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Etude omique de la régulation de la thyroide par I’iode et du réle
de SLC5AS8 dans la thyroide

Résumé

L’iode est un composant essentiel aux hormones thyroidiennes. Les cellules thyroidiennes
captent 1’iode circulant et le concentrent vers le colloide. Il est alors incorporé a la
thyroglobuline, protéine précurseur des hormones, par un mécanisme d’organification. La
capacité de captation de I’iode par la thyroide est finement régulée notamment par la « Thyroid
Stimulating Hormone » (TSH) mais aussi I’iode circulant. En effet, en cas d’une élévation de
I’iode circulant, la thyroide déclenche un mécanisme de régulation appelée 1’effet Wolft-
Chaikoff. Ce phénomeéne se traduit par une limitation transitoire de production des hormones
thyroidiennes qui s’accompagne notamment d’une diminution de I’expression du NIS (Natrium
lodide Symporter), la protéine responsable du transport actif de 1’iode dans la thyroide. Dans
cette étude, des approches omiques globales ont été mises a profit pour étudier cette régulation
dans le contexte de I’administration d’un produit iodé et de souris invalidées pour un gene
codant pour un transporteur de monocarboxylate exprimé dans la thyroide.

Dans la premiére partie de ce travail, I’effet des agents de contraste iodés (ICA), couramment
utilisés en imagerie médicale, a été étudié. L’administration de ces agents entraine une réduction
de la captation de I’iode souvent expliquée par un effet Wolff-Chaikoff associé a un potentiel
relargage d’iode. Par une approche de protéomique quantitative global, le protéome de thyroide
de souris, aprés administration d’ICA, a été comparé au protéome aprés administration d’iode.

Apres un traitement des données et une analyse bioinformatique, nos résultats mettent en
évidence I’existence de peu de mécanismes en commun induits par I’iode et les ICA mais
cependant de plus importantes variations d’expression de protéines sont déclenchées
uniquement par les ICA.

Dans la deuxiéme partie, le role de SLC5A8 dans la fonction thyroidienne et les mécanismes
sous-jacents a 1’effet Wolff-Chaikoff ont été étudiés chez des souris invalidées pour le géne
Slc5a8 (Solute carrier family 5 number 8) et des souris non mutées. SLC5A8 est une protéine
membranaire identifiée au laboratoire et exprimée dans la membrane apicale du thyrocyte. Cette
protéine catalyse un transport de monocarboxylate dans différents organes mais son role dans
la thyroide demeure non élucidé.

L’invalidation n’entraine pas d’effet majeur sur la fonction thyroidienne. En mettant a profit
une approche multiomique comparative, combinant la transcriptomique, la protéeomique et la
métabolomique, les effets de cette invalidation combinée ou non a une administration d’iode
ont été explorés. Le traitement des data révéle de nombreuses voies activées dans les différentes
conditions avec des effets inverses a ceux de I’invalidation par 1’administration d’iode.
L’ensemble des résultats indiquent que la perte de fonction de SLC5AS affecte 1’organification
de la thyroglobuline et le contréle du stress oxydatif.

Mots Clefs : Thyroide, Wolff-Chaikoff, agent de contraste, SLC5A8, protéomique
guantitative



Multiomics study of thyroid regulation by iodide and the role of
SLC5AS8 in the thyroid

Abstract

lodine is an essential component of thyroid hormones. Thyroid cells trap the circulating iodide
and accumulate it in the colloid. lodide is subsequently organified and incorporated into the
thyroglobulin, the hormone precursor protein. The iodide uptake capacity of the thyroid is finely
regulated, not only by the Thyroid Stimulating Hormone (TSH), but also by the levels of
circulating iodide. Indeed, an increase in the blood iodide concentration evokes a regulating
mechanism called the Wolff-Chaikoff effect. This phenomenon includes a transient inhibition
of thyroid hormone release and a decrease in the expression of NIS (Natrium lodide Symporter),
the protein that mediates the active transport of iodide in the thyroid.Here, global “omics”
approaches were used to study this regulation after administration of iodide or iodinated contrast
agents in wild-type mice and mice that were deficient for the monocarboxylate transporter
(SLC5AS8).

In the first part of this study, we analyzed the effect of iodinated contrast media (ICM,;
commonly used in medical imaging). The administration of these agents leads to a reduction in
the uptake of iodide, which is often explained by the Wolff-Chaikoff effect associated with a
putative iodine release from the compound. Using a quantitative proteomic approach, the mouse
thyroid proteome, was assessed before and after the administration of of ICM or iodide.

In the second part, the role of SLC5A8 in thyroid function and the molecular mechanisms
underlying the Wolff-Chaikoff effect were studied in both SLC5A8-deficient and wild type
mice. SLC5A8 is a membrane protein that is expressed in the apical membrane of thyrocytes.
This protein mediates monocarboxylate transport in different organs but its role in the thyroid
remains unsolved. SLC5A8-deficient mice have no apparent thyroid dysfunction, but some
preliminary result have shown that SLC5A8-deficient mice have impaired iodide-mediated
regulation of the thyroid. Using a multiomic approach thatcombines transcriptomics, proteomics
and metabolomics, the effect of the lack of SLC5A8 was studied I, terms of thyroid function
and thyroid rregulation by iodide. Data processing revealed several activated pathways. Our
results indicate that SLC5A8 function is important for organification of thyroglobulin, and
control of oxidative stress.

Keywords: Thyroid, Wolff-Chaikoff, lodinated Contrast Media, SLC5AS8, quantitative
proteomics
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Chapitre 1 : La fonction thyroidienne
|. L’importance de 1’iode dans la thyroide

L’iode est un oligo-¢lément essentiel dans 1’organisme, les besoins journaliers d’un adulte sont
estimés a 150ug (AFSSA, 2009). Il est I'un des éléments constituant des hormones
thyroidiennes. Un apport d’iode adéquat, dés le jeune age est notamment nécessaire pour
prévenir 1‘apparition des pathologies séveres telles que le crétinisme associees a des carences
iodées (Bleichrodt and Born Ph, 1994). Une carence chronique en iode chez I’adulte se
caractérise par un goitre et une réduction de la production des hormones thyroidiennes
(Verheesen and Schweitzer, 2008).

Géographiquement, c’est dans les zones montagneuses ou éloignées de la mer qu’une forte
prévalence de goitre et de crétinisme a été observée en cas de carence. Des 1922, la Suisse a
supplémenté ses habitants et son bétail en iode afin de prévenir cette carence (Delange et al.,
2002). Cela fat la premiere mesure prise a grande échelle contre ce type de carence.

Aujourd’hui, selon I’estimation de I’organisation mondiale de la santé (OMS), plus de 35% de
la population souffre encore d’un apport insuffisant en iode (Organisation mondiale de la Santé,
2014). Ce déficit nutritionnel constitue un probléeme mondial de santé publique. En effet, 1,92
milliards de personnes au total dont environ 246 millions d’enfants de 6 a 12 ans sont carencés

en iode.

Les besoins en iode sont variables selon I'age, le sexe et les situations physiologiques. Les
enfants de 7 a 24 mois ainsi que les femmes en age de procréer constituent la population la plus
exposée aux effets d’une carence en iode. Cette déficience est peut étre étroitement liée a des
échecs de procréation et elle est aussi associée a la mortalité prénatale (Morreale De Escobar,
Jesus Obregon and Escobar Del Rey, 2000; Dunn and Delange, 2001).

Ainsi, afin d'augmenter I'apport journalier en iode, des 1952, des lignes directrices ont été
émises et des mesures concernant un enrichissement universel en iode du sel de table et de
cuisson ont été préconisées par les autorités internationales et sanitaires. Ces recommandations
sont régulierement revisitées (OMS, UNICEF) (WHO, 2014). Durant la grossesse et
I’allaitement, des doses d’iodes supplémentaires sont prescrites car les besoins des femmes
augmentent de 150 a 250 pg/jour, en raison de modifications du métabolisme (Smyth et al.,
1997; Berghout and Wiersinga, 1998; Doggui and El Atia, 2015). Pendant la grossesse, la

production des hormones thyroidiennes maternelles augmente et le transfert de thyroxine et

10



d’iode de la mere au feetus est essentiel pour assurer chez celui-ci une production feetale

d’hormones thyroidiennes (Glinoer, 1997).

L’iode est essentiel a la synthese des hormones thyroidiennes, mais son exces peut entrainer un

dysfonctionnement thyroidien.

En Europe, une prise dépassant 600 pg par jour et 1100 g par jour aux Etats-Unis, est
considérée comme tolérable chez les adultes (Zimmermann and Boelaert, 2015). Ces valeurs
limites sont arbitraires car certaines populations tolérent une plus forte dose pouvant atteindre
5000 mg/ jour pour les consommateurs de produits issus de la mer (Preedy, Burrow and Watson,
2009). La thyroide est capable de s’adapter a I’excés chronique de 1’iode (30mg a 2g par jour)
sans entrainer des symptdmes cliniques de dysfonctionnement thyroidien ou de goitre. Une
augmentation du volume thyroidien est, néanmoins, observée en échographie accompagnée
d’une 1égere baisse persistante d’hormones thyroidiennes (20%) (Vagenakis et al., 1974; Jubiz,
Carlile and Lagerquist, 1977; Phillippou et al., 1992).

Une surcharge en iode peut étre d’origine alimentaire : des études épidémiologiques menées en
Chine, Danemark, et Turquie suggérent que la supplémentation en sel iodé augmente la
prévalence des maladies thyroidiennes (Bllow Pedersen et al., 2006) et /ou auto-immunes
(Bastemir et al., 2006; Teng et al., 2006, 2009). Elle peut, aussi, étre liée a une exposition
professionnelle comme chez les travailleurs des lignes de fabrication en industrie
pharmaceutique, chimique ou électronique (Guével et al., 2004). Des doses élevees en iode
sont, également, utilisées dans certains cas spécifiques comme lors de I’utilisation des agents

de contraste ou en contre-mesure lors d’un accident nucléaire.

L’exces de I’1ode peut déclencher une hyperthyroidie comme apres un traitement a I’iode de la
maladie de Basedow-Graves (Roti et al., 1993) mais de tels exces peuvent aussi entrainer le
développement d’hypothyroidie dans le cas de thyroidite auto-immune de Hashimoto
(Braverman, Woeber and Ingbar, 1969; Roti et al., 1991). Des doses minimales de 750 pg par
jour provoqueraient une hypothyroidie chez 20% de ces patients (Chow et al., 1991; Reinhardt
etal., 1998).

Aujourd’hui, 1'iodation du sel contribue certes, a améliorer le statut en iode de la population,
mais doit également étre cohérente avec les recommandations nutritionnelles visant a diminuer
les apports en sel ajoutés par le consommateur via la saliére domestique ou en provenance des
produits agroalimentaires (AFSSA, 2009; WHO, 2014).
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[1. La thyroide

La thyroide est une glande endocrine qui est située dans le cou et est antérolatérale par rapport
a la trachée et au larynx (Figure 1). Elle est la plus grande et la plus vascularisée des glandes
du systéme endocrinien. Elle est constituée de deux lobes séparés par un isthme et produit les
hormones thyroidiennes 3,5,3 -Tri-iodo-L-thyronine (T3) et 3,5,3',5'-Tetra-iodo-thyronine ou
thyroxine (T4) qui régulent le métabolisme systémique. La thyroide est la seule glande capable
de stocker sa production hormonale sous forme de précurseurs (Portulano, Paroder-Belenitsky
and Carrasco, 2014).

Figure 1 La glande thyroidienne A. Vue de devant (a gauche) et de derriére (a droite). B. (a
gauche) Coupe latérale de la trachée qui permet d'observer la thyroide par rapport a la
trachée. B. (a droite) Coupe histologique d’une thyroide de rat permettant d'observer
I'anatomie de la glande thyroidienne : (F) Follicules thyroidiens, (C) Colloide et (S) Tissue
conjonctif (septa) (Young, O’Dowd and Woodford, 2006).

Histologiquement, la glande thyroidienne est constituée d’un réseau de follicules entouré par

une membrane basale. Chaque follicule est sphéroidal et formé d’un colloide entouré par une
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monocouche de cellules folliculaires epithéliales (les thyrocytes). Le colloide a un role
important dans 1’hormonogenése, puisque, la thyroglobuline (Tg), précurseur et forme de
stockage des hormones thyroidiennes, est stockée dans le colloide & haute concentration (100 a
750 mg / ml) ou elle est iodée (Saber-Lichtenberg et al., 2000).

Les thyrocytes sont des cellules polarisées : elles ont un c6té apical orienté vers le colloide et
leurs membranes basolatérales sont orientées vers la circulation sanguine permettant le

transport des ions iodures (I") du sang vers I’intérieur du thyrocyte.

D’autres cellules parafolliculaires appelées cellules C sont présentes dans la thyroide. Elles sont
moins abondantes et plus grandes que les cellules folliculaires et sont localisées dans 1’espace
situé entre les follicules (Figure 1.b). Ces cellules sont responsables de la production de la

calcitonine qui intervient dans le métabolisme du calcium.

I1.1. Organogénese de la glande thyroide

Chez les mammiferes, la thyroide est le premier tissu glandulaire a se développer. Cependant,
chez I’humain, c’est uniquement a partir de la 12°™ semaine de grossesse que la thyroide
catalyse ses premiéres productions d’hormones thyroidiennes (Park and Chatterjee, 2005).
Avant cela, les hormones sont uniquement produites par la mére et véhiculées au travers du

placenta, de la mére au feetus.

Les cellules folliculaires se développent a partir de ’endoderme embryonnaire. A partir du
17%™ jour, un épaississement au niveau du pharynx primitif entre le premier et le deuxiéme arc
brachial (Braverman and Cooper, 2012) devient apparent. Il prolifére ventralement et
bilatéralement pour former la structure bilobée caractéristique de la glande thyroidienne. Chez
’homme, c’est a partir de la 7°™ semaine de grossesse que la thyroide est entiérement formée

et qu’elle se positionne devant la trachée.

La glande thyroidienne est considérée comme étant complétement différenciée lorsque les
thyrocytes sont entiérement polarisés, organisés en follicules et que I’hormonogenése feetale est

initiée.

[11. La synthese des hormones thyroidiennes

Les hormones thyroidiennes sont la Triiodothyronine (T3) et la thyroxine (T4) sont des noyaux

phénoliques reliés par des liaisons éthers et iodées au niveau de 3 positions (3,5,3 -Tri-iodo-L-

13



thyronine, pour T3) ou au niveau de 4 positions (3,5,3',5'-Tetra-iodo-thyronine, pour T4)
(Figure2).

Figure 2 Structure des hormones thyroidiennes : (A) L-triiodothyronine (T3) et (B) L-Thyroxine
(T4).

I11.1. Mécanismes de transport de I’iode

Les mécanismes du transport d’iode dans les follicules thyroidiens ont été étudiés depuis des

dizaines d’années et plusieurs hypothéses avaient été émises.

En 1983, I’équipe de Chambard a cultivé des cellules épithéliales issus de thyroide porcine sur
des filtres qui permettent aux cellules de se polariser et de former des épithéliaux. Ce type de
culture permet un accés aux deux compartiments, apical et basolatéral, indépendamment 1’un
de I’autre. Ces travaux ont montré que 1’iodure (I), présent c6té basolatéral du milieu de culture,
était concentré dans les cellules tandis qu’aucun transport actif n’a été observé lorsque 1’iodure

était rajouté dans le compartiment apical (Chambard et al., 1983).

Cette étude avait mis en évidence la présence d’'un mécanisme de transport d’I" localisé au

niveau de la membrane basolatérale des thyrocytes (Chambard et al., 1983).

En 1996, le NIS (symporteur Sodium lodure, Natrium lodide Symporter), la protéine
responsable du passage de I'iodure dans le thyrocyte a été identifiée pour la premiére fois (Dali,
Levy and Carrasco, 1996). Dai et ses collaborateurs ont cloné I’ADNc du NIS a partir d’une
lignée cellulaire de thyroide de rat (FRTL5) et d’expression dans des oocytes de Xenopus laevis.
Ce clonage a ensuite permis 1’identification de la séquence humaine (Smanik et al., 1996) et

plus tard de celui de la souris dans notre laboratoire (Perron et al., 2001).
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Le clonage de I’ADNCc du NIS a permis une meilleure compréhension du transport de I’iode.

NIS appartient a la famille 5 des « Solute Carrier » et est désigné sous le nom de SLC5A5 selon
le « Gene Nomenclature Committee ». Chez le rat, la protéine est constituée de 618 acides
aminés (Dai, Levy and Carrasco, 1996) et de 643 acides aminés chez I’humain (Smanik et al.,
1996, 1997). C’est une protéine majoritairement hydrophobique avec 13 segments
transmembranaires (TMSs), une extrémité amino terminale extracellulaire, et une extrémité
carboxy terminale intracellulaire (Levy et al., 1997; Levy, De la Vieja and Carrasco, 1998;
Darrouzet et al., 2014).

NIS catalyse un transport actif d’iodure en couplant a son passage 2 ions sodium. Ce transport
actif d’iodure au niveau du NIS repose donc sur le gradient électrochimique de sodium
maintenu par la pompe Na+/K+ ATPase. NIS est situé dans la membrane basolatérale des
thyrocytes et permet ainsi de concentrer 30 a 60 fois 1I’iodure dans le thyrocyte par rapport a la
concentration circulante contenue dans le compartiment sanguin (Weiss, Philp and Grollman,
1984; Kaminsky et al., 1994). Il assure, ainsi, le transport actif de I’iode du sang vers I’ intérieur

du follicule.

Les ions iodures diffusent, ensuite, librement dans le thyrocyte. Les effecteurs impliqués dans
le passage de I’iodure au travers de la membrane apicale jusqu’au colloide restent spéculatifs

et ont fait I’objet de différentes études :

- L’équipe de Peter Kopp a démontré que la pendrine (PDS/SLC26A4) pourrait étre
responsable de ce passage (Bizhanova and Kopp, 2010). Des mutations du géne Slc26a4
entrainent un déficit d’organification d’I" qui pourrait étre expliqué par un efflux moins

important d'iodure vers le colloide (Kopp, 2000).

- Le canal chlore CFTR (Cystic Fibrosis trans-membrane conductance Regulator) : Cette
protéine est exprimée au niveau de la thyroide (Li, Ganta and Fong, 2010) et des études
menées chez des patients atteints de fibrose cystique ont montré que ces sujets ont plus

de probabilité d’avoir un hypothyroidisme infra cliniques (De Luca et al., 1982).

I11.2.  Mécanismes de I’organification

Lorsque I’iodure passe dans la lumiére folliculaire, il est d'abord oxydé en IOH ou I+ puis
incorporé via une liaison covalente dans les résidus tyrosine de la thyroglobuline. Les résidus

tyrosine iodés sont aussi couplés pour former des hormones thyroidiennes (Figure 3).
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Figure 3 Biosynthése des hormones thyroidiennes :la thyroglobuline entre dans le lumen par
exocytose. Le Symporteur Na*/I" transporte les ions iodures du sang vers le cytoplasme du
thyrocyte. Les ions iodures passent vers le colloide par un transporteur apical (PDS, CLC5 ou
autres). Les ions iodures sont oxydés par la TPO et se fixent de fagcon covalente sur les résidus
tyrosine de la thyroglobuline. Deux résidus d’iodotyrosine sont ensuite couplés grace a la TPO
pour former les précurseurs hormonaux sur la thyroglobuline. La thyroglobuline iodée est
ensuite internalisée dans le thyrocyte par endocytose. Les hormones thyroidiennes sont ensuite
obtenues par protéolyse de la thyroglobuline et libérées dans le sang (Darrouzet et al., 2014).

L’oxydation de I- par la « thyroide peroxydase » (TPO), protéine de la membrane apicale avec
un domaine catalytique contenant un heme, nécessite la présence de H>O> qui est lui-méme
géneéré par la NADPH double oxydase 2 (Duox2), une protéine membranaire appartenant a la
famille des NADP(H) (Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate -Dépendent Flavin
Adénine Dinucléotide Oxydase). Le nom dual oxydase provient de la présence d'un domaine
faisant face a la lumiére du follicule, présentant une similarité de 45% au niveau des acides
aminés avec la TPO et ayant une activité peroxydase putative (Ris-Stalpers C., 2006; Bedard,
Lardy and Krause, 2007).

L'activité de Duox2 est augmentée par une élévation de la concentration en Ca2" intracellulaire.
Des mutations au niveau des genes codant pour les protéines DUOX2 et DUOXAZ, (le facteur
de maturation et la protéine chaperonne de DUOX2), ont été identifiées parmi les causes
d’hypothyroidie congénitale (CH) (Moreno et al., 2002; Zamproni et al., 2008). Etant donné
I’importance de H>O» dans la synthése hormonale, DUOX1, qui est une protéine dont la
fonction est identique a celle de DUOX2, peut aussi étre régulée positivement afin de

compenser la défaillance de DUOX2.

Dans la lumiére du follicule thyroidien, aprés 1’oxydation d’I, la TPO catalyse 1’iodation de

résidus tyrosine de la thyroglobuline : c’est I’étape de 1’organification. Un iode est par la suite
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lie par liaison covalente aux résidus tyrosine de la thyroglobuline pour ainsi former la Mono-
iodotyrosine (MIT) et/ou deux iodes sont liés pour former la di-iodotyrosine (DIT). Ces
intermédiaires d’hormones thyroidiennes iodés liés a la thyroglobuline, sont ensuite couplés,
de nouveau grace a la TPO via une liaison éther pour former T3 ( un résidus di-iodés et un
résidus mono-iodes) et T4 (deux résidus di-iodés) (Gavaret, Cahnmann and Nunez, 1981;
Dedieu et al., 2010).

La thyroglobuline est un homodimere de 660 kDa hautement glycosylé et possédant 123 résidus
tyrosine. Seul un tiers de ces résidus sont potentiellement iodés chez la souris en comparant a
15 chez I’homme : en moyenne 5 MIT, 5 DIT, 2,5 T4 et 0,7 T3 par chaine. Cette répartition des
iodations est effectuée sur des positions hormonogéniques (Dedieu et al., 2010; Braverman and
Cooper, 2012).

La thyroglobuline iodée établit aussi des liaisons disulfide, dityrosine, et glutamyl-lysine et
avec des micro globules de protéines insolubles (Saber-Lichtenberg et al., 2000) et est stockée

sous forme colloidale dans la lumiére du follicule.

La thyroglobuline est internalisée par endocytose ou micropinocytose dans les conditions
basales. Lorsque les taux sériques de TSH augmentent, toutes les étapes de la biosynthése et du
relargage des hormones thyroidiennes sont stimulées, y compris l'internalisation de la
thyroglobuline par endocytose ou micropinocytose. La Thyroglobuline internalisée subit un
clivage protéolytique dans les lysosomes, T3 (20%) et T4 (80%) sont ensuite libérées dans la
circulation sanguine (Braverman and Cooper, 2012) avec la contribution d’un transporteur de
monocarboxylates MCT8 (SLC16A2).

La MIT et la DIT produites par la protéolyse de la thyroglobuline, sont métabolisées, dans la
thyroide, en iodure et en tyrosine par une iodotyrosine déhalogénase (Dehall) dépendante du
nicotinamide adénine dinucléotide phosphate et utilisant la flavine mononucléotide (FMN)

comme cofacteur (Stanbury JB, 1957; Rosenberg and Goswami, 1979; Moreno et al., 2002).

L’iodure est libéré du MIT ou du DIT et peut alors étre réintroduit dansle processus
d'organification. L'activité Dehall est critique pour la synthése de quantités adéquates
d’hormones thyroidiennes car elle assure ce recyclage de I’iodure intra thyroidien a partir des

formes intermediaires des hormones thyroidiennes.

La quantité d’iodure recyclé est 3 a 5 fois plus important que celle provenant de I’alimentation

au niveau de 1’iode utilisé dans la synthese des hormones thyroidiennes (Degroot, 1966). Les
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mutations de Dehall engendrent un hypothyroidisme congénital, un goitre, une augmentation
des taux sériques de MIT et DIT, et une perte urinaire sévere de I". Mais, les effets peuvent étre
minimisés avec succes en administrant de grandes quantités de I". En fonction de I'age du patient
lors du diagnostic et du début de traitement, ces mutations peuvent entrainer un retard dans le
développement mental (John et al., 1955; Moreno et al., 2008). Les défauts d'activité Dehall

souligne I'importance du processus de recyclage de 1’iode dans la synthése thyroidienne.

V. La régulation de la fonction thyroidienne par
la thyrotropine (TSH)

La synthése des hormones thyroidiennes dépend de I’apport de I’iode et est régulée par la
thyrotropine (Thyoid Stimulating Hormone : TSH), une glycoprotéine de 30 kDa synthétisee
par les cellules basophiles de I'adénohypophyse et qui est considérée comme le régulateur
hormonal majeur de la fonction thyroidienne. La TSH est constituée de 2 sous-unités : la sous-
unité o qui est identique a celle des hormones sécrétées par la glande pituitaire
antérieure (I’hormone luténisante et I’hormone folliculo-stimulante (LH et FSH)) et la sous-

unité B qui lui confere sa spécificité fonctionnelle.

La libération de la TSH répond a une stimulation par I’hormone thyréotrope (Thyroid Releasing
Hormone, TRH). La TRH est une hormone tri peptidique de 362 Da présentant une séquence

pyro-Glu-His-Pro-NH: et produite par I’hypothalamus.
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Figure 4. Mécanisme de la régulation de la thyroide par la TSH.(adaptée de (Brent, 2012))
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Les hormones thyroidiennes agissent aussi par un rétrocontrdle négatif afin de réguler
négativement I'expression des hormones stimulatrices. L’augmentation de la concentration des
hormones thyroidiennes circulantes, T4 et Tz, inhibe la fonction thyroidienne par diminution de
la TSH (Figure 4). Dans notre équipe, il a été recemment démontré que la T3 peut également
directement inhiber la fonction thyroidienne indépendamment de la TSH (Zwarthoed et al.,
2016).

La TSH se fixe a son récepteur, Thyroid Stimulating Hormone receptor (TSHr), appartenant a
la famille des récepteurs transmembranaires G, qui est exprimé au niveau basolatéral de la
membrane du thyrocyte. Ce couplage hormone/récepteur conduit principalement a un couplage
de GSa et par conséquent a une activation de I’adénylate cyclase.(Figure 5) (Halmi et al., 1959;
Wilson et al., 1968; Weiss, Philp and Grollman, 1984).

L’augmentation de I’AMP cyclique entraine la phosphorylation de la protéine kinase A et
I’activation d’autres cibles, dans le cytosol et le noyau, telles que la forskoline et la toxine
cholique (Weiss, Philp and Grollman, 1984; Kogai et al., 1997). L'activation de la voie

d'adénylate cyclase stimule la transcription du NIS (Kogai et al., 1997).

Basal
membrane

4 Apical
" membrane

Follicle lumen |

Function

Thyroid follicle

Figure 5. La liaison de la TSH au TSHr déclenche I'activation de I'Adényl cyclase dépendant
de Gs conduisant ainsi a une stimulation de la production d’AMPc. En conséquence, la PKA
est activée et phosphoryle plusieurs protéines impliquées dans [’entrée de l’iode dans les
thyrocytes comme le NIS et dans la libération des hormones thyroidiennes (Adjadj,
Schlumberger and de Vathaire, 2009).
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La régulation du NIS par la TSH est a la fois transcriptionnelle et post traductionnelle
(Kaminsky et al., 1994; Kogai et al., 1997; Ajjan et al., 1998). Les travaux de Kogai sur la
lignée FRTL5 (lignée thyroidienne de cellules de rat) ont montré que la TSH stimule
I'expression du NIS au niveau proteique et ARN messager. Mais la stimulation de la captation
d'iodure n’était observée que dans les thyrocytes déja organisés en follicule, et non pas dans les
monocouches de cultures primaires de thyrocytes traitées par la TSH. Cette observation met en
évidence I'importance de la polarisation cellulaire et de I'organisation spatiale pour l'activité
fonctionnelle du NIS (Kogai et al., 2000). D’autres travaux ont montré que la TSH ne stimule
pas, uniquement, 1’expression du NIS mais aussi son adressage a la membrane dans la thyroide
(Kogai, Taki and Brent, 2006).

Lorsque le taux de TSH est plus élevé, d’autres voies peuvent étre stimulées : Gg/11 et la
phospholipase C-dépendante inositol phosphate (la cascade PIP2) qui active la synthese de

H>0> et I’organification de I’iode (Corvilain et al., 2000).

La régulation du TSHr a aussi un effet sur la régulation de la TSH. Plus particulierement, dans
des lignées dérivées de tumeurs thyroidiennes (FTC-133 et BCPAP), d’autres mécanismes ont
été mis en évidence au niveau de I’ARNmMm, aprés inhibition des voies de signalisation ras-
BRAF-MAPK et PI3BK-AKT-mTOR (D’Agostino et al., 2014). Les inhibiteurs d’ERK et
d’AKT induisent des niveaux d’expression différents de I’ARNm du NIS et du TSHr :

- L’inhibition d’AKT entraine une augmentation du NIS et une diminution du TSHr. Cet

effet est observé seulement dans la lignée FTC-133.

- L’inhibition d’ERK entraine une augmentation de I’ARNm du NIS et du TSHr. Cet effet

est observé seulement dans la lignée du BCPAP.

Une étude menée en 2016 sur des cultures primaires issues de cellules de thyroide humaine a
exploré le r6le du récepteur IGF-1R dans la régulation du TSHr (Morgan et al., 2016). Cette
étude a permis de mettre en évidence un « crosstalk » entre TSHr et IGF-1R, sans activation
agoniste de I’IGF-1R, qui intervient dans la régulation du NIS par un mécanisme impliquant
ERK1/2 et/ou AKT (Morgan et al., 2016). Cette activation serait dépendante du couplage des
protéines G (Krieger et al., 2017).
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V. Larégulation de la fonction thyroidienne par
5 -
I’10de
L’administration de doses modérément élevées en iode chez les rats, souris ou humains,
entraine immédiatement un effet sur la fonction thyroidienne indépendamment du niveau des
hormones thyroidiennes. Cette régulation permet a la thyroide de s’ajuster a ’apport de I’iode.
Cette régulation par la concentration d’iode circulant est constituée d’une réponse aigué suivie

d’une phase d’échappement si I’apport d’iode reste élevé. Elle est appelée :effet Wolff-
Chaikoff (Wolff and Chaikoff, 1948; Halmi et al., 1959).

La thyroide a la capacité de s'adapter aux surcharges iodées, en réduisant la captation et
I'organification de I'iode. Cet effet Wolff-Chaikoff s'observe trés nettement entre 6 et 24 heures

apres exposition mais certaines régulations se mettent en place tres rapidement (1h).

Quant a la réponse aigué, une inhibition de la génération de H2O>, de I’oxydation de I’iode et
de sa liaison aux protéines, est rapidement induite. Cette inhibition entraine une baisse
transitoire de la synthese des hormones thyroidiennes (Wolff and Chaikoff, 1948) et est levée
au bout de 24 heures méme si un apport important d’iode est maintenu. Cela permet un retour
a une synthése normale des hormones thyroidiennes. La capacité de captation d’iode est aussi

réduite pendant la réponse aigué mais elle reste basse durant la phase d’échappement.

L’effet d’inhibition par 1’iode a été décrit en premier en 1948 in vivo par Wolff et Chaikoff lors
d’une étude faite chez les rats. Les modéles ont été injectés avec des doses croissantes d’iode
en intrapéritonéale et deux parameétres ont été suivis : le niveau d’organification ainsi que la
distribution de I’iode dans le plasma. Les mesures effectuées ont montré un effet d’inhibition
aigiie de I’organification de 1’iode (moins de 24 heures) et a la suite d’une administration d’une
dose seuil (>10uM) (Wolff and Chaikoff, 1948). Cette diminution de 1’organification et de la
captation n’entraine pas d’hypothyroidie, 48 heures aprés I’injection de 1’iode, la sécrétion des

hormones thyroidiennes a repris normalement chez les rats (Wolff and Chaikoff, 1948).

L’effet Wolff-Chaikoff au niveau de la captation résulte de 1’inhibition (Sternthal et al., 1980;
Spitzweg et al., 1999) de I’expression du NIS a la fois au niveau transcriptionnel et protéique
(Uyttersprot et al., 1997; Leoni et al., 2011). Il a été démontré qu’un excés d’iode induit une
diminution de I’expression de I’ARN messager du NIS, sa stabilité et sa traduction (Eng et al.,
1999). Cet effet a été observé in vitro dans la lignée PCCL3, une lignée issue de thyroide de

rat, et in vivo chez des rats (Serrano-Nascimento, Calil-Silveira and Nunes, 2010; Serrano-
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Nascimento et al., 2012). En 1999, les travaux d’Eng suggérent que I’importante décroissance
de I’expression du NIS aprés 24 heures d’exposition aigiie & I’iode serait a 1’origine du
phénomene d’échappement observé. En effet, la diminution dans le transport actif de 1’iode
serait responsable de la reprise d’une synthése normale des hormones thyroidiennes chez les
rats.(Eng et al., 1999; Pramyothin et al., 2011).
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Figure 6. L effet de Wolff Chaikoff. A la suite d’une forte dose d’iode, une inhibition est
observée au niveau de /’expression du NIS ce qui entraine une réduction dans le transport de
[’iode. Une baisse de la synthése des hormones thyroidiennes est observée dii a [’exces d’iode.
Un niveau normal de production des hormones thyroidiennes sera rétabli lors de la phase
d’échappement (Leung and Braverman, 2014).

Le mécanisme régissant 1’effet Wolff-Chaikoff n’est pas élucidé. Néanmoins, il est décrit qu’un
exces d’T" entraine une augmentation de production de dérivés réactifs d’oxygene, (Reactive
Oxygen Species : ROS), dans les thyrocytes chez plusieurs espéces (Many et al., 1992; Golstein
and Dumont, 1996; Corvilain et al., 2000; Poncin et al., 2008) et qu’il entraine une
augmentation de la production de H2Oz, chez les FRTL5 (lignée de cellules thyroidiennes issues
du rat), jusqu’a 5 heures apres exposition (Alejandro A. Arriagada et al., 2015). Il a aussi été
démontré que la superoxyde dismutase (SOD) a un effet protecteur a la suite du stress oxydatif
engendré par les concentrations élevées en iode. (Yao et al., 2012; Wang et al., 2015).

Bien que le niveau de base de la production des especes réactives de I’oxygeéne (ROS) soit

important pour maintenir le niveau de la biosynthese des hormones thyroidiennes (Poncin et
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al., 2008; Poncin, Colin and Gérard, 2009), plusieurs auteurs ont suggéré que cette forte
production de ROS serait responsable de 1’action antiproliférative et cytotoxique de I’iode sur
les thyrocytes (Many et al., 1992; Denef, Many and Van Den Hove, 1996).

De plus, une forte production de ROS a déja été démontrée comme étant associée a I’activation
de la voie de signalisation AKT/PI3K dans différentes lignées (Dong Yun et al., 2003; Chen et
al., 2006). Comme I’apport aigu de I’iode et la stimulation de la voie de signalisation PI3K/AKT
déclenchent des effets inhibiteurs similaires sur 1’expression du NIS dans les thyrocytes, une
équipe a étudié I’implication de PI3K/AKT dans la régulation par 1’iode (Serrano-Nascimento
et al., 2014). Selon Serrano-Nascimento et al., I’inhibition du NIS par I’iode impliquerait la
voie phosphatidylinositol-3-kinase/protein kinase B ou PISK/AKT (Serrano-Nascimento et al.,
2014). Ce lien a été déduit par la forte phosphorylation d’AKT en présence d’iode. En revanche
cette phosphorylation est modifiée en présence d’inhibiteurs de PI3K comme la wortmannine
ou le 2-4-Morpholinyl-8-phenyl-4H-I-benzopyran-4-one (Serrano-Nascimento et al., 2014).
L’activation du mécanisme NRF2-Keapl antioxydatif a aussi été proposée dans la protection
de la thyroide dans le cas d’un exces de I’iode (T. Wang et al. 2017).

L hypothése d’un composé iodé produit dans la glande thyroidienne a été mise en avant pour
la compréhension des mécanismes moléculaires liés a cet effet. Plusieurs composés ont été
proposés et des investigations cherchant a savoir s’ils reproduisaient 1’effet de 1’iode ont été

menées :

- L’iode lui-méme qui pourrait induire I’inhibition de la TPO et donc inhiber I’iodation.
Cependant cela n’explique pas la production du H2O2 (Nunez and Pommier, 1982).

- Les peptides iodés (Lissitzky, Benevent and Roques, 1961), cependant, aucun n'a été
identifié et montré comme implique.

- Les hormones thyroidiennes qui seraient synthétisées puis libérées en exces a l'intérieur
de la cellule (Juvenal et al., 1980).

- Les lipides iodés : iodolactones et iodoaldehydes. La présence des iodolactones dans la
thyroide a longtemps été controversée tandis que les iodoaldehydes représentent les
iodolipides les plus abondants dans la thyroide (Pereira et al., 1990). L’ajout de
I’aldéhyde 2 hexadecanal (2-IHDA) sur des coupes de thyroides a pour conséquence
une inhibition de I’adenylyl cyclase (Panneels et al., 1994) et I’inhibition de la
production de H2O2 (Ohayon et al., 1994; Panneels et al., 1994). Une forte concentration

d’iodolactone inhibe la prolifération des cellules thyroidiennes porcines induites par
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I’EGF (Dugrillon and Gartner, 1995). Ces iodolipides ont également été suggéres
comme ayant un effet sur I’activité de la TPO (Pramyothin et al., 2011) (Figure7).
Concernant, la baisse de la synthése thyroidienne, la diminution de I’activité de la
déiodinase résultant de la baisse d’iode pourrait y contribuer. Mais aussi la diminution de
I’hydrolyse de la thyroglobuline et par conséquence la baisse de la synthése thyroidienne a
été suggéré en tant que mécanisme impliqué dans cette autorégulation (Lamas and Ingbar,

1978; Becks, Eggo and Burrow, 1987).
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Figure 7 Biosynthése des deux iodolipides proposés en tant que médiateurs dans la régulation
par l’iode dans les thyrocytes ; R1, R2 : groupement Acyl.
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Chapitre 2 : L’effet Wolff Chaikoff et ses
applications

L’effet de Wolff-Chaikoff correspond a la combinaison de I’inhibition momentanée de la
fonction thyroidienne déclenchée par un fort apport aigu d’iode et de 1’échappement traduit par
une reprise de la synthese hormonale. Ce processus physiologique permet la régulation de la

thyroide face a un apport variable d’iode.

Ce mécanisme de régulation physiologique est mis a profit en radioprotection. La prise d’iodure
de potassium (K1) concerne potentiellement, les personnes habitant a proximité d’une centrale
nucléaire. En effet, ces personnes peuvent étre invitées a prendre des pastilles de KI pour
empécher I’absorption de I’iode radioactif dans la thyroide en cas de relargage accidentel. Cette
mesure a été appliquée en Pologne apres ’accident de la centrale nucléaire de Tchernobyl au

cours duquel le K1 a été distribué a plus de 18 millions de personnes (Nauman and Wolff, 1993).

L’exposition a un exces d’iodure peut provenir aussi de molécules riches en iode comme
I’amiodarone, qui est lentement métabolis¢ lui entrainant une libération d’ions iodures jusqu’a
plusieurs mois apreés arrét du traitement (Bogazzi et al., 2001; van Erven and Schalij, 2010), ou
des agents de contraste utilisés en imagerie qui sont susceptibles de provoquer des effets

similaires.

|. L’effet Wolff-Chaikoff et son
application en radioprotection

Comme le rappelle I’incident de la centrale nucléaire de Tchernobyl survenu en 1986, un
accident impliquant un réacteur, entraine la libération des radionucléides dans I’environnement.
Pendant les dix jours qui ont suivi cet accident, des quantités importantes d’éléments radioactifs

ont contaminés I’atmosphére.

La radioactivité contamine 1’environnement dans lequel elle est rejetée et atteint rapidement la
chaine alimentaire par inhalation, ingestion ou encore par blessures. La voie respiratoire est la
premiére voie par laquelle elle pénetre, étant donné la volatilité de certains éléments radioactifs.

