). Puis nous avons étudier les mécanismes sous-jacents par
séquencage-ARN, PCR en temps réel et par technique d’immunoprécipitation de la
chromatine (ChIP-sequencing) associée au VDR afin d’évaluer les loci cibles de VDR, au
niveau de I'’ADN des ventricules gauches embryonnaires VDD et contrbles. Nous nous
sommes également intéressés aux altérations fonctionnelles dans les coeurs adultes (a 2 et 6

mois) que nous avons étudié par échocardiographie.

Ainsi nous avons mis en évidence, pour la premiére fois, que les parois ventriculaires gauches
des E16.5 VDD sont plus épaisses que celles des animaux contréles, par hypertrophie des
cardiomyocytes. Ce phénotype embryonnaire est associé a une dérégulation de leur
transcriptome, notamment au niveau de genes impliqués dans le développement
cardiaque (Tbhx5, Gata4, Myl2) et du Vdr. De telles modifications semblent étre liées, a un
enrichissement différentiel en VDR des régions régulatrices de génes et en particulier au
niveau de la boucle chromatinienne incluant Tbx3 et Tbx5 des ventricules gauches d’embryons
VDD. Toutes ces modifications in utero ont un impact a long terme sur la morphologie et le
fonctionnement du coeur. Chez la descendance male adulte agée de 2 mois, on peut observer
un épaississement ventriculaire gauche et une augmentation de la fraction de
raccourcissement. Plus tardivement a 6 mois les animaux présentent une décompensation du
ventricule gauche. Ainsi, la carence maternelle en vitamine D module le développement

cardiaque foetal ce qui impacte le fonctionnement cardiaque de la descendance adulte.
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Résultats :

Les embryons issus des femelles carencées en vitamine D (VDD) avaient une paroi
ventriculaire gauche (p < 0.01) et un septum significativement plus épais (p < 0.05) que ceux
des embryons contréles (CTRL) (Figure 1A-D). Cependant il n'y avait pas de différence
statistigue entre les tailles des parois ventriculaires droites (Figure 1E). On observait
également que l'aire occupée par les cardiomyocytes des embryons VDD était supérieure

(Figure 1G) a celle occupée par les contréles (p < 0.01) (Figure 1F, H).
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Figure 1 : Morphologie cardiaque des embryons E16.5. (A) Histologie : coloration des sections
de coeurs embryonnaires (E16.5), en éosine-hématoxyline, issus de meres contrdles et (B) de
meéres carencées en vitamine D (VDD). (C) Mesures des parois ventriculaires gauches, (D)
droites et (E) de I'épaisseur des septums des coeurs embryonnaires. (F) Immunofluorescence
WGA des cardiomyocytes des parois ventriculaires gauches des embryons contréles et (G)

VDD. (H) Mesure de l'aire des cardiomyocytes, de la paroi ventriculaire gauche, des E16.5.
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L’analyse par IPA du séquengcage ARN des ventricules gauche a mis en évidence que 1555
transcrits étaient différentiellement exprimés avec 1058 ARNm up-régulés (Fold Change > 1.5)
et 497 ARNm down-régulés (Fold Change < -1,5) chez les VDD. Mais également que la voie
impliquée dans le développement et la régulation du cceur présentait des génes dont
I'expression prédictive était dérégulée, notamment une surexpression (en rouge) de Tbx5
(Figure 2A). Ces données ont été confirmées par PCR en temps réel pour certains gene, tels
gue les facteurs de transcription Thx5, Gata4, Myl2 et du transcrit Vdr qui sont surexprimés
chez les VDD par rapport aux CTRL (p < 0.05) (Figure 2B).
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Figure 2 : Transcriptomes des coeurs embryonnaires E16.5. (A) Voie canonique régulée chez
les E16.5 VDD avec en rouge les transcrits de génes sur-exprimés et en vert les sous-
exprimés. (B) Expression relative des transcrits de genes impliqués dans le développement
cardiaque et du Vdr.
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Pour identifier de potentiels loci ciblés par le récepteur a la vitamine D (VDR) nous avons
effectué une immunoprécipitation de la chromatine a partir des ventricules gauches E16.5 en
utilisant un anticorps-anti VDR. L’analyse de Chip-sequencing de la région génomique
spécifiqgue contenant Tbhx3 et Tbx5 a permis de mettre en évidence que ces deux loci sont
différentiellement ciblés par VDR dans les coeurs VDD comparés aux controles (Figure 3 A).
Il est intéressant de noter que la présence de pics correspondants a un enrichissement en
VDR a déja été démontré dans des ventricules contréles, au niveau des loci formant des
topology associated domains (TAD) (Figure 3 B)(van Weerd et al. 2014). Dans notre étude au
niveau de ces TAD, le pourcentage d’enrichissement en VDR de quatre pics (fleches noires
Figure 3A), sont significativement réduits dans les cceurs VDD comparés aux controles (Figure
3C). Deux pics (Tbx3P2 et Tbx5P5, fleches noires figure 3A) dans les régions promotrices de
Tbx3 et Thx5 encadrent un site CTCF (fleche bleue Figure 3A). Aussi deux autres pics proches
du promoteur Medl3l et Rbm19 (Tbx3P1 et Tbx5P6, respectivement) correspondent
également a des régions occupées par le CTCF (lesquelles sont représentées par deux étoiles
noires et une fleche bleue dans la Figure 3 A, B).
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Figure 3: Anti-VDR Chip-sequencing des ventricules gauches embryonnaires. (A) Pics
d’enrichissement en VDR de la chromatine extraite a partir des ventricules gauches a E16.5
dans le locus contenant Tbx3 et Tbx5 chez les VDD (en vert) et contréles (en bleu). Quatre
pics d’enrichissement en VDR désignés par des fleches noires sont a dénombrer (Tbx3P1,
Thx3P2, Tbx5P5, Tbx5P6). Aussi, trois régions occupées par le CTCF sont représentées par
deux étoiles noires et une fleche bleue. (B) Données anti-CTCF ChlP-seq issues de GEO
DataSets révélant les sites CTCF (étoiles noires et fleche bleue) existants dans la région
génomique incluant Tbx3 et Thx5. (C) Pourcentage d’enrichissement en VDR au niveau des
guatre pics prédéfinis pour les embryons VDD et contréles ; électrophorése de vérification
suite au ChIP-PCR pour confirmer I'expression des quatre pics chez les embryons controles
et VDD.