Elle est aussi absorbée par la flore ce qui accélere son intégration dans la chaine alimentaire. A
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titre d’exemple, I’iode radioactif est détecté dans le lait au bout de 24 heures apres 1’ingestion

d’herbes contaminées par les vaches.

Les radiations émises par les radionucléides sont dangereuses et peuvent avoir des effets sur le
matériel génétique cellulaire (Yoshida et al., 2014). Ces effets sont soit directs dd au
rayonnement ionisant lui-méme ou indirects : induites par les radicaux libres (ROS) produits
par la radiolyse de 1’eau. En effet, les ROS sont responsables a 60% des altérations de ’ADN
produits lors d’une irradiation (Ward, 1988, 1994) . En revanche, les effets directs sont a hauteur
de 30 a 40%.

Les rayonnements endommagent aussi les tissus et/ou les organes en fonction de la dose recue
ou absorbée. Cette dose est exprimée en unité appelé le Gray (Gy) alors que le Sievert (Sv) est
1‘unité de dose efficace qui considére a la fois le type de rayonnement et la sensibilité des tissus
et des organes.

Une étude présentant une cohorte de 86 000 survivants a des bombardements de Nagasaki et
Hiroshima a permis d’observer une relation dose-réponse significative sur 1’ensemble des
cancers solides et pour certains sites spécifiques de cancer : I’cesophage, le cdlon, I’estomac, le
foie, la vésicule biliaire, le poumon, le sein, I’ovaire, la vessie et la thyroide (Ozasa et al., 2012;
Grant et al., 2017). Cette étude met, aussi, en évidence I’importance du facteur de 1’age atteint
au moment de 1’exposition dans la relation dose-réponse. En effet, plus la personne exposée est
jeune, plus le risque de développer des cancers solides est élevé (Ozasa et al., 2012; Hsu et al.,
2013).

Lors de I’incident de Tchernobyl, les deux familles de radionucléides majoritaires dans les rejets
radioactifs étaient les iodes (lode®!, lode®®?/Tellure®®?, lode®®) et les césiums (césium 7 et
césium 4. Etant donné que la thyroide est un organe & la fois radiosensible et capable de
concentrer et de fixer I’iode radioactif, elle est trés sensible a 1’effet carcinogene entrainé par
I’exposition a I’iode radioactif. Le ratio de la relation entre I’exposition aux rayonnements et
le risque de déevelopper un cancer de la thyroide est de 5,5 par Gray (Cardis et al., 2005). Ce
risque est dépendant de 1’age. Les études menées en 1990 a la suite des rejets radioactifs, ont
mis en évidence 1’augmentation d’un facteur 10, du développement des cancers thyroidiens 4
ans aprés exposition, chez les enfants et les adolescents de moins de 15 ans (Kazakov,
Demidchik and Astakhova, 1992; Heidenreich et al., 1999; United Nations Scientific
Committee on the Effects of Atomic Radiation, 2011). La plupart des cancers développés

étaient des cancers thyroidiens de type papillaire.
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La plus faible dose observée, a partir de laquelle nous pouvons observer une augmentation
significative du risque, a été évalué a 0,05 Gy - 0,1 Gy, dans les études épidémiologiques (Ron
et al., 1995). Le risque augmente 5 ans apres exposition, est au maximum 15 ans apres et

décroit apres 30 ans mais reste présent méme au-dela de 40 ans (Ron et al., 1995).

Une exposition a 1’iode radioactif peut aussi entrainer I’apparition de perturbations dans la
fonction thyroidienne et engendrer des cas d’hypothyroidie (Sinnott, Ron and Schneider, 2010).
Le risque de maladie de Grave a significativement augmenté chez les survivants de Nagasaki
et Hiroshima comme le reporte 1’étude qui a concerné 4091 sujets (Hancock, Cox and
McDougall, 1991). D’autres études indiquent qu’une exposition & des faibles doses de
rayonnement entrainerait une augmentation de synthése d’anticorps anti-thyroide, fort
indicateur de développement de maladies auto-immunes (Eheman, Garbe and Tuttle, 2003).
Ces études préconisent d’évaluer ce risque au moyen d’une dosimétrie ciblée de 1’iode fixée au
niveau thyroidien afin d’estimer le réel impact du déclenchement de maladies auto-immunes
apres une exposition chronique a des faibles doses d’iode radioactif (Eheman, Garbe and Tulttle,
2003).

Face a de telles conséquences, des mesures de protection spécifiques ont été mises en place, les
directives sont avant tout : éviter toute exposition en cas de contamination atmosphérique par
des protections, des restrictions alimentaires notamment 1’interdiction de consommation de tout
aliment produit dans la zone et une évacuation si nécessaire. Outre ces recommandations, la
thyroide, grace a I’effet de Wolff Chaikoff, s’autoprotége par un fort apport d’iode stable. Cette
faculté est exploitée a travers le blocage de I’accumulation de I’iode radioactif ou la diminution

de sa fixation dans la thyroide par I’ingestion de grandes quantités d’iode stable.

En effet, une pastille d’iodure de potassium, contenant 100 mg d’iode non radioactif est
administrée par voie orale (Becker et al., 1984; Becker, 1987). L’iodure est rapidement absorbé

au bout de 30 a 60 min par l‘appareil digestif.

Chez les adultes normaux ne présentant aucun probleme de régulation thyroidienne, I’ingestion
K1 des heures avant I’exposition a la radioactivité entraine une saturation de 95% de la capacité
d’absorption de la thyroide (Figure 8). L’administration de KI inhibe a hauteur de 90% la
fonction thyroidienne au moment de I’exposition et de 50% s’il est ingéré 6 heures apres
I’accident. Dans le cas d’une exposition chronique, un renouvellement quotidien de prise, a 15

mg, permet de maintenir cette saturation a 90% (Verger et al., 2001).
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Afin d’avoir une protection efficace, il faudrait administrer le KI dans un intervalle de temps
court avant le passage du nuage radioactif ou aprés exposition. Dans un tel cas, la thyroide sera
initialement protégée par un mécanisme de saturation qui sera suivi par I’inhibition liée a la
premiére étape du Wolff-Chaikoff. Cette inhibition est aux alentours de 70% lorsque le KI est
administré 24 heures apres exposition tandis qu’elle est de 90 % lorsque le KI est administré 12

heures seulement avant 1’exposition (Zanzonico and Becker, 2000).

En France, les pastilles de K1 sont distribuées aux populations se trouvant dans un périmetre de
10 Km autour des réacteurs nucléaires. Dans le cas d’une contamination atmosphérique, les
autorités sont celles qui sont responsables de la dose a administrer. En effet, les pastilles
contiennent 65 mg de KI (équivaut a 50 mg d’iodure). Ces pastilles sont divisibles en quatre.
Les doses officiellement recommandées sont comme suit : 100 mg pour les adultes incluant les
femmes enceintes, 50 mg pour les enfants en dessous de 13 ans, 25 mg pour ceux qui ont moins
de 3 ans et 12,5 mg pour les nouveau-nés ce qui correspond a un quart de la pastille (Iglesias et
al., 2017).
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Figure 8 [’effet protecteur de l’iode administré sous forme de pastille de KI (100 mg).
L'abscisse représente le temps (en heures) avant ou apres I'exposition a I'iode radioactif
(administré a temps égal zéro) (Becker, 1983).

Administrer 1’iode, & de fortes concentrations, ou encore I’administrer a une population par
prévention pourrait aussi avoir des effets secondaires. Certains de ces effets secondaires ont été

étudiés dans le cadre de la prophylaxie a 1’iode mise en place en Pologne a la suite de I’incident
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de Tchernobyl. En effet, 24 heures apres la détection des premieres retombées radioactives (ce
qui correspond a 4 jours apres 1’accident), des doses de Kl ont été administrées a 95% de la
population infantile et & 23% de la population adulte (Nauman and Wolff, 1993). Cette étude a
taille réelle, a permis de mettre en évidence uniquement quelques effets secondaires s’illustrant
principalement par des troubles gastro intestinaux bénins et des éruptions cutanées qui ont été
observées autant chez les adultes que chez les enfants. Ces troubles sont des troubles mineurs
ne nécessitant pas d’intervention médicale, par ailleurs, il n’a jamais été prouvé qu’il existe un

réel lien entre la prise des pastilles de KI et ces effets.

D’autres effets, ont pu étre constatés chez certaines personnes consommant quotidiennement
une dose de 15 mg et qui développent un goitre au méme titre que dans des populations qui ont
un régime tres fort en iode (Laurberg et al., 1998; Zhao et al., 2000). D’autres médicaments,
trés fortement iodés comme 1’amiodarone, peuvent entrainer chez les patients qui en prennent,
des effets secondaires sur la thyroide (Zhao et al., 2000; Bogazzi et al., 2001). Toutefois, il a
été déemontré que les effets secondaires de 1’amiodarone sur la fonction thyroidienne ne sont

pas directement liée a la surcharge associée a I’iode (Pitsiavas, Smerdely and Boyages, 1999).

L’administration de pastilles de KI avant I’exposition est trés efficace. Cependant, ceci n'est
pas possible en cas d'accident pour les personnes a proximité immédiate d’une centrale. Elles
doivent alors pouvoir se confiner durant une période suffisante pour laisser la pastille de KI
agir. Pour ce qui concerne les populations plus éloignées, elles peuvent étre prévenues
suffisamment en avance par rapport a 1’exposition au nuage radioactif. Si I’iodure de potassium
est pris aprés la contamination, il pourrait au contraire entrainer une augmentation de la dose
de rayonnement de la thyroide. En réalité, une augmentation de la concentration d'iodure
plasmatique inhibera bien l'absorption d'iodure radioactif supplémentaire mais inhibera
simultanément la sécrétion d'hormones avec une rétention prolongée des précurseurs

hormonaux ayant déja incorporés des radio-isotopes de I’iode.

En cas d'exposition prolongée, l'utilisation de pastilles de KI pourrait étre efficace a condition
de suivre des protocoles d'administration appropries (Verger et al., 2001). Avec le projet
PRIODAC, nous recherchons a optimiser cette protection par prise répétée de KI afin d’assurer
une protection maximale de la thyroide en cas d’exposition continue a de I’iode radioactif. Nous
étudions également les effets adverses associés a cette prise répétée de Kl et en particulier sur

les populations a risques.
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D’autres stratégies utilisant des blogueurs de la thyroide ont été étudiées comme le perchlorate
qui est un compétiteur de 1’iode dans 1'absorption assurée par le NIS. L'affinité du transporteur
pour le perchlorate est plus élevée que pour I'iodure. Il fut ainsi utilisé comme un inhibiteur de
la synthése des hormones thyroidiennes. Cependant, sa toxicité potentielle, sa courte durée
d'action (Godley and Stanbury, 1954) et son mécanisme d'action ont, rapidement, écarté cette
alternative dans le traitement de I’hyperthyroidie et plus tard dans la radioprotection (Wolff,
1998). En effet, I'administration de plusieurs doses quotidiennes était nécessaire car le
perchlorate n'a qu'un effet inhibiteur de courte durée et il provoque occasionnellement des
nausees, des vomissements, de la fievre et un dysfonctionnement rénal. Des patients ont
également développé une anémie aplasique ou une agranulocytose et pour certains individus,

la consommation de perchlorate a méme été Iétale (Krevans, Asper and Rienhoff, 1962).

[1. Les agents de contraste

Les agents iodés de contraste radiologique représentent une source de plus en plus fréquente
d'exces d'iode (Sun Y. Lee et al., 2015). D’ailleurs, avec 1’augmentation de I’utilisation de la

tomodensitométrie en imagerie médicale, 1’utilisation des agents iodés s’est amplifiée.

Tout d’abord, un agent de contraste est un produit qui permet de mieux visualiser un organe ou
une forme pathologique (tumeur) en augmentant visuellement son contraste afin de pouvoir
mieux 1’observer et le distinguer des autres structures qui I’entourent. Ils sont couramment

administrés aux patients par voie intraveineuse.

Ces agents de contraste iodées (ICA ) entrainent une diminution considérable de la captation de
I’iode et du Pertechnetate dans la thyroide (Grayson, 1960; Luster et al., 2008). Ce phénoméne
a également été observé chez les rats (Yu and Shaw, 2003), les chats (Lee, Pease and Berry,
2010) et les souris (Vassaux et al., 2018). Chez I'nomme, I'administration intraveineuse d'ICA
entraine une altération de I'absorption thyroidienne pendant huit semaines.
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Tableau 1 Liste des différents agents de contraste, avec leur concentration en iode et leur
osmolarité(Sun Y. Lee et al., 2015).

lodine Content,

Mame (Trade Name) mg I/mL Osmolarity
lonic contrast media
Diatrizoate (Hypaque 50) 300 High
loxaglate (lsopague 370) 370 Low
lothalamate (Conray) 320 Lowy
Monionic contrast media
lopamidol (Isovue 370) 370 Low
lohexol (Omnipague 350) 350 Low
loxilan (Oxilan 350) 370 Low
lodixanol (Visipague 3200 320 Low
loversol (Optiray 350) 350 Low

Les agents de contraste a faible osmolarité (600-1000 mOsm / kg) et iso-osmolaire (280-290
mOsm / kg) ont un ratio plus important d’atomes d’iode par rapport au nombre de particules de
contraste compare aux agents a osmolarité élevée et sont ainsi plus fortement concentré en iode
(1500-2000 mOsm / kg) (Katzberg and Haller, 2006; Solomon, Biguori and Bettmann, 2006).
Toutefois, que le produit ait une forte ou faible osmolarité, il a toujours une teneur en iode plus

forte que la dose recommandee.

Lors d’un examen médical au scanner, les patients regoivent, en général, une dose qui varie de
50 a 100 ml d’ICA. Ces doses typiques pour les tomodensitométries représentent 2500 & 5000
ug d'iode libre biodisponible et 15 a 37 g d'iode total (Thomsen et al., 2004). En outre, I'iode
lié de maniere covalente peut étre libéré en iodure libre, en particulier lorsque le temps de
circulation dans le corps augmente dans le cas d’une altération de la fonction rénale (van der
Molen, Thomsen and Morcos, 2004; Moisey et al., 2007).

Apreés l'administration d’ICA, la quantité d'iode urinaire reste élevée pendant 4 a 8 semaines
chez les patients normaux ayant une thyroide ne présentant aucune anomalie ou
dysfonctionnement (patients euthyroidens) (Sun Y Lee et al., 2015). Une étude a été réalisée
sur des adultes euthyroidiens en bonne santé ayant une fonction thyroidienne et rénale intacte.
Elle a montré que les concentrations moyennes d'iode urinaire ont augmente de 300% ,entre les
valeurs initiales et maximales, et sont revenues a leur valeur initiale, uniquement, 43 jours apres
I’administration de I’'ICA (Nimmons et al., 2013). Dans une étude portant sur des patients
athyréotiques (privés de thyroide) au Brésil, les taux d'iode urinaire ne se sont normalisés qu’un

mois apres avoir subi un scanner iodé (Padovani et al., 2012).
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Dans une autre étude chez des patients sans dysfonctionnement thyroidien sous-jacent et sans
goitre palpable, I'iode de tomodensitométrie a entrainé une augmentation des concentrations
sériques de TSH jusqu'a 6,4 mUI / L chez 18% des patients dans les 3-5 jours (valeur normale
4.4 mUI / L). Les concentrations de T4 et de T3 libres sont invariables, bien que dans I'étude,
aucune évaluation n’a été réalisée pour estimer les variations légeéres dans les taux d’hormones

thyroidiennes (Gartner and Weissel, 2004).

Cependant, une étude clinique a constaté que I'exposition a I'ICA chez 39 patients autrefois
euthyroidiens était associée a une augmentation significative des taux sériques de T3 et T4, et
a une absence de TSH (Breuel et al., 1979).En effet, un dysfonctionnement thyroidien peut
survenir aprés une administration d'ICA, méme chez des individus sans dysfonctionnement

thyroidien antérieur et avec des glandes thyroidiennes normales.

Dans ce cadre, des études se sont intéressées au développement d’une hyperthyroidie apres des
examens utilisant des ICA (Wu et al., 1978; Jaffiol et al., 1982; Nygaard et al., 1998). D’autres
ont démontrés que des développements d'hyperthyroidie peuvent survenir jusqu'a plusieurs
semaines aprées I'exposition a I''CA (Padovani et al., 2012; Nimmons et al., 2013) : les
concentrations sériques de TSH sont supprimées et les concentrations de T4 libre et/ ou de T3
totales sont élevées. Conn et al (CONN et al., 1996) ont rapporté une tendance a
I'nyperthyroidie apres radiographie de contraste non ionique dans une cohorte de 73 patients
(age moyen : 65,7 ans), un résultat similaire a celui rapporté par Nygaard et al (Nygaard et al.,
1998), dont certains patients ont déja des symptomes de maladie thyroidienne, une seule
patiente, dans cette étude, 4gée de 53 ans a développé le symptome d’une tempéte thyroidienne
ayant entrainé un arrét cardiopulmonaire immédiatement apres une étude radiologique iodée.
Dans une étude d’une cohorte de 101 patients ayant subi une angiographie coronarienne, 6%
ont développé, également, une hyperthyroidie subclinique a 8 semaines apres I'exposition a
I'iode (Ozkan et al., 2013).

Apres un traitement avec un ICA, il est, notamment, possible de développer une hypothyroidie.
Une étude récente a démontré une association entre I'exposition a I'ICA et le développement de
I'nypothyroidie (Rhee et al., 2012). Certains patients atteints d'hypothyroidie transitoire induite
par l'iode développent plus tard une hypothyroidie permanente (Braverman, Woeber and
Ingbar, 1969). L'incapacité a échapper a I'effet aigu de Wolff-Chaikoff pourrait étre liée a une
auto-immunité thyroidienne ou a des anomalies structurelles sous-jacentes de la glande
thyroidienne (Sun Y Lee et al., 2015).
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Historiquement, cette réduction de captation d'iodure par les tissus thyroidiens en réponse a
I'ICA a été attribuée aux fortes quantités d'iodure libre associées (Laurie, Lyon and Lasser,
1992) et/ ou libérées par I'ICA. Conformément a cette hypothese, la teneur en iode urinaire est
élevée pendant quatre a six semaines avant de revenir a des niveaux normaux. En effet, la teneur

en iodure urinaire est utilisée comme marqueur de suivi (Haugen et al., 2016).

Toutefois, I'implication de I'iodure libre ou I’existence d’autres mécanismes dans la réduction
de l'absorption d'iodure par la thyroide en réponse a I'lCA n'ont jamais été formellement
démontrées. Récemment, dans notre laboratoire nous avons montré, en utilisant I'imagerie
SPECT chez la souris, que I'ICA réduit I'absorption d'iodure par la thyroide a un degré plus
élevé et plus durable et que I'iodure libre administré avec I'lCA n’explique pas 1’inhibition

observée (Vassaux et al., 2018).

La thyroide s’autorégule dans le cas d’une augmentation de 1’apport d’iode en déclenchant un
mécanisme de protection « le Wolff-Chaikoff ». Ce mécanisme bien que trés peu élucidé est
notamment mis a profit dans la radioprotection vis-a-vis d’une exposition a 1’iode radioactif.
Une meilleure compréhension du mécanisme moléculaire sous-tendant I'effet de Wolff-
Chaikoff, pourrait conduire a I'élaboration de nouvelles stratégies de radioprotection.
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Chapitre 3 : La protéine SLC5A8

Le transport de I'iodure par les thyrocytes est un processus en deux etapes impliquant des
protéines situées dans la membrane basale et dans la membrane apicale de la cellule. 1l est
maintenant bien établi que le symporteur sodium/iode (NIS), localisé dans la membrane
basolatérale, permet l'accumulation des iodures dans les thyrocytes. Cependant, le ou les
effecteurs impliqués dans le passage de I’iode vers la lumiere du follicule sont toujours
speculatifs. L’équipe d’Everett a proposé la protéine « Pendrine» & la suite de leurs
observations en 1997 chez les patients souffrant du syndrome Pendred (Everett et al. 1997). Ils
ont démontré que les mutations du géne Scl26a4, qui code pour cette protéine, est associé au
syndrome de Pendred et que cette protéine serait responsable du transport apical de 1’iode
(Royaux et al., 2000).

Au cours de la derniere décennie, plusieurs éléments ont démontré que cette hypothése est
discutable remettant a 1’ordre du jour la possibilité de reconsidérer d’autres protéines
membranaires comme élément intervenant dans ce passage de 1’iode (Carvalho and Dupuy,
2017).

Notre équipe s’est intéressée a cet aspect du transport de I’iode et nos travaux publiés en 2002
ont permis de mettre en évidence un autre transporteur membranaire (SLC5A8) exprimé au
niveau de la membrane apicale du thyrocyte qui a été postulé comme étant potentiellement
impliqué dans le passage d’iode (Rodriguez et al., 2002). Plusieurs études ont demontreé par la
suite que ¢’était un transporteur de monocarboxylates dans différents organes (Gopal, Y. J. Fei,
et al., 2004; Miyauchi, Gopal, Y.-J. Fei, et al., 2004; Takebe et al., 2005; Pamela M Martin et
al., 2007).

Si un réle physiologique associé a sa capacité de transport actif de monocarboxylates a été
proposé dans le rein et le colon, son role dans la thyroide demeure inconnu. Néanmoins, des

observations suggerent son implication dans le métabolisme de 1’iode.

Dans ce chapitre, sont presentés les différents réles physiologiques attribués a cette protéine.
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. Présentation du SLC5A8

SLC5A8 (Solute carrier family 5 member 8), est une protéine appartenant a la famille des SLC5
constituée de 610 acides aminés chez I’humain et de 611 acides aminés chez la souris. SLC5AS8

appartient a la méme famille que le NIS nommeé aussi SLC5Ab.

SLC5A8 est une protéine membranaire initialement identifiee comme potentiellement
impliquée dans le transfert passif d’iode au travers de la membrane apicale des thyrocytes et
nommee hAIT (putative human Apical lodide Transporter) (Rodiguez, Perron, Lacroix,
Caillou, Leblanc, M. Schlumberger, et al., 2002). Mais, depuis la mise en évidence de sa
capacité de transport des monocarboxylates, SLC5A8 est nommée SMCT1 pour Sodium-
coupled monocarboxylate transporter 1, ou Electrogenic sodium monocarboxylate
cotransporter. Ces noms font tous référence a la méme protéine issue de la traduction du géne
Scl5a8.

1.1. Identification de SLC5A8 (SMCT1, hAIT)

L “identification de SLC5AS8, a éte effectuée lors de travaux publiés en 2002, par notre équipe
dans le cadre d’une collaboration avec I’institut Gustave Roussy, et visant initialement a
identifier de nouveaux transporteurs d'iodure dans la thyroide. L’équipe a utilisé une stratégie
de clonage par PCR basée sur les homologies de séquences avec le NIS. A partir d'une banque
d’ADNCc de rein humain, le transcrit du gene Scl5a8 a été identifié, et le gene a été localisé plus
tard sur le chromosome 12q23. Le transcrit code pour une protéine de 610 acides aminés
présentant 46% d’homologie et 70% de similitude avec le NIS humain (Rodriguez et al., 2002)
(Figure 10).

En utilisant des anticorps spécifiquement dirigés contre SLC5AS8, la protéine a été localisée

dans le pble apical des thyrocytes humain (Figurell).
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Figure 9. Alignement des acides aminés des séquences des deux protéines humaines hNIS et
hSLC5AS8 : les acides aminés en commun sont notés (-), les treize domaines transmembranaires
sont surlignés, les sites de glycosylation , sont notés ( GLY) , les sites potentiels de
phosphorylation par la kinase CAMP dependante (PKA) , la kinase C (PKC)et la tyrosine kinase
(Pktyr) sont aussi indiqués.(Rodriguez et al., 2002)
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Figure 10. Coupe histologique d'une thyroide humaine mettant en évidence la protéine
hSLC5A8 par un marquage immunohistochimique (agrandissement*250) (Rodriguez et al.,
2002)

|.2. SLC5AS8 et son role anti tumoral

La protéine SLC5A8 a été proposée peu de temps apres son identification comme possédant un
role suppresseur de tumeur (Li et al. 2003). En effet, dans le contexte du cancer du colon, Li et
ses collaborateurs ont montré que I’expression de SLC5AS est réprimée dans une majorité des
tumeurs par méthylation de son gene codant et que 1’expression de SLC5AS8 dans des cellules
en culture est associée a un effet antiprolifératif. Les auteurs ont proposé que la perte

d’expression induise la prolifération tumorale des cellules coliques.

Les modifications épigénétiques sont communes dans les cellules tumorales et contribueraient
a l'initiation et a la progression du cancer (Sharma, Kelly and Jones, 2010; Hatziapostolou and
Iliopoulos, 2011). Des modifications épigénétiques (méthylation de I'ADN, acétylation et
méthylation des histones, remodelage de la chromatine et dérégulation des miARN) s’ajoutent

a des altérations génétiques pour perturber la fonction des génes.

L'expression de SLC5A8 est supprimée dans une majorité de tumeurs du cblon, tant au niveau
transcriptionnel que protéique. Cet effet est associé a la méthylation de 1’exon 1 de Slc5a8 (Li
et al., 2003; Dong et al., 2005; Paroder et al., 2006; Thangaraju et al., 2006; Brim et al., 2011).
En effet, dans le cas d’une muqueuse normale du cdlon, I’exon 1 de Scl5a8 est non méthylée.
En revanche, il est frequemment méthylée dans les cancers primaires et les adénomes du célon
ainsi que dans les foyers de cryptes aberrantes (la premiére anomalie morphologique détectable
de I'épithélium colique), suggérant que I'nyperméthylation du promoteur de Scl5a8 est un des

premiers signes du déeveloppement tumorale dans le colon (Li et al., 2003).
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La méthylation du promoteur de Scl5a8 et I'inactivation génique (silencing) ont également été
démontrées dans divers néoplasmes non coliques, y compris le cancer de la thyroide (Lacroix
etal., 2004; Porra et al., 2005; Hu et al., 2006; Schagdarsurengin et al., 2006), le cancer du sein
(Thangaraju et al., 2006), le cancer gastrique (Ueno et al., 2004), le cancer du cerveau (Hong
et al., 2005), le cancer de la prostate (Park et al., 2007), le cancer du pancréas (Park et al.,
2008), le carcinome épidermoide de la téte et du cou (Bennett et al., 2008) et la leucémie
myéloide aigué (Whitman et al., 2008).

In vitro, dans des lignées de cellules cancéreuses non issues du colon, la protéine SLC5AS8 n’est
pas exprimée. En revanche, apreés traitement par des agents de déméthylation, son expression
peut étre restaurée (Li et al., 2003).

La fonction de suppresseur de tumeur de SLC5AS8 a souvent été 1’objet d’études qui ont

recherché principalement a comprendre son role dans le c6lon.

Plusieurs d’entre elles, proposérent que cet effet serait médié par une augmentation du butyrate
intracellulaire (Ganapathy et al., 2005, 2008) induisant une apoptose via une inhibition des
histones désacétylases. Le butyrate est tres abondant dans la lumiére du colon (5-15mM). Il
résulte de la fermentation bactérienne de la matiére organique non digérée. Il a aussi des
propriétés anticancérigenes, inhibe la prolifération et induit la différenciation et I'apoptose des
cellules cancéreuses in vitro, y compris les cellules cancéreuses colorectales (Kruh, 1982; Tsao
et al., 1983; Augeron and Laboisse, 1984; Hague et al., 1993). Des études épidémiologiques
ont depuis longtemps démontré I'effet protecteur des fibres alimentaires contre le cancer du
cblon (Kim, 2000), et la génération de butyrate par la fermentation bactérienne est a 1’origine
de cet effet.

Par contre, les études in vivo menées par I’équipe de Frank en 2008 sur une lignée de souris
invalidée pour géne codant SLC5A8 (slc5a8™) ont montré que I’incidence du cancer intestinal
n’est pas augmenté chez ces animaux méme apres exposition a des substances cancérigenes
(Henning. Frank et al., 2008) remettant, ainsi, en question le caractere anti tumoral de SLC5AS,
médié par le butyrate.

Drailleurs, le transport de butyrate dans les tissus du colon chez les souris Knock-out SLC5A8
n’a pas ¢€té altéré, laissant supposer que d’autres voies d’absorption du butyrate seraient

impliquées ou d’autres transporteurs seraient concernés.

38



1.3. SLC5AS : transporteur de monocarboxylates

SLC5AS8 appartient a la famille SLC5 des transporteurs couplés au sodium qui comprend au
moins 11 membres avec une distribution tissulaire et une spécificité de substrat variées. Plus
specifiquement, SLC5A8, est un transporteur de monocarboxylates couplé au sodium
(également connu sous le nom SMCT1) principalement présent dans l'intestin gréle, le c6lon,
la thyroide, les glandes rénales et salivaires mais aussi dans la rétine et le cerveau (Rodriguez,
2002; Gopal, Y.-J. Fei, et al., 2004; Takebe et al., 2005; Iwanaga et al., 2006; Gopal et al.,
2007; Pamela M Martin et al., 2007; Henning Frank et al., 2008; Yanase et al., 2008).

La spécificité de substrat de SLC5A8 est similaire a celle des transporteurs de
monocarboxylates (MCTs) (Halestrap and Price, 1999). Cependant, il n'y a pas de similarité de
séquence entre les membres de la famille MCT et SLC5AS8 et ils different aussi dans leurs
mécanismes de transport.

Contrairement a SLC5A8, qui fonctionne comme un transporteur électrogéne couplé au Na",
les MCT fonctionnent comme des transporteurs électroneutres couplés a des H* (co-
transporteur d’1 monocarboxylate™ pour 1 Na*).

La fonction de transport a été montrée dans le systéeme d'expression de lI'oocyte de Xenopus
laevis. En effet, I'expression de SLC5A8 dans les oocytes a conduit a une absorption dépendante
du Na* de divers monocarboxylates tels que I'acétate, le propionate et le butyrate ainsi que le
lactate (Miyauchi, Gopal, Y. J. Fei, et al., 2004).

Les affinités du transporteur pour ses différents substrats sont :

e butyrate (81 £ 17 uM)> propionate (127 + 14 uM)> L-lactate (235 + 24 uM)> D-lactate

(742 £ 330 pM) > acétate (2,46 £+ 0,89 mM).

Les monocarboxylates avec cing a huit atomes de carbone sont également transportés par
SLC5A8 mais moins efficacement en comparaison avec les monocarboxylates volatils.
Le rapport Sodium-substrat différerait selon le substrat : alors que ce rapport est de 3 pour le
propionate, la valeur est de 2 pour le lactate. Ainsi, la steechiométrie du substrat /Na © semble
varier en fonction du substrat transporté (4:1 pour le propionate et 2:1 pour le lactate)
(Miyauchi, Gopal, Y.-J. Fei, et al., 2004).
La nature du substrat principal co-transporté par SLC5A8 varie probablement d'un tissu a
I’autre. Dans le c6lon, par exemple, la fermentation bactérienne, des glucides non absorbés et
des fibres alimentaires, génére des niveaux élevés de monocarboxylates, principalement
I'acétate, le propionate et le butyrate, tous déja démontrés comme étant des substrats de SLC5A8

dans les modeles cellulaires.
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Dans le modele murin invalidé pour le géne codant pour SLC5AS8, le transport du butyrate et
du propionate dans le c6lon n'est pas modifié (Henning. Frank et al., 2008), ce qui remet en
question un réle prépondérant de SLC5A8 dans l'absorption de monocarboxylates in vivo.
Toutefois, le knockout SLC5A8 atténue significativement le transport du lactate par les tissus
du cdlon, suggérant un réle de SLC5A8 dans I'absorption du lactate intestinal, notamment dans
des conditions pathologiques de prolifération bactérienne conduisant a I'acidose D-lactique
(Henning. Frank et al., 2008) (Figure 12).
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Figure 11. Suivi du Lactate urinaire et salivaire dans les modeles KO et WT de SLC5A8-/-
(n=23/groupes). (A)Concentration du lactate urinaire (n=23/groupes). (B) Concentration du
lactate salivaire (n=13/groupe) 2 min apres injection pilocarpine (Henning. Frank et al.,
2008).

Le lactate serait le substrat principal de SLC5A8 dans les glandes rénales et salivaires (Gopal,
Y.-J. Fei, et al., 2004; Henning Frank et al., 2008). En effet, les souris invalidées pour le géne
codant SLC5A8 manifestent des concentrations plus élevées de lactate urinaire et salivaire par
rapport aux animaux non mutants (WT), suggérant que SLC5A8 contribue a la réabsorption du
lactate dans les deux organes (Henning Frank et al., 2008).

SLC5AS8 interviendrait egalement dans la réabsorption rénale du nicotinate (vitamine B3),
vitamine essentielle au fonctionnement normal de toutes les cellules (Gopal, Y.-J. Fei, et al.,
2004) et du pyroglutamate, un sous-produit du métabolisme du glutathion (Miyauchi et al.,
2010).
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Le SLC5A8 neuronal contribuerait aussi a I'absorption des corps lactate et corps cétoniques,
utilisés comme source d'énergie dans le cerveau dans les conditions physiologiques et
pathologiques. Normalement, le lactate est un carburant métabolique important pour les
neurones. Il provient de la circulation sanguine ou il est généré par les astrocytes a partir du
glucose. En revanche, les corps cétoniques sont des substrats métaboliques pour les neurones
dans des conditions de disponibilité transitoire limitée du glucose telles que la diéte et le diabete
non controleé.

Un role similaire de SLC5A8 dans le transport du lactate et des corps cétoniques a été proposé

dans le métabolisme de la rétine, (Pamela M. Martin et al., 2007).

SLC5AB8 a été identifié par homologie avec le transporteur d’iode (NIS). Il a été montré comme
étant exprimé dans la membrane apicale des cellules folliculaires thyroidiennes et a été proposé
comme potentiellement intervenant au transport d'iodure dans la lumiere thyroidienne
(Rodriguez et al., 2002).

D’autres etudes ont toutefois montré que SLC5A8 ne transporte pas d'iodure et que les souris
invalidées pour le géne codant pour SLC5A8 possédent une fonction thyroidienne normale. La

fonction de SLC5A8 dans la thyroide demeure donc inconnue.
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Chapitre 4 : Le criblage des mécanismes
moléculaires par les méthodes omiques

Les deux derniéres décennies ont été témoins d'une explosion des données issues du
développement et de la maturation progressive des technologies « omiques » et de la bio-
informatique. Aujourd'hui, le séquencage du génome entier est devenu un outil de recherche de
routine, et les technologies de protéomique de pointe ont rattrapé la génomique au cours des
derniéres années en termes de couverture. La protéomique, a rendu possible la lecture de
I’évolution globale du protéome d’une cellule en réponse a un stimulus ou lors d’un phénoméne
de régulation physiologique.

La présence d’une molécule organique dans une cellule, un tiSsSu ou un organisme vivant,
conduit souvent a des modifications des niveaux d’expression d’un certain nombre de genes
et/ou de protéines. La capacité de détecter ces différences significatives entre deux états
cellulaires est une approche universelle qui vise a déméler les mécanismes cellulaires et
moléculaires impliquées dans un processus physiologique. Le but ultime est de découvrir de
nouveaux marqueurs, de diagnostiquer et indirectement de suivre de nouvelles voies
thérapeutiques.

Les profilages transcriptionnels et protéomiques consistent donc a comparer les profils
d’expression obtenus en présence et absence du compose (au moyen de puces & ADN, de gels
d’¢lectrophorese 2D ou de techniques protéomiques quantitatives) afin d’identifier la voie
ciblée par la molécule d’intérét. L’avantage de ces méthodes est de donner une vue d’ensemble
des modifications induites par la molécule ou le stimulus (rayons ionisants, chaleur, etc).

Par ailleurs, ces avancées technologiques et ces nouvelles plateformes développées concernent
aussi 1’analyse des métabolites. En effet, I’analyse métabolomique permet d’avoir une capture
instantanée sur les métabolites résultants et produits a la suite des mécanismes engagés en
réponse aux molécules exogeénes ou en réponse aux stimuli. Cette approche rapide d’application
nécessitant moins de temps de préparation de 1’échantillon est largement appliquée dans le

domaine médical et dans la recherche de marqueurs exprimeés en oncologie.
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Figure 12 schéma représentant les différentes « -omiques » et illustrant les possibles relations
entre elles (Goodacre, 2004)

Afin d’étudier les protéines impliquées dans une réponse physiologique, la protéomique est
aujourd’hui I’outil incontournable pour 1’étude de cette réponse. Au cours de ma thése, nous
avons eu recours a différentes methodes omiques dans une approche comparative pour répondre
a plusieurs questions sur I’effet du Wolff-Chaikoff, in vivo. Ainsi, nous avons optimisé la
méthode d’extraction des protéines de la thyroide de souris, séparé les protéines et marqués les
peptides (par Tandem Mass Tags) aprés digestion afin d’étudier les variations globales du
protéome. Ces méthodes ont été utilisées sur des thyroides de souris et se sont avérées
complémentaires dans la compréhension du mécanisme physiologique.

La protéomique a été la principale technique utilisée au cours de ce travail et a été renforcée
par la transcriptomique et la métabolomique lors de 1’étude du réle de SLC5A8 chez les souris
KO. Dans ce chapitre, nous présentons, en premier, la principale technique utilisée lors du projet

et nous aborderons ensuite la métabolomique ainsi que la transcriptomique.
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.  Approche protéomique

I.1. Présentation générale

Les proteines jouent un réle majeur dans les organismes vivants. Le terme « protéome » a été
utilise par la premiere fois par Wilkins en 1996 (Wilkins et al., 1996) faisant ainsi référence a
I’ensemble des protéines y compris leurs modifications générées par des conditions

physiologiques ou pathologiques données, dans un tissu ou un organisme.

L'analyse d'un protéome, la protéomique (Anderson and Anderson, 1998; Tyers and Mann,
2003), peut étre appliquée a I'étude de protéines présentes dans divers types de matériels
biologiques, notamment pour identifier leurs fonctions et structures, par exemple I'identification

de sites d'interaction ou des modifications post-traductionnels (PTM).

Alors que les analyses sont essentiellement réalisées avec des cellules et / ou des tissus, le
profilage des fluides corporels a déja été anticipé il y a quelques années (Apweiler et al., 2009)
et a contribué a I’identification de plusieurs biomarqueurs. Les protéines présentent une large
gamme dynamique dont 1’abondance est variable ente faible et élevée comme dans certains
fluides tel que le plasma (de 109 a 1010 protéines identifiées) (Rabilloud, 2002).

La protéomique peut avoir deux types d’approches : globale en shotgun ou ciblée. Elle peut étre

qualitative mais aussi quantitative au moyen de marquage ou sans marquage (Label free).

Une approche protéomique est un processus analytique a plusieurs étapes. La premiére étape
est dédiée a la préparation des cellules ou des échantillons (conditions de croissance cellulaire,
collecte des cellules ou organes, stockage des cellules/organes, rupture des cellules). La
deuxieme étape correspond a la préparation des protéines de I'échantillon (extraction,
concentration, purification pour éliminer les contaminants tels que les lipides ou les acides
nucléiques et le stockage des protéines) tandis que la troisieme est liée aux méthodes de

séparation et d’analyse en spectrométrie de masse (Figure 13).
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Figure 13 Les différentes étapes de préparation d’un échantillon pour une analyse en
protéomique (1) [’échantillon est digéré par une enzyme comme la trypsine , ces peptides
peuvent étre déplétés ou enrichis avant d’étre séparés.(2) Les peptides sont analysés en
spectrométrie de masse MS/MS (3) L 'identification des peptides par corrélation de spectres
théoriques et observés (Nesvizhskii, 2010).

I.1.a. L'extraction des protéines

La préparation des échantillons est une étape importante pour obtenir un résultat fiable et
reproductible. L’extraction permet la solubilisation de toutes les protéines d'un échantillon, sans
aucunes maodifications chimiques, en éliminant tous les composés interférents (acides
nucléiques, polysaccharides, polyphénols, lipides, etc.) et tout en étant compatible avec la
méthode analytique qui sera utilisé par la suite. Il n'existe pas de protocole universel pour la
préparation des échantillons, bien que plusieurs protocoles aient été adaptes en fonction de
I'échantillon biologique et des objectifs de I'étude (Rabilloud and Lelong, 2011). Ainsi, il est
important de connaitre la composition de 1’organe ou des cellules mais aussi la nature et la

localisation des protéines recherchées pour définir le protocole d’extraction a adopter.
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I.1.b. La séparation des protéines

L'étape de séparation est utilisée pour réduire la complexité de I'échantillon avant I'analyse de
masse. Elle peut étre réalisée directement sur des protéines ou sur I'ensemble des peptides issus
de la digestion enzymatique des protéines correspondantes. La séparation des protéines ou des

peptides peut étre réalisée de deux maniéres :

e In-gel : «en gel », basée sur I'électrophorese

e Gel free : « sans gel », basée essentiellement sur la chromatographie.

La stratégie suivie dans ce travail de thése est la méthode « In gel » par électrophoréses suivi
d’une digestion enzymatique des protéines par la trypsine. Celle-ci permet de produire des
coupures au niveau des liaisons peptidiques dans la partie C-terminale des résidus basiques :
lysine ou arginine. Cette digestion enzymatique permet de créer des espéces multichargés 2+ et
3+ (Olsen, Ong and Mann, 2004). Les peptides obtenus ont une masse de 10 a 15 acides aminés

a la capacité d’acquisition des spectres MS.
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Figure 14 Workflow de la préparation de I'échantillon en vue d'une analyse protéomique a
partir de cellules ou de tissus, il est possible aussi d'enrichir ou de fractionner I'extrait
protéique avant la digestion enzymatique
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|.1.c. Laséparation par HPLC

La chromatographie est une technique permettant la séparation des analytes en fonction de leurs
propriétés physico-chimique. Elle est basée sur la différence de miscibilité d’un composé entre
deux phases non miscibles. Cette technique est basée sur les différences d’affinités entre la
substance a analyser, la phase stationnaire (la colonne) et la phase mobile (1’éluant).

La détection d’un analyte est représentée par un chromatogramme représentant un ensemble de
pics gaussiens. Dans des conditions d’analyse particuliére, une molécule est caractérisée par

son temps de rétention (tr) et la largeur du pic a mi -hauteur (w1/2) (Figure 15).

Wiz

Figure 15 Chromatogramme d’un composé analysé représentant les pics relatifs a ’analyte et
la largeur de mi-hauteur (w1/2) et en abscisse le temps de rétention (tr).

La chromatographie liquide & haute performance (HPLC) est, actuellement, I'un des outils
d'analyse les plus puissants qui a révolutionné le domaine de la protéomique. Anciennement
connue sous le nom de chromatographie liquide a haute pression, cette technique a été introduite
au début des années 1960 pour améliorer I'efficacité des séparations par chromatographie
liquide en utilisant de petites particules en phase stationnaire fixées sur des colonnes.
Aujourd’hui, il existe différents types de colonnes dans différents matériaux qui sont combinées
a plusieurs modes d’HPLC permettant ainsi d’identifier et de quantifier des peptides et des
protéines avec une sensibilité et une résolution élevée a partir de quantités limitées d'échantillon
ou d’échantillon complexe.

La chromatographie de partage a polarité de phases inversées (RPLC) est la plus souvent
employée. Elle s’adapte parfaitement en couplage avec la spectrométrie de masse et s’adapte
aussi a des pourcentages importants de solvants organiques, parameétre favorable a la bonne

ionisation des composés dans une source électrospray.
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Le choix du couplage a utiliser est dépendant de la masse des composés a étudier. En effet, la
LC-MS/MS couplée a 1’électrospray permet ’ionisation des molécules polaires et ayant une
masse variant de 10* a 10°.

Ce couplage permet de réaliser des analyses LC-MS/MS permettant de s’affranchir d’un
fractionnement extensif des protéines en amont de I’analyse en spectrométrie de masse et de
réaliser ainsi I’étude d’un protéome complexe en une seule analyse.

L'introduction de la Chromatographie Liquide Ultra Haute Performance (UHPLC) a encore
amélioré le niveau de performance de la séparation avec des augmentations significatives de la
résolution, de la vitesse et de la sensibilité. En effet, en augmentant le débit, la résolution a été
améliorée et le temps d’analyse a diminué (de Villiers et al., 2006). Les matrices biologiques
complexes contiennent plusieurs composés ayant des propriétés physico-chimiques similaires.
Ces composes peuvent étre élués au méme temps entrainant des compétitions d’ionisation dans
la source du spectrometre de masse. L’utilisation de ’'UPLC minimiserait le phénoméne de
suppression d’ionisation a la source et améliore ainsi la séparation des pics chromatographiques
(Chambers et al., 2007).

Une autre technique d’analyse prometteuse existe : ¢’est la nano chromatographie, qui est plus
récente et qui a recours a des colonnes capillaires de 50 a 100 um. Couplée a des spectromeétres
de masse a ultra-haute résolution, cette technique séparative est devenue incontournable pour
les analyses protéomiques et permet un gain théorique en sensibilité (un facteur de plusieurs
centaines en comparaison avec des colonnes classiques de 2,1 mm) pour quelques microlitres
d’échantillon injectés.

Cependant, cette technique n’est pas compatible avec des échantillons denses et complexes
représentant un protéome global d’un organe, mais elle est plut6t adaptée aux échantillons issus
d’un fractionnement préalable soit par compartiment cellulaire ou notamment par
immunoprécipitation. Ainsi, au cours de ce projet de thése, nous avons utilisé une
chromatographie capillaire en injectant 5pl par échantillon. La chromatographie capillaire nous

a permis d’augmenter la robustesse et d’avoir une meilleure qualité des spectres.

i. La phase stationnaire

En chromatographie de partage a polarité de phases inversees (RPLC), les phases stationnaires
les plus employées sont constituées de billes de silice greffées par des chaines alkyle (le plus
souvent C18, mais aussi C8 ou parfois plus courtes). Les propriétés de rétention dépendent du
taux de greffage de chaines carbonées sur la silice, du type de griffons ou en modifiant le
greffage de la silice (diphényl, phénylhexyle). Les particules de phase stationnaire ont des
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diamétres compris entre 1 et 5 um, la taille des pores variant entre 80 et 300 A. Les composées

seront éluées par polarité décroissante sur ces phases stationnaires.

i La phase mobile

Les phases mobiles utilisées sont constituées de deux phases : une phase aqueuse et une phase
organique d’élution (acétonitrile ou méthanol). 1l existe deux modes de pompage des phases
mobiles : un mode isocratique et un mode gradient (Wiczling et al., 2008). Lorsque la
composition de la phase mobile évolue au cours du temps, on parle d’un mode « gradient ». Au
contraire, dans le mode «isocratique », la phase mobile est invariable. Pour notre étude
nécessitant la séparation d’un mélange complexe, les analyses ont été effectuées en augmentant
au cours du temps le pourcentage de solvant organigque dans la phase mobile.

Les phases mobiles sont, habituellement, acidifiées pour augmenter la résolution des pics
chromatographiques observés, en ajoutant des acides organiques volatils tels que 1’acide
trifluoroacétique (TFA), I’acide acétique ou I’acide formique. Ces acides interagissent avec les
analytes et augmentent leurs hydrophobies en formant des paires d’ions. Il est important de
prohiber 1’utilisation de sels lors de la préparation de 1’échantillon, ces derniers pouvant former

des adduits avec les analytes et polluer la source électrospray.

l.1.d. L’analyse en spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse doit son succes a John Fenn et Koichi Tanaka, prix Nobel de chimie
en 2002, qui ont mis au point les nouvelles techniques d’ionisation douce : I’ionisation
Electrospray (ESI) (Fenn et al., 1989) et le Matrix Assisted Laser Desorption lonization
(MALDI) (Karas and Hillenkamp, 1988), largement exploitée aujourd’hui en biologie. Ces

deux techniques permettent le transfert des molécules intactes en phase gazeuse.

Un spectrométre de masse comprend les éléments suivants : un systéme d’introduction de la
substance a analyser, une source (sous vide ou a pression atmosphérique, par ionisation ou par
désorption) pour transformer les analytes de la forme ionique a 1’état gazeux, un ou plusieurs
analyseurs pour séparer les divers ions produits en fonction de leur rapport masse/charge ( m/z),
un détecteur pour transformer les ions en un signal électrique et enfin, un systéme de pilotage

de I’instrument et de traitement des données acquises fournissant le spectre de masse.

Le spectre de masse obtenu est représenté sous forme d’un diagramme bidimensionnel : le

rapport masse/charge est porté en abscisse et ’abondance des ions est portée en ordonnée.
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Lors d’une analyse du protéome d’un échantillon donné, on combine, a la fois, la séparation
des protéines et la spectrométrie de masse qui se décline en trois types : la spectrométrie de
masse simple (MS), la spectrométrie de masse en tandem (MS/MS) ou a fragmentation

successives (MSn) (Figure 16).

Le premier mode de spéctrométrie, la MS, simple permet une acquisition en mode balayage
(scan) ou en mode de détection d’ions sélectionnés (selected ion monitoring, SIM). Le balayage
scan consiste en une acquisition des spectres de masse qui seront acquis sur une plage de rapport
m/z. Alors que le mode SIM est plus spécifique et détecte uniquement les ions sélectionnés a

un m/z caractéristique des substances a analyser.

Spectrométre conventionnel

Analyseur Détecteur miz-

Sourcedions = e~ ntensité

Spectromeétre tandem

Analyseur 1 Cellule de Analyseur 2 Détecteur miz-

Source dions | —» (MS1) —®  collision ™ (MS2) *  Intensité

Figure 16 Illustration de la difference de configuration des éléments composant un
spectromeétre de masse MS (conventione) et MS/MS (en tandem).

Le deuxieme mode MS/MS et le troisieme MSn se distinguent du premier mode d’acquisition
par la nécessité de 1’activation des ions (augmentation de leur énergie interne). Celle-ci peut
étre assurée par différents moyens : la collision par gaz (CID, collision induced dissociation),
la technique SORI (sustained off resonance Irradiation), les techniques ECD (Electron capture
dissociation) et ETD (electron transfer dissociation) et la technique IRMPD (infra red multi
photon dissociation).

La premiere étape consiste, donc, a isoler les ions d’un méme rapport m/z (ion parent ou
précurseur) et de les fragmenter. La deuxiéme étape est 1’analyse des ions produits (ions fils).
Cette analyse peut étre réalisée : soit en mode balayage, soit en ne sélectionnant qu’un seul ion
fragment (SRM, selected reaction monitoring). Le mode d’acquisition MSn se caractérise par
une fragmentation de I’ion fils n fois.

Par la diminution du bruit de fond, le mode d’analyse SRM augmente la sensibilité et la

spécificité (Kuhn et al., 2004; Anderson and Hunter, 2006). En effet, il est peu courant que
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deux molécules aient la méme valeur de masse a la fois pour les ions précurseurs comme pour
les ions fils. Le mode SRM est ainsi adapté a la quantification d’une molécule particuliere déja
caractéris¢é et a sa quantification tel que les molécules d’intérét ou les métabolites
(Zweigenbaum and Henion, 2000; Zhang, Bartels and Stott, 2004; Wang, Whiteaker and
Paulovich, 2009).

i Les méthodes de fragmentation

Afin de comprendre la structure et la composition d’un peptide, une dissociation est appliquée
Celle-ci fragmente les peptides, pour qu’elles puissent étre analysée par le spectromeétre de
masse par la suite, selon les regles de fragmentation. Une nomenclature a été établie avec des
ions C-terminaux (X, Yy, z) et N-terminaux (a, b, ¢) (figure 17). En conséquence, 1’ions parent,
déterminé en analyse spectrale MS et selectionné en MS/MS, se transforme par fragmentation
en un ensemble de pics fragments dont les ions y et b sont en général majoritaires dans les
modes de fragmentations classiques. Ces pics représentent "lI'empreinte™ de la molécule,
permettant 1’identification de la séquence peptidique. De plus, cette fragmentation permet de
confirmer des caractéristiques telles que les groupes moléculaires et les marquages, les
modifications et les produits de dégradation. La fragmentation dépend de plusieurs paramétres
incluant la composition et la nature de I’acide aminé, la taille du peptide, le mode d’excitation,

I’instrument utilisé et 1’état de charge de 1’ion (Palzs and Suhal, 2005).
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Figure 17 Schéma de fragmentation séquentielle des peptides obtenue par CID a basse et haute
énergie. R correspond a la chaine latérale de I'acide aminé(Palzs and Suhal, 2005)

Plusieurs techniques ont été développées au fil des années, la plupart dépendent d’un analyseur
de masse particulier et certaines sont couplées a un mode d’ionisation spécifique. Il est courant

de multiplier les dissociations afin de confirmer 1’identité d’un composé.
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La dissociation induite par la collision (Collision induced dissociation), CID, se déroule en deux
étapes. La premiere est la collision entre 1’ion et le gaz cible (hélium, azote, argon). Cette étape
induira I’excitation de 1’ion résultant de la conversion d’une partie de I’énergie cinétique due a
la collision de I’ion en énergie interne. La deuxieme consiste en une décomposition
unimoléculaire de I’ion activé par une rupture des liaisons. Ces fragments sont par la suite
accélérés vers 1’analyseur de masse. Lorsqu’ils sortent de la cellule de collision, ils seront

analysés par le détecteur.

La CID en basse énergie est utilisée, par exemple dans les spectrometres de masse a triple
quadripble (QQQ), trappe ionique ou hybride en fournissant une énergie variant de 10 a 100
eVv.

La collision a haute énergie, High Collision Dissociation (HCD), permet d’augmenter I’énergie
cinétique de I’ion de I’ordre de kiloélectronvolt (keV). Ce mode a été initialement décrit sur un
appareil LTQ Orbitrap par Olsen en 2007 (Olsen et al., 2007). Seuls les appareils hybrides ou

électromagnétiques permettent de travailler a de hauts potentiels d’accélération.

L’excitation de I’ion est principalement électronique. Cette énergie acquise est par la suite

redistribuée en énergie vibrationnelle qui entrainera la rupture des liaisons.

Comparé a un mode de fragmentation CID qui se déroule dans un piege linéaire, ’'HCD se
déroule dans un multipole (Figure 19). L’HCD permet une diminution de la gamme de masse
observée en MS/MS et permet donc 1’observation des fragments de basse masse « low mass
cut-off » (LMCO) qui est une des principales limites du CID. Cette caractéristique permet
d’observer les ions rapporteurs utilisés en quantification par marquage (Figure 18). Ce mode de
fragmentation est le plus adapté aux travaux menes lors de cette these.
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Figure 18 Spectres de masse obtenus apres fragmentation en HCD par Orbitrap QExactive
Plus, les ions rapporteurs sont clairement observés.

Lors de ce projet nous avons utilisé, un spectrometre de masse de la série orbitrap, qui permet

d’avoir une grande précision sur les m/z et une meilleure résolution que le TOF.

L’orbitrap est un piege a ions utilisant un champ électrostatique et non pas un champ
magnétique, dans lequel les ions se mettent en orbite autour de I’électrode centrale avec une

fréquence en fonction de leur masse sur charge (m/z) (Scigelova and Makarov, 2006).
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Figure 19 Schéma d'un spectromeétre de masse de type Orbitrap Q Exactive Hybrid Quadrupole
(Michalski et al., 2011)

Le Q Exactive Plus (Figure 19), utilisé lors de cette thése, permet une bonne couverture du
protéome global et augmente la reproductibilité. Il est aussi tres adapté a la quantification des

ions de faible abondance dans des protéomes complexes (Makarov et al., 2000).

Dans 1’orbitrap, les ions doivent étre injectés rapidement. En effet, ils sont accélérés pour avoir
une grande énergie cinétique et accéder au piege électrostatique en suivant un acheminement
tangentiel par rapport a I’axe de 1’orbitrap. L’orbitrap Q Exactive Plus fournit des courants

ioniques élevés grace a la lentille S et une rapide fragmentation des peptides.

Les ions produits par la source d’ions en continu sont transférés dans le C-trap. Ces ions
commencent a perdre de 1’énergie cinétique (potentiel appliqué environ 12V-15V) par la
collision avec le gaz. Les ions sont pulsés vers 1’orbitrap a travers un intermédiaire, qui est un
piége de forme C (C-trap) et qui a pour effet d’accélérer et compacter le nuage d’ions. Ensuite,
les ions entrent dans 1’orbitrap ou le voltage de 1’électrode centrale a été appliqué auparavant
(50-90 psec). Lorsque les tensions sont stabilisées a 3,5kV, la détection de 1’image issus des
paquets d’ions est effectuée. Ces signaux sont amplifiés et transformés en spectre de fréquence

via la transformée de Fourier (Michalski et al., 2011).
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I.1.e. L'identification des peptides

Les donnees brutes (raw data) générees par les spectrométres de masse modernes utilisés dans
la protéomique & haut débit ne fournissent pas d'informations directement interprétables du
protéome de I'échantillon analysé. Afin de déduire la composition protéique d'un échantillon, il
faut, alors, avoir recours a des logiciels d’identification qui permettent d’identifier les peptides
a partir de spectres de masse en tandem (Mueller et al., 2008; Vaudel, Sickmann and Martens,
2010).

Les bases de recherche comparent les spectres expérimentaux a des seéquences protéiques
théoriques obtenues a partir d'une base de données de sequences de protéines. En effectuant un
traitement in silico des séquences théoriques, la digestion et la fragmentation de I'expérience
réelle sont imitées par le logiciel. Par conséquent, les spectres théoriques sont générés et

peuvent ensuite étre comparés aux spectres obtenus expérimentalement (Figure 20).

La correspondance entre un spectre expérimental et un spectre théorique est appelée une
correspondance peptide-a-spectre (PSM/ Peptide-to-Spectrum Match). Le résultat de base
d'un moteur de recherche est composé d'une liste de plusieurs PSM candidats pour chaque
spectre, avec des scores associés (généralement indiqués en e-value) qualifiant la qualité de la

correspondance.

SEQUEST (Eng, McCormack and Yates, 1994) a été le premier algorithme largement utilisé a
mettre en ceuvre cette technique et a été rapidement adopté dans les pratiques de laboratoire

courantes.

L’un des principaux défis de 1’identification des peptides de données de protéomique en
shotgun est I’identification de faux positifs. Leur présence est contrdlé a posteriori grace a la

FDR (False Discovery Rate) (Nesvizhskii, 2010).
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Figure 20 Workflow standard de la recherche de séquence dans la base de données (Verheggen
et al., 2016).

I.1.f. Les analyses bio-informatiques

Les outils bio-informatiques comprennent une sélection variée d'approches pour le traitement,

I'analyse et la gestion de données protéomiques basées sur la spectrométrie de masse.

L'architecture sous-jacente varie d'applications commerciales a des bibliothéques de logiciels
libres et open source. Les solutions algorithmiques permettent de rechercher des spectres MS
en tandem par rapport a une base de données de protéines, ainsi que des méthodes de post-

traitement statistiques pour 1’évaluation des résultats d'identification et de quantification.

Le développement de moteurs de recherche en tandem MS a été un sujet de recherche en bio-
informatique protéomique depuis I'émergence du domaine au début des années 1990. Ces
développements incluent Sequest (Eng, McCormack and Yates, 1994), Mascot (Perkins et al.,
1999), OMSSA(Geer et al., 2004) ou Andromeda (Cox et al., 2011) parmi beaucoup d'autres.
Dans une deuxieme étape de l'identification informatique, les résultats bruts de la recherche
sont soumis a des outils de post-traitement, tels que PeptideProphet (Andrew Keller et al., 2002)
ou Percolator (Kéll et al., 2007).

Les outils de calcul qui fournissent le workflow d'analyse des données protéomiques sont
disponibles aupres des fournisseurs d'instruments ou des entreprises de bio-informatique. Ils
sont aussi souvent disponibles en tant qu'applications open source et freeware freqguemment

développées en tant que projets de recherche bio-informatique.
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1.2.  Les différentes approches en protéomique

Une analyse protéomique peut se décliner sous forme de deux approches : une approche globale
et une approche ciblée. Une analyse commence avec la préparation de I'échantillon dans lequel
les protéines sont digérées enzymatiquement en peptides (analyse ascendante) (McDonald and
Yates, 2002; Chait, 2006) ou analysees sans digestion (analyse descendante) (McLafferty et al.,
1999; Reid and McLuckey, 2002; Breuker et al., 2008).

|.2.a. L'approche Bottom up : approche ascendante

L'approche ascendante est la méthode la plus populaire pour traiter des échantillons de grande
complexité pour des analyses a grande échelle. Le terme protéomique de shotgun (Link et al.,
1999; Dirk A. Wolters, Michael P. Washburn and John R. Yates, 2001; Yates, 2004) est la
méthode équivalente au séquengage génomique.

La protéomique ascendante est une approche dans laquelle les protéines sont digérées par
protéolyse en peptides avant I'analyse de masse (Figure 21.b). Les masses peptidiques et les
séquences qui en découlent sont utilisées pour identifier les protéines correspondantes (Figure
21.b). La plupart des applications ascendantes nécessitent une acquisition de données en tandem
dans laquelle les peptides sont soumis a une dissociation activée par collision (CID)
(dissociation induite par collision).

La méthode la plus utilisée pour l'identification de données MS en tandem ascendante est la
recherche dans la base de données (Eng, McCormack and Yates, 1994; Perkins et al., 1999)
dans laquelle les données de tous les spectres de masse expérimentaux sont comparés aux
spectres de fragmentation in situ des peptides étudiés.

Depuis la publication originale de SEQUEST en 1994, de nombreuses méthodes ont été
développées pour résoudre certains des problemes de calcul associés a la protéomique
ascendante. Certaines de ces méthodes comprennent l'utilisation de schémas de notation
probabilistes (Perkins et al., 1999; Tabb, McDonald and Yates, 2002), I'incorporation de
criteres de recherche supplémentaires (Moore, Young and Lee, 2000; Keller et al., 2005), et le
stockage de spectres préalablement identifiés pour amorcer la recherche dans la base de données
(Frewen and MacCoss, 2007).

Les avantages de I'approche ascendante sont notamment une meilleure séparation des peptides

par rapport aux proteines et une sensibilité plus elevée que la méthode descendante.
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Cependant, une couverture limitée de la séquence protéique et la perte des peptides ayant éeté
modifiés au niveau post traductionnel (PTM) sont les principaux inconvénients de I'approche

ascendante.

|.2.b. L'approche Top-Down : approche descendante

Les méthodes descendantes utilisent des masses de protéines entieres et la masse de leurs
fragments pour ’identification des protéines (Figure 21.a). Les techniques de fragmentation les
plus utilisées sont la dissociation par capture électronique (ECD) (Roman A. Zubarev, Neil L.
Kelleher, and McLafferty 1998) et la dissociation par transfert électronique (ETD : Electron
transfert Disssociation) (Syka et al., 2004; Coon et al., 2005), ces deux techniques permettent

un sequencage et une couverture compléte de la protéine.

Les données générées sont analysées par la méthode de séquence exprimée marquée (Expressed
Sequence Tag/ EST) (Mortz et al., 1996; Cargile, McLuckey and Stephenson, 2001) ou la
méthode de novo (Horn, Zubarev and McLafferty, 2000).

L’approche descendante permet une plus grande couverture de la séquence des protéines cibles
(Neil L. Kelleher et al., 1999) et une meilleure caractérisation des modifications post-
traductionnelles (Vlad Zabrouskov et al., 2005; Siuti and Kelleher, 2007).

Cette approche descendante est meilleure dans le cas d’une quantification d’une protéine
particuliére (Yi Du et al., 2005; Pesavento, Mizzen and Kelleher, 2006; Waanders, Hanke and
Mann, 2007). Cependant, la séparation front-end des protéines est plus compliquée que la
séparation des mélanges peptidiques, ce qui implique la nécessité d’instruments de masse d’une
plus grande précision, pour des mélanges protéiques complexes, tels que la FTMS (McLafferty
et al., 2001) et le LTQ-Orbitrap (Macek et al., 2006; Waanders, Hanke and Mann, 2007).
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Compte tenu de ces limitations techniques, nous avons eu recours a 1’approche ascendante plus
couramment utilisée dans les études de complexes protéiques, cela nous a permis d’avoir une

quantification globale et une meilleure couverture du protéome.
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Figure 21 Méthodes classiques MS/MS par collision (CID, HCD) versus méthode de
fragmentation a base d’électron pour la fragmentation des ions protéines et peptides dans la
spectrométrie de masse en tandem.

(@) Top-Down : La plupart des PTM sont stables pendant la fragmentation descendante des
protéines par des méthodes MS / MS classiques ou a base d’électron, qui créent typiguement
des ions de type b et y ou c et z, respectivement.

(b) Bottom-up : Au cours de la fragmentation classique de petits peptides générés lors de
I'analyse ascendante, certains PTM tels que la phosphorylation, ne sont pas toujours stables

Ac, groupe acétyle ; Me, groupe méthyle ; Pi, groupe phosphate (Siuti and Kelleher, 2007).
I.3. La protéomique comparative

La protéomique est devenue un outil clé pour I'étude des systémes biologiques. La comparaison
entre deux états physiologiques différents permet de déméler les mécanismes cellulaires et
moléculaires impliqués dans un processus biologique. La protéomique peut confirmer la

présence de protéines et fournir une mesure directe de la quantité présente dans une cellule.
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Les stratégies de protéomiques globales et ciblées peuvent étre appliquées. Les stratégies
protéomiques ciblées limitent le nombre des analytes suivis, puis optimisent les méthodes pour
obtenir la sensibilité et le débit les plus élevés pour une grande quantité d'échantillons.
L'avantage des stratégies protéomiques globales est qu'aucune hypothése n'est requise, et que
I’ensemble des protéines mesurables sera suivi et éventuellement comparées, par une

quantification relative, entre les différentes conditions.

I.4. La proteomique quantitative

Un avantage clé de la protéomique a grande échelle pour la biologie des systémes est
I’évaluation de I’abondance des protéines, en plus de leur identification dans des échantillons
complexes. En effet, la caractérisation du protéome est souvent insuffisante pour la
compréhension du mécanisme biologique complexe et cela nécessite d’avoir recours a des
méthodes de protéomique quantitative. L'objectif global de ces méthodes est d'obtenir un
instantané des concentrations de protéines associées aux différents états.

Il existe deux grands groupes de méthodes quantitatives dans la protéomique : la protéomique
quantitative relative et la protéomique quantitative absolue.

La protéomique quantitative absolue est, plutdt, associée a I’approche ciblée, elle consiste a
déterminer la concentration d une ou plusieurs protéines dans différents échantillons, elle est
souvent couplée a un mode d’analyse MRM (Multiple Reaction Monitoring) qui va permettre
de suivre un nombre limité de peptides d’intérét.

La protéomique quantitative relative est, plutdt, associée a 1’approche globale et permet de
comparer deux échantillons complexes ou plus (par exemple sain/malade, avec /sans traitement)
en utilisant des méthodes sans marquage (label free) ou au moyen de marqueurs isotopiques.
Ces derniers peuvent étre introduits, par voie métabolique, par voie chimique ou par voie

enzymatique (Ong and Mann, 2005) (Figure 22).

|.4.a. Les méthodes de quantification sans marquage : Label-free

Grace a I’analyseur orbitrap, les spectrometres de masse sont capables aujourd’hui d’effectuer
des analyses MS de haute résolution. En effet, disposant de leur trappe linéaire, ils sont dotés
d’une vitesse de séquencage ¢levée. Ces spectres de masse peuvent étre utilisés dans la
quantification sans pour autant se baser sur un marquage isotopique. Cette méthode est appelée
Label free.
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Ils existent deux techniques en Label free: la premiére consiste a mesurer et comparer le
nombre de spectres MS/MS identifiant les peptides d’une protéine (spectral counting), la
deuxieme repose sur la comparaison des intensités des signaux des spectres des peptides d’une
protéine. Elle nécessite I’exploitation des données MS contenus dans les fichiers bruts issus des

spectrometres de masse et donc nécessite des outils bio-informatiques plus élaborées.

Ces deux méthodes sont largement utilisées car elles sont facilement mises en ceuvre et peuvent
étre appliquées a tous types d’échantillons tout en permettant une quantification fiable des
protéines (Nielsen et al., 2005). Comparées aux méthodes a marquage, que nous aborderons
dans le paragraphe suivant, elles sont moins colteuses mais nécessitent plusieurs réplicats
techniques et biologiques (Chen et al., 2006; Bodenmiller et al., 2010; Luber et al., 2010; Bildl
etal., 2012).

Marquage Marquage Sans Marquage
métabolique chimique/enzymatique « Label free »
invivo in vitro
Protéines Peptides Spectral count
SILAC, 14N/15N . iz ¢
/ ICAT iTRAQ, H>'®0 Intensités MS
-

Fractionnement B e
protéique

Extrait protéique

Meélange peptidique -::'(k I __(

- a I : :
Analyse nanolLC- ) [
/s L g T :
Quantification I I [ [ ‘
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Figure 22 Différentes méthodes de quantification avec ou sans marquage isotopique. Les
marquages sont introduits a différents niveaux en fonction de la méthode choisi (Bantscheff et
al., 2007).

l.4.b. Les méthodes de quantification avec marquage isotopique

La comparaison du protéome d’échantillons issus de conditions différentes et d’'une méme
acquisition est facilitée s’il existe un élément qui permet de distinguer les différentes conditions.

Ainsi les méthodes de marquage isotopique consistent a introduire un marqueur sur les peptides
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ou les proteines. En effet, en spectrométrie de masse, il est possible de mesurer la différence de
masse entre un peptide marque et un peptide non marqué (Figure 23).

Cette approche se traduit par le marquage de chaque échantillon par différents isotopes stables
(D, C'3, N, O®) et puis de les comparer entre eux. Les paires peptidiques ainsi formées sont

différenciées par un écart de masse (Am) au sein d’une méme acquisition.

Peptide leger
-

Peptide lourd
e

Extnctod Ioa Chromatognm (XIC)

Intensi%é (coups'sec)

Abmdancerelative

y L.',-.'.L, Teops -:'x:'_':;]

Figure 23 Extraction des données quantitatives a partir d’'un spectre de masse. (A gauche)
Visualisation de chaque peptide marqué en rouge et non marqué en noir. A droite : courbe de
["élution chromatographique, le signal peptidique est suivi par la courbe dont I’aire correspond
au courant mesuré (XIC), une mesure proportionnelle a [’abondance du peptide (Ong and
Mann, 2005).

Parmi les nombreux marquages qui sont introduits par une voie chimique, la technologie ICAT
(Isotope Coded Affinity Tag) (Hansen et al., 2003) : cette méthode consiste a utiliser des
étiquettes (tags) isotopiques distinctes pour marquer spécifiqguement les résidus cystéines des

protéines par liaison covalente grace & un réactif comprenant soit du *2C ou C.

Il existe aussi la technique Tandem mass tag ( TMT) ou iTRAQ (Isobaric tag for relative and
absolute quantitation) (Thompson, Schéfer, et al., 2003) qui va permettre la quantification de
plusieurs échantillons simultanément. Cette méthode permet le marquage du groupement
amines des peptides génerés par digestion trypsique par un réactif associé a des étiquettes
isobariques qui genérent des ions rapporteurs de masses spécifiques lors de la fragmentation
MS/MS des ions parents (Timothy J. Griffin et al., 2007). Ce type de marquage peut d’autre
part étre réalisé par incorporation de 80 au moment du processus de digestion enzymatique des
protéines en présence de H2'®0 (Xudong Yao et al., 2001; Kristy J. Reynolds, Xudong Yao and
Fenselau, 2002). Les peptides sont mélanges de fagcon équimolaire et analysé en LC MS/MS.

Lors de la fragmentation en MS/MS, le rapporteur a une grande intensité sur le spectre, et

62



permet la quantification du peptide dans 1’échantillon. Ces techniques de quantification se sont

largement répandues et ont été appliquées a différents fluides et tissus.

Il existe aussi un autre marquage, le marquage métabolique type SILAC (Stable Isotope
Labelling by Amino acids in Cell culture) qui consiste & mettre en culture les acides aminés
marqués qui seront incorporés par la suite dans la chaine protéique cellulaire de la cellule.

Il est souvent pratique d’avoir recours a un double marquage des lysines et des arginines pour
optimiser la quantification notamment lors d’une digestion enzymatique a la trypsine

permettant ainsi d’avoir tous les peptides quantifiables.

Cette technique est souvent utilisee dans les cellules pour détecter de faibles variations
quantitatives ainsi que pour la caractérisation et la dynamique des modifications post
traductionnelles (Blagoev et al., 2003) . Elle peut, notamment, étre utilisée pour les tissus et

pour les fluides (Zanivan, Krueger and Mann, 2011).

Nous avons eu recours au marquage isobarique au cours de ce projet et nous présentons dans le

paragraphe suivant le principe de cette technique :

i. Le marquage isobarique TMT

Le marquage isobarique TMT est une technique quantitative qui a été développée, en 2003, par

I’équipe de Thompson (Thompson, Jirgen, et al., 2003).

Le TMT est constitué d’un groupe réactif N-hydroxysuccinimide (NHS) qui permet le
marquage en formant, par une liaison covalente avec les amines primaires de 1’extrémité N-
terminal et de la chaine latérale des résidus lysine, un groupe rapporteur (dont la masse varie
de 126 a 131 Da) permettant d’évaluer 1’abondance relatif du peptide en analyse MS/MS dans
un échantillon donné, un linker clivable qui sera responsable de la libération du fragment
rapporteur TMT en analyse MS/MS et d’un groupe de normalisation de masse servant a
équilibrer les différences de masse entre les différents fragments rapporteurs pour que la masse

globale des marqueurs soit équivalente (230 Da) (Figure 24A).

Ces différents marqueurs ont, a la fois, la méme masse moléculaire de 230 Da et la méme
structure chimique (Figures 24 et 25). Ainsi, lors de I’analyse de spectrométrie de masse, les
peptides marqués seront détectés avec la masse relative du peptide en plus de la masse du réactif
TMT. Mais lors de la fragmentation HCD, ces groupements rapporteurs seront libéres.
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L’intégration de I’aire sous les pics relatifs au rapporteur, permettra d’évaluer la proportion de

peptides marqués dans 1’échantillon duquel ils dérivent (Figure 26).

A B QQLHA.ALQ

TMT10-126
o o
sy 0 L, o o 0
TMT10-127N TMT10-127C
HCD o *
X o o
Hel o s o, 0 o, o©
@’EJLN/\)kO'N %NA’)L&Q q/tudo.?%
HE
ETD °© TMT10-128N TMT10-128C
\ v R e e s * o * o]
Mass Mass Amine Reactive Y o , o o] o]
Reporter | Normalizer Group Q/\)LN/\,JLO,Q q/u\&/\)l\or%
Cleavable
Linker TMT10-125N TMT10-128C
* o * o
s O o o 0
SSHE k- RNNe ¢ o
TMT10-130N TMT10-130C
. " o .t o
S 0 s} 4] o]
@:)Lu,\)LD,Q (FDLN«)L@Q
TMT10-131 TMT11-131C

Figure 24 Schéma explicatif représentant la structure chimique des réactifs TMT. (A) les
différentes régions composant la structure du TMT et les sites de fragmentation MS/MS par
HCD et ETD (B) Les réactifs des TMT10plex et du TMT 11-131C et les positions des isotopes
(indiqué par une astérisque) (Scientific, 2014)
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Figure 25 Schéma récapitulatif de la construction des marquages isobariques
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Figure 26 La procédure d’utilisation du kit TMTI10plex en utilisant le kit 10plex Label
Reagents.(Scientific, 2014)

Ces étiquettes isobares multiplexes apparaissent a la méme masse dans un balayage MS, mais
lors de la fragmentation CID dans le spectrométre de masse, donnent lieu a des ions de signature
MS / MS de faible masse entre 126 et 131 m/ z (TMT) correspondant a la perte de rapporteur.
Les pics ou zones relatifs au rapporteur indiquent la proportion de peptides marqués de
I'échantillon dont ils sont dérivés (Figure 25).

Cette technique a plusieurs avantages dont principalement la quantification simultanée de
chaque peptide et en conséquence des protéines, la possibilité de quantifier les peptides d’un
protéome complexe en un temps faible par rapport a d’autres méthodes comme la 2D ou le label
free. Cette technique permet, notamment, la comparaison de différentes conditions (contréle et
traité) en ayant plusieurs points par condition et aussi comparer différentes conditions par
rapport a des contrdles en intégrant les différentes conditions dans la méme injection (Figure
26). D’ailleurs, plusieurs combinaisons de Tag existent : les duplex TMT-2plex, les TMT-
4Plex, les TMTO 6-plex, les TMT-10 plex et, recemment, ThermoFisher a développé les TMT-
11plex.

Au cours de ce projet, nous avons utilisé une quantification par TMT. En effet, ce marquage

combine a une analyse en QExactive Plus en HCD, nous a aussi permis d’obtenir autant d’ions
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y que b car le marquage TMT ajoute des charges basiques permettant une meilleure ionisation

et une meilleure fragmentation des peptides.

1. Approche transcriptomique

Lors de ce projet, nous avons eu recours a une méthode « omique » largement appliquée. Cette
méthode est la transcriptomique qui, tout comme la protéomique étudie les protéines, elle

s’intéresse aux acides ribonucléiques : les ARNS.

[1.1. Définition de la transcription

La transcription est I’étape qui permet de transférer 1’information génétique portée par I’ADN,
sous forme de transcrits, du noyau vers le cytoplasme de la cellule ou se trouve les outils
nécessaires pour la traduction. L’ ADN est transcrit en ARN par une classe d’enzymes : les ARN
polymérases (Figure 27). Les ARN transcrits appartiennent a différentes classes d’ARN, dont
une classe majoritaire : les ARN messagers (ARNm).

L’expression des geénes est ainsi évaluée en mesurant les ARNm. Cependant, le nombre de
protéines exprimées est plus élevé par rapport au nombre de transcrits. Ceci est expliqué par
I’importance des modifications subies par les ARN avant leurs traductions tel que 1’épissage
alternatif, mais aussi les différentes modifications post traductionnelles et les maturations

subies par les protéines avant de devenir fonctionnelles.

En effet, les premiers transcrits synthétisés sont les transcrits primaires (pre-mRNA). Ces
transcrits subissent plusieurs transformations dans le noyau avant qu’ils soient « matures ». La
premicre étape consiste a ajouter une coiffe (CAP) en extrémité 5’ qui le protégera de la
dégradation. Par la suite, chez les eucaryotes, des étapes de polyadénylation et d’épissage
interviennent. Premiérement, la polyadénylation qui se traduit par I’ajout d’une queue poly(A) :
une suite de ribonucélotides de type adénosine a I’extrémité 3’ de I’ARN. Deuxiemement,
1I’épissage qui consiste a supprimer des fragments « introns » (parties non-codantes) du pre-
mRNA et de garder d’autres « les exons » (parties codantes) (Figure 28). Ce processus est dit «
alternatif » car différentes combinaisons d’exons peuvent avoir lieu. On obtient, ainsi, des

transcrits matures différents a partir de transcrits primaires identiques.
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Figure 27 Schéma récapitulatif du passage de l’information génétique portée par I’ADN, sous
forme de transcrits ARNm du noyau vers le cytoplasme de la cellule ou se trouve les outils
nécessaires pour la traduction (Jaspard.E, 2013)
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Figure 28 Epissage du pré-ARN messager : Les introns sont éliminés pour construire la
sequence d’ARN mature. Plusieurs exons peuvent étre sélectionnés pour former I’ARNm, ce qui
réesultent en plusieurs variants de séquence d’ARNm (Synnergren and Sartipy, 2011).

Apreés transcription, les ARNm sont traduits en protéines. Ce processus est appelé traduction.
En effet, chaque ARNm est porteur de codons formés par trois nucléotides associés aux acides
aminés. Chaque codon est associé a un seul et unique acide aminé : c’est le code génétique. La
traduction se déroule en présence d’un ribosome. Ce dernier va permettre en présence d’un
complexe de synthétiser le peptide. Ce complexe est constitué d’un ARN messager porteur de
codon, des ARN de transferts porteurs d’anticodons et d’une peptidyl transférase, enzyme
assurant la liaison entre les acides aminés. Par la suite, la protéine est synthétisée par
I’assemblage des différents peptides et subira parfois a son tour plusieurs modifications post

traductionnelles afin de devenir fonctionnelle.
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[1.2. La transcriptomique

Le transcriptome est défini comme I’ensemble des ARN exprimés a un instant donné dans un
tissu ou un type cellulaire spécifique. La transcriptomique permet, donc, d’identifier les génes
differentiellement exprimés entre les conditions expérimentales et de quantifier les
changements de niveaux d’expression de chaque transcrit sous les différentes conditions

expérimentales.