L’analyse fonctionnelle par échocardiographie des cceurs a 2 mois (Figure 4A) nous a permis
d’observer un épaississement de la paroi ventriculaire gauche (p < 0.05 ; Figure 4B) associée
a une fraction de raccourcissement augmentée chez les males VDD (p < 0.01 ; Figure 4C).
Par la suite, la fraction de raccourcissement des ventricules des males VDD agés de 6 mois a

été significativement abaissée par rapport aux contréles (p < 0.01 ; Figure 4D).
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Figure 4
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Figure 4 : Analyse fonctionnelle des coeurs adultes males. (A) Echocardiographie en M-mode
des cceurs controles et VDD a 2 mois. Mesure (B) de la taille de la paroi ventriculaire gauche,

(C) de la fraction de raccourcissement des cceurs a 2 mois et (D) a 6 mois.
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Données supplémentaires :

Sequence of
for gPCR

primer used

Gene symbol

+  Gatad
*  Mic2v
*  Thx5
« Vdr

Primer Name 5’ 3’ primer sequence

GATA4F GGTTCCCAGGCCTCTTGCAATGCGG
GATA4R AGTGGCATTGCTGGAGTTACCGCTG
MLC2VF GCCAAGAAGCGGATAGAAGG

MLC2VR CTGTGGTTCAGGGCTCAGTC

TBX5F GACCGTCTTCCCTACCAGCA

TBX5R CTGCCTGACCACACGCTGAT

VDRF CTCCTCGATGCCCACCACAAGACCTACG
VDRR GTGGGGCAGCATGGAGAGCGGAGACAG

Tableau 10 : Séquences des amorces utilisées pour la PCR en temps réel

Primer Name 5’3’ primer sequence
Thx3peaklF CACCACACACACACACAGGA
Tbx3peaklR ACCATCCTTACAGCCCCTTC
Thx3peak2F TTATTAAGGGTCGGGTCAGC
Tbx3peak2R CAGCCCCTGTGTGCTCTC
Tbx5peak5F GGACTCACTCAGGGTTCCAC
Thx5peak5R CACGTGACATCACACAGGAG
Tbx5peak6F GGACTCACTCAGGGTTCCAC
Tbx5peak6R CACGTGACATCACACAGGAG

Tableau 11 : Séquences des amorces utilisées pour le ChIP-PCR
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Discussion générale

La vitamine D semble jouer un rdle non négligeable dans le maintien de la santé cardio-
métabolique dés le développement foetal et jusqu’a I'age adulte. En effet, la déficience
maternelle en vitamine D in utero, définie pour des concentrations plasmatique en 25(OH)D <
50 nmol/L (Turck et al. 2016), a été associée a des altérations du métabolisme de la
descendance. Il a notamment été montré que cette déficience est associée a plusieurs
parameétres liés a I'obésité, tels que la composition du corps (pourcentage de masse maigre
et grasse (Crozier et al. 2012; Boyle et al. 2017; Miliku et al. 2018), le poids du corps (Daraki
et al. 2018; Morales, Rodriguez, et al. 2015) et 'homéostasie glucidique (Krishnaveni et al.
2011). Cette déficience maternelle en vitamine D a également été corrélée a des défauts de
développement cardiague chez la descendance, tels que les cardiopathies congénitales
(Koster et al. 2018; Mokhtar et al. 2019; Dilli et al. 2018).

Dans ce contexte, nous nous sommes interrogés sur les interactions existantes et les
mécanismes impliqués dans la programmation de la carence maternelle en vitamine D (ou
VDD maternelle vs CTRL), sur le devenir métabolique et cardiaque de la descendance, a court
et long terme. Pour ce faire, nous avons mis en place un modéle murin de carence maternelle
en vitamine D qui nous a permis, dans un premier temps, d’étudier le métabolisme du tissu
adipeux et 'hnoméostasie énergétique de la descendance, précocement, mais également les
conséquences a l'age adulte lorsque cette descendance est soumise a une alimentation
obésogéne (HF) ou contrdle (LF). En paralléle, nous avons étudié I'impact cardiaque au niveau

foetal mais également chez I'adulte.