La transcriptomique s’est développée grace a I’apparition des méthodes de biologie
moléculaires « haut débit » tel que les puces ADN « DNA microarrays ». le développement de
ces puces a eté dynamise par les grands projets mondiaux de séquencage tel que le « Human
Genome project » lancé en 1990 (Sawicki et al., 1993). Le développement de ces projets a été

¢largi a I’é¢tude du transcriptome.

Il existe deux approches pour étudier le transcriptome : I’hybridation ou le séquencgage.
L’hybridation consiste a incuber les ADNc (ADN complémentaire) greffés a des molécules
fluorescentes sur des sondes ADN qui sont a leur tour fixées a un support physique tel que des

membranes ou des lames en verre.

Cette technique, certes peu couteuse, permet de générer beaucoup de données mais elle est
destructive pour 1’échantillon et les données générées ne peuvent étre obtenues qu’une fois
uniquement. Elle présente, aussi, une faible sensibilité des transcrits rares et une forte

amplification des transcrits abondants (Royce, Rozowsky and Gerstein, 2007).

Contrairement a 1’hybridation, le séquencage permet de déterminer la séquence de I’ADNCc et
n’est donc pas limité a une liste déja établi permettant ainsi la découverte de nouveaux

transcrits.

La premiére technique de séquencage a avoir été utilisée est la méthode Sanger (Sanger et al.,
1977). Cette méthode a été durant des années perfectionnée et améliorée pour augmenter le
débit de séquencage ce qui a permis le sequencage du génome humain entier en 2004. Ce projet
a duré 13 ans et a couté 13 milliards de dollars. Le cott élevé du séquencage a été a 1’origine
du développement des sequenceurs de seconde genérations NGS (Next Generation
Sequencing). L’objectif était de réduire a moins de 1000 dollars le séquengage du génome
humain. Les séquenceurs de nouvelles générations permettent de préparer des banques d’ADNc¢
sans passer par le clonage dans des plasmides bactériens et de réaliser plusieurs réactions (des

millions) de sequencage en paralléle. Le développement de ces nouvelles plateformes a

68



contribué a I’apparition du séquengage de 1°'ARN, RNA seq (RNA Sequencing) en 2008, (Morin

et al., 2008), c’était la premiére technologie a proposer le séquencage aléatoire des ARN.

Cette technique permet de caractériser et quantifier tous les transcrits. On peut distinguer trois
techniques de séquencage a haut débit : le pyroséquencage (Roche), le séquencage par ligation
(Applied Biosystem) et le séquencage a 1’aide de terminateurs réversibles (Illumina).

Actuellement, la principale technique de séquencage appliquée est appelée « lllumina ».

11.3. Approche RNA seq par Illumina

[I.3.a. L'extraction et isolement des ARN

La premicre étape consiste a extraire les ARN totaux et d’en sélectionner une partie en fonction
de Dl’objectif de 1’étude. En effet, ’ARN total est majoritairement constitués d’ARN
ribosomaux. Ces ARNr masquent la diversité des transcrits. Ainsi il est possible de selectionner

les ARN d’intérét par différentes techniques :

La sélection des ARN polyadenylés : les transcrits polyA sont synthétisés par I’ARN
polymérase 1l et comprennent les ARN messagers, les précurseurs des micro ARN (miARN) et
des petits ARN nucléolaires (SnoARN). Du fait de la présence de cette queue polyA, il est
possible d’isoler ces ARN au moyen d’une sonde nucléotidique oligo-dT fixée de maniére
covalente a des billes magnétiques. Par la suite, les ARN ayant une queue polyA sont

sélectionnés grace a des aimants.

La sélection par la déplétion sélective des ARNr (Ribodépletion) : cette sélection peut étre
réalisée par deux techniques : la premiére repose sur 1’utilisation de sondes nucléotidiques
composée d’une séquence spécifique a la partie 5° des ARNr et marquée a la biotine. Le
complexe qui en résulte est détach¢ de ’ARN sélectionné par des billes magnétiques sur
lesquelles la streptavidine a été fixée. La deuxiéme technique repose sur une des caractéristiques
des ARNT. Elle fait appel a des exonucléases spécifiques qui vont dégrader les ARN portant un
phosphate en 5°. En effet, les ARNr ont cette caractéristique contrairement aux ARNm qui ont

une coiffe a la place.

Comparé a la sélection par polyA, la ribodépletion permet de conserver parmi les ARNs
sélectionnés, les ARNm non ployA, les ARNt de transfert et également les ARN non codants
tel que les microARN, les ARN interférents, et les petits ARN nucléaires qui interviennent dans

la régulation des genes (Costa et al., 2010; Cui et al., 2010; Adiconis et al., 2013; Sultan et al.,

69



2014; Zhao et al., 2014; Abernathy and Overturf, 2016). Ainsi, selon la méthode choisie, on

observera des enrichissements de certains transcrits par rapport a d’autres.

II.3.b. La préparation des librairies et séquencage

Apres I’extraction et la sélection, les ARN sont convertis en ADNCc, cette étape est la préparation
des librairies, il s’agit d’une étape importante dans le protocole de NGS. Cette création de
librairies varie en fonction de la plateforme choisie. Cependant, la premiere étape est une étape
commune. En effet, avant la création de la librairie, il faut tout d’abord fragmenter les transcrits.
La fragmentation peut étre réalisée a partir des ARN ou bien a partir des ADNc double-brins

issus de la rétrotranscription.

La technologie lllumina est concu pour la lecture des ADN, il est, alors, indispensable d’avoir
une étape de transcription inverse pour convertir les ARN en ADNCc. Lors de cette opération,

les ARN sont rétrotranscrits par une enzyme la transcriptase inverse.

Pour conserver les informations du brin d’origine, des traitements « orientés » ont été

développés :

e le prétraitement de ’ARN avec du bisulfite de sodium pour convertir les cytidines en
uridines (He et al., 2008).

e I’incorporation de dUTP lors de la synthese du brin complémentaire puis digestion par

une enzyme uracil-N-glycosylase (Parkhomchuk et al., 2009)
e La liaison directe des adaptateurs dans une orientation connue sur les ARN.

L’étape de transcription peut entrainer certains biais comme la formation de fragments
chimériques (Peng et al., 2015) mais aussi des biais causés par les primers utilisés lors de la

fixation de la transcriptase inverse sur I’ARN (Hansen, Brenner and Dudoit, 2010).

Apres transcription, la fragmentation est effectuée par sonication, nébulisation ou par un
traitement enzymatique a la DNase (Wang, Gerstein and Snyder, 2009). Des séquences
adaptatrices sont liées aux extrémités des fragments d’ADNc. Ces complexes sont ensuite fixés
a un support solide recouvert d’adaptateurs oligonucléotidiques. L’extrémité libre se recourbe
et s’hybride a 1’adaptateur complémentaire sur la surface solide, chaque fragment est amplifié
1000 fois pour former des « clusters » qui seront, par la suite séquencées en paralléle. A chaque

cycle un signal fluorescent est émis correspondant a I’ajout d’un nucléotide parmi les quatre.
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Chaque nucléotide ou « terminateurs réversibles » est marqué par un signal fluorescent. Une

cameéra interpréte le signal émis permettant ainsi de reconstruire la séquence (Figure 29).
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Figure 29 Principe de la technique de séquencage Illumina (a) fragmentation de I'ADN et
ligation des adaptateurs (b) Fixation des fragments simple brins sur la lame de verre (c)
amplification en pont (d)obtention des brins doubles en pont sur la lame (e) dénaturation afin
de garder uniquement le simples brins fixées (f) répétitions des étapes c, d et e (g) début de
séquencage par additions de nucléotides fluorescents lors de la polymérisation des brins
amplifiées fixées ; (h) lecture du signal fluorescent a chaque cycle et concaténation de la
séquence ;(i)alignement des séquences sur une séquence de référence afin de détecter les
variations de polymorphisme ou de quantifier [’expression (Illumina, 2010).

L’illumina présente plusieurs avantages par rapport aux autres plateformes car elle offre le
meilleur débit, généralement 100 a 150 pb en seulement quelques jours (Glenn, 2011), et un
avantage financier : le codt le plus faible par base. Cependant, il est possible de réduire le codt
du séquencage en ayant recours au « multiplexage » qui consiste a séquencer une banque
d’ADNc renfermant plusieurs échantillons. Chaque échantillon est distingué par un code barre
différent. Néanmoins, plus on combine d’échantillons, plus la profondeur du séquengage est
réduite. Ce taux de couverture peut étre aussi impacté par le type de séquengage : « single-end »

(une seule extrémité de I’ADN) ou «pair-end » les deux extrémités de I’ADN sont
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successivement séquenceés. Le « pair-end » améliore certes 1’assemblage des séquences mais il

est plus couteux.

[I.3.c. L’analyse des données

Afin de pouvoir analyser cette masse de données générées, plusieurs outils bio-informatiques
ont été développés. L’analyse de ces données commence par une analyse des données brutes
afin de déterminer la qualité du séquencage et le taux de contamination. Ensuite, une étape de
nettoyage est effectuée pour éliminer les séquences d’adaptateurs et les codes-barres. Des outils
de bio-informatique ont été développés tel que Cutadapt (Martin, 2011), Adapter removal
(Lindgreen, 2012) ou TagCleaner (Schmieder et al., 2010). Pour réaliser ce nettoyage, il existe
des outils aussi qui permettent de corriger les erreurs de séquengage ou améliorer I’assemblage
notamment Reptile (Yang, Dorman and Aluru, 2010), SGA (Simpson and Durbin, 2010) ou
SEECER (Le et al., 2013).

Quand les données sont nettoyées, une étape d’assemblage est réalisée et pour cela il existe 2

techniques « de novo » ou une méthode d’alignement des séquences.

La méthode « de novo » concerne les études réalisées dans des organismes non modéles. Cette
méthode permet de découvrir des transcrits non présents dans le génome a cause d’un épissage
alternatif ou d’une mauvaise annotation. Dans le cas d’organisme mode¢le, il est possible
d’évaluer le taux d’expression a partir du comptage de séquences issus de 1’alignement sur les
séquences de référence par 1’outii BWA (Li and Durbin, 2009). Il est possible aussi de
cartographier les lieux d’épissage en utilisant TopHat (Trapnell, Pachter and Salzberg, 2009) et
détecter les SNPs par SAMTools (Li et al., 2009) et GATK (DePristo et al., 2011).

D’autres outils existent permettent de prétraiter les données brutes avant le traitement
statistique. En effet, il est important d’évaluer le signal relatif a la mesure de I’intensité et de le
distinguer du signal artéfactuel. L'extension R limma propose plusieurs méthodes pour cette
correction du “bruit de fond”, dont une approche basée sur un modele de convolution normale
+ exponentielle. Cette extension est compatible avec la plateforme illumina. Enfin, aprés
prétraitement, une étude exploratoire pour le controle des échantillons est réalisée afin de
détecter les individus présentant une variabilité importante par rapport aux autres échantillons

et qui sont qualifiés d’« extrémes » par rapport a I’ensemble des conditions expérimentales.
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Apres ces analyses primaires, des analyses en biostatistiques sont appliquées pour différencier
les échantillons (statistiques descriptives) ou distinguer des échantillons traités a d’autres non
traités (Statistiques multivariés).

Dans le cadre de cette étude, nous avons utilise cette approche transcriptomique pour évaluer

le taux d’expressions des transcrits altérés par 1’invalidation du géne SLCSAS.

11l.  Approche métabolomique

Afin de compléter cette approche omique appliquée lors de cette these, nous avons notamment

entrepris une étude métabolomique pour étudier le métabolome de la thyroide.

L’apparition des techniques de spectrométrie de masse couplée a la chromatographie gazeuse
dans les années 1960 a contribué a la naissance de la métabolomique. La premiere analyse en
métabolomique a été réalisée par 1’équipe de Pauling en 1971, (Pauling et al., 1971) au cours
de laquelle il a effectué une analyse quantitative de métabolites de fluides corporels . Il aura
fallu attendre, les travaux menées par Oliver (Oliver et al., 1998) sur la levure Saccharomyces

cerivisae pour voir apparaitre le terme métabolomique.

La métabolomique est définie comme 1’¢tude de 1’ensemble des métabolites dans un systeme
biologique donné (organismes, fluides, organes et cellules) (Tweeddale, Notley-McRobb and
Ferenci, 1998; Fiehn et al., 2000).

Le métabolome représente 1’ensemble des molécules dont la masse moléculaire est inférieur a
1500 Da provenant du métabolisme primaire et secondaire de 1’organisme (Figure 30). Les
acides amines, les sucres, les vitamines, les nucléotides et certains alcools constituent les
métabolites primaires provenant de la dégradation de la matiére organique et donc du
catabolisme cellulaire. Tandis que les métabolites secondaires proviennent de 1’anabolisme,

processus de synthese des composants de la cellule.

Le nombre des métabolites existant chez I’homme n’a pas encore été déterminé. 1l avait éte
estimé entre 3500 et 10 000. Et récemment, il a été évalué a 114 100 metabolites lors de la
derniére mise a jour de la base de données Human Metabolome Database (HMDB), dont
environ 18 000 ont été correctement identifiés et quantifiés (Wishart et al., 2018). Ce nombre

s’appuie sur plusieurs techniques de détection et sur la multiplicité des voies de signalisation
(Wishart et al., 2018).
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Figure 30 Vue globale du métabolome englobant les differentes classes de métabolites (Junot
etal., 2014)

Aujourd’hui, la métabolomique est appliquée dans différents domaines notamment en
cancérologie. En effet, depuis la démonstration d’Heinrich Warburg en 1924 du lien étroit de
la dépendance des cellules tumorales au glucose et le développement des techniques d’analyse
a haut débit, les études métabolomiques se sont multipliées pour détecter les
dysfonctionnements métabolomiques et I’identification de potentiels biomarqueurs. Certes en
oncologie la métabolomique est largement appliquée, mais il existe d’autres applications

comme en agroalimentaire ou en étude environnementales.

En analyse métabolomique, on a recours a 1’utilisation de plusieurs techniques d’analyse : la
chromatographie liquide a haute performance (CLHP) couplée a un détecteur UV, la
chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC-MS), la chromatographie
liquide couplée a la spectrométrie de masse (LC-MS), la spectrométrie de masse (MS) et la

spectrométrie par résonance magnétique nucléaire (RMN).

La MS et la RMN, dont I’utilisation est la plus répandue, sont les techniques de références car
offrant de grandes possibilités d’application dans divers domaines médicaux et cliniques
Cependant, il est courant d’avoir recours a plusieurs de ces méthodes car elles sont

complémentaires puisqu’elles ont, chacune, des avantages et des inconvénients. Leur
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association permet d’établir un profil métabolomique approchant 1’exhaustivité (Psychogios et

al., 2011; Bouatra et al., 2013).

Dans cette étude, nous avons utilisé une seule technique : la LC-MS. Qutre la durée de I’étape
de préparation de 1’échantillon plus longue en LC-MS qu’en RMN pour les échantillons issus
de tissus ou d’organes, cette technique est destructive pour 1’échantillon car nécessitant
I’extraction prealable des métabolites. Néanmoins, 1’atout majeur de la MS, réside dans la
sensibilité et la selectivité de la méthode permettant ainsi d’identifier plus de métabolites et une

quantification plus fiable (Figure 31).

En effet, la spectrométrie en haute résolution permet la détection des ions dans une gamme de
rapport m/z précisée en amont par 1’analyste, en plus de la détermination des formules brutes
associées a ces rapports. Cette approche permet la détection de plusieurs molécules a la fois et

d’établir une empreinte métabolique spécifique a I’échantillon.

NMR 10°mol
LC/UV 10?mol
GC/MS 102mol
LC/MS 10%mol

10%mol
102*mol

Figure 31. Représentation des différentes sensibilités de détection en fonction de la technique
d’analyse suivie. La RMN a une application rapide mais trés peu sensible par rapport aux
autres techniques favorisant, ainsi, la détection des metabolites les plus concentrés (la partie
apparente de l'lceberg). La GC/MS et la HPLC/MS sont plus sensibles (Sumner, Mendes and
Dixon, 2003).

Tout comme la protéomique, en analyse métabolomique, il y a deux types d’approches : une
approche non ciblée dite «globale » qui s’intéresse a 1’ensemble des modifications du

meétabolome et une deuxiéme dite « ciblée ».
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L’approche globale permet de comparer les empreintes métaboliques d’échantillons provenant
de deux ou plusieurs conditions différentes, en définissant dans un premier temps des classes
d’échantillons et de caractériser les métabolites discriminants ou biomarqueurs. Cette approche
peut étre qualitative mais aussi quantitative. Nous avons eu recours a cette approche dans ce
travail afin d’obtenir une vue d’ensemble des métabolites et d’identifier les voies métaboliques
impactées par I’effet du Wolff-Chaikoff chez les souris invalidées SLC5A8 mais aussi pour

comparer 1’effet de I’iode a I’effet d’un agent de contraste iodée.

L’analyse ciblée permet de quantifier un ou plusieurs métabolites spécifiques et définis
initialement. Cette approche est appliquée dans le cas d’une modification ou la dérégulation
d’une voie en particulier.

L’analyse métabolomique se déroule en plusieurs étapes (Figure 32). Elle débute par le
traitement de 1’échantillon qui doit étre le moins sélectif possible afin de pouvoir conserver le
maximum de métabolites intacts. Cet extrait est, par la suite, analysé en spectrométrie de masse
pour obtenir les données brutes (raw data). Les données sont traitées par des logiciels
spécifiques nécessitant une succession d’étapes avant de les confronter a une base de données
pour identifier les différents métabolites. L’analyse statistique, univariées ou multivariées, qui

suivra dépend de 1’objectif de 1’étude.
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Figure 32 Processus ou workflow d'une analyse métabolomique par spectrométrie de masse
haute résolution (Roux et al., 2011)
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[11.1. La préparation de 1’échantillon

L’extraction des métabolites est dépendante a la fois du milieu biologique les contenant (fluides
biologiques ou extraits cellulaires) mais aussi de la nature des métabolites a extraire (lipide,
polarité etc). Les urines sont seulement diluées avant d’étre injectées dans la LC-MS (Werner
et al., 2008; Jankevics et al., 2009), tandis que les fluides cérébrospinaux ou le plasma, sont
obligatoirement traités dans des solvants organiques tel que le méthanol ou I’éthanol ou encore
I’acétonitrile (Elizabeth J. Want et al., 2005; Bruce et al., 2009). Les cellules sont mises en
contact d’un solvant organique a basse température afin d’extraire les métabolites qui peuvent
alternativement aussi étre extraits mécaniquement par sonication ou sous agitation (Croixmarie
et al., 2009). Plusieurs méthodes existent pour extraire les métabolites des tissus soit dans une
phase organique ou en phase solide (SPE) se basant sur la rétention des métabolites par une
phase stationnaire. Cette phase est constituée d’un solide poreux comme la silice. Un exemple
largement appliqué en extraction de métabolites est la microextraction sur phase solide (SPME).
Cette technique est utilisée aprés biopsie ou pour I’analyse des drogues dans le sang (Vuckovic
et al., 2009, 2010; Ahmad et al., 2015). Cependant, toutes ces méthodes s’accordent sur
I’importance de congeler I’échantillon rapidement apres préleévement afin de stopper I’activité
enzymatique et ne pas modifier ainsi les métabolites de 1’organe (Vuckovic, 2012). Ces
différentes extractions sont suivies d’une centrifugation et d’un séchage au vapeur rotatif. Le

culot est suspendu a nouveau dans un mélange compatible avec la LC/MS.

I11.2. Le traitement des données

Le traitement de données brutes se traduit par la détection des composés a partir des spectres et
chromatographes. L’objectif est de convertir les spectres en données analytiques compatibles
avec les logiciels statistiques. Différents logiciels permettent la détection automatique des
signaux et leur réalignement relatif a chaque échantillon. Certains logiciels sont commercialisés
comme par exemple, Compound Discoverer et Sieve® de ThermoScientific, MarkerView™ de
SCIEX, MarkerLynx™XS de Waters, MassHunter d’Agilent et d’autres sont « gratuits » ou en
« libres acces », comme MetAlign (Plant Research International B.V), MZmine (Katajamaa,
Miettinen and Oresic, 2006), et XCMS (Smith et al., 2005) qui sont d’ailleurs les plus largement
utilises. MZmine dispose, aujourd’hui, de modules permettant de gérer un grand ensemble de
données et d’intégrer des algorithmes supplémentaires (Pluskal et al., 2010). 1l analyse, ainsi,
plusieurs spectres du méme échantillon (MS ou MSn). MZmine permet une connectivité aux

bases de données pour I’identification des métabolites.
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Les logiciels ont des algorithmes différents et nécessite donc un parametrage different. Pendant

ce projet nous avons utilisé MZmine dont les étapes sont les suivantes :

1)

2)

3)

4)

5)

Conversion du fichier profile en centroide afin d’extraire les m/z, cette conversion

supprime certains bruits de fond.

Filtrage du bruit de fond et détection des pics : au cours de cette étape, les artefacts
électroniques seront supprimés en se basant soit sur des filtres de bruits comme le ratio
signal sur bruit ou encore en comparant la ligne de base au niveau du chromatogramme.
L’objectif de la recherche des pics est de détecter les ions et de designer les sommets
des pics chromatographiques. A partir de cette étape, la quantification des métabolites

par 1’évaluation de 1’aire sous pic et de la hauteur maximale du pic est possible.

L’alignement inter-échantillons cette étape consiste a regrouper les pics ayant des m/z
et temps de rétention identiques dans chaque échantillon ce qui permettra la

comparaison des variations d’un métabolite dans les différents échantillons.

La complétion des données manquantes (Gap filling) cette étape est importante pour
I’établissement de la significativité car elle permet d’éviter la multiplicité¢ des valeurs
manquantes qui pourrait fausser la significativité plus tard dans 1’analyse. Si une
variable est présente dans un grand nombre d’échantillons et absente uniquement dans
quelques-uns, cette étape remplacera les pics non détectés (bruit de fond important ou

pic non gaussien) par ‘I’intégration du bruit de fond local.

L’annotation : cette étape consiste a interroger les bases de données en se basant sur
I’homologie du rapport m/z détecté par rapport a celui d’un métabolite décrit dans les
bangues de données publiques chimiques, métabolomiques ou biochimiques. Plusieurs
bangues de données métabolique sont disponibles tel que KEGG (Kanehisa, 2002),
HMBD (Human Metabolome Database) (Wishart et al., 2007), METLIN (Smith et al.,
2005), ChemSpider (Pence and Williams, 2010), SciFinder (Wagner, 2006) ou
Pubchem.(Sayers et al., 2009).

I11.3. La normalisation

L’ionisation entraine plusieurs dérives analytiques dont des effets de suppression de 1’ionisation

dans une méme analyse ou dans des échantillons différents. Il est important de maitriser ces

artefacts et d’y palier pour ne pas impacter les résultats. Il existe différentes méthodes pour

corriger ces fluctuations :
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Intégrer des étalons internes, idéalement marqués, dans tous les échantillons présentant

une structure similaire au métabolite d’intérét. Leur synthése est longue et couteuse.

Il est donc possible d’avoir une alternatif en utilisant des échantillons de contréle qualité
(QC). Les QC sont un mélange des différents échantillons a analyser dans 1’étude. Ces
QC sont réguliérement injectés lors de 1’acquisition. Le but de cette approche est de

corriger le signal de chaque métabolite par régression. (Dunn et al., 2011)

L’injection du QC est une solution intéressante néanmoins limitée aux seuls métabolites

présents dans le mélange et liée aussi a la stabilité du QC au cours du temps.

I est possible de faire une normalisation par la régression locale de type LEOSS (Low
order non linear locally estimated smoothing function). Cette méthode s’appuyant sur
une modélisation polynomiale locale est réalisée a partir des intensités des QC. Pour
chaque métabolite, une régression locale est mesurée en se basant sur les intensités des
QC. Les abondances détectées pour les différents échantillons sont divisées par la valeur
correspondante sur la courbe de régression puis multiplié par la moyenne des QC afin

d’obtenir les abondances normalisées.

Un autre type de normalisation peut étre appliqué : la normalisation des quantiles. Cette
méthode normalise les distributions des aires des échantillons. Ainsi, les aires moins
intenses des échantillons injectés en fin de séquence sont réévalués grace a cette
méthode.(LEE et al., 2012)

I11.4. Les analyses statistiques

Apres la normalisation des données, deux types d’analyses statistiques sont utilisables. En
premier les analyses univariées, qui sont couramment utilisées en biologie permettant d’évaluer
les variables explicatives en fonction d’un ou plusieurs parametres sans considérer les
interactions entre les variables. Le test statistique a appliquer dépend de la distribution de la
probabilité de la variable. Si la distribution obéit a une courbe gaussienne, il faut utiliser des
tests paramétriques (Student ou Spearman). Dans le cas contraire, il faut utiliser des tests non

paramétriques tel que Wilcoxon ou la corrélation de Pearson.

Le deuxiéme type d’analyse de statistiques sont les analyses multivariés (Johan Trygg, Elaine

Holmes and Torbjorn Lundstedt*, 2006) qui s’intéresse a 1’étude simultanée de plusieurs
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variables et permet de les visualiser dans un espace réduit grace a la réduction de la

dimensionnalité des données. Elles se déclinent en deux types :

Les analyses multivariées descriptives : Cette analyse permet d’avoir une projection
du jeu de données sans a priori. Les sorties se présentent en dendrogramme ou en plans
factoriels. L’analyse la plus courante est 1’Analyse en composantes principales (ACP).
Les composantes sont calculées & partir des combinaisons linéaires des variables
d’origine pour en extraire le maximum de variance. Les deux ou trois premiers modéles
expliquent, en général, plus de 40% de la variance car le calcul est itératif : les premiéres
composantes absorbent le maximum de variances et les derniéres contiennent en
générale le bruit aléatoire. Les données sont représentées en individus « score plot »
selon les coordonnées calculées et un facteur biologique donnée. Une autre carte est
géneérée aussi représentant la projection des variables explicatives sur les composantes
latentes. C’est la carte des poids de variables « Loading plot ». Les variables qui ont
contribués a la séparation des groupes d’individus sont représentés de part et d’autre du

graphique. Cette approche permet de mettre en évidence les variables discriminantes.

Pour compléter cette premiére analyse il faudrait réaliser une analyse de statistiques
explicatives ou prédictives. Le but de cette analyse c’est d’identifier les signaux
d’intérét : la matrice contient des réponses (Y) qui sont expliquées par des variables
explicatives (X). La méthode de régression aux moindres carrées partiels (Partial least
squares, PLS) et la méthode discriminante PLS -DA (Partial least squares Discriminant
analysis) sont des modeles largement utilisées en modele prédictif. Le modele établi a
partir de données initiales peut étre utilisé pour d’autres données dans le but de
déterminer leur appartenance. Il est primordial de vérifier ces modéles par des méthodes

de validation croisées afin d’éviter le risque de surapprentissage.

Cette approche est souvent appliquée en oncométabolomique qui cherche a caractériser le

métabolome tumoral dans la description des profils metabolomiques des tumeurs (Cheng et al.,
1998; Bathen et al., 2000; Cavill et al., 2011). Le but de notre étude n’est pas de classifier les

échantillons mais de comparer les concentrations des métabolites entre les différentes

conditions biologiques ainsi nous avons eu recours a des statistiques univariés classiques.
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I\V. Intérét des études multi-omiques

Pour cléturer ce chapitre de cette bréve présentation des méthodes omiques, nous constatons
gu’il parait évident que la capacité de compréhension des systémes cellulaires et moléculaires
s’est agrandie, depuis 1’avancée des techniques et le développement des plateformes d’analyse

omiques en plus de I’expansion de leurs champs d’applications.

Chacune des méthodes omiques a un rdle unique et intégral et présente aussi des avantages et

des inconvénients dans la compréhension d’un processus physiologique.

Il est vrai que la transcriptomique permet de déterminer les différents niveaux d’expression des
génes qu’ils soient activés (up régulés) ou inhibés (down régulés). Cependant, la variation
d’expression des genes n’est pas souvent corrélée aux variations d’expression protéique comme
il a été deja été démontré dans plusieurs études (Ghazalpour et al., 2011). En effet, une
surexpression transcriptionnelle du géne n’est pas toujours liée a une surexpression de la
protéine relative puisque cette régulation peut intervenir a trois niveaux différents : post
transcriptionnel, traductionnel et post-traductionnel comme par exemple : I’épissage alternatif
mais aussi la rétention d’introns, la polyadénylation alternative ou encore le trans-épissage. De
plus, les microARN interviennent dans la régulation post-transcriptionnelle et sont directement
impliqués dans I’inhibition d’une centaine de protéines et interviennent ainsi a la fois au niveau

transcriptionnel et traductionnel (Taganov et al., 2006 ; Selbach et al., 2008).

La protéomique identifie et quantifie les protéines et apporte une information des modifications
post traductionnelles quel que soit I’organe ou la lignée cellulaire étudiée. Elle permet de mettre
en évidence une absence d’une ou plusieurs protéines impliquées dans un mécanisme cellulaire
particulier, une augmentation de 1’expression d’une protéine ou encore une modification post
traductionnelle au niveau peptidique. Néanmoins, cette approche peut manquer de précision en
fonction de la méthode d’analyse choisie et de la composition de 1’échantillon étudiée. Elle
n’apporte pas parfois assez d’éléments dans la détermination des enzymes actives impliquées
dans la réponse cellulaire. Ce manque d’informations peut étre comblé par une approche
métabolomique. En effet, la métabolomique révéle la perturbation ou la présence d’un
dysfonctionnement ou anomalie métabolique qui pourrait étre la conséquence d’un processus
pathologique ou d’une exposition a un agent chimique. Et par conséquence, la combinaison des

approches peut mettre en évidence I’activation d’une ou de plusieurs voies de signalisation,
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potentiellement absente en approche protéomique ou transcriptomique a travers 1’augmentation

de concentration d’un ou plusieurs métabolites.

De ce fait, contrairement a une approche omique unigque ou on se base sur une seule méthode,
dans une approche multidimensionnelle, aucune méthode omique n’est isolée de ’autre. Une
approche globale multi-omique permet d’explorer la réponse a différents niveaux et de tracer
avec plus de précision le déclenchement du mécanisme d’action et de mieux caractériser la
réponse. Cette optique exploratoire est tres largement appliquée dans différents domaines

pharmaceutiques, chimiques, et médicaux.

Chaque méthode apporte une ou plusieurs informations inédites la transcriptomique caractérise
la structure transcriptionnelle du géne et identifie les sites d’épissage alternatif, a cela s’ajoute
la protéomique qui apporte une information sur 1’abondance des protéines et les modifications
post-traductionnels qui régissent I’activité enzymatique et interviennent dans la signalisation et

la métabolomique éclaire sur I’impact sur la perturbation du métabolisme.

Ainsi, contrairement au schéma représentant cette relation ascendante entre les méthodes
omiques, avoir recours a la combinaison de ces méthodes, permet d’améliorer la compréhension

d’un systeme biologique ou différents acteurs interagissent et s’ influencent entre eux.

En conclusion, il est important de s’intéresser a la combinaison des différentes méthodes
omiques pour une meilleure caractérisation des mécanismes moléculaires (Villar et al., 2015;

Lomate et al., 2018) et pour une amélioration de la compréhension de la réponse biologique.
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Partie 2 : Résultats et Discussions
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. Contexte

Le Wolff-Chaikoff est un processus physiologique qui permet a la thyroide de se protéger et
s’adapter a des exces de I’iode. 1l a déja été démontré que 1’administration d’une pastille de
Kl, avant une exposition, permet de bloquer 1’accumulation de I’iode radioactif par la thyroide
permettant ainsi de limiter I’exposition. Ce projet de thése s’inscrit dans le cadre du projet
Prophylaxie Répétée par 1’Tode stable et contre-mesures innovantes en situation Accidentelle
(PRIODAC), financé par 1’Agence Nationale de la Recherche qui s’est intéressé a la
comprehension des mecanismes moléculaires de la régulation du métabolisme de 1’iode. Par cet
apport scientifique et nouvelles connaissances, de nouvelles stratégies de protection contre des

expositions répétées aux iodes radioactifs pourraient étre développées.

[1. Objectif de la these

De nos jours, le criblage omique est un outil trés puissant qui permet un gain de temps
considérable dans la compréhension des mecanismes moléculaires. Appliqué dans différents
domaines, du domaine de la santé a la sécurit¢ des aliments, cet outil s’illustre en plusieurs
méthodes, lors de notre étude, nous avons abordé trois niveaux : la transcriptomique, la

protéomique et la métabolomique.

Dans le contexte de la radioprotection, la compréhension des interactions moléculaires est
primordiale afin de développer d’autres moyens de protection. Ainsi, nous avons mis en place
une étude englobant trois méthodes omiques dans le but de définir les mécanismes intervenant

dans la régulation par le Wolff-Chaikoff.

Ainsi, en premiére partie des résultats, dans le cadre de la radioprotection, nous avons étudié
I’effet d’une administration d’un agent de contraste dont le mécanisme a longtemps été

considéré comme étant un mécanisme de Wolff-Chaikoff.

Dans la deuxiéme partie des résultats, nous avons abordés I’effet de I’invalidation de la protéine
SLC5AB8 dans la premiere phase de régulation de la thyroide : la phase aigte du Wolff Chaikoff.

Cette etude a consisté a comparer les profils protéomiques, transcriptomiques et métaboliques.
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I11. Présentation des résultats

Au cours de ce travail, nous avons étudiés les modifications globales et majoritaires observées

au niveau, du transcriptome, protéome et métabolome.

Apres extraction des analytes a partir des thyroides précédemment prélevées et congelées, nous
avons analysés ces extraits par les techniques correspondantes aux approches suivies. Apres
observation du résultat global, nous avons menées une étude des voies de signalisation
impactées par le changement physiologique thyroidien induit par 1’administration d’un agent

de contraste et par I’invalidation du SLC5AS sur I’effet de Wolff -Chaikoff.

Les résultats sont présentés sous format de deux articles scientifiques a soumettre.
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Article | : Etude comparative des
variations du proteome induites par un
agent de contraste et de I’10de.

Contexte

Les agents de contraste sont couramment administrés aux patients dans le cadre d’imagerie
médicale. 1ls sont considérés sans danger et sans effet secondaire. Cependant, Il est
recommandé d’attendre un certain délai et de ne pas traiter les patients a 1’iode radioactif apres
un examen radiologique avec administration d’un agent de contraste. Ceci est d0 & une
inhibition de la captation de 1’iode entrainée par cette administration. Cet effet est connu depuis
de nombreuses années et les mécanismes moléculaires sous-jacents proposés étaient associés,

intuitivement, a des relargages d’iode.

Des travaux précédents dans le laboratoire ont montré que I’inhibition de la capacité de
captation d’iode par la thyroide entrainée par I’administration d’agent de contraste ne peuvent
pas étre liées par I’iode contenu dans la formulation de ces agents. Ce travail a également montré
que I’agent de contraste entraine une forte baisse dans 1’expression du NIS (Vassaux et al.,
2018).

Afin d’étudier les mécanismes induits entre les réponses a 1’iode et aux agents de contraste,
nous avons comparé le métabolome et le protéome de thyroides de souris aprés administration

d’un agent de contraste et d’une dose d’iode.

Résultats

En premiére étape, nous avons évalué le niveau d’iode dans les thyroides de souris, par une
analyse métabolomique, aprés une injection intrapéritonéale d’iode et une injection
intraveineuse d’un agent de contraste. Cette analyse a révélé une différence de taux d’iode

interne insuffisante pour déclencher une inhibition.

L’identification et la quantification des protéines grace au marquage peptidique (TMT), ont
permis d’établir seulement deux protéines qui évoluent similairement. L’analyse du network du
protéome global modifié par I’agent de contraste met en évidence un network de protéines plus

dense que le protéome modifié par I’iode.
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Aprés une étude des voies de signalisations associées aux variations du protéome induites par
chaque traitement, nous avons observé quelques voies potentiellement impliquées dans la

régulation de I’iode qui sont aussi modulée dans la réponse de I’agent de contraste.

Des voies exclusivement impliquées dans la réponse thyroidienne de 1’agent de contraste
pourraient expliquer 1’effet durable de I’inhibition de la captation de 1’iode. Nous avons aussi

observé une baisse du taux du récepteur a TSH apres une administration d’agent de contraste.

Conclusion

En mettant a profit une approche de protéomique quantitative et comparative, cette étude
contribue a la compréhension du mode d’action d’un agent de contraste et met aussi en évidence

des différences par rapport aux mécanismes induits par 1’iode.
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Abstract

Background: Our recent data showed that iodinated contrast media (ICM) reduce thyroid uptake
of iodide independently of free iodide, through a mechanism different from that of Nal and
involving a dramatic and long-lasting decrease in Na/l symporter (NIS) expression. The present
study aimed at comparing the response of the thyroid to ICM and Nal, using a quantitative

proteomic approach.

Methods: MicroSPECT/CT imaging was carried out to assess the **™TcO, thyroid uptake in
mice exposed to either ICM or Nal, as well as their response to recombinant human thyroid-
stimulating hormone (rhTSH). Total thyroid iodide content and proteome was determined in

control, as well as Nal- or ICM-treated animals.

Results: An elevated level of iodide was observed in thyroids obtained from Nal-animals while
the level of iodide was not significantly affected in thyroid ICM-treated animals. Exposure of
thyroid to Nal modulates 13 cellular pathways. Most of these pathways are also affected by
exposure to ICM, among which the eif4 and P706SK cell signaling pathway and according to
upstream regulators module, INSR is activated by both Nal and ICM. In addition, ICM
modulate 16 distinct pathways and fail to affect thyroid iodide content. Finally, administration
of ICM reduces TSH receptor expression which results in a loss of TSH-induced iodide uptake

by the thyroid.

Conclusions: Common intracellular mechanisms are involved in the reduction of iodide uptake
promoted by ICM and Nal. However, the fact that ICM fails to affect thyroid iodide content
suggests that the modulation of these common pathway is triggered by separate effectors. Also,
ICM modulates numerous distinct pathways which may account for its long lasting effect on

thyroid uptake. These observations may have implication in the management of patients
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affected by differentiated thyroid carcinomas who have been exposed to ICM. They also

provide the basis for the utilization of ICM-based compounds in radioprotection of the thyroid.
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INTRODUCTION

In the thyroid, iodide is taken up from the blood plasma by follicular cells. This uptake is
mediated by the Na/l symporter (NIS) protein present at the basolateral membrane of these cells
(1). Free iodide is oxidized outside the cells at the apical membrane with Thyroid peroxidase
enzyme (TPO) then it is covalently bound to tyrosine residues of the thyroglobulin protein once
inside. The administration of high amounts of free iodide prevents entry of iodide into the
thyroid. Mechanistically, this effect is the result of a physiological response, referred to as the

Wolff-Chaikoff effect, in which the expression of the NIS protein is reduced (2).

lodinated contrast media (ICM) are routinely administered intravenously to patients worldwide.
A well-documented side effect of ICM administration is to decrease dramatically iodide or the
iodide surrogate pertechnetate (3, 4) uptake by the thyroid, in humans (5-12). This phenomenon
has also been observed in rats (13), cats (14) and mice (15). In humans, intravenous
administration of ICM is known to impair thyroid uptake for up to eight weeks. This
phenomenon compromises diagnostic thyroid scintigraphy and radio-iodine treatment of
thyroid malignancies (5-9). For the latest, guidelines recommend delaying radioactive iodide
treatment in patients who have been exposed to ICM (8, 10-12). Historically, this reduced
iodide uptake by thyroid tissues in response to ICM was attributed to the high amounts of free
iodide associated with (16) and/or released from (8, 17) the ICM formulation. Consistent with
this hypothesis, urinary iodide content is elevated for four-to-six weeks before a return to
normal levels (18-21). Urinary iodide content has been used as a surrogate marker of the

restoration of normal iodide uptake by thyroid tissues (11).

However, the involvement of free iodide in the reduction of iodide uptake by the thyroid in
response to ICM had never been formally demonstrated. Recently, we showed, using molecular

imaging in mice, that ICM reduces iodide uptake by the thyroid to a greater and longer-lasting
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degree than the free iodide found in ICM would explain (15). In addition, the effect of ICM is
specific to the thyroid as, it does not affect the uptake of iodide by another NIS expressing
tissue, the salivary glands, while administration of potassium iodide (KI) affects both organs.
This selectivity of action of ICM to the thyroid was also documented in patients (15). Although
indirect, these imaging data strongly suggest that, at the organ level, ICM inhibits thyroid iodide
uptake through a mechanism different from that of KI. However, whether ICM induce
intracellular events in the thyroid, identical to those triggered by free iodide remains to be
determined. In this context, the aim of the present study is to compare the response of the thyroid

to ICM and KI, using a quantitative proteomic approach.

93


file:///D:/analyse%20proteo%20nouvelle%20bdd/base%20de%20données%20ALEX/analyse%20proteo%20nouvelle%20bdd/iom%20iod/figures%20et%20tableaux/docs%20figures%20papier%20revu%20iomeron/HICHRI%20et%20al%20ap%20retour.docx%23_ENREF_15
file:///D:/analyse%20proteo%20nouvelle%20bdd/base%20de%20données%20ALEX/analyse%20proteo%20nouvelle%20bdd/iom%20iod/figures%20et%20tableaux/docs%20figures%20papier%20revu%20iomeron/HICHRI%20et%20al%20ap%20retour.docx%23_ENREF_15

MATERIALS AND METHODS
Animals

Eight-week-old female C57BI/6J mice were obtained from Janvier (Le Genest Saint Isle,
France). Animal housing and procedures were conducted according to French Agriculture
Ministry guidelines and were approved by the local ethics committee (Ciepal NCE/2014-211).
Intravenous administrations of ICM were performed by injecting 100 pL lomeron diluted 50/50
(vol/vol) with phosphate-buffered saline (corresponding to 18 mg iomeprol). Administration of
Nal was performed by an intraperitoneal injection of 150 pL of a solution of 0.5% Nal. TSH
treatment was performed by an intraperitoneal administration of 3.2 pg/ mouse of thyrogen
(Genzyme). Thyroids were collected either 24 (Na I) or 48 hours (ICM) after injection and were

stored at -80°C until proteins or metabolites extractions.
Small-Animal MicroSPECT/CT Scans

¥mTc pertechnetate (**™TcOs") was obtained from a freshly eluted *®*Mo/**™Tc generator.
Animals were administered intraperitoneally with activities of 20 MBq **™TcO4 . Tracer uptake
were measured one hour later using a dedicated microSPECT/CT scanner (eXplore speCZT
CT120, GE) as previously described (22). Reconstructed images were analyzed and quantified
using AMIDE software (23). Tri-dimensional regions of interest were drawn manually around
the thyroid and salivary glands, as previously detailed (4, 24). Uptakes were expressed as

percentages of the injected activity after decay correction (22).

Metabolites extraction and iodide quantification

Metabolites from thyroid were extracted in Methanol LC-MS grade (Millipore) and left
overnight at -20°C. The extract was centrifuged at 13,000 g for 15 min and the supernatant was
dried with a rotary vacuum concentrator, and then dissolved in 30 pL 0.1% formic acid, 5%

acetonitrile prior to mass spectrometric analysis. The analysis of all samples was performed
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using a DIONEX Ultimate 3000 HPLC system. Chromatographic analysis was performed using
following conditions: Column: Phenomenex Synergi4 u Hydro-RP 80A 250x3.0 mm, Column
temperature: 40°C, Mobile phase A: 0.1% formic acid in water and mobile phase B: 0.1%
formic acid in acetonitrile Flow rate: 0.9 mL/min. The LC gradient began with 5% B for 5 min
and was ramped up to 95% B over 22 min. The column was reequilibrated with 100% A for 3
min before the next run. MS analysis was carried out on a Thermo Scientific Exactive Plus
benchtop Orbitrap mass spectrometer. The source conditions were as follows: lon source:
Heated electrospray ionization source (HESI I1), lon source polarity: Positive and Negative ion
mode, spray voltage: 3800 V in positive mode\2500 V in negative mode, vaporizer temperature:
350 °C, ion sweep gas: 1.0 units, ion transfer tube temperature: 300 °C. Sheath gas pressure
(N2): 60 units, Auxiliary gas pressure (N2): 15 units. With the exactive plus benchtop orbitrap
mass spectrometer, generic conditions and an external mass calibration were used. The
instrument was operated in full scan mode from m/z 67-1000.High-resolution accurate mass
(HRAM) full-scan MS and top 5 MS/MS spectra were collected in a data-dependent fashion at
a resolving power of 70,000 and 35,000 at FWHM m/z 200, respectively. The Stepped NCE
(Normalized Collision Energy) setting was 40. MS data were analyzed with MZMine 2.20 and
were compared to Human Data Base. Only lodide metabolite was retained from identified
metabolite.

Protein extraction

Proteins from Thyroid were extracted in RIPA buffer (NaCl 150 mM, EDTA 1mM, Triton X-
100 1%, SDS 0.1%, Tris-HCI pH7.5 10 mM) in the presence of protease and phosphatase
inhibitors (Roche). The lysate was centrifuged at 14,000 g for 15 min, and the supernatant was
quantified with the BCA Protein Assay Kit (Bio-Rad, U.S.A.).

Tandem Mass Tag (TMT) labelling
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Heat-denatured proteins sample (100 pg) were separated by SDS-PAGE. When marker dye
reaches 1 cm from the bottom of the gel, migration was stopped. Protein bands were excised
from gel. Each sample were washed three times with 100 mM ammonium bicarbonate,
dehydrated with acetonitrile, reduced with 10Mm DTT and alkylated using 55mM
lodoacetamide. Samples were washed twice by 100 Mm Ammonium- bicarbonate and dried in
a rotary vacuum concentrator. The dry gel spots were rehydrated with 100 mM ammonium
bicarbonate buffer containing 40 ng/pL sequencing grade porcine trypsin (Promega, Madison,
W1) and digestion carried out at 37°C for 16 h. The supernatant was removed, and the tryptic
peptides were extracted and dried in the rotary vacuum concentrator. Each of the TMT10plex
reagents (0.8 mg, Thermo FisherScientific, Rockford, IL) was resuspended in 41 uL of
anhydrous acetonitrile and added to 100 pg of thyroid dried proteins digest dissolved in 100 pL
of 50 mM TEAB buffer. Control samples were labelled with 126, 127N, and 127C; Thyroids
from Nal- and ICM-treated animals were labelled with 128N, 128C, 129N and 129C, 130N,
130C, respectively. After 1 h incubation at room temperature, the reaction was quenched by
adding 8 pL of 5% hydroxylamine. The different TMT-labeled samples were cleaned-up using
C18Spin Column (Pierce) then pooled at a 1:1 ratio across all samples. The sample was dried
with a rotary vacuum concentrator and then dissolved in 30 pL 0.1% formic acid, 5%
acetonitrile prior to mass spectrometric analysis.

Peptide fractionation and LC-MS/MS analysis

The TMT-labeled samples were analyzed using a LC-MS/MS system consisting of a DIONEX
Ultimate 3000 HPLC system and a Q Exactive Plus (Thermo Fisher Scientific) equipped with
an electrospray source.

Samples digests were analyzed with a capillary LC column (Dionex Acclaim PepMap100 C18,
300pum x 15cm, 2um particle, 100 A pore size) and a 300 min gradient on the Q Exactive Plus

(Thermo Fisher Scientific). Samples digests were labeled with TMT 9-plex reagents at a ratio
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of (1:1) with a five-hour gradient, analyzed with a data dependent top 15 HCD method on the
Q Exactive Plus. The resolution was 70K for full scan and 35K for MS2. The maximum IT was
250 ms for both full scan and MS2 scan, top 15 HCD was selected with MS2 trigger threshold
of 1E5 and dynamic exclusion of 60s. Mobile phases A and B were composed of 0 and 100%
acetonitrile, respectively, and each contained 0.1% formic acid. The LC gradient began with
2% B for 1 min and was ramped up to 8% B over 5 min, then to 35% B over 180 min, 55% B
over 235 min, and finally to 90% B over 275 min. The column was reequilibrated with 2% B
for 15 min before the next run.

Protein identification and quantification

All MS raw data files were analyzed by Proteome Discoverer software 2.1.1.21 (ThermoFisher,
France) using the Sequest HT search engine against a database of Mus musculus protein
sequences (Uniprot 10 090 _Mus Musculus taxon 09/20/2018). X corr confidence was held
upper to 0.7 for all parameters. Precursor mass tolerance was set to 10 ppm and fragment ion
tolerance was 0.02 Da with permission of two missed cleavages in the trypsin digests. A decoy
database search strategy was also used to estimate the false discovery rate (FDR) to ensure the
reliability of the proteins identified: a 1% target FDR as strict criteria and 5% target FDR as
relaxed criteria using Percolator. The strict maximum parsimony principle was performed, and
only peptide spectra with at least low confidence were considered for protein grouping.
Carbamidomethylation on cysteine (+57.021 Da) was set as static modifications. TMT6 tags on
N termini (+229.163 Da) and on Lysine were set as Static modifications. Two 10-plex technical
replicates were acquired for two proteome experiments with the average and standard deviation
reported.

For relative quantitation, both unique and razor peptides were considered a highly confident
identification and used for quantification. Reporter ion abundances were corrected for isotopic

impurities based on the manufacturer’s data sheets. Signal-to-noise (S/N) values were used to
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represent the reporter ion abundance with a co-isolation threshold of 75% and an average
reporter S/N threshold of 10 and above required for quantitation spectra to be used. The S/N
values of peptides, which were summed from the S/N values of the PSMs, were summed to
represent the abundance of the proteins. The quantitative protein ratios were calculated and
normalized by total peptide amount and scaled on channel average for each sample. For
comparison, three identical biological control samples, labeled with TMT 126, 127N, and 127C,
were used as references.

Bioinformatics analysis

Pathway analyses were performed using Ingenuity Pathway analysis software. Only pathways
with p-values under a threshold of 0.01 were considered significant, Z-score also were observed
as a measure and a predictor for the activation state of the regulator. The activation Z-score
makes predictions about potential regulators by using information about the direction of gene
regulation. It can be used to infer the activation state of a putative regulator (i.e. whether the
regulator is activated or inhibited). Proteins network were analyzed with STRING (10.5).

Statistical analysis

Statistical differences were analyzed by paired Student’s t-test and a value of P <0.05 was
regarded as statistically significant. The differentially expressed proteins (DEPS) were defined
as proteins with a difference in expression above a factor of 1.3 and under 0.77 with a p-value

below 0.05. Data are represented as mean + S.D.
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RESULTS
Effect of ICM and Nal on %Mpertechnetate Uptake in Mice

We evaluated by SPECT/CT imaging the effect of Nal and iodinated contrast media (ICM) on
the uptake of the iodide analog, **™pertechnetate, by the mouse thyroid. Basal uptake was
measured before and after administration of Nal and of ICM. Fig. 1 shows that a marked
reduction in radiotracer uptake by the thyroid was observed. This reduction reached up to 38%
by 24 hours after Nal administration (1.30 before treatment vs 0.81 after Nal treatment, p=0.03)

and up to 50% by 48 hours after ICM injection (1.30 vs 0.65 after ICM treatment, p=0.01).
Measurement of iodide in thyroids from mice treated with ICM or Nal

We performed metabolomic analyses to compare the levels of iodide found in mouse thyroid
upon administration of Nal or ICM. Fig. 2 shows an elevated level of iodide in thyroids obtained
from animals treated with Nal. By contrast, the level of iodide was not significantly affected in
thyroid obtained from animals that received ICM. These results emphasize the fact that ICM

affects thyrocyte function independently of free-iodide.
Quantitative proteomic analysis of thyroids from mice treated with ICM or Nal

We next analysed thyroid proteome upon either Nal or ICM administration and compared it to
the proteome of thyroid of control animals. The results are presented as ratios of differentially
expressed proteins (DEPs) between Nal and control or ICM and control. The DEPs were
defined as proteins with a difference in expression above a factor of 1.3 and under 0.77 with a
p-value below 0.05. A total of 12 and 57 DEPs were identified in Nal versus control and ICM
versus control, respectively (Supplementary Tables S.1 and S.2). From these DEPs, only two
proteins are commonly differentially expressed in Nal versus control and ICM versus controls
thyroids (Fig3). These proteins are H2-D1 (Q3KQJ3) and Krt25 (Q8VCW2). H2-D1 is the most

induced in ICM set.
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The most induced and most inhibited DEP’s in Nal versus control are listed in Table 1 and

those in ICM versus control are showed in Table 2.

An enriched list of proteins was established that contains a total of 72 proteins and 148 proteins
identified with p value under 0.05, in Nal versus control and ICM versus control, respectively

(Supplementary Tables S.3 and S.4).
Altered pathways

To determine the top pathways altered by Nal or ICM, the whole DEP’s dataset was analysed
using STRING. Networks of DEPs were created (Fig. 4A). A higher density of interactions can
be observed in the DEP/ICM versus control than in the DEP/Nal versus control dataset (Fig.

4A).

IPA analysis was run with the enriched list of proteins. Statistically significant canonical
pathways for which the p-values < 0.01 were identified. Nine pathways are common to the two
enriched datasets (Fig. 4B) (Table.3). They include metabolic pathways and signalling
pathways. Only six are exclusive to the Nal versus control enriched dataset (Supplementary
table S.5). Finally, 16 pathways are exclusive to the ICM versus control enriched dataset

(Supplementary Tables S.6 and S.7).
Focus on the TSH receptor

Considering its pivotal role in thyroid function, we decided to focus on the regulation of the
TSH receptor in ICM-treated animals. As this protein is not abundant, we had to enlarge the
overview of the proteome by increasing the false discovery rate to 15%. The other parameters
of the analysis were kept unchanged. The TSH receptor was found to be downregulated in
thyroids from ICM-treated animals versus control (fold change 0.68, p-value = 4 10®). To
determine whether this decrease had physiologically-relevant implications, we examined

whether thyroids from control or ICM-treated animals were responsive to TSH. Fig. 5 shows
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that administration of human, recombinant TSH leads to an increased in 99-m pertechnetate
(used as a surrogate for I- uptake, (4)) uptake by the thyroid. In mice treated with ICM,
radiotracer uptake was lower one day after ICM administration and administration of human

recombinant TSH failed to increase significantly this radiotracer uptake (Fig. 5).
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DISCUSSION

In a recent report, we provided an indirect but strong argumentation based on SPECT/CT
imaging of 2| and **™Tc to demonstrate that ICM reduce thyroid uptake of iodide
independently of free iodide (15). The effect of ICM is thyroid-specific and involves a dramatic
decrease in NIS expression in thyrocytes (15). In the present study, we used a quantitative
proteomic approach to examine the variations in protein content in thyroids from mice treated
with either Nal or ICM. Overall, our data demonstrate that ICM induces a dramatic change in
the level of many different proteins affecting numerous pathways. In comparison,
administration of Nal leads to a lower level of changes only 12 proteins are differentially
expressed in thyroids from Nal- treated animals. When pathways are considered, the similarity
between the two conditions is much higher: about 30% of total pathways are commonly
modulated in the two conditions and these modulated pathways could be the signature of
common mechanisms leading to reduced NIS expression and reduced iodide uptake. One of
these pathways is the Regulation of elF4 and p70S6K Signaling pathway. The upstream
analysis module of Ingenuity Pathway Analysis suggested that Insulin Receptor (INSR) was
significantly unbiased upstream activator in both treatments: Nal (z-score =2.219, P= 1.63.10
) and ICM (z-score =2.433, P= 1.34.10*) (Fig .6). INSR upregulates mTOR that is known to
downregulates iodide uptake in thyrocytes (Souza et al., 2010). Although, mTOR is modulated
by ICM (Supplementary Table S.6). mTOR is regulated by PI3K/AKT that has been involved
in the acute inhibitory effect of iodide excess on the Na/l symporter (26), is generally
recognized as important in NIS regulation (27-29). It could also be involved in the inhibitory

effect exerted by ICM. TCA Cycle is unregulated uniquely in Nal administrated mice.

In addition to these common effects, our proteomic analysis reveals that ICM induce a dramatic
change in cellular proteins leading to the modulation of 16 distinct pathways. This profound

modification of the thyroid state could be responsible for the long-lasting effects of ICM.
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The effect of ICM on TSH-induced iodide uptake by the thyroid is not well-documented. A
study reported that the inhibition of iodide uptake by the thyroid could be reversed by
intramuscular administration of recombinant human TSH (35). However, the ICM stunning
reported in this study was relatively low and a large heterogeneity was observed in the nine
patients of the cohort (35). In another study, the anecdotic case of a patient with differentiated
thyroid carcinoma and who had previously received ICM was reported. This patient showed a
lack of TSH-induced iodide uptake at the site of tumor recurrence or thyroid remnants (36).
Isobaric chemical labelling of peptides provides a reliable quantitative method to compare
protein expression in different conditions (37, 38). However, this accuracy is obtained at the
expense of sensitivity and lowly expressed proteins are not necessarily detected. This is the
case, for example of NIS. The TSH receptor can be detected if the false discovery rate is
increased to 15%. This issue can be overcome by protein fractionation upstream of proteomic
analysis, this fractionation can be based on isoelectric point or subcellular compartment for
example. Our functional data show unambiguously that administration of ICM reduces TSH
receptor expression which results in a loss of TSH-induced iodide uptake by the thyroid. These
data, predicted by the proteomic analysis demonstrate that the cellular changes induced by ICM

affect the TSH receptor in addition to NIS (15).

Measurement of total iodide in the thyroid upon administration of Nal showed, as expected, a
marked increase in free-iodide in the thyroid. This is likely to be due to the large amount of
iodide entering NIS-expressing thyrocytes. This entry results in intracellular events leading to
a classical Wolff-Chaikoff effect for which a consequence is a reduction in the expression of
the NIS protein (2). Measurement of the iodide levels in the thyroids of animals treated with
ICM failed to show a significant difference. Our observation in mice is in agreement with a

dataset obtained in humans in which the authors demonstrated that intra-thyroidal iodine was
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unaffected by ICM (39). Altogether, these data confirm that ICM induces thyroid stunning
independently of free-iodide.

Guidelines recommend a delay in the radioactive-iodide treatment of patients with
differentiated thyroid carcinoma who have been injected previously with ICM (8, 10-12). As
upon ICM injection, urinary iodide levels are elevated for several weeks (18-21) and as free-
iodide was considered to be the cause of thyroid stunning by ICM (8, 35), urinary iodide content
has been proposed as a surrogate marker of recovery of iodide uptake by the thyroid (11, 18-
21). In the light of our results, the relevance of the measurement of urinary iodide to predict the
recovery of iodide uptake by the thyroid is questionable. To determine, in patients, the duration
of the decrease in NIS functional expression with the aim of refining the currently
recommended four-to-six weeks before a radioiodine therapy, we advocate for the need of a
dedicated trial. Although this problem is highly relevant for cancer patients it is difficult to
envisage a trial involving this category of individuals. One possibility could be to have a group
of healthy subjects who would receive intravenous administration of ICM and a control group.
A scintigraphy aiming at measuring the uptake of iodide by the thyroid would be performed at
time zero and then a group would receive an intravenous administration of the ICM while the
other would receive a mock injection. This scintigraphy would be repeated on a weekly basis
until the radiotracer uptake in the “ICM” group returns to the value obtained before the
administration of the contrast agent. In addition, the measurement of urinary iodide could be
performed to determine whether there is a correlation between these parameters and the
capacity of the thyroid to take up iodide.

Numerous volatiles radionuclides are emitted as a result of a nuclear incident, amongst which
131-1is abundant. The well-established preventive countermeasure to protect populations is the
ingestion of potassium iodide (KI) tablets that prevent the entry of 131-1 to the thyroid.

Nevertheless, the effect of KI tablets is transient, and the protective effect only lasts for 24
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hours. As a result, the United States Food and Drug Administration recommends K tablets to
be ingested on a daily basis in cases of prolonged 131-1 exposures

(http://www.fda.gov/Drugs/EmergencyPreparedness/BioterrorismandDrugPreparedness/ucmQ

72265.htm) such as those observed in the Fukushima prefecture (40) . Considering the safety
profile of ICM, the long-lasting effect of single ICM administration on thyroid iodide uptake
and in the light of the mechanistic observations presented in this report, we advocate that
formulations based on ICM could be used in conjunction or instead of KI tablets in

radioprotection.

In conclusion our study demonstrates that exposure of thyroid to Nal modulate 15 cellular
pathways. Most of these pathways (9/15) are also affected by exposure of thyroids to ICM. This
observation suggests that common intracellular mechanisms are involved in the reduction of
iodide uptake promoted by the two effectors. However, the fact that ICM fails to affect thyroid
iodide content suggests that the modulation of these common pathway is triggered by separate
effectors. In addition, ICM modulate 16 distinct pathways and these large and dramatic cellular
changes may be responsible for the long-lasting effect of ICM on iodide uptake by the thyroid.
These observations may have implication in the management of patients affected by
differentiated thyroid carcinomas who have been exposed to ICM. They also provide the basis

for the utilization of ICM-based compounds in radioprotection of the thyroid.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Effect of ICM and Nal on the uptake of ®™perctechnetate by the mouse thyroid.
SPECT/CT imaging of mice administered 20 MBq **™pertechnetate was performed (day 0). At
the end of the scan, ICM or Nal was administered. One and two days later, animals were
injected with 20 MBq **™pertechnetate and new scans were performed. (A) Representative
microSPECT/CT images of thyroid uptake upon Nal and ICM administration. (B) The data
presented represent the percentage of radiotracer injected taken up by the thyroid . (n = 3 per

condition). * p < 0.05; % IA: percentage of the injected activity.

Figure 2. Assessment of iodide concentration through metabolomics comparison between
ICM and Nal treatment. Samples for LC-MS measurement are analyzed after metabolites
extraction from treated mouse thyroids. lodide concentration was evaluated by peak height from

three independent organs. ** p < 0.01; n.s : non statistically significant

Figure 3. Identification of the significant differentially expressed proteins (DEPs) induced
by each treatment. A Venn diagram illustrating the common and unique DEPs in the thyroid
between Nal and ICM. The numbers represent the proportion of significantly changed proteins

in each comparison with CTRL.

Figure 4. The DEP’s proteins in both treatments shows up different network which leads to
different pathways. (A) Nal treatment induced 12 DEP’s proteins which interact less than the
57 DEP’s proteins induced in ICM treatment. The network is denser with more observed

relations. The networks were conduct by STRING. (B) IPA analysis of enriched list of proteins
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in ICA conducts to 25 pathways while Nal list of proteins conduct to less pathways (15). The
Venn Diagram is illustrating 6 unique pathways in Nal while 16 after pathways analysis of ICM

proteins. 9 pathways are common to both.

Figure 5. 99™ Pertechnetate thyroid uptake on control and ICM treated animals before and after
recombinant Human TSH administration. SPECT/CT imaging on control and ICM-treated mice
was performed before and 24 hours after intraperitoneal administration of 3.2 ug/ mouse of
TSH. The data represent the averaged values of radiotracer accumulation in the thyroid at 60

min (n=4 per group). ns : not statistically significant; *** : p < 0.001.

Figure 6. Upstream analysis of DEPs from Nal vs. CTRL set (A) and ICM vs. CTRL set (B).
Activated (z-score>2) and inhibited (z-score <—2) upstream regulators are highlighted in
orange and blue, respectively. (C, D) INSR regulated proteins both treatments. Up-regulated
and down-regulated proteins are highlighted in red and green, respectively, and the color depth
is correlated to the fold change. Orange and blue dashed lines with arrows indicate indirect

activation and inhibition, respectively. Gray dashed lines with arrows depict no prediction.
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Table 1. Top 10 list of the most induced and most inhibited proteins in Nal vs CTRL

Accession Description Gene Abundance P.value

Ratio Nal

vs. CTRL
A1YYN9 Fibroblast growth factor receptor Fgfr2 1.44 0.02
P02535 Keratin, type | cytoskeletal 10 Krt10 1.32 0.01
P55264 Adenosine kinase Adk 1.32 0.05
Q3KQJ3 H2-D1 protein (Fragment) H2-D1 1.31 0.02
G3UXX7 N6-adenosine-methyltransferase subunit METTL3 (Fragment)  Mettl3 1.30 0.04
D3z722 40S ribosomal protein S19 Rps19 1.29 0.01
Q64378 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP5 Fkbp5 0.59 0.02
Q8VCW2 Keratin, type | cytoskeletal 25 Krt25 0.51 0.04
AOA0G2JDV3 Guanylate-binding protein 6 Gbp6 0.49 0.01
F7C2Y9 Zinc finger CCCH-type with G patch domain-containing protein  Zgpat 0.35 0.01

(Fragment)
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Table 2. Top 10 list of the most induced and most inhibited proteins in ICM vs CTRL

Accession Description Gene Abundance P.value
Ratio ICM
vs.CTRL
Q3KQJ3 H2-D1 protein (Fragment) H2-D1 1.75 0.05
H3BJB6 T-complex protein 1 subunit theta (Fragment) Cct8 1.73 0.03
Q8CGR9  NDR2 (Fragment) Ndr2 1.47 0.04
P13707 Glycerol-3-phosphate dehydrogenase [NAD(+)], cytoplasmic  Gpd1 1.46 0.04
P21550 Beta-enolase Eno3 1.46 0.04
Q3UD06  ATP synthase subunit gamma Atp5cl 0.48 0.05
G3UWS4  Serine/threonine-protein phosphatase 2A 65 kDa regulatory  Ppp2rlb 0.45 0.03
subunit A beta isoform
088456 Calpain small subunit 1 Capnsl 0.43 0.02
Q8CG71 Prolyl 3-hydroxylase 2 P3h2 0.37 0.03
Q3UHW5  Uncharacterized protein Rab8a 0.33 0.03
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Table 3. Common pathways list affected in Nal-treated animals and ICM-treated animals

Canonical Pathway

-LOG(P.value) Z Score
(Nal) (ICA) (ICA) (Nal) (ICA) [ICA)
VS WS WS Vs WS vs

(CTRL) (CTRL) (Nal)

(CTRL) (CTRL) [Nal)

Nal Proteins

ICA proteins

Actin Cytoskeleton Signaling
Clathrin-mediated Endocytosis Signaling
CTLA4 Signaling in Cytotoxic T Lymphocytes
EIF2 Signaling

ILK Signaling

Integrin Signaling

Regulation of Cellular Mechanics by Calpain Protesse

Regulation of elF4 and p70S6K Signaling
Virus Entry via Endocytic Pathways

4291
4695
2140
2718
3.785
3.537

2593

2381
3.507

2503
2.880
2113
3432
2.250
3.359

2692

5.238
2563

1423
1583
0.583
0.835
0.331
1457

0.725

0.404
1276

1
N/A
NJA
N/A

0377
N/&
N/A
N/A

0816

1133

N/A

/A
/A

N/A
NjA
NfA
N/A
N/A
NfA

= S = = =

N

=
=

N
N

=

I

=
=

[TGB1,FLNA FGFRZ MYLK,MYHT ACTNS NCKAPL

ITGBL,ACTR3,PTPNLL Actn3, MYH7, GSN, ACTE1

[TGB1,PICALM, FGFR2,5ERPINAL UBC,CTTN APL1G] ITGB1,HSPAR ACTR3 PTPNILUBCACTGL APLGL

HLA-A,FGFR2,AP1GL
RPL27,PABRC1,RPS1S,EIFS, FGFR2
TGB1,FLNA, FERMT2, FGFRZ MYH7 ACTN4
ITGB1,FGFR2,CAPN2,MYLK, ACTN4,CTTN

[TGBL,CAPNZ,ACTNS

PABPCLITGBL,RPS1S FGFR2
[TGB1,FLMA HLA-A FGFR2 AP1G1

PTPN1LHLA-A,PPP2R1B,APIGL

PABRC1,RPST,PTBRL EIF3B,PTPNL1, EIF253 EIF3E,RPS3
ITGBL,PTPN1L Actn3, MYHT PPRIRIB ACTGL
ITGB1,CAPNS1,ACTR3,PTPN1L,CAPNI, Actn3, GSN,ACTGL

ITGEL,CAPNS1,CAPNI,ACtn3

PABRCL,RPST,ITGBL,EIF38, FTPN1L, EIF253 EIF3E,RPS3,PPPIR1E
ITGBL,PTPN11, HLA-A ACTGL AP1GL
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Figure 1. Effect of ICM and Nal on the uptake of ®™perctechnetate by the mouse thyroid.
SPECT/CT imaging of mice administered 20 MBq **™pertechnetate was performed (day 0). At
the end of the scan, ICM or Nal was administered. One and two days later, animals were injected
with 20 MBq %Mpertechnetate and new scans were performed. (A) Representative
microSPECT/CT images of thyroid uptake upon Nal and ICM administration. (B) The data
presented represent the percentage of radiotracer injected taken up by the thyroid . (n = 3 per

condition). * p < 0.05; % IA: percentage of the injected activity.
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Figure 2. Assessment of iodide concentration through metabolomics comparison
between ICM and Nal treatment. Samples for LC-MS measurement are analyzed
after metabolites extraction from treated mouse thyroids. lodide concentration was
evaluated by peak height from three independent organs. ** p < 0.01; n.s : non

statistically significant
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Figure 3. Identification of the significant differentially expressed proteins (DEPs) induced
by each treatment. A Venn diagram illustrating the common and unique DEPs in the thyroid
between Nal and ICM. The numbers represent the proportion of significantly changed proteins

in each comparison with CTRL.
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Figure 4. The DEP’s proteins in both treatments shows up different network which leads to
different pathways. (A) Nal treatment induced 12 DEP’s proteins which interact less than
the 57 DEP’s proteins induced in ICM treatment. The network is denser with more observed
relations. The networks were conduct by STRING. (B) IPA analysis of enriched list of
proteins in ICA conducts to 25 pathways while Nal set of proteins conduct to less pathways
(15). The Venn Diagram is illustrating 6 unique pathways in Nal while 16 after pathways

analysis of ICM proteins. 9 pathways are common to both.
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Figure 5. 99™ Pertechnetate thyroid uptake on control and ICM treated animals before and after
recombinant Human TSH administration. SPECT/CT imaging on control and ICM-treated mice
was performed before and 24 hours after intraperitoneal administration of 3.2 ug/ mouse of
TSH. The data represent the averaged values of radiotracer accumulation in the thyroid at 60

min (n=4 per group). ns : not statistically significant; *** : p < 0.001.
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Figure 6. Upstream analysis of DEPs from Nal vs. CTRL set (A) and ICM vs. CTRL set (B). Activated

(z-score>2) and inhibited (z-score <—2) upstream regulators are highlighted in orange and blue,

respectively. (C, D) INSR regulated proteins both treatments. Up-regulated and down-regulated proteins

are highlighted in red and green, respectively, and the color depth is correlated to the fold change.

Orange and blue dashed lines with arrows indicate indirect activation and inhibition, respectively. Gray

dashed lines with arrows depict no prediction.
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Article Il : Etude du role de SLC5AS8 dans
la thyroide dans le cas d’un Wolff
Chaikoff par une approche multi-omiques

Contexte

SLC5AB8 est une protéine membranaire exprimée dans différents organes(Gopal, Y.-J. Fei, et
al., 2004; TAKEBE et al., 2005; Gupta et al., 2006; Pamela M Martin et al., 2007; Ganapathy
et al., 2008; Henning. Frank et al., 2008). Cette protéine a un réle de transporteur de
monocarboxylates comme le butyrate, le pyruvate, lactate, nicotinate et le pyroglutamate
(Coady et al., 2004; Gopal, Y.-J. Feli, et al., 2004; Miyauchi, Gopal, Y.-J. Feli, et al., 2004;
Ganapathy et al., 2008; Miyauchi et al., 2010). Cette protéine est aussi exprimée dans la
thyroide et est situé au niveau apical de la membrane du thyrocyte (Rodriguez, Perron, Lacroix,
Caillou, Leblanc, M. Schlumberger, et al., 2002).

Des observations précédentes, non publiées, dans le laboratoire s’intéressant a 1’effet Wolff-
Chaikoff ont permis de mettre en évidence, une différence de réponse a une administration
d’iode au niveau des variations de taux de T4 et T3 circulants entre le modéle invalidé Slc5a8
(KO) et son homologue sauvage (WT). Par une approche multiomiques, combinant, la
transcriptomique, la protéomique et la métabolomique, nous avons explorés les effets de

I’invalidation de SLC5AS afin de caractériser son role dans la thyroide.

Résultats

Les analyses transcriptomiques ont mis en évidence, différents groupes de genes intervenant
dans les deux phases du Wolff Chaikoff. L’invalidation peut entrainer une augmentation du
nombre de géne dont I’expression varie apres administration d’iode mais aussi 1’iode entraine

¢galement une variation d’expression inverse a celle liée a 1’invalidation.

Par une approche en protéomique quantitative en TMT, nous avons caractérisé les protéines
potentiellement intervenant dans la régulation de I’effet d’inhibition et de [D’effet
d’échappement, les deux étapes du Wolff-Chaikoff. L’analyse des voies de signalisation a
permis I’identification des mécanismes d’action impactés par cette autorégulation de la thyroide

par I’iode mais aussi le role de SLC5AS8 dans cette régulation.
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Dans le but d’approfondir et de vérifier cet effet, une étude en métabolomique a été réalisée.
Cette analyse a permis de mettre en evidence a la fois des différences dans les profils
métabolomiques entre les deux souris invalidées et non mutées mais aussi a révélé une anomalie

dans I’absorption de 1’iode et une différence dans 1’iodation de la thyroglobuline.

La combinaison des trois méthodes omiques a permis de mettre en exergue I’intervention de
SLC5AB8 dans la régulation du stress oxydatif dans la thyroide, la modification du métabolisme
énergétique de la thyroide dans la premiére phase de la régulation du Wolff- Chaikoff et aussi

de suggérer I’importance de SLC5AS8 dans 1’organification de la thyroglobuline.

Conclusion

A travers une étude du transcriptome, protéome et métabolome de la thyroide de la souris, nous
avons cartographié la diversité des transcrits, la fonction, et la dynamique des protéines ainsi
que la variation des métabolites ce qui constituent de nos jours un enjeu majeur dans la

comprehension des mécanismes de régulation.

Par cette approche omiques, nous apportons un nouvel éclairage pour la compréhension du réle
de SLC5A8 dans la thyroide et son implication dans le processus de la régulation thyroidienne

par I’iode.

Nos résultats suggérent que cette protéine interviendrait dans la régulation du stress oxydatif

mais elle serait aussi impliquée dans I’organification de la thyroglobuline.

Par une combinaison des différentes méthodes omiques, nous mettons aussi en évidence une

possible corrélation entre I’1ode et la régulation du métabolisme énergétique cellulaire.
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Abstract

SLC5A8 is expressed in the apical membrane of the thyrocytes. SLC5A8 mediates
monocarboxylate transport but its physiological role in the thyroid is still unknown. SLC5A8-
deficient mice do not show thyroid dysfunction.

Using a multiomics approach, we studied the effects of iodide administration on the thyroid of
SLC5A8-deficient and wild-type mice. Our results showed that SLC5A8 knock-down impairs
the acute thyroid response evoked by iodide administration. Our analysis indicates that
SLC5A8 knock-down leads to an increase of oxidative stress in thyrocytes and decreases
thyroglobulin iodation. Our data suggest for the first time a putative relationship between
carbohydrate catabolism and thyroid regulation by iodide.

In conclusion, this work allows new insights in the molecular mechanisms underlying the
thyroid regulation by iodide and the SCL5AS8 function in the thyroid. This study also revealed
the promising use of SLC5A8-deficient mice for the study of the acute thyroid response after

iodide administration.
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Introduction

SLC5A8 was first identified by our group from a kidney cDNA library as a protein highly
homologous to the Natrium lodide Symporter (NIS) (1). We showed that SLC5A8 is expressed
in the apical membrane of the thyroid. We observed an increase of passive 125iodide influx in
cultured SLC5A8-expressing mammalian cells and a decrease in iodide uptake in cells
transiently expressing both SCL5A8 and NIS. Consequently, it has been proposed that SLC5A8
functions as a putative apical iodide transporter. In 2003, the human Slc5a8 gene has been
associated, by Li and collaborators, with a tumor suppressor function in colon cancer (2) and in
2004, two groups reported sodium-dependent inward currents induced by various
monocarboxylates under voltage-clamp conditions with SLC5A8-expressing Xenopus laevis
oocytes (3-5). Then, it was proposed that the physiological roles of SLC5A8 are mainly those
of sodium-coupled lactate absorption in the kidney and butyrate absorption in the colon (4,6,7).
SLC5A8 expression was found in the apical membranes of various epithelial cell types (kidney,
colon, thyroid and salivary glands). Frank and collaborators showed that SCL5A8-deficient
mice are viable, fertile and that they lack a morphological phenotype (7). The group clearly
demonstrated the role of SLC5A8 in lactate reabsorption in the kidney, salivary glands and
colon. Despite its tumor suppressor function, SLC5A8-deficient mice did not show a higher
incidence of colon tumor formation than control animals (7). Under used conditions (normal
iodide diet), no thyroid disfunction was observed in SLC5A8-deficient mice. Frank and
collaborators showed that SLC5A8 and SLC26A4 alone and in combination are dispensable for
normal function of the thyroid indicating that SLC5A8 does not mediate iodide transport (7).

It is well established that thyroid function is stimulated by Thyroid Stimulating Hormone (TSH)
and that thyroid function is inhibited by iodide (8,9). The first observations of the iodide-

induced block of thyroid function were reported at the beginning of the 20th century. Morton
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and collaborators (1944) showed that the biosynthesis of thyroid hormones is inhibited by high
doses of iodide (10). The so-called acute Wolff- Chaikoff effect, i.e. the inhibition of iodide
organification in the presence of high plasma iodide levels, was described in rats that were given
single doses of stable iodide (11). The escape from the acute Wolff-Chaikoff effect was reported
by the same authors in rats that were subjected for 2 days to continuous high iodide plasma
concentrations (12). The same year, Raben (13) showed that the inhibition of iodide
organification by high iodide concentrations depends on the intrathyroidal iodide accumulation.
More recently, it has been shown that the molecular mechanisms responsible for this
physiological response are partly mediated by the inhibition of iodine uptake through a
decreased NIS expression and of iodide organification through decreased Thyroperoxidase
(TPO) expression (14). Eng and collaborators also showed that the acute inhibition of iodide
uptake evokes a transient hypothyroidy in rats (14). Several studies have shown that various
forms of iodolipids (notably, 6-iodolactone) could partly reproduce the iodide effect (15).
During thyroid hormone synthesis, reactive oxygen species (ROS) are produced for the
oxidation of iodine and the iodination of thyroglobulin. The increased generation of ROS
triggered by iodide excess is responsible for its cytotoxic effect on thyrocytes. Publications also
report that iodide induce an increase in oxidative stress (16-18) and involve several related
pathways such as the PI3K/Akt signaling pathway (19) or the Nrf2-Keap 1 pathway (20). But

to date, the molecular mechanism involved in this regulation are unknow or speculative.

To obtain new insights in the physiological role of SLC5A8 in the thyroid and the regulation of

the thyroid by iodide, we performed RNA sequencing, proteomics and metabolomics profiling

with thyroid of SLC5A8-deficient and control mice.
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Experimental procedures

Animals

The generation of SLC5A8-deficient mice has been described by Suissa and collaborators
(Suissa et al, in press). A procedure similar to the one used by Frank et al (7) was used. Animal
housing and procedures were conducted according to French Agriculture Ministry guidelines
and were approved by the local ethics committee (Ciepal NCE/2016-211 and APAFIS#4205-

2016012714424849). Animals were fed a normal-iodide diet (NID, approximatively 1g iodide

per day).

lodide administration

lodide was administrated to eight-week-old female SLC5A8-deficient (KO) and wild type
(WT) mice by intraperitoneal injection of 375 pg sodium iodide (in 150 pL 0.9% NacCl).
Subsequently, animals had free access to drinking water supplemented with 0.05% sodium
iodide. Control animals were injected with 0.9% NaCl solution only and no iodide was added
to the drinking water. Mice were sacrificed by cervical dislocation 24hours or 6 days after
injection. For serum hormone measurements, blood was collected by cardiac puncture.

Thyroids were rapidly removed and stored at -80°C until use.