Ainsi, nous avons observé une réponse sexe-spécifique, concernant la prise de masse
corporelle et ’'homéostasie énergétique de la descendance juvénile (dgée de 5 semaines)
issue de meres VDD (Article 1). En effet, les males VDD ont une masse plus faible, en accord
avec ce qui a déja été rapporté chez la souris agée de 15 jours (Reichetzeder et al. 2014) ou
au sevrage (Belenchia et al. 2017) (Tableau 12). En revanche, d’autres études également
menées sur des males a I'age adulte, mettent en évidence une masse plus élevée (Wen et al.
2018) ou une absence de différence (Zhang et al. 2014; Nascimento et al. 2013; Belenchia et
al. 2018). Chez les femelles VDD aucune modification de masse n’a été observée. Par la suite,
en utilisant de la calorimétrie indirecte, nous avons montré que ces différences de poids étaient

associées a une régulation différentielle de 'homéostasie énergétique.
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Tableau 12 : Récapitulatif des donn

maternelle en vitamine D (dans la littérature) : comparaison entre les descendants

déficients et les controles

Abréviations : M : male ; F : femelle ; ND : non déterminé ; VD : vitamine D ; CTRL : contrble ;

VDD : déficient en vitamine D ; LF : low fat, HF : high fat.
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Chez les méles VDD, 'augmentation de 'activité spontanée et de la dépense énergétique (via
I'oxydation glucidique), associée a une absence de différence de prise alimentaire, conduisait
a une diminution de masse. Chez les femelles VDD, la prise alimentaire est inchangée par
rapport au groupe CTRL ce qui pourrait expliquer 'absence de modification de masse.
L’accroissement de leur activité pourrait expliquer 'augmentation de I'oxydation glucidique qui,
associée a une diminution de l'oxydation lipidique, n’induirait pas de modification de leur
dépense énergétique. Il est intéressant de noter que I'augmentation de l'activité spontanée
observée chez les deux genres, a déja été rapportée chez des souris males VDD (L. Fu et al.
2017). Chez 'Homme, la VDD maternelle est associée a un risque augmenté de déficit de
I'attention et d’hyperactivité chez I'enfant (Morales, Julvez, et al. 2015). Ce phénotype pourrait
s’expliquer par l'action de la vitamine D sur le développement des structures centrales
impliquées dans 'activité motrice ou encore I'attention (Hawes et al. 2015), mais ceci nécessite

de futures investigations.

Ensuite, nous avons établi que la VDD maternelle, a elle seule, n’entrainait pas de différences
morphologiques (masse totale du foie, masse grasse, taille des adipocytes), ou de la balance
énergétique (poids, activité, dépense énergétique) chez la descendance adulte soumise a une
alimentation contréle (LF) a 12 et 14 semaines, respectivement. Ces observations sont en
accord avec d'autres études (Belenchia et al. 2018; Wen et al. 2018). Cependant des
différences de masse totale a 14 semaines ont été rapportées chez le rat male VDD (Wen et
al. 2018), cette observation contradictoire pourrait s’expliquer par la composition du régime
contrble utilisé (non précisée dans leur étude). Lors de la mise en place de notre étude, nous
avions émis I'hypothése que le fait de challenger les animaux issus de meres VDD avec un
régime HF (a 45 % riche en lipides ; entre 9 et 12 semaines) dévoilerait le phénotype
métabolique de la descendance adulte. Ainsi nous avons pu constater que la descendance
male et femelle VDD sous l'alimentation HF (VDD-HF) présentait une masse corporelle plus
faible & 12 semaines que la descendance issue de souris contrdles. Cette observation n’a pas
été faite dans une autre étude, ou les souris ne présentaient pas de différences de masses
(Belenchia et al. 2017), mais pourrait s’expliquer par des différences liées au fond génétique
différent des souris utilisées (C57BL6J RJ dans notre étude vs C57BI6 a/a). Ces différences
de masse des VDD-HF pourraient s’expliquer par une augmentation de la dépense
énergétique (via l'oxydation des glucides) qui compenserait 'augmentation de la prise
alimentaire. Cette augmentation de la prise de nourriture pourrait elle-méme étre liée a la
modulation de I'expression de génes impliqués dans I'axe mélanocortinergique au niveau de
'hypothalamus ; i.e. NPY, AgRP et MC4R. Compte tenu du profil d’expression de ces génes
hypothalamiques, un défaut de développement des voies mélanocortinergiques pourrait

expliquer les perturbations du comportement alimentaire observées entre les animaux
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contrbles et ceux issus de méres carencées en vitamine D. Ces données sont d’ailleurs en
accord avec le r6le de la vitamine D dans le développement du cerveau (Eyles and McGrath
2018).

Outre les données de masse corporelle en lien avec le métabolisme énergétique, nous nous
sommes intéressés a I'homéostasie glucidique de la descendance adulte. Comme cité
précédemment, pour les paramétres morphologiques et énergétiques, aucune modification de
la balance glucidique n’a été observée chez les animaux VDD soumis a une alimentation
contréle (LF) (males et femelles). Cela est en accord avec la littérature existante pour la
glycémie (Reichetzeder et al. 2014; Wen et al. 2018; Zhang et al. 2014; Nascimento et al.
2013). Néanmoins d’autres études mettent en avant chez les méles VDD une augmentation
de l'insulinémie, de THOMA-IR et de l'insulino-résistance (Zhang et al. 2014; Nascimento et
al. 2013). Ces divergences pourraient étre dues aux modéles utilisés (souris vs rat) (Zhang et
al. 2014) et la durée du protocole (14 semaines vs 6 mois) (Nascimento et al. 2013). De fagon
intéressante, chez les males VDD-HF, nous observons une augmentation de l'insulinémie, de
'THOMA-IR et de linsulino-résistance, conformément aux études précédemment citées
(Reichetzeder et al. 2014; Wen et al. 2018; Zhang et al. 2014; Nascimento et al. 2013). Nous
avons également mis en évidence, pour la premiére fois, que les femelles VDD-HF présentent,

pour 'ensemble de ces parametres, des valeurs similaires aux femelles VDD-LF et CTRL-LF.

Par la suite, compte tenu du lien fort existant entre la résistance a l'insuline et I'adiposité
(Rosen and Spiegelman 2006), nous avons pu observer, que I'index d’adiposité, tout comme
l'insulino-résistance, n’étaient pas impactés chez les méles VDD soumis a une alimentation
LF. En soumettant les males VDD a une alimentation HF, nous avons mis en évidence une
plus grande insulino-résistance en lien avec un index d’adiposité plus élevé (sans effet sur la
cellularité adipocytaire), et ceci est en accord avec des données préexistantes chez la souris
(Belenchia et al. 2017). Comme attendu chez les femelles CTRL-HF, I'adiposité, la cellularité
et l'insulino-résistance sont induites par le régime HF. Néanmoins, nous rapportons pour la
premiére fois que les femelles VDD-HF présentent des valeurs d’adiposité et de cellularité
similaires aux groupes LF, tout comme l'insulino-résistance. Ces données novatrices mettent

donc I'accent sur une régulation sexe-spécifique du métabolisme de la descendance.

Nous avons ensuite cherché a expliquer les différences d’adiposité par différences
d’expression géniques au niveau du tissu adipeux périrénal. En comparant les males, issus
de meres contrbles, soumis au régime LF ou HF a I'dge adulte (i.e. CTRL-LF vs CTRL-HF),
nous avons mis en évidence que les voies canoniques en lien avec le catabolisme lipidique
(i.e. voie mitochondriale de la L-carnitine et beta-oxydation des acides gras) sont induites chez

les CTRL-HF par rapport aux CTRL-LF. Ceci est associé a un gain d’adiposité limité chez les
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CTRL-HF. En revanche, chez les males issus de meres VDD (i.e. VDD-LF vs VDD-HF), on
n’observe pas d’induction de ces mémes voies canonigues, ce qui est associé a une plus forte
accumulation de masse grasse et une forte prise de masse corporelle chez les VDD-HF par
rapport aux VDD-LF. Ainsi, ces différences observées entre les souris issues de méres CTRL
ou VDD pourraient étre dues a leur capacité a induire une oxydation lipidique dans le tissu
adipeux. En accord avec cette hypothese, on observe que la réponse transcriptomigue
consécutive a la nutrition maternelle combinée a I'alimentation a I'dge adulte (i.e. CTRL-LF vs
VDD-LF et CTRL-HF vs VDD-HF) n’est pas modifiée, ce qui est cohérent avec les faibles
différences d’adiposité existantes entre les conditions LF (i.e. CTRL-LF vs VDD-LF, tous deux
non obeses) ou HF (CTRL-HF vs VDD-HF, tous deux obeéses). Toutes ces observations
renforcent donc le r6le supposé du meétabolisme lipidique sur les variations d’adiposité. Il est
intéressant de souligner qu’il existe des exemples, nutritionnels et pharmacologiques chez
animal, ou une limitation de l'obésité est associée a une augmentation de la capacité
oxydative du tissu adipeux blanc (Kusminski and Scherer 2012; Tourniaire et al. 2015; Flachs
et al. 2013), bien que la contribution du tissu adipeux blanc dans la dépense énergétique de

la globalité du corps soit considérée comme mineure.