Serum hormone measurements

Serum samples were prepared from freshly collected blood by centrifugation (30 min, 4°C, 13
000xg) after coagulation for 20 min at room temperature. Serum thyroid hormone (T3 and T4)

concentrations were measured in duplicate by radioimmunoassay (RIA).

RNA extraction and transcriptomic analysis
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Thyroid total RNA was isolated using the RNAquous-MicroKit (Ambion) following the
manufacturer’s instructions. RNA concentrations were measured using a Nanodrop ND-1000
spectrophotometer (Nanodrop technologies). RNA quality was assessed with a RNA 6000Pico
LabChip Kit (Agilent 2100 Bioanalyzer). Only RNA samples with an integrity number from
8.8 to 10 were used.

RNA-seq profiling libraries were prepared using the commercial kit NEBNext® Ultra™ I
RNA library for lllumina® (New England BioLabs, Ipswick,MA, USA) and sequenced using
the lllumina HiSeq platform. Briefly, 8jg total RNA was used as starting material for library
preparation. Messenger RNA was isolated using oligo-dT-charged magnetic beads
(Poly(A)RNA Magnetic Isolation Module, New England Biolabs). The purified poly(A)+RNA
was chemically fragmented and reverse transcribed. Samples were end repaired followed by
adaptor ligation and removal of excess nucleotides by AMPure selection according to the
manufacturer’s recommendations. Adaptor of oligonucleotides allowed multiplexing in the
sequencing run as it contained the signal for subsequent amplification and sequencing, and the
sample specific identifiers. PCR was performed to verify that the adaptors were kept at both
ends in all library molecules. PCR cycles were 15 for the four biological replicates for each
condition and each genotype. The quality of the final library was verified with a bioanalyzer
2100 (Agilent, Santa Clara, CA, USA). Libraries were denatured and seeded on the surface of
a Pair-End Flowcell where clusters were generated and sequenced using a Hiseq2000
equipment (Illumina, San Diego, CA, USA).

The 1*100 bp pair-ends reads were mapped to Mus musculus reference genome sequence.
Outlier samples were assessed by hierarchical clustering and excluded. Three biological
replicates were used for analysis. Differentially expressed transcripts were selected with an
adjusted p.value <0.05 according to Benjamini-Hochberg’s adjustment.

Supplementary Tablel shows the identified transcripts of all samples analyzed.
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Protein extraction and proteomic analysis

Proteins from thyroid were extracted in RIPA buffer (NaCl 150 mM, EDTA 1mM, Triton X-
100, 1%, SDS 0.1%, Tris-HCI pH7.5 10 mM) in the presence of protease and phosphatase
inhibitors (Roche). The lysate was centrifuged at 14,000 g for 15 min, and the supernatant was
quantified with the BCA Protein Assay Kit (Bio-Rad, U.S.A.).

Heat-denatured protein samples (100 pg each) were separated on SDS-PAGE. Coomassie-
stained protein bands were excised from the gel. The obtained slices were washed three times
with 100 mM ammonium bicarbonate, dehydrated with acetonitrile, reduced with 10Mm DTT
and alkylated using 55mM lodoacetamide. Gel slices were washed twice with 100 Mm
Ammonium bicarbonate and lyophilized in a rotary vacuum concentrator. Rehydration and
proteolysis were performed with 100 mM ammonium bicarbonate buffer containing 40 ng/pL
sequencing grade porcine trypsin (Promega, Madison, WI) at 37°C for 16 h. The peptide-
containing supernatant was removed and lyophilized in the rotary vacuum concentrator.
Peptides were then resuspended in 100 uL of 50 mM TEAB buffer and TMT10plex reagent
(0.8 mg, Thermo FisherScientific, Rockford, IL) previously resuspended in 41 uL of anhydrous
acetonitrile was added to each sample. Samples were labelled following the description in the
table below (Tablel). After 1 h incubation at room temperature, the reaction was quenched by
adding 8 uL of 5% hydroxylamine. The different TMT-labelled samples were cleaned-up using
C18 Spin Columns (Pierce) and pooled at a 1:1:1:1:1:1:1:1:1 ratio across all samples. Sample
were lyophilized in a rotary vacuum concentrator and dissolved in 30 pL 0.1% formic acid, 5%

acetonitrile prior to mass spectrometric analysis.

Peptide fractionation and LC-MS/MS analysis
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The TMT-labeled samples were analyzed using a LC-MS/MS system consisting of a DIONEX
Ultimate 3000 HPLC system and a Q Exactive Plus (Thermo Fisher Scientific) equipped with
an electrospray source.

Samples were passed through a capillary LC column (Dionex Acclaim PepMapl100 C18,
300um x 15cm, 2um particle, 100 A pore size) and eluted with a 300 min gradient on the Q
Exactive Plus. Peptides were labeled with TMT 6-plex for comparisons of wild-type mice
versus wild-type mice without iodide administration, after 1 day of iodide administration or
after 6 days of iodide administration (WTDO vs KODO, WTD1 vs KOD1 or WTD6 vs KOD6
respectively) and TMT 9-plex reagents for comparison of wild-type mice without iodide
administration, after 1 day of iodide administration or after 6 days of iodide administration and
SLC5A8-deficient mice without iodide administration, after 1 day of iodide administration or
after 6 days of iodide administration (WTDO vs WTD1 vs WTD6 and KODO vs KOD1 vs
KODG6). Samples were analyzed with a five-hour gradient and a data dependent top 15 HCD
method on the Q Exactive Plus. The resolution was 70K for full scan and 35K for MS2. The
maximum IT was 250 ms for both full scan and MS2 scan, top 15 HCD was selected with MS2
trigger threshold of 1E5 and dynamic exclusion of 60s. Mobile phases A and B were composed
of 0% and 100% acetonitrile, respectively, each containing 0.1% formic acid. The LC gradient
began with 2% B for 1 min and was ramped up to 8% B over 5 min, then to 35% B over 180
min, 55% B over 235 min, and finally to 90% B over 275 min. The column was equilibrated
with 2% B for 15 min before the next run.

Protein identification and quantification

All MS raw data files were analyzed by Proteome Discoverer software 2.1.1.21 (ThermoFisher,
France) using the Sequest HT search engine against a database of Mus musculus protein
sequences (Uniprot 10 090 Mus Musculus taxon- consulted 22th September 2018). X corr

confidence was held upper to 0.7 for all parameters. Precursor mass tolerance was set to 10 ppm
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and fragment ion tolerance was 0.02 Da with permission of two missed cleavages in the trypsin
digests. A decoy database search strategy was also used to estimate the false discovery rate
(FDR) and to ensure the reliability of the proteins identified: a 1% target FDR as strict criteria
and 5% target FDR as relaxed criteria using Percolator. At least two peptides were required for
matching with a protein. The strict maximum parsimony principle was performed, and only
peptide spectra with at least medium confidence were considered for protein grouping.
Carbamidomethylation on cysteine residues (+57.021 Da) were set as static modifications.
TMT6 tags on N termini (+229.163 Da) and on lysines were set as Static modifications. Two
9-plex technical replicates were acquired for each proteome experiment.

For relative quantitation, both unique and razor peptides were used because their identification
was considered as highly confident. Reporter ion abundances were corrected for isotopic
impurities based on the manufacturer’s data sheets. Signal-to-noise (S/N) values were used to
represent the reporter ion abundance with a co-isolation threshold of 75% and an average
reporter S/N threshold of 10 and above as required for the use of quantitation spectra. The S/N
values of peptides, which were summed from the S/N values of the PSMs, were summed to
represent the abundance of the proteins. The quantitative protein ratios were calculated and
normalized by total peptide amount and scaled on channel average for each sample. For
comparison, three identical control samples, labeled with TMT 126, 127N, and 127C, were
used as references in 9plex and with TMT 126, 127 and 128 in 6plex (for details see table 1
below).

Peptide modification

Thyroglobulin peptides are monoiodinated or diiodinated on tyrosine in the follicular cells.
Using Proteome Discoverer software 2.1.1.21 (ThermoFisher, France), we followed three
peptides and compared the iodination rate between the conditions and in wild type mice

compared to SLC5A8 invalidated mice.
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Metabolite extraction

Frozen tissues (100-200 mm?®) were placed in microcentrifuge tubes and ground in 1 mL cold
methanol (HPLC grade, Merck Millipore, Molsheim, France) using pestles. Homogenized
samples were incubated overnight at -20 °C and then centrifuged at 15 000 g for 15 minutes.
The supernatants were removed and lyophylized in a SpeedVac concentrator (SVC100H,
SAVANT, Thermo Fisher Scientific, Villebon-sur-Yvette, France). The lyophilized samples
were resuspended in 180 pL of 50:50 acetonitrile-H20 mix (HPLC grade, Merck Millipore)

prior to LC-MS/MS analyses.

LC-MS/MS

Liquid chromatographic analysis was performed using the DIONEX Ultimate 3000 HPLC
system (Thermo Fisher Scientific). 10 uL of each sample was injected into a Synergi 4 um
Hydro-RP 80 A, 250 x 3.0 mm column (Phenomenex, Le Pecq, France). The mobile phases
consisted of 0.1% formic acid (Thermo Fisher Scientific) in water (A) and 0.1% formic acid in
acetonitrile (B). The gradient was set as follows with a flow rate of 0.9 mL/min: 0% phase B
from 0 to 5 min, 0 — 95% B from 5 to 21 min, holding at 95% B to 21.5 min, 95 — 0% B from
21.5 to 22 min, holding at 0% B until 25 min for column equilibration. Mass spectrometry
analysis was carried out on a Q Exactive Plus Orbitrap mass spectrometer (Thermo Scientific)
with a heated electrospray ionization source, HESI |1, operating in both, positive and negative
modes. High-resolution accurate-mass full-scan MS and top 5 MS/MS spectra were collected
in a data-dependent fashion at a resolving power of 70 000 and 35 000, respectively. Raw data
files were converted to mzXML files using MSconvert (Version2.1, ProteoWizard) (21). The
data obtained from positive and negative ionization modes were analyzed separately using

MzMine (Version 2.29) (22). Metabolites were quantified using peak height. Metabolites
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differentially expressed were selected with a p value <0.05 and Fold Change up to 1.4 and under

0.5. Pathway analyses were performed using Metaboanalyst 3.0 (23).

Bioinformatic analyses

Pathway analyses were performed using Ingenuity Pathway analysis software. Only pathways
with p-value under a threshold of 0.05 were considered significant.

Z-score also were observed as a measure and a predictor for the activation state of the regulator.
The activation Z-score makes predictions about potential regulators by using information about
the direction of gene regulation. It can be used to infer the activation state of a putative regulator
(i.e. whether the regulator is activated or inhibited).

Statistical analysis

For statistical analyses paired Student’s t-test was used. Statistical significance was set at P
value < 0.05 and data were represented as mean £ S.D. The DEPs were defined as proteins

with a difference in expression above a factor of 1.3 and under 0.77 with a p-value below 0.05.

Integromic analysis
Biological networks were investigated using Omicsnet tool
(https://www.omicsnet.ca/lOmicsNet/faces/home.xhtml) that allows to combine genes/proteins,

microRNAs, transcription factors and metabolites (Zhou and Xia, 2018).
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Results

SL.C5A8-deficient mice show normal thyroid hormone levels but do not respond to high
circulating iodide concentrations

To study the role of SLC5AS8 in thyroid regulation by iodide, we generated SLC5A8-deficient
mice (see Suissa et al, in press). These animals were viable and fertile and did not show any
obvious phenotype when compared to wild-type mice. A similar observation was reported by
Frank and collaborators with animals lacking the Sic5a8 fourth and fifth exons (7). In
accordance with the findings reported by this group, our SLC5A8-deficient mice showed
increased urine lactate concentrations and normal plasma lactate concentrations (Suissa et al,
in press). Histological studies and thyroid hormone level analyses showed no impairment of
thyroid function in the mutant mice. These results are also in accordance with those obtained
by Frank and collaborators.

We hypothesized that SLC5A8 loss could impair the regulation of the thyroid by iodide. It has
been known for a long time that acute iodide administration leads to a rapid, but transient,
inhibition of thyroid hormone secretion, the so-called Wolff-Chaikoff effect. This effect is
characterized by a blocking of the iodide uptake capacity via NIS, followed by a decrease of
thyroid hormone production (14), which resumes after some days while iodide accumulation
remains low (the so-called escape phenomena). To evaluate whether SLC5A8 loss could impair
the regulation of the thyroid by iodide, we measured the plasma concentrations of the thyroid
hormones T3 and T4 after iodide administration, in SLC5A8-deficient and in wild-type mice
(Figure 1). We observed that the blood T4 concentration in wild-type mice decreased more
than 3-fold (from 6.5 + 2 pmol/L to 1.9 £ 0.7 pmol/L) on day 1 after iodide administration.
Subsequently, on day 6, the T4 concentration almost doubled (increased to 3.7 + 1.8 pmol/L),
compared to that on day 1. The T3 concentration decreased from 2.9 + 0.3 pmol/L to 2+0.4

pmol/L (0.7-fold) on day 1 after iodide administration and increased on day 6 to 3.6 + 0.4
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pmol/L (1.2-fold increase compared with the value obtained for day 0). As illustrated in Figure
1, SLC5AB8-deficient mice lacked the Wolff-Chaikoff effect: no significant decreases of T4 or
T3 thyroid hormone concentrations after iodide administration were detected on day 1. Before
iodide administration, the T4 serum concentration was slightly higher in SLC5A8-deficient
than wild-type mice (9.6 £ 1 pmol/L and 6.5 £ 2 pmol/L, respectively), but remained unaltered
at day 1 (9.6 £ 1.7 pmol/L) or at day 6 (8.7 = 1.4 pmol/L). No differences were found for the
initial T3 serum concentrations between wild-type and mutant mice (2.9 £ 0.3 pmol/L and 2.9
+ 0.2 pmol/L). However, similarly to T4, the animals did not respond to iodide administration
with a decrease of T3 concentration on day 1 (2.7 £ 0.3 pmol/L). These results are consistent
with the expected effect of SLC5A8-function loss in the initial phase of the Wolff-Chaikoff

effect.

RNAseq differential expression analyses reveal that SLC5A8 invalidation and iodide
administration affects similar cellular processes

Then, we studied the mouse thyroid transcriptomes of wild-type and SLC5A8-deficient mice,
and of animals exposed to iodide excess. RNAseq experiments were performed using mRNA
isolated from thyroids of 6 different groups of animals. SLC5A8-deficent mice and wild-type
mice were separated in 3 groups each: (1) animals sacrificed on day 1 after iodide administration
(KOD1, WTD1); (2) animals sacrificed on day 6 after iodide administration (KOD6, WTD6);
(3) control animals sacrificed without iodide administration (KODO, WTDO). Only samples
with high quality reads for the isolated mMRNA were used. The obtained sequencing data were
aligned to 20 620 transcripts of the Mus musculus reference genome and analyzed as described
above (Supplementary Tablel).

We first compared SLC5A8-deficient mice without iodide administration to control wild-type

mice without iodide administration (KODO vs WTDO0). We found that 49 transcripts were
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significantly expressed (FDR <0.05) with 20 up regulated (fold change >1.5) and 16 down
regulated (fold change <0.66) (Supplementary Table2).

We then compared wild-type mice after 1 day of iodide administration to wild-type mice
without iodide treatment (WTD1 vs WTDO): we obtained 37 transcripts; 15 of these transcripts
were upregulated (fold change >1.5) and 22 down regulated (fold change <0.66)
(Supplementary Table3). We compared wild-type mice after 6 days of iodide administration to
wild-type mice without iodide treatment (WTD6 vs WTDO): we obtained for 29 transcripts; 18
of these transcripts were upregulated (fold change >1.5) and 11 down regulated (fold change
<0.66) (Supplementary Table4). We also compared SLC5A8-deficient mice after 1 day of
iodide administration to SLC5A8-deficient mice without iodide treatment (KOD1 vs KODO):
we obtained 1149 transcripts; 285 of these transcripts were upregulated (fold change >1.5) and
759 down regulated (fold change <0.66) (Supplementary Table5). We compared SLC5A8-
deficient mice after 6 days of iodide administration to SLC5A8-deficient mice without iodide
treatment (KOD6 vs KODO): we obtained FDR values at 0.05 or lower for 21 transcripts; 6 of
these transcripts were upregulated (fold change >1.5) and 14 down regulated (fold change
<0.66). All data are provided in Supplementary Table6.

Cluster heatmap analyses of differentially expressed genes were performed using unsupervised
hierarchical clustering with a Pearson correlation. In the first analysis, we compared transcripts
significantly expressed in SLC5A8-deficient mice and wild-type mice with and without iodide
administration without iodide administration (Figure2A). SLC5A8 deficiency was at the root
of 17 transcripts modified after iodide administration, among 503 (Figure 2B). Then, we
performed a similar study, but we now used the 2 mouse groups after 6 days of iodide
administration (WTD6 and KODG6. 13 Transcripts among 21 are induced by SLC5A8

deficiency (Figure 2 B). 12 transcripts are modified after SCL5A8 invalidation and iodide.
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1149 transcripts are regulated in SLC5A8-deficient mice after 1 day of iodide administration
versus SLC5A8-deficient mice without iodide administration (KOD1 vs KODO) and 37 in wild-
type mice after 1 day of iodide administration versus wild-type mice without iodide
administration (WTD1 vs WTDO). 16 transcripts are in common (Figure 3).

Analysis of transcripts expression data from wild-type mice after 1 day of iodide administration
and from wild-type mice without iodide administration (WTD1 vs WTDO) using Ingenuity
Pathway Analysis (IPA) software revealed 135 related canonical pathways that were
statistically significant (P values <0.05) (Supplementary Table 7) and 59 SLC5AS8-deficient
mice after 1 day of iodide administration versus SLC5A8-deficient mice without iodide
administration (KOD1 vs KODO) (Supplementary Table8). 11 are in common as GP6 Signaling
Pathway and UVC-Induced MAPK Signaling. (Figure4). Then, we performed a similar analysis
with 2 mouse groups after 6 days of iodide administration (WTD6 and WTDO0) (KOD6 and
KODO0), GP6 Signaling Pathway is one among the 4 pathways in common (Supplementary
Figure 1 and 2). Ingenuity pathways provides also the upstream regulators analysis, this option
has shown 3 inhibited and 7 activated unbiased upstream regulators in SLC5A8-deficient mice
after 1 day of iodide administration versus SLC5A8-deficient mice without iodide
administration (KOD1 vs KODO) (Figure 5A) while 5 other totally different unbiased activated
upstream regulators have been suggested 37 in wild-type mice after 1 day of iodide
administration versus wild-type mice without iodide administration (WTD1 vs WTDO) (Figure
5B).

All together these results indicate that even SLC5A8 knock-down upregulated and
downregulated genes are similar to those that were upregulated and downregulated after iodide
administration, upstream regulators and pathways analysis suggest more differences in iodide
regulation mechanism than similarity. This insight a strong relationship between thyroid

regulation by iodide and SLC5AS8 function in the thyroid.
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Comparative and quantitative global proteomic analyses strengthen the hypothesis that
SLC5AS8 invalidation and iodide administration effect similar cellular processes
Alterations in cell function cannot easily be deduced from alterations in gene expression
especially not when very specific regulations are studied. Therefore, we analyzed protein
expression using a quantitative global proteomics approach with Tandem Mass Tags (TMT).
Experiments were performed with protein extracts of thyroids from the same animals as were
used above (KODO, KOD1, KOD6, WTDO0, WTD1 and WTD6).

In a first set of experiments (TMT 9plex), thyroid protein extracts were prepared from wild-
type and from SLC5A8-deficient mice without iodide administration, after 1 day of iodide
administration and after 6 days of iodide administration. After trypsin proteolysis, peptides were
labelled by different isobaric compounds (3 samples for each mouse group). Labelled samples
were combined (WTDO+WTD1+WTD6 and KOD0+KOD1+KOD6) and analyzed 2 times by
LC-MS/MS. Identification of the peptides and the proteins was performed using Protein
Discoverer. All results obtained are shown in Supplementary Table 4 (TMT 9plex). 2859
proteins were identified when higher and medium filter (FDR confidence) was used (see

Supplementary Table 9).

We first compared the identified proteins from wild-type mice after 1 day of iodide
administration to those of wild-type mice without iodide administration (WTD1 vs WTDO). We
obtained P values at 0.05 or lower for 25 proteins: 12 upregulated proteins with a fold change
of >1.3 and 13 downregulated proteins with a fold change of <0.77 (supplementary Table 10).
The 10 most significantly upregulated and most significantly downregulated proteins are shown
in Table 1A. When we compared the obtained protein expression data from SLC5A8-deficient
mice after 1 day of iodide administration to those of SLC5A8-deficient mice without iodide

administration (KOD1 vs KODOQ), we obtained P values of 0.05 or lower for 238 proteins. 132
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of these proteins were found to be upregulated (fold change >1.3) and 106 were found to be
downregulated (fold change <0.66) (supplementary Table 11). The 10 most significantly
affected proteins are shown in Table 1B. Surprisingly, Ketohexokinase is the most upregulated
protein. When we analyzed the two previous comparisons (WTD1 vs WTDO versus KOD1 vs

KODO), we found that only 4 proteins were in common (see Figure 6).

Analysis of our protein expression data from wild-type mice after 1 day of iodide administration
and from wild-type mice without iodide administration (WTD1 vs WTDO) using Ingenuity
Pathway Analysis (IPA) software revealed 61 related canonical pathways that were statistically
significant (P values <0.05) (supplementary Table 12). The top 10 pathways are shown in Table
2A. 196 significant canonical pathways were found for SLC5A8-deficient mice after 1 day of
iodide administration versus SLC5A8-deficient without iodide administration (KOD1 vs
KODO) (supplementary Table 13). See Table 2B for the major 14 pathways. As illustrated
by the Venn diagram in Figure 7, only 40 common pathways were obtained for 1 day of iodide
administration in both, wild-type and SLC5A8-deficient mice (WTD1 vs WTDO versus KOD1
vs KODO0). Alterations in these pathways are shown in Table 3. Interestingly, some common
pathways are related to cellular energy metabolism (Glycolysis I). 21 significant pathways were
found only for wild-type mice (WTD1 vs WTDO). 156 significant pathways were exclusively
found in SLC5A8-deficient mice (KOD1 vs KODO) (including Oxidative Phosphorylation).

Table 4A provides more details on the significant protein variations of the glycolysis pathway
induced after 1 day of iodide administration in wild-type mice and SLC5A8-deficient mice
(WTD1 vs WTDO0 and KOD1 vs KODO). Eight proteins of this pathway were identified, 1 in
wild-type mice and 8 in SLC5A8-deficient mice. Two enzymes were upregulated while six
were downregulated after 1 day of iodide administration in both mouse group wild-type mice

and SLC5AB8-deficient mice. In Table 4B we show more details on the obtained data of the
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oxidative phosphorylation pathway, the major pathway obtained for SLC5A8-deficient mice
(KOD1 vs KODO). Ten proteins of this pathway were significantly identified, 1 in the thyroid
of wild-type mice (WTD1 vs WTDO) and 10 in the thyroid of the SLC5A8-deficient mice
(KOD1 vs KODO). In thyroids of SLC5A8-deficient mice, all identified proteins were
downregulated after 1 day of iodide administration (KOD1 vs KODO).

The upstream analysis module of Ingenuity Pathway Analysis suggested that INSR (z-score =
-3.373, p.value =1.02E-09) and IGF1R (z-score=-3.273, p.value=1.02E-06) were the
significantly unbiased upstream inhibitor of 146 detected DEPs in SLC5A8-deficient mice
(KOD1 vs KODO0). In addition, RICTOR (z-score=3.43, p.value=1.27E-13) was the
significantly unbiased upstream activator (Figure 8). In the thyroid of wild type mice (WTD1
vs WTDO0), NFEL2L2 (z-score=2.17, p.value =1.51E-08) was suggested as the unbiased
upstream activator of the DEP’s (Figure 9) while it’s suggested as inhibited (z-score = -1.478,

p.value = 4.32E-11) in in SLC5A8-deficient mice (KOD1 vs KODO) (Figure 8C).

We then compared proteins from wild-type mice after 6 days of iodide administration to wild-
type mice without iodide administration (WTD6 vs WTDO0). When the P value was set at 0.05
or lower with fold change up to 1.3 and under 0.6, 41 proteins were obtained including 35
downregulated proteins and 6 upregulated protein (fold change >1.5) protein (supplementary
Tablel14). The 10 most significantly affected proteins are shown in Table 5A.

Besides, we compared our data to proteins from SLC5A8-deficient mice after 6 days of iodide
administration versus SLC5A8-deficient mice without iodide administration (KODG6 vs
KODO). A total of 130 proteins including 87 upregulated proteins (fold change >1.3) and 43
downregulated proteins (fold change <0.6) were obtained using P values at 0.05 or lower

(supplementary Table 15). The 10 most significantly affected proteins are shown in Table 5B.
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Between proteomic data of SLC5A8-deficient mice, after 6 days of iodide administration
compared to SLC5A8-deficient mice without iodide administration, and wild-type mice, after
6 days of iodide administration compared to wild-type mice without iodide administration
(WTD6 vs WTDO0 and KOD6 vs KODO), one protein was in common as illustrated in Figure
10 A.

Analyses of the protein expression data from wild-type mice after 6 days of iodide
administration versus wild-type mice without iodide administration (WTD6 vs WTDO) with
Ingenuity Pathway Analysis (IPA) software revealed 35 statistically significant canonical
pathways (P values <0.05) (supplementary Table16). 161 statistically significant canonical
pathways were found in SLC5A8-deficient mice after 6 days of iodide administration versus
SLC5A8-deficient mice without iodide administration (KOD6 vs KODOQ) (supplementary
Tablel7). As illustrated in Figure 10B, 14 pathways were commonly related to 6 days of
iodide administration in wild-type mice and SLC5A8-deficient mice (WTD6 vs WTDO and
KOD6 vs KODQ). Interestingly, several common pathways (Figure 10C) were related to
cellular energy metabolism and oxidative stress (mitochondrial dysfunction; NRF2-mediated
Oxidative Stress Response).

Table 4B show more details on the obtained data of the oxidative phosphorylation pathway,
the major pathway obtained for SLC5A8-deficient mice (KOD1 vs KODOQ). Seventeen proteins
of this pathway were significantly identified in the thyroid of the SLC5A8-deficient mice
(KOD6 vs KODOQ) and no proteins in the thyroid of wild-type mice (WTD6 vs WTDO) all
identified proteins were downregulated after 6 day of iodide administration (KOD1 vs KODO).
According to the upstream analysis module of IPA, INSR (z-score = -3.569, p.value =3.86E-
05) and IGF1R (z-score=-2.449, p.value=4.31E-03) were the significantly unbiased upstream

inhibitor in SLC5AB8-deficient mice (KOD6 vs KODO) and RICTOR (z-score=2.449,
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p.value=3.71E-11) was the significantly unbiased upstream activator (Figure 11). Whereas, in

in the thyroid of wild-type mice (WTD6 vs WTDO), all upstream regulators were biased.

To further study the effects of SLC5A8 knock-down, we also performed 6-plex experiments to
compare thyroid protein expression variations in wild-type and SLC5A8-deficient mice without
iodide administration, after 1 day and after 6 days of iodide administration. After trypsin
proteolysis, peptides were labelled by different isobaric compounds (3 samples for each mouse
group). Labelled samples were mixed (WTD0+KODO0, WTD1+KOD1 and WTD6+KOD®6) and
analyzed by LC-MS/MS. Without iodide administration (WTDO vs KODO), 31 proteins
including 26 upregulated proteins (fold change >1.3) and 5 downregulated proteins (fold change
<0.66) were obtained when the P value was set at 0.05 or lower (supplementary Table17). After
1 day of iodide administration (WTD1 vs KOD1), 47 proteins including 35 upregulated proteins
(fold change >1.3) and 12 downregulated proteins (fold change <0.6) were revealed with a P
value set at 0.05 or lower (supplementary Table18). At day 6 after iodide administration (WTD6
vs KODG), 53 proteins including 9 upregulated proteins (fold change >1.3) but 1 downregulated
protein (fold change <0.6) were obtained using a P value at 0.05 or lower (supplementary
Table19). According to IPA analyses, the most inhibited pathways related to SLC5A8 knock-
down were Oxidative phosphorylation, NRF2-mediated oxidative stress response, EIF2,

AMPK, and mTOR signaling and pathways.

In summary, if changes in protein expression after 1 day of iodide administration in wild-type
mice were compared to changes in SLC5A8-deficient mice (WTD1 vs WTDO versus KOD1 vs
KODO), our 9-plex experiments showed much more differences in protein expressions related
to acute iodide administration for SLC5A8-deficient mice than for wild-type mice. Similar to

RNAseq experiments, much less effects on protein expressions are observed at 6 days after
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iodide administration. Interestingly, several pathways related to cellular energy metabolism and
oxidative stress control pathways are modulated by iodide administration and SLC5A8 knock-

out.

Analyses of iodinated peptides of thyroglobulin indicate that SLC5A8 knock-down
impairs iodide organification

Quantification of 3 noniodinated thyroglobulin peptides and their corresponding iodinated ones
by evaluating the ratio lodinated vs Non-iodinated in each condition DO, D1 and D6 in
deficient-mice and wild type mice, revealed a lower level of iodination in thyroids of SLC5A8-
deficient mice if compared to wild-type mice (KODO vs WTDO0) (Figure 12). Under the

conditions 1 and 6 days after iodide administration, this difference was reduced (Figure 12).

Metabolomic analyses indicate that both, iodide administration and SLC5A8 knock-down
affect cellular energy metabolism; SLC5A8 knock-down also impairs iodide
organification

Metabolites were extracted from the thyroids of same groups of mice (WTDO, WTD1, WTD6,
KODO, KOD1 and KODG6). After LC-MS analysis, 4211 metabolites were identified using the
Human Metabolome Database (HMDB). The levels of 125 metabolites were significantly
different (P values <0.05) including 19 upregulated metabolites (fold change >1.3) and 106
downregulated metabolites (fold change <0.6) were obtained when the P value was set at 0.05
or lower (supplementary Table20) in wild-type mice after 1 day of iodide administration
compared to wild-type mice without iodide administration (WTD1 vs WTDO).

The levels of 81 metabolites were significantly different (P values <0.05) in SLC5AS8-deficient
mice after 1 day of iodide administration versus SLC5A8-deficient mice without iodide

administration (KOD1 vs KODO). 46 metabolites were upregulated (fold change >1.3) and 35
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were downregulated (fold change <0.6) (supplementary Table21). We used MetaboAnalyst
studies, including fisher exact tests, to identify significant changes in metabolite levels. In wild-
type mice after 1 day of iodide administration compared to wild-type mice without iodide
administration (WTD1 vs WTDO), the identified metabolites belonged to cysteine and
methionine metabolism, glycerophospholipid metabolism and citrate cycle (Figure 13). The
metabolites identified through comparison of thyroids from SLC5A8-deficient mice after 1 day
of iodide administration to those from SLC5A8-deficient mice without iodide administration
(KOD1 vs KODOQ), belonged to several pathways that are glycerophospholipid metabolism,
sphingolipid metabolism and glutathione metabolism (Figure 14). From the 125 metabolites
selected for significant level changes from samples 1 day after iodide administration of wild-
type mice versus control mice (WTD1 vs WTDO) and the 81 metabolites selected for significant
level changes from samples 1 day after iodide administration in SLC5A8-deficient mice versus
control animals (KOD1 vs KODOQ), only 6 metabolites were in common (Figure 15). After 6
days of iodide administration in wild-type mice (WTD6 vs WTDO0), 145 metabolites are
significantly modified while 138 are modified in SLC5A8-deficient mice (KOD6 vs KODO).
the identified pathways are shown as supplementary data (Supplementary table 22 and 23).

The 7 common metabolites detected related to 1 day of iodide administration in wild-type mice
and SLC5A8-deficient mice (Figure 15) include iodide and pyruvate. According to the effect
of SLC5A8 knock-out on thyroglobulin iodination (Figure 12) and that pyruvic acid is a
substrate of SLC5A8, the values of these 2 metabolites obtained from all the mouse groups are

shown in detail in Figure 16.

We also compared different omics methods results separately, Supplementary data Figure 3
showed no common elements between transcripts and proteins. Although comparing significant

modulated pathways that were obtained from each method from different conditions revealed
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several common cellular processes. In SLC5A8-deficient mice after 1 day of iodide
administration compared to those from SLC5A8-deficient mice without iodide administration
(KOD1 vs KODO), 38 pathways were revealed modulated in both transcriptomic and proteomic
analysis. Among these pathways, UVC-induced MAPK signaling and Protein Kinase signaling
(Supplementary data Figure 3A). In wild type mice after 1 day of iodide administration
compared to those from wild type mice without iodide administration (WTD1 vs WTDO),
NRF2-mediated Oxidative Stress Response and14-3-3-mediated Signaling are two of the 7
pathways that were identified from transcriptomic and proteomic data (Supplementary data
Figure 3B). Only 9 pathways were modulated in common from transcriptomic and proteomic data from
SLC5A8-deficient mice after 6 day of iodide administration compared to those from SLC5A8-
deficient mice without iodide administration (KOD6 vs KODO0) (Supplementary data Figure

30).

When previous transcriptomic, proteomic and metabolomic data were uploaded in omics.net
(http://www.omicsnet.ca), the alterations within pathways observed previously in separated
pathway analysis obtained in wild type mice after 1 day of iodide administration compared to
those from wild type mice without iodide administration (WTD1 vs WTDO0) were almost
similar. The integromic analysis revealed 2 major networks, first one is constructed with 3
nodes and the second with 2 nodes. In the first network, the first node involved in Insulin
signaling pathway (p.value= 1.76e-8), the second in MAPK signalling pathway (p value
=0.00027) and the last in Glycolysis. (p value =0.00195) (Figure 17A). Only 2 nodes formed
the second network, first node involved in Pyruvate Metabolism (p.value= 4.96e-25) and the
second involved in Cysteine and methionine metabolism (p.value= 2.23.e-26) (Figure 17B).
We, similarly, performed the analysis on transcriptomic, proteomic and metabolomic data

obtained in SLC5A8-deficient mice after 1 day of iodide administration compared to those from
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SLC5A8-deficient mice without iodide administration (KOD1 vs KODO0). Four distinct
networks were identified. Fist network is formed by AMP metabolite and the proteins from the
submitted list and involved in Purine Pyrimidine metabolism (p value= 1.01e-58) Nicotinate
and nicotinamide metabolism (p value= 7.37e-20) and Pyrimidine metabolism (1.0le-11)
(Figure 18A). Second network involved in MAPK signaling pathway (p value = 2.69e-8), the
third network is about P450 Cytochrome C responsible of the oxidative metabolism (p value=
3.27e-4) and the last on represents pyruvate metabolism (p value = 1.55e-28) and glycolysis (p

value= 3.43e-15) (Figure 18B).
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Discussion

In this work, we studied the transcriptome, the proteome and the metabolome of thyroids from
wild-type and SLC5A8-deficient mice under control condition (i.e. no iodide administration)
and under exposure to high circulating iodide concentration for one up to six days. We
investigated the effects of SLC5A8 knock-down and of iodide excess alone or when combined.
We aimed to obtain new insights in the molecular mechanisms related to thyroid regulation by

iodide and in the role of SLC5A8 in the thyroid.

This study showed for the first time an unexpected link between the acute response of the
thyroid to iodide excess and SLC5A8 expression. First, we observed that under high iodide
condition, SLC5A8 knock-down leads to the loss of the transient decrease of thyroid hormone
concentration in the blood (Figure 1). This decrease of thyroid hormone concentration in the
blood is a major hallmark of the acute phase of thyroid regulation by iodide in healthy,
genetically non-modified organisms. In contrast, no significant difference between SLC5A8-
deficient and WT mice was observed during the late phase thyroid regulation by iodide (i.e. 6
days after of iodide administration). Second, our study of the transcriptome revealed two
different gene clusters related to SLC5A8 knock-down (KODO vs WTDO0), and also related to

1 day of iodide administration for wild-type and SLC5A8-deficient mice.

A relationship between acute thyroid regulation by iodide and the appearance of oxidative stress
was reported by several other groups (18-20,24). Our results revealed that 15 oxidative stress
and cellular injury signaling pathways are significantly modified after 1 day of iodide
administration in SLC5A8-deficient mice (KOD1 vs KODO). Oxidative phosphorylation and
Eif2 signaling are the most significant modified pathways. 40 are also found in wild-type mice

after 1 day of iodide administration (WTD1 vs WTDO). Expressions of thioredoxin reductase 1
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and stress induced phosphoproteinl are downregulated in SLC5A8-deficient mice after 1 day
of iodide administration (KOD1 vs KODO). Thioredoxins are small proteins that regulate the
redox status of various target proteins (25).

The pathway analysis showed an increase in NRF2 mediated oxidative stress in SLC5A8-
deficient mice without iodide administration if compared to wild-type mice without iodide
administration (KODO vs WTDO) (z score =2.24) and the same pathway is downregulated after
the acute iodide administration in SLC5A8-deficient mice (KOD1 vs KODO) (z score=0.53).
In addition, NFE2L2, a transcription factor related to Nrf2-dependent antioxidant responses,
was suggested as an upstream inhibitor in SLC5A8-deficient mice after 1 day of iodide
administration (KOD1 vs KODO0) while it was an activator in wild-type mice after 1 day of

iodide administration (WTD1 vs WTDO).

Altogether these results confirm the relationship between acute regulation of the thyroid by
iodide and the appearance of oxidative stress. One should note that the synthesis of thyroid
hormones depends on H202 production required for iodination activity of thyroperoxidase (26)
but this cannot explain the iodide-evoked increase of oxygen reactive species. If compared to
wild-type mice, the effect of 1 day of iodide administration on oxidative stress pathways in
SLC5A8-deficient mice is highly amplified. Our study suggests that SLC5A8 function is

required to prevent oxidative stress.

Glycolysis, the tricarboxylic acid (TCA) cycle, and oxidative phosphorylation are important
energy transforming pathways in cells. In the thyroid of SLC5A8-deficient mice at 1 day of
iodide exposure, we detected a significant decreased of the expression of 8 glycolytic enzymes

(Table 4A) and of 10enzymes involved in oxidative phosphorylation (Table 4B). The decrease
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of enzyme of oxidative phosphorylation were also observed in wild-type mice after 1 day of

iodide administration (Table 4A).

Pyruvic acid is a substrate of SLC5A8. Using a metabolomic approach, our results indicate that
its level is higher in wild-type mice compared to SLC5A8-deficient mice (Figure 17) under
control conditions. One day after iodide administration, pyruvic acid levels are decreased in
wild-type mice while they are increased in SLC5A8-deficient mice.

We hypothesize that the acute thyroid response to iodide administration influences processes

involved in ATP synthesis. Further experiments are required to explain this result.

Our results on the levels of iodinated peptides of the thyroglobulin (Figure 12) indicate that
iodination processes are impaired in the thyroid of SLC5A8-deficient mice without iodide
administration. Considering that SLC5A8 is expressed in the apical membrane of the thyrocytes
and, therefore, should mediate an active transport of monocarboxylate from the colloid into the
cell, several hypotheses could be proposed. Further studies are required to explain the observed
inhibition of the iodination.

The free iodide levels measured by LC-MS (Figure 17) suggest also that SLC5A8 knock-down
modifies the regulation of free iodide amount in the thyroid. In wild-type mice, free iodide level
increases after 1 day of iodide administration, this increase is strongly reduced at day 6. In
SLC5A8-deficient mice, free iodide level increases after 1 day of iodide administration (less
than for wild-type mice) and remains at the same level after 6 days. Here again additional

studies are required to explain these differences.