Tout comme chez les méles, le gain d’adiposité et de masse des femelles CTRL-HF
comparées aux CTRL-LF est associé a une activation des voies canoniques liées au
métabolisme lipidique (i.e. voie mitochondriale de la L-carnitine et beta-oxydation des acides
gras, phosphorylation oxydative, synthése du glycérol, voies des acides gras). A l'inverse chez
les femelles VDD-HF, aucune voie canonique n’est activée par rapport aux VDD-LF, ce qui est
cohérent avec leur adiposité et masse inchangées. En complément, en comparant I'impact de
la nutrition maternelle associée a I'alimentation a I'dge adulte (i.e. CTRL-LF vs VDD-LF et
CTRL-HF vs VDD-HF) on observe que les voies impliquées dans le métabolisme lipidique (i.e.
beta-oxydation, voie mitochondriale de la L-carnitine, synthése des triglycérides,
phosphorylation oxydative) sont réprimées chez les VDD-HF par rapport aux CTRL-HF, ce qui
est en accord avec la diminution de I'adiposité et de la masse observée chez les VDD-HF par
rapport aux CTRL-HF.

Compte tenu de cette forte différence phénotypique liée au sexe, nous nous sommes
intéressés aux taux d’cestradiol qui sont d’une part dépendant du sexe, et d’autre part connus
comme étant associés a I'adiposité (Brown and Clegg 2010), & 'accumulation de tissu adipeux
sous-cutané (Krotkiewski et al. 1983) et a I'hnoméostasie glucidique (Riant et al. 2009). Ainsi
des taux d’cestrogénes décroissants, retrouvés dans le cadre de la ménopause, sont associés
a une augmentation de la taille du tissu adipeux viscéral chez la femme post-ménopausée
(Brown and Clegg 2010). Dans notre étude, nous avons analysé les taux plasmatiques de 17-

B cestradiol et il s’est avéré que chez les males ces taux n’étaient pas modulés. Cela suggére
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un impact mineur de ces concentrations sur le phénotype observé. Il estimportant de souligner
gue les récepteurs des estrogénes jouent également un réle non-négligeable sur la modulation
de l'adiposité (Brown and Clegg 2010). Ceux-ci devront donc étre étudiés en détail. En
revanche chez les femelles, en comparant les groupes CTRL, les concentrations 17-f
cestradiol tendent a augmenter chez les HF par rapport aux LF mais sans atteindre la
significativité, alors qu’en condition VDD, I'alimentation HF induisait significativement les taux
de 17-B cestradiol comparé aux VDD-LF. La modulation de ce facteur clef pourrait expliquer a
lui seul la limitation de poids, d’adiposité et 'amélioration du statut glucidique observé chez les
VDD-HF. L'origine de cette induction demeure encore inconnue et nécessitera des
expérimentations futures. Cette premiére partie de notre travail apporte donc de nouvelles
informations sur I'impact de la carence maternelle en vitamine D, sur le devenir métabolique
de la descendance, notamment en la prédisposant a des complications a long terme. Il est
également important de souligner que les perturbations observées au niveau du métabolisme

du tissu adipeux sont sexe-spécifiques.

La carence maternelle en vitamine D semble également avoir un impact sur les profils
d’expression des microARNSs de la descendance méle et femelle (Résultat 1). En effet, nous
avons pu observer que 15 microARNs sont impactés chez les méles VDD (LF vs HF) et cet
impact prévaut chez les femelles puisque 29 microARNs sont différentiellement exprimés en
condition VDD (LF vs HF). Néanmoins, ces microARNs d’intérét ne sont pas connus dans la
littérature comme affectant le métabolisme du tissu adipeux d’'une quelconque maniere. Des
analyses supplémentaires seraient donc nécessaires pour étudier les interactions qui
pourraient exister avec le tissu adipeux. De plus, lorsque les microARNs d’intérét ont été
associés aux profils transcriptomiques de nos descendants (en utilisant le logiciel Ingenuity
Pathway Analysis), aucune interaction significative n’a pu étre relevée. Cependant, bien que
les profils microARNs ne permettent pas d’établir une association avec les profils
transcriptomique et métabolique (adiposité), ils s’inscrivent dans un phénotype métabolique
globale qui est altéré lorsque la descendance est exposée a une carence périnatale en
vitamine D et a une alimentation obésogéne a I'dge adulte. De plus, cette régulation semble
également étre sexe-dépendante, avec un plus grand nombre de microARNs modulés chez

les femelles.

Dans une seconde partie, notre modéle de carence maternelle en vitamine D, nous a permis
de montrer une programmation précoce du devenir cardiaque de la descendance (Résultat
2). Unretard de développement cardiaque chez des rats agés de 21 jours provenant de méres

carencées en vitamine D a déja été observé comparé a la descendance issue de méres
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supplémentées en vitamine D (Morris et al. 1995). Nous avons montré pour la premiére fois
I'association entre la carence maternelle en vitamine D, induite par I'alimentation pendant la
période anténatale et la mise en place d’'un phénotype de type hypertrophie ventriculaire
gauche chez les embryons a 16,5 jours de gestation (E16.5). Dans ce modele les embryons
VDD présentent un épaississement de leur paroi ventriculaire gauche, en lien avec une
augmentation de la taille des cardiomyocytes. Il serait intéressant, par la suite, d’avoir une
approche longitudinale afin d’étudier le stade de mise en place de cette hypertrophie

ventriculaire.