In conclusion, using a multiomics approach this work opens new research avenues in the fields

of the molecular mechanisms underlying the thyroid regulation by iodide and the SCL5A8
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function in the thyroid. Our work also revealed the promising use of SLC5A8-deficient mice

for the study of the acute thyroid response after iodide administration.
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Figures

Table. 6plex and 9plex Labeling plan

Oplex Labeling
126 127N 127C 128N 128C 129N 129C 130N 130C
DOWT DOWT DO WT D1IWT D1 WT D1WT D6 WT D6 WT D6 WT
DO KO DO KO DO KO D1 KO D1 KO D1KO D6 KO D6 KO D6 KO
bplex Labeling
126 127 128 129 130 131
WT D6 WT D6 WT D6 KO D6 KO D6 KO D6
WT D1 WT D1 WT D1 KO D1 KO D1 KO D1
WT DO WT DO WT DO KO DO KO DO KO DO
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Figure 1. Effect of iodide administration on thyroid hormone concentration of
SLC5A8-deficient mice (KO) and wild type mice (WT). Serum concentration of T3
and T4 hormones before (DO) and 1 day (D1) and 6 days (D6) after iodide

administration in SLC5A8-deficient and control mice. Values are means of at least
six independent experiments.
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Figure 2. Effect of iodide administration on thyroid transcriptome of SLC5A8-deficient mice (KO)

and wild type mice (WT). (A)Cluster heatmap analyses that were performed using unsupervised hierarchical
clustering with Pearson correlation merges differences after iodide administration in wild type mice and SCL5A8
deficient mice.(B) 17 transcripts that were involved in SLC5A8 deficient mice after 1 day of iodide administration are
also regulated by SLC5A8 deficience before iodide administration.
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WT D1 D Faold Change
= WTD1_DO KODL_DO
AB30002121Rik 787E-11 4 63E-07
BBO31773 B.15E-09 1.8E-07
Calm4 1.03E+11 3.6BE-06
Cdxl 3.19E+08 2.39E-06
Cryab 0.518616 0.5225738
Em15340 3.71E-09 4 53E-07
Em27230 4 51E-09 3.B4E-07
Em2T7255 1.35E-08 5. 2BE-07
Gm37065 1.71E-11 5_34E-07
Em525 2.02E-05 0.002101
Padid 0.197992 0.156533
KO D 1 _DO Slc5as 19.85102 13.41258
Tctexldl 4 21E-08 5. 13E-07
Trbwl2-2 B4B83.33 0.001073
Trbva 1.06E-05 0.001171
Trhv3l 1.37E+08 4 B1E-07

Figure 3 Effect of iodide administration on thyroid transcriptome of SLC5A8-deficient
mice (KO) and wild type mice (WT).

37 transcripts are modified after iodidie administration in wild type mice compared to 1149 in SLC5A8 deficient mice.16
transcripts are involved in both response to iodide administration.

—logl0 Z score
(p. value)

Canonical Pathway WTDO_ D1 KODO_D1WTDO_ D1 KODO_D1
Role of NFAT in Regulation of the Immune 3.10 1.82 -0.63 -1.39
Response

fMILP Signaling in Neutrophils 2.31 133 0.38 -0.63
GP6 Signaling Pathway 2.23 1.52 2.65 -0.53
UVA-Induced MAPK Signaling 2.22 1.38 1.00 -1.34
Purine Mucleotides De Novo Biosynthesis Il 2.09 1.90 MN/A N/&
Phospholipase C Signaling 1.87 2.44 -0.33 -0.47
Calcium Signaling 1.78 2.98 0.00 0.26
PPAR Signaling 1.67 1.83 2.24 1.73
Epithelial Adherens Junction Signaling 1.52 1.54 N/A N/A
GDNMF Family Ligand-Receptor Interactions 1.46 1.79 0.00 0.00
UVC-Induced MAPK Signaling 1.43 2.26 N/A -0.38

Figure 4. Effect of iodide administration on thyroid transcriptome pathways of SLC5A8-deficient mice

(KO) and wild type mice (WT). IPA analysis revealed that differentially expressed transcripts are involved in 135
pathways in wild type mice after iodide administration while only 59 pathways merged in SLC5A8 deficient mice. 11 pathways
are in common.
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Upstream Regulat... T /| Expr Log Ratic T A5 Predicted Activa... %! | Actnation z-score 2| p-value of cverlap & | Target molecules .. T/ %
PPARD +0,208 Activated 2216 4, 45E-02 TACAAL +FBPLF...all5
LS Activated 2445 2, 10E-02 +GADDYSE, +GCAT..all 6
CEBRA 0481 Activated 2,200 3.83E-03 +CEBPD, +G0G2, T ....all T
CEBPE 0,425 Activated 2449 5,62E-03 +CEBPD, +GASLE...all 6
D38 0,285 Activated 2423 2, 67TE-02 +GADDASG, +GCAT...all B
AKAPS +-L060 1,TBE-02 +MYHT wall 1
SGPP +-0,029 1,85E-02 +Krt10, +LOR wall 2
FMIPT k-L754 4, S0E-03 AMYHT, #THMT ..all2
FAMZE 5,82E-03 +IGFBP3, +RMNASET, ...all 3
5RF +-0,7.20 1,63E-02 +C5RPT, #EGRZ T2l 4

Figure 5A Effect on upstream regulators of acute iodide administration and SLC5A8 invalidation thyroid transcriptome
of wild type mice (WT). IPA analysis merged 5 upstream regulators involved in iodide administration effect in wild type
mice.

*QOverlap P-value indicates the enrichment of network-regulated genes in the dataset and activation Z-score is used to find likely
regulating molecules based on a statistically significant pattern match of up- and down-regulation, and to predict the activation state
(either activated or inhibited) of a putative regulator.

*Activated (z-score 2 2) and inhibited (z-score < -2) upstream regulators are highlighted in orange and blue, respectively.

Upstream Regulat... ™ %| Expr Log Ratio T |T Predicted Activa... /| Actvation z-score % | p-walue of oveslap */| Target molecules ... T/ %
INSIG 10674 Imhibited -2, 967 1.43E-01 +ACSLA, +CYPIALL.G
PLG Inhibited 2213 1,38E-01 CHMZ, il 3
ESRRE +0,057 Imhibited -2,000 5.28E-03 MEF... ...all 4
ATPTB 0322 Activated 2,000 2.33E-01 wall 4
SCAP +0.113 Activated 127195 1,38E-02 YPS1AT...all 8
TOBR k-(,184 Activated 2449 3.32E-02 el &
ILZRG +0,000 Activated 2449 3,12E-02 Wl
ATF4 +0.208 Activated 12, 000 4,05E-01 TARHGAP2ZY, 4. all4
INSR +0,037 Activated 12,959 2 49E-01 +ACSLA FACTNG ..all 15
SIRTT +-(090 Activated 2,138 2 13E-01 AREAL, +CCMN. all 14

Figure 5B Effect on upstream regulators of acute iodide administration and SLC5A8 invalidation thyroid transcriptome of
SLC5A8-deficient mice (KO). IPA analysis merged 4 significant upstream regulators involved in iodide administration effect
in SLC5A8 deficient mice. Three are activated predicted while only one is predicted as inhibited.

*Overlap P-value indicates the enrichment of network-regulated genes in the dataset and activation Z-score is used to find likely regulating
molecules based on a statistically significant pattern match of up- and down-regulation, and to predict the activation state (either activated
or inhibited) of a putative regulator.

*Activated (z-score 2 2) and inhibited (z-score < -2) upstream regulators are highlighted in orange and blue, respectively.
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Table 1A. Top10 up and down regulated proteins WTD1 vs. WTDO

Accession Description Fold Change P
WT_D1/WT_DO value

E9Q2R6 Glyoxalase domain-containing protein 4 0S=Mus musculus 2.587 0.0099
0X=10090 GN=Glod4 PE=1 SV=1

G3UwWV7?7 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 11 (Fragment) 2.278 0.0246
0S=Mus musculus OX=10090 GN=Psmd11 PE=1 SV=1

Q5FW91 Tubulin alpha chain 0S=Mus musculus 0X=10090 GN=Tuba3a 1.572 0.0143
PE=1SvV=1

AOAON4SVU1 Uncharacterized protein OS=Mus musculus OX=10090 1.508 0.0483
GN=Gm7298 PE=4 SV=1

F62QQ3 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 13 (Fragment) 1.435 0.0291
0S=Mus musculus OX=10090 GN=Psmd13 PE=1 SV=1

P24668 Cation-dependent mannose-6-phosphate receptor 0S=Mus 0.682 0.0063
musculus OX=10090 GN=M6pr PE=1 SV=1

P08730 Keratin, type | cytoskeletal 13 OS=Mus musculus OX=10090 0.634 0.0004
GN=Krt13 PE=1 SV=2

Q9D1MO Protein SEC13 homolog OS=Mus musculus OX=10090 0.521 0.0436
GN=Sec13 PE=1SV=3

Q8BJE2 Butyrophilin-like protein 9 0S=Mus musculus 0X=10090 0.504 0.0072
GN=Btnl9 PE=1 SV=1

Q80WJ7 Protein LYRIC OS=Mus musculus OX=10090 GN=Mtdh PE=1 0.498 0.028
Sv=1

Table 2B. Top10 up and down regulated proteins KOD1 vs. KODO

Accession Description Fold Change P value
KO_D1/KO_DO

E9Q1Q9 Ketohexokinase OS=Mus musculus OX=10090 GN=Khk 4.148 0.0432
PE=1 SV=1

Q9JJ28 Protein flightless-1 homolog OS=Mus musculus 3.833 0.0346
0X=10090 GN=Flii PE=1 SV=1

Q4FZE6 40S ribosomal protein S7 0S=Mus musculus 0X=10090 3.384 0.0232
GN=Rps7 PE=2 SV=1

H3BK65 Epidermal growth factor receptor substrate 15 OS=Mus 3.364 0.0395
musculus OX=10090 GN=Eps15 PE=1 SvV=1

Q3uliz8 Myosin light chain kinase 3 0S=Mus musculus 3.078 0.0160
0X=10090 GN=Mylk3 PE=1 SV=1

Q8BH43 Wiskott-Aldrich syndrome protein family member 2 0.411 0.0156
0S=Mus musculus OX=10090 GN=Wasf2 PE=1 SV=1

P17225 Polypyrimidine tract-binding protein 1 0OS=Mus 0.373 0.0153
musculus OX=10090 GN=Ptbp1 PE=1 SV=2

Q80XNO D-beta-hydroxybutyrate dehydrogenase, mitochondrial 0.365 0.0276
0S=Mus musculus 0X=10090 GN=Bdh1 PE=1 SV=2

H3BLN1 Golgi-specific brefeldin A-resistance factor 1 (Fragment) 0.337 0.0071
0S=Mus musculus OX=10090 GN=Gbfl PE=1 SV=1

Q64176 Carboxylesterase 1E OS=Mus musculus 0X=10090 0.247 0.0181

GN=Cesle PE=1Sv=1
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Accession Description Fold Change P.value Fold Change P.value
WT D1vs.DO KO D1vs. DO
G3Uuwv? 26S proteasome non-ATPase  2.278 0.024 2.447 0.022
regulatory subunit 11
(Fragment)
AOAON4SVU1  Uncharacterized protein 1.508 0.048 1.691 0.034
Q8BH43 Wiskott-Aldrich syndrome 0.768 0.016 0.411 0.015
protein family member 2
Q545G1 Uncharacterized protein 0.762 0.029 0.563 0.00007

Figure 6. Effect of iodide administration at day 1 on thyroid proteome of SLC5A8-deficient mice
(KO) and wild type mice (WT).26 proteins are involved in iodide administration effect in wild type
mice compared to 236 in SLC5A8 deficient mice. 4 proteins are in common.

*FC: Fold Change
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Table 2A. Top 10 pathways (out of 61) related to 24 hours iodide administration in wild type
mice *NA: not available

Canonical Pathway P.value Z score
WT_D1vs.DO- WT_D1vs.DO -
14-3-3-mediated Signaling 1.84 N/A
Actin Cytoskeleton Signaling 2.93 0.81
Agrin Interactions at Neuromuscular Junction 2.67 -2,00
Arsenate Detoxification | (Glutaredoxin) 1.64 N/A
Aryl Hydrocarbon Receptor Signaling 1.76 N/A
tRNA Charging 1.69 N/A
Tryptophan Degradation X (Mammalian, via Tryptamine) 2.01 N/A
UDP-N-acetyl-D-galactosamine Biosynthesis | 2.12 N/A
Xenobiotic Metabolism Signaling 1.34 N/A
Zymosterol Biosynthesis 1.35 N/A
Table 2B. Top 10 pathways (out 0f196) related to 24 hours iodide administration in SLC5A8-

deficient mice *NA: not available

Canonical Pathway P.value Z Score

KO D1vs.DO KO D1vs.DO
Mitochondrial Dysfunction 10.47 N/A
Oxidative Phosphorylation 7.27 -4.00
Xenobiotic Metabolism Signaling 7.10 N/A
Sirtuin Signaling Pathway 6.86 0.00
EIF2 Signaling 6.58 -1.00
NRF2-mediated Oxidative Stress Response 6. 55 0.53
Regulation of elF4 and p70S6K Signaling 6.29 1.41
Glycolysis | 6.23 -1.41
mTOR Signaling 5.82 1.51
Ethanol Degradation 5.63 -1.41
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Protein Kinase A Signaling
Pentose Phosphate Pathway (Oxidative
Branch)

Figure 7. Effect of iodide administration on thyroid pathways of SLC5A8-deficient mice (KO) and

wild type mice (WT). IPA analysis revealed that differentially expressed proteins are involved in 61 pathways in
wild type mice after iodide administration while 206 pathways merged in SLC5A8 deficient mice. Venn diagram

shows 40 common pathways.

The complete list of pathways is provided on supplementary data (Supl.table 13 &12)
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Table 3. lodide administration effect on significant pathways involved in proteomes in SLC5A8

deficient mice and wild type mice

2-23. Z score

p value

WT_D1vs.D0 KO_D1vs.DO Canonical Pathway wT KO
D1vs.D0  D1vs.DO

Glycolysis | 1.89 6.23

- Glutathione-mediated Detoxification 1.86 3.89

Regulation of elF4 and p7056K Signaling 2.33 6.29

- Ethanol Degradation II 1.76 5.63

-2. 14-3-3-mediated Signaling 1.84 1.56

Pyridoxal 5'-phosphate Salvage Pathway 1.98 3.00

- Agrin Interactions at Neuromuscular Junction 2.68 1.93

Paxillin Signaling 2.01 1.42

P Rhoa signaling 1.98 3.29

RhoGDI Signaling 3.64 4.32

Tec Kinase Signaling 1.51 3.46

- Agrin Interactions at Neuromuscular Junction 2.68 1.93

Integrin Signaling 2.39 1.35

Cdcd2? Signaling 3.66 1.77

Signaling by Rho Family GTPases 2.10 4.81

I RhoGDI Signaling 3.64 4.32

Protein Kinase A Signaling 2.28 2.26
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TabledA. Protein expressions related to glycolysis. *FC: Fold Change

Symbol Gene Name Log2 F.C Log2 F.C Log2 F.C Log2 F.C

(KOD1_D0) (KOD6_DO) (WT D1_DO)(WT D6_DO)

FBP1 fructose-bisphosphatase 1 1.317 -1.167
GAPDH  glyceraldehyde-3-phosphate -1.263
dehydrogenase

GPI glucose-6-phosphate isomerase 1.522

PFKM phosphofructokinase. muscle -1.311 -1.107
PGAM1 phosphoglycerate mutase 1 -1.199

PGAM2 phosphoglycerate mutase 2 -1.404 -1.271

PGK1 phosphoglycerate kinase 1 -1.160 -1.114

PKM pyruvate kinase M1/2 -1.172
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Table4B.

Protein expressions related to oxidative phosphorylation *FC: Fold change

Symbol Gene Name Log2 F.C Log2F.C Log2F.C Log2F.C
KO KOD6_DO0O WT WT

D1_DO D1_DO D6_DO

ATP5F1A  ATP synthase F1 subunit alpha -1.209 -1.115

ATP5F1C  ATP synthase F1 subunit gamma -1.252  -1.198

ATP5MF  ATP synthase membrane subunit f -1.212

ATP5PB ATP synthase peripheral stalk-membrane subunit b -1.195 -1.163

ATP5PO  ATP synthase peripheral stalk subunit OSCP -1.282 -1.203 -1.186

COX5A cytochrome c oxidase subunit 5A -1.429

COX6B1  cytochrome c oxidase subunit 6B1 -1.167

COX7A1  cytochrome c oxidase subunit 7A1 -1.541

CYC1 cytochrome c1 -1.414 -1.183

CYCS cytochrome c. somatic -1.332  -1.153

MT-CO2  cytochrome c oxidase subunit Il -1.188

MT-ND4  NADH dehydrogenase. subunit 4 (complex I) 1.252

NDUFA9 NADH:ubiquinone oxidoreductase subunit A9 -1.178 -1.252

NDUFA10 NADH:ubiquinone oxidoreductase subunit A10 -1.221  -1.147

NDUFV1 NADH:ubiquinone oxidoreductase core subunit V1 -1.110

UQCRC1 ubiquinol-cytochrome c reductase core protein 1 -1.211  -1.148

UQCRFS1 ubiquinol-cytochrome c reductase. Rieske iron-sulfur -1.486 -1.217

polypeptide 1
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{ Expression Analysis - OPlex KO _D1vs.D0 -

Lipstream Regulator T X |7 Predicted Activation 5.. % | Activation z-score 2| prvalue of overlap /| Target molecules in dat... T #
IM5R Inhibited -3.373 1,02E-08 FACADM, +ACO2 +A.. .all 26
IGF1R Inhibited -3.273 1,02E-05 +FACADM, FACTAL +... .l 13
PPARGC1A Inhibited -2 485 4, 96E-D4 FACADM, +ACATI, +... .all 11
PTEM Inhibited -2 525 5,66E-03 CO2, A0, #CFD..all 10
UCP1 Inhibited -2.333 2,54E-02 1t...al%
SLC13A1 Inhibited -2 440 T,56E-02 [+ .all
RICTOR Activated 3,430 1,27E-13 =l 34
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Figure 8. Effect of iodide administration on upstream regulators of DEP in thyroid of SLC5A8-deficient
mice (KO) (A) List of unbiased upstream regulators (B) INSR inhibition, (C) NFE2L2 inhibition and (D) IGF1R
inhibition and their respective causal networks. IPA analysis merged 8 significant upstream regulators involved
in iodide administration effect in SLC5A8 deficient mice. Two are activated predicted while 6 are predicted as

inhibited.

Up-regulated and down-regulated proteins are highlighted in red and green, respectively, and the color depth is
correlated to the fold change. Orange and blue lines with arrows indicate predicted activation and inhibition,
respectively. Gray lines with arrows depict that the effect is not predicted. Yellow lines represent findings

inconsistent with state of downstream molecule. Dashed lines indicate indirect relationship.
*Qverlap P-value indicates the enrichment of network-regulated genes in the dataset and activation Z-score is used to find likely regulating
molecules based on a statistically significant pattern match of up- and down-regulation, and to predict the activation state (either activated or

inhibited) of a putative regulator.

*Activated (z-score > 2) and inhibited (z-score < -2) upstream regulators are highlighted in orange and blue, respectively.
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Expression Analysk - 9Plex WT D1vs.D0-
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P33 07 B, HE-05 HADDS, +Cybird, 46, wall 10
B ElFaE
= ©F deim
£fF2s1 \4

Figure 9. Effect of iodide administration on upstream regulators of DEP in thyroid of wild type
mouse (WT) (A) List of unbiased upstream regulators (B) NFE2L2 predicted activation and causal

network. IPA analysis merged only one significant upstream regulator involved in iodide administration effect in
SLC5A8 deficient mice that is highly activated.

*Up-regulated and down-regulated proteins are highlighted in red and green, respectively, and the color depth is correlated to
the fold change. Orange and blue lines with arrows indicate predicted activation and inhibition, respectively. Gray lines with
arrows depict that the effect is not predicted. Yellow lines represent findings inconsistent with state of downstream molecule.
Dashed lines indicate indirect relationship.
*Overlap P-value indicates the enrichment of network-regulated genes in the dataset and activation Z-score is used to find likely
regulating molecules based on a statistically significant pattern match of up- and down-regulation, and to predict the activation

state (either activated or inhibited) of a putative regulator.
*Activated (z-score > 2) and inhibited (z-score < -2) upstream regulators are highlighted in orange and blue, respectively.
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TablebA. Top 10 up and down regulated proteins WT_D6 vs WT_DO
Accession Description Fold Change P
WT value
_D6/WT_DO00
Q3ue21 Uncharacterized protein OS=Mus musculus OX=10090 GN=Rab10 PE=2 1.784 0.0405
Sv=1
Q3TIT6 Uncharacterized protein 0S=Mus musculus OX=10090 GN=Dnajbl1 PE=2 1.75 0.0261
SvV=1
Q3uv17 Keratin, type Il cytoskeletal 2 oral 0S=Mus musculus OX=10090 GN=Krt76  1.381 0.0112
PE=1SV=1
A2CG35 Ras-related protein Rab-12 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Rab12 PE=1  1.317 0.0149
Sv=1
Q61781 Keratin, type | cytoskeletal 14 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Krt14 1.312 0.0377
PE=1 SV=2
Q76126 Methyltransferase hypoxia-inducible domain-containing 1 OS=Mus 0.579 0.0399
musculus OX=10090 GN=Methigl PE=2 SV=1
Q3UVI9 Uncharacterized protein OS=Mus musculus OX=10090 GN=Abcf2 PE=2 0.566 0.0264
Sv=1
Q9CRTO Uncharacterized protein (Fragment) OS=Mus musculus OX=10090 0.559 0.0229
GN=Tubb3 PE=2 SV=1
B2RXM2 EG627828 protein 0S=Mus musculus 0X=10090 GN=Gm6793 PE=1 SV=1 0.533 0.0093
P50114 Protein S100-B 0S=Mus musculus OX=10090 GN=S100b PE=1 SV=2 0.424 0.0312
Table5B. Top 10 up and down regulated proteins KO_D6 vs KO_DO
Accession Description Fold Change P value
KOD6/KODO
Q9JKL4 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex assembly factor ~ 2.773 0.0037
3 0S=Mus musculus OX=10090 GN=Ndufaf3 PE=1 SV=1
Q8C3X8 Lipase maturation factor 2 0S=Mus musculus OX=10090 GN=Lmf2 PE=1 2.511 0.0275
Sv=1
Q6PDB7 Carboxylic ester hydrolase 0S=Mus musculus OX=10090 GN=Ces2b PE=1 2.5 0.0104
Sv=1
Q80TU3 MKIAA0684 protein (Fragment) OS=Mus musculus OX=10090 2.412 0.0129
GN=mKIAA0684 PE=2 SV=1
J3QP59 Ataxin-2-like protein (Fragment) OS=Mus musculus OX=10090 2.407 0.0056
GN=Atxn2| PE=1 SV=8
EOCXB9 Catenin alpha-2 0S=Mus musculus OX=10090 GN=Ctnna2 PE=1 SV=1 0.579 0.0106
Q9CQES8 RNA transcription, translation and transport factor protein 0S=Mus 0.578 0.0026
musculus OX=10090 GN=RTRAF PE=1 SV=1
B2ZRS8 Depdc6-003 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Depdc6 PE=4 SV=1 0.567 0.0413
Q9DBC3 Cap-specific mMRNA (nucleoside-2'-O-)-methyltransferase 1 0S=Mus 0.561 0.0058
musculus OX=10090 GN=Cmtrl PE=1 SV=1
Q64176 Carboxylesterase 1E OS=Mus musculus OX=10090 GN=Cesle PE=1 SV=1 0.383 0.0434
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A WT D6_DO KO D6_DO

126
F\\ /
~
Accession = Description F.CKO P.value F.CWT P.value
D6vs.DO D6vs.DO
Q3TIT6 Uncharacterized protein OS=Mus musculus 1.517 0.0013 1.75 0.026
0X=10090 GN=Dnajb1 PE=2 SV=1
Q8VDI9 Alpha-1,2-mannosyltransferase ALG9 OS=Mus 1.747 0.0472  0.759 0.041
musculus OX=10090 GN=Alg9 PE=2 SV=1
Q5DU67  MFLJ0O0088 protein (Fragment) OS=Mus musculus 1.4 0.0078  0.671 0.048
0X=10090 GN=Ganc PE=2 SV=1
Q80W22 Threonine synthase-like 2 0S=Mus musculus 1.515 0.0117 0.649 0.011
0X=10090 GN=Thnsl|2 PE=1 SV=1
B P.value Z.score
Canonical Pathway WT KO WT KO
Dévs.DO D6wvs.D0 Doéws.DO D6 vs.DO
4-hydroxyproline Degradation | 1.65 2.87 MN/fA NfA
Aspartate Biosynthesis 1.65 2.87 N/A NJA
WT D6é_D —— CDKS Signaling 1.40 2.24 N/A 1.13
\ Cellular Effects of Sildenafil (Viagra) 2.05 2.06 N/A NSA
\ Estrogen Biosynthesis 1.53 1.39 N/A N/A
"-.I Gap Junction Signaling 1.31 2.21 MN/fA NfA
147 | Glutamate Degradation Il 1.65 2.87 MN/A MN/A
| L-cysteine Degradation | 1.53 2.58 N/A NSA
y Mechanisms of Viral Exit from Host Cells 1.53 1.39 N/A MN/A
/ Mitochondrial Dysfunction 1.61 13.18 N/A MN/A
"'——KG'BE ) MNRF2-mediated Oxidative Stress Response 1.33 4.47 MN/fA 1.13
- Protein Ubiquitination Pathway 1.55 2.43 N/A NSA
Superpathway of Methionine Degradation 1.65 1.56 N/A NSA
tRNA Charging 1.71 2.50 N/A 0.00
Figure 10. lodide administration effect at day 6 on thyroid proteom (A) and related pathways (B) of SLC5A8-

deficient mice(KO) and wild type mice(WT). (A) 41 proteins are involved in iodide administration effect in wild type
mice compared to 130 in SL5A8 deficient mice at day 6 after iodide administration. 4 proteins are in common. (B)
Ingenuity pathway analysis (IPA) revealed that differentially expressed proteins are involved in 35 pathways in wild
type mice after iodide administration and 161 pathways merged in SLC5A8 deficient mice. Venn diagram shows 14
common pathways.
*N/A: not available
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Figure 11. Effect of iodide administration on upstream regulators of DEP in thyroid of SLC5A8
deficient mouse (KO) (A) List of unbiased upstream regulators (B) INSR, IGF1R and RICTOR

predicted activation and causal network. IPA analysis merged 4 significant upstream regulators involved in

iodide administration effect in SLC5A8 deficient mice. Two are activated predicted and two are inhibited predicted.
Up-regulated and down-regulated proteins are highlighted in red and green, respectively, and the color depth is correlated to
the fold change. Orange and blue lines with arrows indicate predicted activation and inhibition, respectively. Gray lines with
arrows depict that the effect is not predicted. Yellow lines represent findings inconsistent with state of downstream molecule.
Dashed lines indicate indirect relationship.

*Qverlap P-value indicates the enrichment of network-regulated genes in the dataset and activation Z-score is used to find likely regulating
molecules based on a statistically significant pattern match of up- and down-regulation, and to predict the activation state (either activated or
inhibited) of a putative regulator.

*Activated (z-score > 2) and inhibited (z-score < -2) upstream regulators are highlighted in orange and blue, respectively.
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Figure 12. lodinated peptides of the thyroglobulin in control and SLC5A8-deficient mice after
or without iodide administration. lodinated peptides were quantified on LC-MS analysis, ratio
of iodinated peptides compared to noniodinated on Y-axis and peptide iodination and
deiodination on X-axis. Ratio is higher in control rather than the ratio in SLC5A8-deficient
mice.
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Pathway Impact
Pathway Name -log(p) Impact
Cysteine and methionine metabolism 2.7078 0.10977
Glycerophospholipid metabolism 2.4531 0.42809
Pantothenate and CoA biosynthesis 2.3471 0.32653
Citrate cycle (TCA cycle) 1.864 0.10992
Sulfur metabolism 1.8041 0.0
Sphingolipid metabolism 1.7857 0.0
Linoleic acid metabolism 1.6388 0.0
alpha-Linolenic acid metabolism 1.284 0.0
Valine, leucine and isoleucine biosynthesis 1.1166 0.0

Figure 13. Effect of iodide administration at day 1 on pathways related to thyroid

metabolome changes of wild type mice (WT).

Metabolome view, obtained with metaboanalyst analysis, shows all the matched pathways
arranged by -log p values on Y-axis and pathway impact values on X-axis. The color is based on the

p value.

*pathway impact is the cumulative percentage from the matched metabolite nodes
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Pathway Name -log(p) Impact
Valine, leucine and isoleucine biosynthesis 3.1376 0.0
Glycerophospholipid metabolism 2.7605 0.42809
Sphingolipid metabolism 1.9919 0.2807
Purine metabolism 1.8551 0.13529
Alanine, aspartate and glutamate metabolism 1.776 0.0
Linoleic acid metabolism 1.7561 0.0
Glutathione metabolism 1.6506 0.00763
alpha-Linolenic acid metabolism 1.3953 0.0
Methane metabolism 1.3953 0.0
Glycine, serine and threonine metabolism 1.3866 0.0
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Figure 14. Effect of iodide administration at day 1 on pathways related to thyroid metabolome changes
of wild type mice (WT). Metabolome view, obtained with metaboanalyst analysis, shows all the
matched pathways arranged by -log p values on Y-axis and pathway impact values on X-axis. The color

is based on the p value.

*pathway impact is the cumulative percentage from the matched metabolite nodes
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Common Metabolites KO D1 vs DO and WT D1 vs DO

main ID FCWT D1 Vs. DO P value FC KO D1 Vs, DO P value
I{-) 32.15 0.02 215.05 0.01
Cohibin C 2.43 0.02 0.27 0.02
Norpropoxyphene 1.85 0.03 2.54 0.02
Pyruvic acid 0.52 0.01 1.66 0.002
Terbinafine 0.37 0.05 1.51 0.03
Pentadecanoylcarnitine 0.00 0.04 0.15 0.01
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Pathway Name -log(p) Impact
Glycerophospholipid metabolism 5.0884 0.2892
Valine, leucine and isoleucine biosynthesis 3.0843 0.0
Glycosylphosphatidylinositol(GPl)-anchor biosynthesis 2.8484 0.0439
Glycerolipid metabolism 2.6042 0.0192
Citrate cycle (TCA cycle) 2.5023 0.07184
Butanoate metabolism 2.4106 0.0

Pyruvate metabolism 2.3679 0.18375
Alanine, aspartate and glutamate metabolism 2.3271 0.0
Glycolysis or Gluconeogenesis 2.2506 0.09891
Cysteine and methionine metabolism 2.2146 0.02292
Glycine, serine and threonine metabolism 2.0835 0.0

Purine metabolism 1.3629 0.05482

Figure 15. Effect of iodide administration at day 1 on pathways related to thyroid metabolome
changes of wild type mice (WT) and SLC5A8-deficient mice (KO). Metabolome view, obtained
with metaboanalyst analysis, shows all the matched pathways arranged by -log p values on Y-axis and
pathway impact values on X-axis. The color is based on the p value. Venn diagram shows 125
metabolites that are involved in iodide administration effect in wild type mice compared to 81 in
SLC5A8 deficient mice 24 hours after iodide administration. 6 metabolites are in common. These
metabolites are analyzed with Metaboanalyst. Pathways are listed on the table below the venn
diagram.

*pathway impact is the cumulative percentage from the matched metabolite nodes
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Figure 16. Effect of iodide administration on iodide and pyruvic acid levels in wild type mice (WT)
and SLC5A8-deficient mice (KO). lodide and pyruvic acid are quantified by metabolomic analysis.
Concentration of lodide and pyruvic acid are on Y axis, experimental conditions are on X-axis.
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Insulin signaling
pathway
p value =1.76
10e-8
MAPK signaling pathway p value =0.00027
Glycolyse p value =0.00195
Prkaca

|:| Gene/Protein
|:| Metabolite
I:l RNA

. Path.Hits molecules

Figure 17 A. First network based on transcriptomic, proteomic and metabolomic data obtained
in wild type mice after 1 day of iodide administration compared to those from wild type mice
without iodide administration (WTD1 vs WTDO). Integromic analyses were performed with
OmicsNet. Significant RNA, proteins and metabolites are involving in Insulin pathway, MAPK
signaling and Glycolyse pathway.
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L-Methionine

Pyruvate

Pyruvate Metabolism
p.value= 4.96 10-25)

Cysteine and methionine metabolism
p.value=2.23e-26

|:| Gene/Protein
I:l Metabolite
I:l RNA

- Path.Hits molecules

Figure 17 B. Second network based on transcriptomic, proteomic and metabolomic data
obtained in wild type mice after 1 day of iodide administration compared to those from wild type
mice without iodide administration (WTD1 vs WTDO). Integromic analyses were performed with
OmicsNet. Pyruvate metabolite is the main node in pyruvate and Cysteine and methionine

metabolism.
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Pyrimidine metabolism
p.value= 1.01e-11

Purine metabolism
p.value= 1.01e-58

AMP

Nicotinate and nicotinamide
metabolism p.value=7.37e-20

|:| Gene/Protein
I:' Metabolite
|:| RNA

- Path.Hits molecules

Figure 18 A. First network based on transcriptomic, proteomic and metabolomic data obtained
in SLC5A8-deficient mice after 1 day of iodide administration compared to those from SLC5A8-
deficient mice without iodide administration (KOD1 vs. KODO). Integromic analyses were
performed with OmicsNet. Three pathways are involving in the omic set data, Pyrimidine
metabolism, Purine metabolism and Nicotinate and nicotinamide metabolism.
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Network 2

MAPK signaling pathway Glycerophospholipid metabolism
p.value= 2.69e-8 Network 3 p.value= 9.62e-53

5,6-Epoxyeicosa-
8,11,14-trienoic acid

cytochrome P450
(Metabolism of xenobiotics)
p.value=3.27e-47
Network 4

pyruvate metabolism Glycolysis / Gluconeogenesis
p.value= 1.55e-28 Pyruvate p.value= 3.43e-15

I:' Gene/Protein
|:| Metabolite
I:l RNA

- Path.Hits molecules

Figure 19 B. 3 networks based on transcriptomic, proteomic and metabolomic data obtained in
SLC5A8-deficient mice after 1 day of iodide administration compared to those from SLC5A8-
deficient mice without iodide administration (KOD1 vs. KODO). Integromic analyses were
performed with OmicsNet.
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DO_ WT_KO

v
p value z score
Canonical Pathway WT KO DO WT KO DO
DO_vs_D1 DO_vs_D1 KO vs WT DO_vs_D1 DO_vs_D1 KO vs WT
GP6 Signaling Pathway 2.232 1.522 1.901 2.646 -0.535 -0.333
Epithelial Adherens Junction Signaling 1.516 1.536 2.113 N/A N/A N/A
A)
p value z score

Canonical Pathway WT D0O_D1 KO DO_D1 WT DO_D1 KO DO_D1
Role of NFAT in Regulation of the Immune Response 3.10 1.82 -0.63 -1.39
fMLP Signaling in Neutrophils 2.31 1.33 0.38 -0.63

GP6 Signaling Pathway 2.23 1.52 2.65 -0.53
UVA-Induced MAPK Signaling 2.22 1.38 1.00 -1.34
Purine Nucleotides De Novo Biosynthesis Il 2.09 1.90 N/A N/A
Phospholipase C Signaling 1.87 2.44 -0.33 -0.47
Calcium Signaling 1.78 2.98 0.00 0.26

PPAR Signaling 1.67 1.83 2.24 1.73
Epithelial Adherens Junction Signaling 1.52 1.54 N/A N/A
GDNF Family Ligand-Receptor Interactions 1.46 1.79 0.00 0.00
UVC-Induced MAPK Signaling 143 2.26 N/A -0.38

p value Z score

Canonical Pathway KO_DO_vs_D1 DOKOws WT  KO_DO_vs_D1 DO KO ws WT
Axonal Guidance Signaling 3.644 1.601 M/ Mo
Cellular Effects of Sildenafil [Viagra) 1508 1.730 M/ Mo
CREBE Signaling in Meurons 1318 1.836 -0.577 0707
5 Beta Gamma Signaling 1656 1.757 0.205 0.000
Gap Junction Signaling 1587 1.676 M/ Mo
Garm Cell-5ertall Cell Junction Signaling 1.524 2.560 NSA MfA
GPCR-Mediated Mutrient Sensing in Entercendacrine Cells 1501 1474 1.155 0.378
GPS Signaling Pathway 1522 1.801 -0.535 0.333
Nitric Cxide Signzaling in the Cardiovascular System 1.387 1.842 0.000 0.707
Phosgholipases 2730 1679 N/ M/A
Raole of MAPK Signaling in the Pathogenesis of Influenza 2.282 1.727 NSA MfA
Epithelial Adherens Junction Signaling 1.526 2.112 NSA MfA
Sertoli Cell-Serteli Cell Junction Signaling 1.477 2.011 NSA MSA

Supplementary data Figure 1 Effect of acute iodide administration and SLC5AZ invalidation thyroid
transcriptome pathways of SLCS5A8-deficient mice (KO) and wild type mice [WT).
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P value L score
Canonical Pathway DOKOwvs WT WT_DO_vs D& KO_DO vs_D6 DO KO vs WT WT_D0_vs_D& KO_D0_ws_D6&
GPE Signaling Pathway 1.90 1.44 647 -0.33 [ -2.18
A)
p value 7 score
Canonical Pathway WT_DO vs D& KO DD ws D& WT DO ws D& KO D0 vs D&
GP6 Signaling Pathway 144 6.47 Nf& -2.18
Hepatic Fibrosis / Hepatic Stellate Cell Activation 2.06 7.18 Nf& Ma
T Cell Recaptor Signaling 2.36 188 NfA Mfin
Th2 Pathway 1.35 134 0.00 -1.13
B)
P value Z score
Canonical Pathway DO KO vs WT KO_DO_vs_Dé& DO KO ws WT KO_DO0_vs_Dg&
Cellular Effects of Sildenafil {Viagra) 173 2.24 Nf& M/A
Death Receptor Signaling 172 2.34 0.38 -0.32
Epithelial Adherens Junction Signaling 211 1.30 NfA MYA
Germ Cell-5ertoli Cell Junction Signaling 2.56 1564 N/& M/A
GPE Signaling Pathway 180 0.47 -0.33 -2.18
ILK Signaling 244 134 -0.58 -1.73
Phospholipases 168 142 NfA M/A
PI3K Signaling in B Lymphocytes 182 152 -0.33 -1.67
Remodeling of Epithelial Adherens Junctions 1.42 1.66 N/& M/ A

Supplementary data Figure? Effect of chronic iodide administration and SLC3A8 invalidation thyroid
transcriptome pathways of SLCSAB-deficient mice (KO} and wild type mice (WT).
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WT D1_D0O RNA WT_D1_D0 protein KO D1_D0 RNA KO_D1_D0 protein

1149

(88.9%)

WT D6_D0 RNA WT_D6_D0 protein
KO Dé6_D0 RNA KO_D6_DO0 protein

21 92
(18.6%) (81.4%)

Supplementary data Figure3 Effect of chronic iodide administration and SLC5AS8 invalidation thyroid
transcriptome and proteome of SLC5A8-deficient mice (KO) and wild type mice (WT). No correlation
were observed between proteomic and transcriptomic results.
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KO D1_D0 RNA KO_D1_DO protein

A

|
4

Actin Cytoskeleton Signaling

Ephrin B Signaling

Synaptic Long Term Depression

Axonal Guidance Signaling

Ephrin Receptor Signaling

RhoGDI Signaling

Endothelin-1 Signaling
Cholecystokinin/Gastrin-mediated Signaling
Phospholipase C Signaling

Superpathway of Cholesterol Biosynthesis
Role of MAPK Signaling in the Pathogenesis of
Influenza

UVC-Induced MAPK Signaling
a-Adrenergic Signaling

Androgen Signaling

CCR5 Signaling in Macrophages

GNRH Signaling

Agrin Interactions at Neuromuscular Junction
Cellular Effects of Sildenafil (Viagra)

CCR3 Signaling in Eosinophils

Purine Nucleotides De Novo Biosynthesis |1
Role of NFAT in Cardiac Hypertrophy

G Protein Signaling Mediated by Tubby
Role of NFAT in Regulation of the Immune
Response

Signaling by Rho Family GTPases

G Beta Gamma Signaling

Germ Cell-Sertoli Cell Junction Signaling
Gap Junction Signaling

Epithelial Adherens Junction Signaling
GPCR-Mediated Nutrient Sensing in
Enteroendocrine Cells

Synaptic Long Term Potentiation

Sertoli Cell-Sertoli Cell Junction Signaling
Protein Kinase A Signaling

UVA-Induced MAPK Signaling

BMP signaling pathway

fMLP Signaling in Neutrophils

CREB Signaling in Neurons

CDKS5 Signaling

CXCR4 Signaling

WT DI_DO RNA WT_D1_DO protein

l
N

ILK Signaling

NRF2-mediated Oxidative Stress Response
14-3-3-mediated Signaling

Glucocorticoid Receptor Signaling
Epithelial Adherens Junction Signaling
Semaphorin Signaling in Neurons

Rac Signaling

KO D6_DO RNA KO_D6_D0 protein

Actin Cytoskeleton Signaling

Cellular Effects of Sildenafil (Viagra)
Complement System

Death Receptor Signaling

Fcy Receptor-mediated Phagocytosis in
Macrophages and Monocytes

ILK Signaling

Mechanisms of Viral Exit from Host Cells
PKCB Signaling in T Lymphocytes
RhoGDI Signaling

Supplementary data Figure 4 Comparing IPA analysis : Effect of chronic iodide administration and
SLC5A8 invalidation thyroid transcriptome and proteome modified pathways of SLC5A8-deficient mice
(KO) and wild type mice (WT). No correlation were observed between proteomic and transcriptomic
results of wild type mice (WT) after 6days lodide administration
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Discussions et Perspectives

L’essor actuel des méthodes analytiques a haute résolution résulte du développement des
nouvelles méthodes et des progres technologiques réalisés ces derniéres années. L’amélioration
des techniques de séparation, 1’augmentation de la vitesse de séquengage et 1’enrichissement

des banques des données ont permis de révolutionner les approches classiques en biologie.