Ensuite, afin d’étudier les mécanismes impliqués dans la mise en place de ce phénotype chez
les E16.5 VDD, nous nous sommes intéressés a leur profil transcriptomique qui se sont avérés
étre différentiellement modulés, comparé aux embryons contréles. Nous avons notamment
observé que le transcrit Vdr est surexprimé dans les coeurs embryonnaires VDD comparé aux
contréles Il est important de préciser que la présence du VDR dans les nhoyaux des myocytes
cardiaques a déja été observée, ainsi qu’une induction de I'hypertrophie des cardiomyocytes
(in vivo et in vitro) lorsque le ARNm Vdr est sur exprimé (S. Chen et al. 2008), ce qui est
cohérent avec nos résultats. De plus nous avons observé des différences d’expression de
transcrits codant des facteurs de transcriptions impliqués dans le développement du cceur (i.e.
Gata4, Myl2, Thx5), qui lorsqu’ils sont réprimés peuvent étre associés a des altérations du
développement cardiaque (McCulley and Black 2012; Liberatore, Searcy-Schrick, and Yutzey
2000). En complément, nous avons montré pour la premiére fois que la micronutrition
maternelle pouvait affecter la structure de la chromatine. Pour cela nous avons effectué une
immunoprécipitation de la chromatine avec un anticorps-anti VDR, afin d’étudier les loci
préférentiellement ciblés par le VDR, notamment au niveau de la boucle chromatinienne (TAD)
contenant les régions régulatrices des génes Thx3 et Thx5, laquelle est enrichie en CTCF (van
Weerd et al. 2014) (Figure 25).

Figure 25 : Vue schématique des loci Thx3 et Tbhx5, illustrant la séparation physique
de ces deux régions régulatrices par des sites de liaison au CTCF. D’aprés (van Weerd
et al. 2014)
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Ainsi, nous avons mis en évidence que divers loci inclus dans ces deux sub-TADs présentaient
une diminution significative de leur enrichissement en VDR dans les cceurs embryonnaires
VDD par rapport aux contréles. Afin d’étudier la topologie de cette région en fonction de la
présence ou non du VDR nous allons réaliser des expérimentations de 3C-PCR. Notre
hypothése est qu’en I'absence de VDR, I'association entre CTCF et la cohésine maintenant la
structure des deux sub-TADs (qui s’auto-inhibent) soit rompue, ce qui léverait I'inhibition au
niveau de ces régions permettant ainsi leur régulation transcriptionnelle. Cet état
conformationnel est d’autant plus intéressant a étudier au niveau des sites de liaison au CTCF,
puisque des modéles de KO-CTCF dans le cceur dans embryonnaire (E11.5) ont été associés
a une létalité embryonnaire et a une désorganisation du septum interventriculaire et un
épaississement des parois myocardiques (Gomez-Velazquez et al. 2017). Aussi, chez la
souris adulte un KO-CTCF dans le coeur a été associé a de I'’hypertrophie cardiaque
(épaississement de la paroi ventriculaire gauche et hypertrophie des cardiomyocytes) et des
altérations de la fonction cardiaque (diminution de la fraction de raccourcissement) conduisant
a un arrét cardiaque, démontrant ainsi I'importance du maintien de l'intégrité de la structure
3D de la chromatine sur le développement de pathologies cardiaques (Rosa-Garrido et al.
2017).

Enfin, nous avons montré que ces altérations phénotypiques et ces régulations de la structure
chromatinienne chez les embryons VDD sont associées a des dysfonctions cardiaques, chez
I'adulte. En effet, chez les animaux agés de 2 mois issus de méres carencées en vitamine D,
on a pu observer par échocardiographie un épaississement de la paroi ventriculaire gauche
associé a une augmentation de la fraction de raccourcissement, en accord avec la littérature
existante chez le rat adulte a 4 semaines (Gezmish et al. 2010). Plus tardivement, a 6 mois,
les males VDD présentent une diminution significative de leur fraction de raccourcissement,

cela traduisant ainsi d’'une décompensation du ventricule gauche.

Lors de ces travaux nous nous sommes intéressés a un modele de carence totale en vitamine
D chez les souris femelles, ce choix s’est appuyé sur la littérature existante chez la souris et
le rat pour lesquels un régime similaire était appliqué (Wen et al. 2018; Belenchia et al. 2017,
2018; Zhang et al. 2014; Nascimento et al. 2013; Gezmish et al. 2010). En premiére instance,
il nous a semblé nécessaire d’étudier les effets métaboliques et cardiaques d’'une carence
totale périnatale, puisque la littérature existante a ce sujet est encore nouvelle et que peu
d’observations permettaient de définir un phénotype chez la descendance, avec une approche
longitudinale et sexe-dépendante. Bien que nous ayons évalué les taux circulants en 25(OH)D