Ces méthodes «omiques » ont ouvert un nouveau champ d’investigation qui permet de

comprendre les mécanismes biologiques.

Lors de cette étude nous avons eu recours, en premier, a une approche protéomique globale
quantitative par a un marquage isotopique TMT (Thompson, Schéfer, et al., 2003) qui implique
le regroupement des échantillons avant I’analyse en spectrométrie de masse. Ce type
d’approche comprend une analyse simultanée des nombreuses especes peptidiques dans une
méme fenétre de temps, I’analyse est principalement axée sur la fragmentation des formes
majoritaires au détriment d’autres peptides pouvant provenir d’espéces minoritaires ce qui
représente une des principales limites de la méthode. La quantification sans marquage, dans
laguelle les échantillons peptidiques sont analysés séparément, peut conduire a une plus grande
couverture et augmenter de 20% le nombre de protéines identifiés, cependant elle nécessite de
nombreux réplicats biologiques pour obtenir une information quantitative (Bantscheff et al.,
2007; Thakur et al., 2011).

Cette approche protéomique peut étre complétée par d’autres approches globales, notamment

le séquencage ARN a haut débit nouvelle génération.

Cette technique présente I’avantage majeur par rapport a la protéomique, de permettre d’obtenir
des informations sur tous les genes exprimés. Ainsi, dans une deuxiéme partie de cette these,

j’ai combiné les deux approches pour étudier le role de la protéine SLC5A8 dans la thyroide.

Les deux approches sont différentes de la génomique. Elles étudient une dynamique a un instant
donné tandis que la génomique étudie un phénomeéne statique. En outre, a la suite de la
régulation de la traduction et d’un épissage différent des ARNm et I’ajout de modification post
traductionnelles des protéines, un méme genome peut produire des protéomes avec de fortes

différences.
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Les données issues de la transcriptomique sont ainsi également utilisées pour identifier des sites
d’épissage alternatif ou autres modifications post transcriptionnelles. Cette technique permet
de détecter du polymorphisme génétique, ou encore quantifier les changements de niveaux

d’expression de chaque transcrit dans différentes conditions environnementales

Nos travaux de corrélation entre les données de protéomiques et les données de
transcriptomiques ont montré tres peu de similitudes au niveau des comparaisons entre les
transcrits identifiés comme variants et les protéines exprimées différemment, ceci suggeére
I’importance d’autres mécanismes impliqués dans la réponse a 1I’iode comme des effets
possibles sur la traduction des protéines, sur leur stabilitt ou des modifications post-
traductionnels. Néanmoins, nous avons constaté une similitude dans les voies impliquées dans

la réponse de I’iode dans le cas des souris invalidés SLC5AS.

Plusieurs études se sont intéressées a la corrélation entre les résultats de la transcriptomique et
de la protéomique, I'une des premiéres fut menée par Ruedi Aebersold en 1999, qui s’est
intéressé a comparer chez Saccharomyces cerivisae (Patterson and Aebersold, 2003). Cette
étude a mis en évidence la difficulté a utiliser des données quantitatives obtenus par

transcriptomiques pour prédire les niveaux d’expression protéique.

Une étude portant sur le cycle cellulaire de Prochlorococcus, a conclu que la divergence entre
les niveaux d’expression des protéines et les ARNm, divergent significativement. Ces résultats
peuvent étre expliqués par les différents mécanismes de régulation post transcriptomique
(Waldbauer et al., 2012). D’autres études, ont mis en évidence des corrélations paradoxales,
telle que 1’étude de Saccharomyces cerivisae dans un environnement de stress osmolaire (Lee
et al.,, 2011) : les génes qui sont activés sont fortement corrélés a une augmentation de
I’expression des protéines relatifs, mais cela ne s’appliquait pas aux génes inhibés. En revanche,
dans le cas d’un stress oxydatif, une forte régulation post transcriptionnelle a été notée
indépendamment des activations ou inhibitions des protéines (Vogel, Silva and Marcotte,
2011). En outre, une récente étude s’intéressant au vieillissement chez le rat et combinant des
approches omiques, a conclu d’une différence de niveaux de corrélation en fonction de 1I’organe

étudié (Ori et al., 2015).

Ces différentes observations renforcent I’importance d’une approche multidimensionnelle. Les
mécanismes paraissent dirigés du génome au métabolome, en passant par le transcriptome et le
protéome. Cette relation s’avére, en réalité, beaucoup plus complexe avec des régulations plus

ou moins directes de certains métabolites sur la transcription et la régulation des transcrits.
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Outre I’importance d’une approche multidimensionnelle, un des défis majeurs des méthodes
omiques, demeure le traitement bio-informatique et la qualité des données. Ces techniques
générent beaucoup de données et méme si les outils existants sont déja efficaces. Ils nécessitent
une évaluation objective sur la qualité de ses données, il est ainsi important de considérer que
des faux négatifs sont inhérents a tous types de données biologiques. Il est nécessaire d’accorder
de ’importance a la qualité des données et de développer de nouvelles méthodes d’analyse

et/ou d’affiner les méthodes existantes.

La compréhension des mécanismes moléculaires permet de développer de nouvelles stratégies
qu’elle soit dans un but curatif ou préventif. Dans ce cadre, afin de comprendre les mécanismes
moléculaires régissant le processus physiologique du Wolff-Chaikoff, qui se déclenche dans le
cas d’un apport élevé en iode, nous avons entrepris deux études. Une premicre, portant sur les
mécanismes induits par un agent de contraste, longtemps considéré comme étant le méme
mécanisme du Wolff-Chaikoff et une deuxiéme étudiant I’effet de I’invalidation de SLC5AS8
dans la thyroide.

Nos résultats révelent I’importance du métabolisme énergétique dans la réponse aigiie dans la
régulation thyroidienne par I’iode, et du stress oxydatif déclenché par 1’apport de 1’iode. Nous
avons observe des voies redondantes dans les différentes analyses de voies de signalisation dont
la voie PIBK/AKT, mTOR ainsi que les voies impliquant ERK/MAPK. Ces données-la
confirment des précédents résultats décrits dans la thyroide impactant la régulation du NIS dans
le cadre d’un apport aigiie de I’iode (Jung et al., 2008; Souza et al., 2010; Alejandro A
Arriagada et al., 2015; Serrano-Nascimento et al., 2016).

Nos données mettent aussi en évidence I’implication du métabolisme énergétique cellulaire tel
que le cycle du Citrate, la glycolyse, la phosphorylation oxydative et la synthese des AMP dans
la réponse aiglie du Wolff Chaikoff.

Par ailleurs, nos résultats obtenus chez le modele invalidé pour le géne codant SLC5A8 en
présence d’iode comparé au modele invalidé non exposé, mettent notamment une variation dans
la teneur de I’iode interne observé par notre analyse par approche métabolomique. Nos
observations révelent des profils omiques apreés administration d’un exces d’iode entre les
souris invalidées pour le géne codant SLC5AS et les souris controles. L’iode induirait aussi une
diminution de la phosphorylation oxydative via une réduction de 1’expression de plusieurs
enzymes mitochondriales. Nous avons également observé que I’iode module la réponse au

stress oxydatif par la voie Nrf2,
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NRF2 est un facteur de transcription dont I’activation a déja été décrite dans le cas d’une
réponse a un apport aigiic d’iode (Wang et al., 2017). Il est impliqué dans le processus de
protection contre les stress oxydatif engendrée par la présence des radicaux libres. Ces radicaux
sont générés lors de 1’absorption de 1’iode, son oxydation et son organification (Karbownik and
Lewinski, 2003).

Ces résultats nous suggerent I’implication de SLC5A8 dans la réponse a un stress oxydatif dans
la thyroide en jouant un réle de protection. Afin de confirmer, en premier lieu, ces observations,
il est important d’effectuer des dosages de radicaux libres et d’évaluer 1’abondance des
protéines relatives a ses voies ou d’évaluer le stress oxydatif chez ce modele de souris par des

approches classiques de biochimie analytique comme un dosage enzymatique.

Une autre analyse du protéome globale pourrait étre envisagée mais en SRM en sélectionnant

les protéines d’intérét qui correspondent a des enzymes clefs de ces voies de signalisation.

Le passage du glucose dans le follicule nécessite la présence d’un transporteur de glucose qui
permettrait le passage du glucose du colloide vers la cellule folliculaire. Ainsi, en second lieu,
Nous pouvons envisager la recherche d’un transporteur de glucose et de suivre sa
métabolisation jusqu’a sa transformation en pyruvate. Cette approche nous permettrait de

mieux caractériser ce transporteur hypothétique.

Ce travail de thése améliore la compréhension des mécanismes sous-jacents au Wolff-Chaikoff
dans la thyroide mais une validation complémentaire et une caractérisation des effets et voies
identifiées demeure nécessaire. Une amélioration de 1’analyse protéomique a travers un
fractionnement globale préalable en amont ou un enrichissement en se basant sur le
compartiment cellulaire par isolation des protéines cytoplasmiques des protéines membranaires
permet d’augmenter la couverture et I’ionisation des peptides. Il est aussi possible d’enrichir le
phosphoprotéome en utilisant des Kits qui permettent de mieux étudier ces modifications qui
sont impactées par le traitement a I’iode selon nos résultats. Afin d’outrepasser la problématique
de la quantification en TMT en MS2, une MS3 pourrait étre appliquée pour avoir une meilleure

quantification des peptides.

Cette étude multiomique met en évidence le réle de SLC5A8 dans cet organe et son effet sur la

voie NRF2/Keap. Cependant, le mécanisme d’action reste a explorer.

De méme, tres peu de similitude ont été observées entre le mécanisme induit par 1’iode (effet

Wolff-Chaikoff) et celui induit par I’agent de contraste (ICM) testé. Ce résultat a permis de
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confirmer notre hypothése sur la différence entre les deux inductions. Néanmoins quelques
voies de signalisation sont communes pouvant éventuellement expliquer I’inhibition du NIS
par 'ICM. Les voies de signalisation exclusives a la réponse de 1’agent de contraste sont des
voies a étudier plus en détails car elles pourraient apporter les informations sur les mécanismes
d’inhibition de longue durée de ce composé. Identifier ces voies permettrait de mettre au point

une potentielle application innovante en radioprotection.

Aujourd’hui, de nombreuses recherches s’orientent vers les méthodes omiques puisqu’elles
permettent un gain de temps considérable dans la compréhension des mécanismes. Elles
révélent le dysfonctionnement, la dégradation, I’activation ou I’inactivation, le changement du
niveau d’expression, ou du niveau de modifications post-traductionnelles d’une ou de plusieurs

protéines.

Aujourd’hui, I’enjeu majeur de ces approches réside dans leur capacité de transformer la

quantité de données acquises en une réponse a une question biologique.

191



Annexes

192



Résumé

Contexte

Les effets du mode d’administration de I’iode, de I’injection de TSH recombinante humaine
(rhTSH) ou d’un régime pauvre en iode (LID) sur la capacité d’absorption de cet élément par
la thyroide, ont été évalués par Imagerie Micro SPECT/CT chez des souris traitées au T3 en les

comparant a des animaux contréles.

Résultats

L’administration de I’iode radioactif par voie systémique entraine une capacité de captation
plus importante de 1’iode dans la thyroide par rapport a une administration par voie orale. Cette
captation a été évaluée a 2,35 fois plus importante par rapport aux souris ayant un régime

alimentaire normo iodé (NID).

L’administration par voie Systémique des souris soumises a un régime LID a montré une
augmentation de la captation deux fois plus importante pouvant atteindre un niveau 5 fois plus
élevé comparé a une absorption d’iode d’une souris sous un régime NID et ayant re¢u de 1’iode

radioactif par la méme voie.

L’injection de rhTSH induit une stimulation de I’activité thyroidienne des souris traitées T3 et

sous régime NID.

La combinaison d’un régime LID et d’un traitement thTSH des souris traités T3 entraine une

absorption 2,8 fois supérieure par rapport aux souris NID/T3/rhTSH.

Conclusion

L’administration par voie systémique de I’iode radioactif entraine une captation plus importante
d’iode radioactif au niveau de la thyroide comparé a une administration orale, cet effet est

encore plus important chez les souris sous régime LID.

Ces observations pourraient étre appliquée en clinique, dans les examens médicaux des patients
atteints d’un cancer différenti¢ et qui sont traités a la T3, en effet un régime LID pourrait

ameéliorer I’efficacité du traitement par rhTSH.
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Single-Photon Emission Computed Tomography
for Preclinical Assessment of Thyroid Radioiodide Uptake
Following Various Combinations of Preparative Measures

Colette Zwarthoed*3" Kaouthar Chatti!*** Julien Guglielmi!® Maha Hichri!? Cathy Compin,?
Jacques Darcourt, > Georges Vassaux,? Danielle Benisvy? Thierry Pourcher]? and Béatrice Cambien'?

Background: MicroSPECT/CT imaging was used to quantitatively evaluate how iodide uptake in the mouse
thyroid is influenced by (i) route of iodine administration; (ii) injection of recombinant human thyrotropin
(rhTSH); and (iii) low iodide diet (LID) in euthyroid and triiodothyronine (T3)-treated mice.

Methods: Pertechnetate (**™TcO,") and '*I thyroid uptake in euthyroid and T3-treated animals fed either a
normal-iodine diet (NID) or an LID, treated or not with thTSH, and radiotracer administered intravenously,
subcutaneously, intraperitoneally or by gavage, were assessed using microSPECT/CT imaging. Western blot-
ting was performed to measure sodium/iodide symporter expression levels in the thyroid.

Results: Systemic administration of radioiodide resulted in a higher (2.35-fold in NID mice) accumulation of
iodide in the thyroid than oral administration. Mice fed LID with systemic radioiodide administration showed a
further two-fold increase in thyroid iodide uptake to yield a ~5-fold increase in uptake compared to the
standard NID/oral route. Although rhTSH injections stimulated thyroid activity in both euthyroid and T3-
treated mice fed the NID, uptake levels for T3-treated mice remained low compared with those for the euthyroid
mice. Combining LID and rhTSH in T3-treated mice resulted in a 2.8-fold higher uptake compared with NID/
T3/rhTSH mice and helped restore thyroid activity to levels equivalent to those of euthyroid animals.
Conclusions: Systemic radioiodide administration results in higher thyroidal iodide levels than oral adminis-
tration, particularly in LID-fed mice. These data highlight the importance of LID, both in euthyroid and T3-
treated, rhTSH-injected mice. Extrapolated to human patients, and in the context of clinical guidelines for the
preparation of differentiated thyroid cancer patients, our data indicate that LID can potentiate the efficacy of
rhTSH treatment in T3-treated patients.

Introduction

THE USE OF RADIOACTIVE I0DINE (*'I) to treat hyper-
thyroidism or differentiated thyroid carcinoma was first
reported in the 1940s (1,2). In current clinical practice, '*'Tis
used routinely as an adjuvant treatment for differentiated
thyroid carcinoma (DTC). Radioiodine therapy (RAIT) is
mainly used for remnant ablation, adjuvant therapy after
surgery, or to treat persistent disease. To optimize RAIT ef-
ficiency and guarantee a high serum thyrotropin (TSH) level,
the European Association of Nuclear Medicine (3) and the
American Thyroid Association (4) guidelines suggest two
strategies for patient preparation. The first method involves

thyroid hormone withdrawal, which may increase the risk
of hypothyroidism and can be associated with physical
and psychological morbidity. The second, and more recent,
method is based on the administration of recombinant human
TSH (thTSH), which has been approved for radioiodine ab-
lation. The thTSH method is generally better tolerated than
hormone withdrawal.

Additional factors may affect RAIT efficacy. Dietary io-
dine restriction can be used to increase radioiodine uptake and
possibly improve the efficiency of '*'I therapy, especially in
the context of hormone withdrawal (5). The route of iodine
administration (oral or intravenous) might also influence
bioavailability and therefore uptake by target organs (6,7).
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According to American Thyroid Association recommen-
dations, dietary iodine restriction for patients receiving hor-
mone replacement therapy is considered to be a weak
recommendation with “low-quality evidence” (4) due to in-
sufficient preclinical and clinical evidence on the impact
of dietary iodine before RAIT treatment. To our knowl-
edge, only one clinical study has explored RAIT and iodine
restriction together (8), but only the urinary iodine-to-
creatinine ratio was examined and no quantitative analysis of
thyroid iodine uptake was performed. Data concerning the
route of iodine administration are also limited and the results
are controversial. A recent study performed in rats suggested
that oral administration favors radioactive iodine uptake by the
thyroid over the intravenous route (6), whereas some clinical
data suggest that both routes have equal treatment efficacy (7).

In a clinical setting, assessing the impact of various com-
binations of preparative measures to treat differentiated thy-
roid cancer (DTC), including dietary iodine, hormone
replacement therapy, rhTSH treatment, and intravenous iodine
administration, is complex. With the development of dedicated
high-resolution small-animal scanners, functional thyroid im-
aging can now be performed in rodents and these images can
provide quantitative information on thyroid uptake under dif-
ferent experimental conditions. For instance, micro single-
photon emission computed tomography (microSPECT/CT)
imaging of mice was used to define the radiation dose required
to induce thyroid stunning (9). Moreover, radiotracers such as
9mTe pertechnetate (**™TcO,") or '**I can be useful to refine
imaging analyses. Both radiotracers are detectable using
SPECT and are taken up by the thyroid and other organs that
express the sodium iodide symporter (NIS) (10). However,
unlike '#I, *™TcO," is not covalently bound to thyroglobulin
and therefore can be used as an iodide uptake marker (11).

The aim of this preclinical study was to use microSPECT/
CT imaging to determine the influence of the administration
route of either 99mTCO4f r 231 on biodistribution, and to
measure how different dietary iodide intake and recombinant
human TSH (rthTSH) affects euthyroid and triiodothyronine
(T3)-treated mice. Considering the lack of clinically relevant
DTC animal models, we performed these experiments with
mice, which are reported to have a similar NIS expression
pattern to that of humans (12-14).

Materials and Methods
Animals

Female, eight-week-old C57B/6J mice were obtained
from Janvier. Animal housing and procedures were con-
ducted according to French Agriculture Ministry guidelines
and were approved by the local ethics committee (Ciepal
NCE/2014-211).

Animal study protocols

To determine the influence of dietary iodide intake and the
route of radiotracer administration, animals were fed either a
normal-iodide diet (NID, around 1 ug iodide per day) or a
low-iodide diet (LID <0.01 pg iodide per day) for 11 days.
For T3 treatment, T3 at a final concentration of 3 ug/mL was
added to the drinking water, which was available to animals
ad libitum. The various experimental protocols used in this
study are summarized in Figure 1.
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FIG. 1. Study protocols. (A) Mice were fed either the
normal-iodide dlet (NID) or low 10d1de diet (LID) for 8 days
and radiotracer (*™TcO4” 1) was administered intra-
peritoneally (IP), subcutaneously (SC), intravenously (IV), or
by gavage at time zero of the kinetic measurements. Animals
were then anesthetized, positioned on the scanner, and data
were acquired. (B) Mice were fed either the NID or LID and
treated with T3 (triiodothyronine) for 11 days. Sodium iodide
was administered by IP injection at day —4 (0.5 mg) or day —1
(10 ng). Recombinant human thyrotropin (thTSH) injections
were given on two consecutlve days (at days —2 and —1).
Radiotracer (**™TcO,4 or '*’T) was administered by IP at day 0,
which corresponds to time zero of the kinetic measurements.
Animals were then anesthetlzed posmoned on the scanner,
and data were acquired. ° mTCO4 , %™Tc pertechnetate; 1231
iodine 123.

In vivo microSPECT/CT studies

9mTc0,” was obtained from a freshly eluted **Mo/”*™T¢

generator, and 1231~ sodium iodide was purchased from IBA
Molecular. Animals were administered activities of 20 MBq
9mTc0,” or 10MBq '#°I” intravenously, subcutaneously, in-
traperitoneally, or by gavage. Thyroid, salivary gland, and
stomach tracer uptake was measured at different times using a
dedicated microSPECT/CT scanner (eXplore speCZT CT120,
GE) under gas anesthesia (air and 1-2% isoflurane) in an air-
warmed imaging chamber (Minerve) to maintain body tem-
perature at 37°C. The SPECT scanner uses a stationary full ring
of cadmium zinc telluride (CZT) detectors and a rotating
seven-pinhole (1 mm opening) collimator. A total of 350 pro-
jections were acquired over 360°C in 8 minutes.

Image analysis

Images were reconstructed using the manufacturer’s 3D-
ordered subset expectation maximization algorithm (5
subsets and 11 iterations), which incorporates the system’s
collimator—detector response function and scatter correc-
tion. Reconstructed images were analyzed and quantified
using AMIDE software (15). Tracer activity in the vari-
ous relevant organs was calculated as previously described
(16). Three-dimensional regions of interest were drawn
manually around the thyroid, salivary glands, and stomach.
Pertechnetate uptake values were expressed as a per-
centage of the injected dose after decay corrections. lodide-
123 activity values were not corrected for nuclear decay.
The results are expressed as the mean * standard error of
the mean.
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TSH analysis

The quantitative determination of mouse TSH serum lev-
els was performed by enzyme-linked immunosorbent assay
(kit CEA463Mu, Euromedex) according to the manufactur-
er’s instructions.

Membrane vesicle preparation, SDS-PAGE,
and Western blot analyses

Thyroid membrane proteins were obtained as previously
described (9,17) and subjected to SDS-PAGE electrophore-
sis. Western blotting was performed with an anti-mouse NIS
antibody using an affinity-purified rabbit immunoreactive
serum fraction, as previously described (18), or with an anti-
p-actin antibody (Sigma).

Statistical analysis

Statistical analysis and determination of the areas under
the curves (AUC) were performed using Prism (GraphPad
software). Dual comparisons were made using Student’s t-
test and comparisons between multiple conditions were an-
alyzed using ANOVA. Statistical significance was set at
p<0.05.

Results
MicroSPECT/CT images

Typical SPECT/CT images of a naive mouse showing
9mTcO,” uptake in the thyroid, salivary glands, and stomach
regions were acquired (Fig. 2). Similar images were obtained
when 21" was used as the radiotracer (not shown).

FIG. 2. Representative microSPECT/CT images. Upper
panels: Fused SPECT/CT, whole body images of control
mice: anterior and lateral views show *°™TcO,~ uptake in
the thyroid lobes (Th), salivary glands (SG), and stomach
(S). Lower panels: Coronal slices of the thyroid, salivary
glands, and stomach from a control mouse 60 minutes after
99mT¢ pertechnetate injection.

Influence of radiotracer administration route

To determine the influence of administration route on ra-
diotracer uptake by different organs expressing NIS, mice
were fed an NID for 8 days and were scanned at different time
points after radiotracer administration (**™TcO " or '2317). At
early time points (<80 min), 99mTCO4_ accumulation in the
thyroid was higher when the radiotracer was administered
intraperitoneally or subcutaneously relative to gavage ad-
ministration (Fig. 3A), which tended to result in accumula-
tion of the radiotracer in the stomach (Fig. 3B). For both
the thyroid and stomach, intraperitoneal and subcutaneous
(Fig. 3) as well as intravenous (not shown) administration
showed similar radiotracer uptake kinetics. These data sug-
gest that gavage administration promotes radiotracer accu-
mulation in the stomach rather than in other NIS-expressing
organs. To confirm these outcomes, mice were administered
1231" intraperitoneally or by gavage. Thyroid and salivary
gland uptake were monitored over a longer time period—up
to 24 hours. The representative kinetics of '**I” accumulation
in the thyroid showed that for both modes of administration,
the radiotracer levels peaked four hours after administration
(Fig. 4A). The AUC of '*I thyroid uptake in the intraperi-
toneal group was 3.63-fold higher than that of the gavage
group (Figs. 4A, 5). Statistical analysis of thyroid uptake 1
and 4 hours after administration confirmed these results
(Fig. 4B), which were consistent with those for NIS-expressing
salivary glands (Fig. 4B).

B
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FIG. 3. Effect of radiotracer administration route on short-
term **™TcO,~ uptake in the thyroid and stomach. A sche-
matic representation of the general protocol is shown in
Fig. 1A. Mice were fed only the NID and *™TcO,~ was
administered IP, SC, or by gavage. (A) Uptake in the thyroid.
(B) Uptake in the stomach. The results are expressed as the
mean = standard error of the mean (SEM). (n=>5 per group.)
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FIG. 4. Effect of the radiotracer administration route on the kinetics of '?*I” accumulation in thyroids and salivary glands
of NID mice. A schematic representation of the general protocol is shown in Fig. 1A. The mice were fed only the NID and

I- was administered either IP (black bars or signs) or by gavage (white bars or signs). (A) Long-term kinetics of
radiotracer accumulation in the thyroid. (B) Averaged values of radiotracer accumulation in the thyroid at 60 and 240 min
(n=5). (C) Averaged values of radiotracer accumulation in the salivary glands at 60 and 240 min (n=4). The results are

expressed as the mean + sSEM. *p <0.05, ***p<0.001.
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FIG.5. Comparative analysis of '**I" accumulation in the
thyroids of mice prepared with different protocols. Iodine
123 thyroid uptake was measured by microSPECT/CT over
time and expressed as the AUC (area under the curve) at
24 hours. The data represent averages (n=2-6) of radio-
tracer accumulation in the thyroids of the mice. The results
are expressed as the mean * standard error of the mean
(SEM). *p<0.05, **p<0.01, ***p <0.001.

Effect of dietary iodide intake on radiotracer
uptake by the thyroid

For mice fed a low-iodide diet (LID) for 10 days before the
SPECT/CT scans, the kinetics of iodide accumulation in the
thyroid were similar to those obtained for mice fed the NID,
with peak radiotracer uptake 4 hours after administration
(Fig. 6A). The AUC of ' thyroid uptake following intra-
peritoneal tracer administration was two-fold higher than the
AUC for the gavage group, thus confirming that intraperito-
neal radiotracer administration results in a higher accumu-
lation in the thyroid relative to gavage administration. In
addition, radiotracer administration to LID mice resulted in a
higher uptake in the thyroid than that seen for NID mice
(Fig. 4B versus Fig. 6B and Fig. 5). For intraperitoneal ad-
ministration of 23", thyroid activity at peak radiotracer
levels was 2.2+0.27% of the injected activity in NID mice,
but reached 3.42+0.5% in the LID mice (p <0.05). Overall,
combining the LID and systemic radiotracer administration
produced a seven-fold higher accumulation of I~ com-
pared with NID/gavage.

Effect of rhTSH injection on radiotracer uptake
by the thyroid

We first compared *™TcO,4~ thyroid uptake in rhTSH-
treated and untreated NID mice. As expected, thTSH injec-
tion resulted in increased *™TcO,  uptake by the thyroid
(1.7-fold increase) (Fig. 7A). We next assessed the effect of
rhTSH on mice treated with T3. The T3-treated mice showed
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FIG. 6. Effect of the radiotracer administration route on
the kinetics of '**I" accumulation in the thyroids of LID
mice. A schematic representation of the general protocol is
shown in Fig. 1A. Mice were fed only the LID and ad-
ministered '“I” either IP (black bars or signs) or by gavage
(white bars or signs). (A) Long-term kinetics of radiotracer
accumulation in the thyroid. (B) Averaged values of radio-
tracer accumulation in the thyroid at 60 (n=6) and 240
(n=3) min. The results are expressed as the mean+ SEM.
*p <0.05.

a dramatic drop in thyroid uptake that was increased by
rhTSH injections, but not to the levels seen for NID-fed
mice that did not receive T3 (Fig. 7A). To evaluate the
impact of a large, transient increase in dietary iodine, 0.5 mg
iodide was injected 4 days before the T3-treated NID ani-
mals were scanned. Although the 0.5 mg iodide dose did not
affect thyroid uptake 4 days later, a smaller dose of iodide
(10 pg) administered just 24 hours prior to the scan reduced
thyroid uptake by 50%, suggesting that excess iodide can
have a short-term effect on radiotracer uptake (Fig. 7B).
We next evaluated the effect of a low-iodide diet using the
same experimental protocol. In LID mice, T3 treatment
mimicked that seen for T3-treated NID animals in that there
was a significant decrease in the TSH levels as measured by
enzyme-linked immunosorbent assay (301x26pg/mL
mTSH in LID/T3 mice versus 691 =44 pg/mL mTSH in the
LID mice). Meanwhile, rhTSH treatment of T3-treated LID
mice resulted in a significantly higher increase in thyroid
9MTc0, uptake than that produced by rhTSH injection in
T3-treated NID animals (Fig. 7C). These results mirror
those for western blot measurement of NIS expression
(Fig. 7D), which showed that NIS expression was higher in
T3-treated LID animals than in T3-treated NID mice.
Moreover, thTSH injections resulted in higher NIS ex-
pression levels in T3-treated LID animals relative to T3-
treated NID mice.

These data were further confirmed in a kinetic evaluation
spanning 48 hours using '>*I” as the radiotracer (Figs. 5, 8).
The AUC of '*I" thyroid uptake in the LID/T3 group was
1.6-fold higher than that for the NID/T3 group. For both
groups, thTSH treatment produced an increase in the AUC
(2.9-fold and 5-fold for NID/T3 and LID/T3 mice, respec-
tively). Finally, the AUC for the LID/T3/rhTSH group was
2.8-fold higher than that of the NID/T3/thTSH group, and
contributed to a restoration of thyroid activity to levels that
were equivalent to that of euthyroid animals (AUC=2111 in
the LID/T3/TSH animals versus AUC=2082 in the NID
mice, Fig. 5).

Discussion

Radioiodide is commonly used as an adjuvant treatment
for DTC. Treatment effectiveness is dependent on the amount
of radioiodide that accumulates in the thyroid, but there is
little information about the impact of both dietary iodine and
the route of '*'I administration on RAIT efficacy. Thus, this
study examined different preparative measures and how they
affected the level of uptake by the thyroid. Here we show that
systemic or subcutaneous administration of the radiotracer
favors thyroid (and salivary gland) uptake of the radiotracer,
while oral administration produces a significantly higher
accumulation of the radiotracer in the stomach. In patients
with Graves’ disease, the route of administration (oral versus
intravenous) of iodide does not affect the dose received by the
thyroid or the outcome (7). In hyperthyroid cats, thyroid
uptake and outcome were similar in animals administered
radioiodide intravenously or subcutaneously (19). A recent
study in rats suggested that the oral route of administration
favors radioiodide accumulation in the thyroid compared
with the intravenous route (6). This result is in contrast to our
finding that oral administration produces lower levels of
radioiodide uptake by the thyroid compared with systemic or
subcutaneous administration. Notably, unlike human salivary
glands, rat salivary glands are known to lack NIS expression
(14), which suggests that radiotracer biodistribution in rats
and humans may differ qualitatively. Considering the close
proximity of the salivary gland to the thyroid, the lack of
iodide retention in rat salivary glands may have important
repercussions for biodistribution kinetics, and thus the
quantitative data obtained using a rat model may not be rel-
evant to humans. Meanwhile, mice and humans have similar
NIS expression patterns (12,13), and this similarity together
with our results obtained with mice suggests that systemic
administration in humans may be better able to increase ra-
dioactive iodide uptake by extragastric tissues.

In standard practice, logistic considerations and ease of
implementation of a clinical protocol are the main reasons to
choose an enteral route for radioiodide administration. In this
context, clinicians should consider whether the gain in ra-
dioactive accessibility for thyroid remnants and metastases
outweighs the logistical advantages provided by the oral
route of administration. In DTC patients, capsules containing
1-3.7 GBq are routinely given orally. When necessary, the
treatment can be repeated, leading to a cumulative adminis-
tered activity as high as 11.1 GBq (20). A recent retrospective
study involving 2468 DTC patients concluded that a cumu-
lative "*'T dose <37 GBq did not increase the risk of a second
primary malignancy (21). As such, in standard, routine
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FIG. 7. Effect of thTSH injection on radiotracer uptake by the thyroids of NID and LID mice. (A) The general protocol is
shown schematically in Fig. 1B, without additional iodide administration. The data represent the averaged values of
radiotracer accumulation at 60 min in the thyroids of control mice (NID, n=6), after TSH injections (NID + TSH, n=6),
after T3 administration (NID + T3, n= 6) and after TSH injections in T3-treated mice (NID + T3 + TSH, n=6). (B) The
general protocol is shown schematically in Fig. 1B, with administration of iodide. T3-treated mice were admlmstered 0.5mg
iodide for 4 days (light gray bar) or 10 ug iodide for 1 day (dark gray bar) before IP injection of the *™TcO,". The data
represent the averaged values of radiotracer accumulation in the thyroid at 60 min (2=3). ns: not statistically significant;
**p <0.01. (C) The general protocol is shown schematically in Fig. 1B, in which %m0, was administered IP. The data
represent the averaged values of radiotracer accumulation in the thyroid at 60 min (n=4). In A, B, and C, the results are
expressed as the mean+ SEM. *p <0.05, ***p <0.001. (D) Thyroids from mice in Fig. 6C were collected and proteins were
extracted and subjected to Western blot analysis. The blots were probed with a sodium/iodide symporter—specific antibody
or a ff-actin—specific antibody.

situations the gains yielded by systemic administration would 3 - LID+T3
likely not outweigh the logistic advantages of oral delivery. -e- LID + T3+ TSH
However, the situation may be different for other therapeutic -&- NID + T3

approaches. For example, a new therapeutic strategy based on -¥- NID + T3+ TSH
the use of gene therapy to induce ectopic NIS expression in
nonthyroid cancers is emerging (22,23). Moreover, replication-
deficient viruses (24,25) and oncolytic viruses (26,27) have
been used to deliver the NIS cDNA to several different types of
cancer, and preclinical studies in rodent models were used to 0
validate this approach as a proof of principle. However, when )
ectopic NIS expression was evaluated using SPECT/CT im-
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aging and dosimetric calculations in a phase 1 clinical trial
involving prostate cancer patients, men who were administered
a "*'T dose of 7.4 GBq had a mean absorbed dose in the prostate
that was well below the dose required to eliminate cancerous
lesions (28). Therefore, in this experimental situation, im-
provements related to a parenteral administration route of
radioiodide would significantly increase the radiation dose re-
ceived by the target tissue and should be considered.

Time (min)

FIG. 8. Long-term kinetics of '**I" accumulation in the
thyroids of NID and LID mice, stimulated or not with thTSH.
The general protocol is shown schematically in Fig. 1B, in
which '’I" was administered by IP. The data represent aver-
ages (n=2) of radiotracer accumulation in the thyroids of NID
mice and LID mice. Thyroid activities were not corrected for
nuclear decay. The results are expressed as the mean+ SEM.
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We also found that mice fed an LID showed increased
thyroid uptake of radioactive iodide. Considering that similar
effects were observed when *™TcO,~ and '**I” uptake were
measured, the trapping function is likely to be more affected
by dietary changes than is organification. It is well estab-
lished that NIS protein expression is upregulated under
conditions of an LID. The LID-induced increase in iodide
uptake was present in both euthyroid and T3-treated mice; the
T3 administration was designed to mimic the clinical prep-
aration of patients receiving thTSH while on substitution
therapy with levothyroxine. This model system was initially
developed by Colzani et al., who observed that the effect of
rhTSH on thyroid uptake was higher in T3-treated mice
compared with euthyroid animals (29). Alternatively, a
mouse model that spontaneously develops metastatic follic-
ular thyroid cancer exists. Thrb”VPV mice harbor a knockin
dominant negative mutation, known as PV, in the Thrb gene,
and thus could be used to validate our conclusions in the
context of experimental metastatic disease (30,31). In our
model system, the data show that LID-fed animals had in-
creased iodide uptake ranging between 55% and 128% over
that seen for NID-fed animals. This result is in agreement
with a recent systematic review of dietary iodine restriction in
preparation for radioactive treatment or scanning in DTC
patients, which concluded that LID increases radioactive
iodide uptake and could improve 1T treatment outcomes 5).
However, the majority of the studies reviewed included pa-
tients under thyroid hormone withdrawal; the only clinical
study performed on patients with thTSH preparation also
concluded that a two-week LID optimizes radioiodine uptake
(8). This conclusion was based on the urinary iodine-to-
creatinine ratio and no quantitative analysis of thyroid iodine
uptake was performed. Therefore, our data provide preclin-
ical information to confirm and better understand the rele-
vance of dietary iodine when patients are given rhTSH.
Mechanistically, the Western blot experiments demonstrated
that part, if not all, of this iodide-dependent effect is due to an
elevation in NIS protein levels in the thyrocyte plasma
membrane. The relevance of the results we obtained for eu-
thyroid and T3-treated mice to human patients will probably
depend on whether the thyroid cancer tissue retains the reg-
ulatory mechanisms of normal thyroid tissue. While this may
vary among tumors, in general LID has been shown to in-
crease radioiodine uptake by remnant tissue or tumors
(32,33). Given the conflicting evidence on how an LID
affects remnant ablation outcomes (5), additional studies will
be needed for a complete demonstration of the effect of LID
on iodide uptake.

Finally, the effect of rhTSH injections on thyroid radio-
iodide uptake was determined under different conditions. An
increase in radiotracer uptake by the thyroid was observed in
both euthyroid and T3-treated mice fed an NID. These data are
in complete agreement with those of Colzani et al. (29), who
studied the effect of rhTSH on NID-fed rats and mice. In this
context, a large excess of iodide intake given four days before
the scan failed to significantly affect radiotracer uptake. In
contrast, iodide intake 24 hours before the scan reduced ra-
diotracer uptake by 50%, probably through the Wolff-Chaikoff
effect, which occurs in response to an acute iodide excess (34).
These data also highlight the short duration of the effect of
excess iodide intake on rhTSH-induced iodide uptake by
the thyroid. In addition, our data extend the observations of

Colzani et al. (29) to the LID condition. Evaluation of 21~
accumulation kinetics in the thyroid showed that administra-
tion of thTSH to LID/T3 mice resulted in a 2.8-fold increase
in the AUC compared with NID/T3 mice. In this model
system, LID clearly increased the effect of thTSH and
helped to restore a thyroid activity that was equivalent to
that of the euthyroid animals. These data suggest that a
combination of LID and rhTSH for patients receiving
thyroid hormone replacement therapy may be useful.

In conclusion, our data show that a series of preparative
measures can increase thyroid radioiodine uptake and pos-
sibly improve '*'I treatment outcomes, especially in the
context of hormone replacement therapy. First, the systemic
administration of radioiodide favors its accumulation in the
thyroid compared to the oral route. While this approach is
probably not needed for routine DTC cases, it may be rel-
evant to improve the treatment of NIS-expressing tumors
through gene therapy. Furthermore, our data highlight the
importance of LID in both euthyroid or in T3-treated, rh'TSH-
injected mice. Extrapolated to the human situation, and in the
context of clinical guidelines for preparation of DTC patients,
our data indicate that LID may potentiate the efficacy of
rhTSH treatment in T3-treated patients.
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