plasmatiques par une méthode de diagnostic in vitro, comme ce fut le cas dans d’autres études
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(Wen et al. 2018; Belenchia et al. 2017, 2018), cette technique présente des limites. En effet,
elle nous a permis d’affirmer que les taux circulants en 25(0OH)D sont inférieurs au seulil
détection du kit, mais elle ne nous a pas permis de mesurer ces concentrations circulantes
avec exactitude. Ainsi, il pourrait étre intéressant d’évaluer les concentrations plasmatiques
en 25(0OH)D par chromatographie en phase liquide de haute performance (Zhang et al. 2014;
Bonnet et al. 2019), mais également d’avoir une approche avec un régime graduellement
déficient en vitamine D, en incluant plusieurs groupes de femelles. Cette approche permettrait
de de mimer les bornes permettant de définir la carence (< 25 nmol/L), la déficience (< 50
nmol/L) et l'insuffisance en vitamine D (< 75 nmol/L) chez 'Homme et d’'observer quels effets
biologiques cardio-métabolique chez la descendance leurs seraient associés. Les données
issues de notre étude, en adéquation avec les données préexistantes, nous permettent
désormais d’affirmer que la carence maternelle en vitamine D module le devenir cardio-
métabolique de la descendance, notamment lorsque la descendance est challengée par un
régime obésogéne a I'dge adulte. Néanmoins définir les mécanismes impliqués dans
l'apparition des phénotypes métaboliques nécessitera de nouvelles investigations. Nous
avons entrepris d’expliquer leurs apparitions par le biais des concentrations plasmatiques en
17B-oestradiol mais I'étude des mécanismes épigénétiques mis en jeu serait intéressante.
Notamment en observant les génes ciblés par le VDR par une approche de ChiP-sequencing
comme nous l'avons entrepris dans la partie sur I'étude du cceur. De plus, afin d’observer
lapparition d’'un phénotype cardiaque chez la descendance, nous avons étudié différents
stades (E16.5, 2 mois, 6 mois) qui ont nécessité des sacrifices d’animaux. Il aurait pu étre
intéressant d’avoir une approche longitudinale par échocardiographie, avec des sondes
permettant d’observer le coeur embryonnaire. Ainsi, il aurait été possible d’étudier les
altérations fonctionnelles et morphologiques cardiaques, chez le méme groupe d’animaux,
depuis I'embryogenése jusqu’a I'age adulte et de définir le stade de la mise en place de ces

altérations.

Ce travail de thése confirme ainsi de I'importance de la micronutrition au sein du concept de
DOHaD, au méme titre que la macronutrition, face au risque de développer des maladies
chroniques. Ces maladies représentent prés de 60% des déces, c’est-a-dire 35 millions de
morts par an, dont 80% dans les pays a faibles ou moyens revenus (Rial-Sebbag et al. 2016).
De facon intéressante, nous faisons face a une réelle épidémie d’obésité (650 millions de
personnes touchées d’aprés 'OMS) et a une tres forte prévalence de déficience en vitamine
D (Palacios and Gonzalez 2014; Cashman et al. 2016). Bien que le lien de causalité entre ces
deux parametres n’ait pas encore clairement été établi, ni le sens de cette causalité si elle
existe, il est indéniable qu'une association forte est classiquement observée. D’aprés les

statistiqgues en France, plus de femmes sont déficientes en vitamine D (49% < 50 nmolL/L) que
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d’hommes (35,8% < 50nmol/L) (Vernay et al. 2011). Le pourcentage d’obésité est plus élevé
chez les femmes de 18-39 ans (11,3%) que chez les hommes pour la méme tranche d’age
(10,1%) (Verdot et al. 2017). Ainsi le genre semble étre un facteur corrélé a la fois a la
déficience en vitamine D et a I'obésité. De méme, dans notre contexte de carence périnatale,
nous avons mis en lumiére que la réponse métabolique de la descendance était sexe-
spécifique (Article 1). Il est intéressant de se questionner sur I'impact transgénérationnel de
telles découvertes. Dans nos travaux, la carence maternelle (FO) promeut le phénotype
obésogéne (avec une augmentation de I'index d’adiposité) chez la descendance male (F1),
ces traits phénotypiques pourrait étre transmis a la génération suivante (F2) et possiblement
associés a des taux inadéquats en vitamine D, puisqu’il a précédemment été établi que les
personnes obéses présentaient des taux abaissés en vitamine D (Wortsman et al. 2000;
Drincic et al. 2012; Wamberg et al. 2013). En ce qui concerne la descendance femelle (F1),
on peut s’attendre a ce que des marques épigénétiques soient modifiées et potentiellement
transmises a la génération suivante (Junien, Panchenko, Fneich, et al. 2016). De nouvelles
évidences pourraient conforter cette hypothése, tout d’abord, les marques d’histones semblent
pouvoir étre héritées stablement entre des générations FO et F1 (Gaydos, Wang, and Strome
2014). Ensuite, ces marques d’histones peuvent induire un effet métabolique sexe-spécifique
sur une génération F1, en lien avec une nutrition maternelle modifiée (Strakovsky et al. 2014).
Cependant de telles études meécanistiques n‘ont pas encore été entreprises entre les
générations F1 femelle et F2. Néanmoins, il est important de souligner que, bien que les
mécanismes mis en jeu entre la génération fille et petits enfants ne soient pas encore connus,
la VDD maternelle peut induire une augmentation de I'index d’adiposité chez une génération
F2 (Nascimento et al. 2013). Cela conforte I'idée que la micronutrition maternelle peut impacter

plusieurs générations successives.

Nous avons également mis en évidence que la carence maternelle en vitamine D affecte le
développement cardiaque fcetal, ce qui semble entrainer a long terme, de linsuffisance
cardiaque chez la descendance male a 6 mois associées a une réduction de la fraction de
raccourcissement (Résultat 2). Des études ont déja associé un faible statut en 25(OH)D et
1,25(0H);D avec une dysfonction myocardique, notamment une réduction de la fraction
d’éjection, avec l'insuffisance cardiaque et la pathologie de 'arrét cardiaque (Pilz et al. 2008;
M. Wu et al. 2019). Il semblerait donc qu’un contexte périnatal maternel déficient en vitamine
D ait des répercussions similaires & celles observées chez un individu déficient en vitamine D.
Récemment une méta-analyse a relevé qu’une supplémentation en vitamine D (4000 Ul/j)
chez l'adulte atteint d’insuffisance cardiaque chronique, améliore la fonction ventriculaire
(fraction d’éjection). D’autres études randomisées sont cependant nécessaires pour valider
ces résultats (M. Wu et al. 2019).
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Plus généralement, dans ce contexte ou la santé maternelle semble impacter plusieurs
générations, il serait intéressant de s’interroger sur une supplémentation systématique de la
femme enceinte. Il semblerait que les recommandations actuelles en France (400 Ul/j dans le
dernier trimestre ou 100000 Ul & 28 semaines) devraient étre revues a la hausse avec des
doses de 100000 Ul par trimestre sur toute la grossesse (Ceccaldi et al. 2017). Néanmoins
d’autres études sont nécessaires pour évaluer quelles valeurs assureraient un statut foetal

optimal en vitamine D, en adéquation avec une bonne santé cardio-métabolique a long terme.
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Conclusion et Perspectives

Lors de ce travail de thése nous avons établi que la carence maternelle en vitamine D,
associée a une alimentation obésogéne de la descendance, module I'homéostasie
énergétique et le métabolisme du tissu adipeux, précocement et a long terme, chez la

descendance de facon sexe-dépendante.

Afin de compléter le phénotype global observé chez nos animaux des expérimentations sur
les cerveaux vont étre menées. Nous avons déja montré que les voies mélano-cortinergiques
impliguées dans le comportement alimentaire sont différentiellement régulées dans notre
modéle. Des analyses par PCR-en temps réel des cerveaux (notamment de I'hypothalamus)
de la descendance ont été entreprises et semblent indiquer une modulation de la neuro-
inflammation chez les individus issus de méres carencées. Par la suite, des expérimentations
de RNA-sequencing et histologiques ont été menées et les analyses sont encore en cours afin
de confirmer le phénotype neuro-inflammatoire, pour établir une association claire avec la

carence maternelle en vitamine D.

Par la suite, afin de compléter le phénotype métabolique mis en place suite a une carence
maternelle en vitamine D associée a une alimentation obésogéne a l'dge adulte, des
expérimentations sur le foie et le tissu adipeux brun (BAT) sont prévues. Elles permettront
dans un cas, d’étudier si des mécanismes inflammatoires sont mis en place chez les animaux
VDD-HF comparés aux CTRL-HF et dans l'autre cas, d’'observer le métabolisme énergétique

et les profils transcriptomiques dans le BAT.

Au cours de ce doctorat, j'ai également pu entreprendre un protocole qui permettra d’étudier
'impact de la carence maternelle en vitamine D sur des nouveau-nés (a 4 jours post-partum).
A ce stade de développement, la majorité du tissu adipeux, chez la souris, est composée de
tissu adipeux interscapulaire, majoritairement brun. Sur ce modéle, des analyses
transcriptomique et histologique du BAT sont prévues dans le cadre d’une these. L’objectif de
cette étude est d’identifier des profils géniques particuliers, qui pourraient expliquer les

différences métaboliques observées a 'age adulte.

Une derniére cohorte d’animaux agés de 8 semaines et issus de mere carencées ou non en
vitamine D, a été mise en place afin d’étudier le métabolisme de la vitamine D dans différents

tissus (adipeux blanc et brun, foie).
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Concernant le développement cardiaque, nous avons pu observer que la carence maternelle
en vitamine D était associée a de I'hypertrophie ventriculaire chez 'embryon, en lien avec des
modulations transcriptomiques. Nous avons porté notre intérét sur la boucle chromatinienne
contenant Thx3 et Thx5, laquelle semble notamment étre différentiellement enrichie en VDR.
Les prochaines expérimentations porteront sur la conformation chromatinienne au niveau de
cette boucle, par la technique de 3C PCR, afin d’établir si la chromatine est ouverte ou fermée
au niveau des loci ciblés par VDR. De telles modifications in-utero, pourraient ainsi expliquer
les altérations morphologiques et fonctionnelles cardiaques observées par la suite chez la
descendance male adulte. De plus, il serait intéressant d’étudier si de tels effets sont observés
chez la descendance femelle adulte et de combiner également le modéle de carence
maternelle en vitamine D a une alimentation obésogéne chez I'adulte, puisque nous avons
clairement établi que le phénotype métabolique était sexe-dépendant et potentialisé dans le
cadre de I'obésité.
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