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eWXGH RPLTXH GH OD UpJXODWLRQ GH OD W
de SLC5A8 dans la thyroide

Résumeé

/I MLRGH HVW XQ FRPSRVDQW HVVHQWLHO DX[ KRUPRQHV W
FDSWHQW OYLRGH FLUFXODQW HW OH FRQFHQWUHQW YH
WKV\URJOREXOLQH SURWpPLQH SUpFXUVHXU GHNONKBRUPRQHYV
capacit&decaptationde O | Lgari@&ithyroideestfinementréguléenotammenparla « Thyroid
6WLPXODWLQJ +RUPRQH 2 76+ PDLV DXVVL OfLRGH FLUFXC
OYLRGH FLUFXODQW OD WK\URenw®8#HXGPpRMLIRQF RB S pip RO
Chaikoff. Ce phénomene se traduit par une limitation transitoire de production des hormones
thyroidiennegui V { D F F R m&a&amhe@ G T Xd@nihutionde O T H [ S Udd NIS (NRtum

lodide Symporter), la proté¢ind HVSRQVDEOH GX WUDQVSRUW DFWLI GH
cette étude, des approches omiques globales ont été mises a profit pour étudégudtatiten

GDQV OH FRQWH[WH GH OYDGPLQLVWUDWLRQ GT1XQ SURGX
codant pour un transporteur de monocarboxylate exprimé damgréide.

Dans la premiere partige ce travail OfHIIHW GHVY DJHQWY GH FRQWUDVWH
XWLOLVpY HQ LPDJHULH PpGLFDOH D pWp pWXGduptiohfDGPLQ
GH OD FDSWDWLRQ GH OfLRGH V REhaKdff AssbtjéSiun potgniiel SD U X
relargageG L R&uteapprochaleprotéomiqueguantitativeglobal,le protéomedethyroide
desouris,apresadministrationG 1 , &a®técomparéuprotéomeaprées administratiots LR G H

Aprés un traitement des données et une analyse bioinformatique, nos résultats mettent en
PYLGHQFH OfH[LVWHQFH GH SHX GH PpFDQLVPHV HQ FRPP
FHSHQGDQW GH SOXV L P Sdpresgidn Qe idrgtéined danb décienchées G T H
uniquement par les ICA.

Dans la deuxieme partie, le role de SLC5A8 dans la fonction thyroidienne et les mécanismes
sousMDFHQWYV | dhalkdfHom ét® @udiés chez des souris invalidées pour le gene
Slc5a8(Solute carrier family 5 number 8) et des souris non mutées. SLC5A8 est une protéine
membranairéentifi€éeaulaboratoireetexpriméadanda membraneapicaleduthyrocyte Cette
protéine catalyse un transport de monocarboxylates différents organes mais son réle dans

la thyroide demeure naucidé.

/ITLQYDOLGDWLRQ QTHQWUDLQH SDV GTHIIHW PDMHXU VXU
une approche multiomique comparative, combinant la transcriptomique, la proté@nlgque
métabolomique, les effets de cette invalidattRPELQpH RX QRQ j XQH DGPLQL"
ontétéexplorésle traitementesdataréveledenombreusesoiesactivéedandesdifférentes

conditions avec des effetinverses a ceuxGH OfJLQYBDUGONWLGRRLQLVWUDWL
LYHQVHPIFOHp GXOWDWY LQGLTXHQW TXH OD SHUWH GH IRQF
delathyroglobulineetle contréledu stresxydatif.

Mots Clefs: Thyroide, WolffChaikoff, agent de contraste, SLC5A8ptéomique
guantitative



Multio mics study of thyroid regulation by iodide andthe role of
SLC5AS8 in the thyroid

Abstract

lodine is an essential component of thyroid hormones. Thyroidtcaghthe circulating iodie
andaccumulatet in the colloid.lodideis subsequentlprganified andncorporated into the
thyroglobulin, the hormongrecursoprotein.Theiodide uptakecapacityof the thyroid is finely
regulated, not only by the Thyroid Stimulating Hormone (TSt aso bythe levels of
circulating iodide. Indeed, an increasein the blood iodide concentratioevokesa regulating
mechanism called the Wolhaikoff effect. This phenomenamcludesa transientinhibition
of thyroid hormoneeleasenda decrease in the expression of NIS (Natrium lodide Symporter),
the protein thamediatesthe active transport ofodide in the thyroidHere global omics’
approaches were used to study this regulatftaradministratiorof iodide oriodinatedcontrast
agents in wildype miceand mice that weredeficient for the monocarboxylate transporter
(SLC5A8)

In the first partof this study we analyzedthe effect of iodinated contrast media (ICM
commonly used in medical imagind headministratiorof theseagentdeadsto areductionin

the uptake ofiodide, which isoften explainedby the Wolff-Chaikoff effectassociateavith a
putativeiodinereleasdrom the canpound Usingaquantitative proteomic approach, the mouse
thyroid proteome, waassessed before aaftertheadministratiorof of ICM or iodide.

In the second part, the role of SLC5A8 in thyroid function andniséecularmechanisms
underlying the WolffChaikoff effectwere studied irboth SLC5A8-deficientand wild type
mice. SLC5A8 is a membrane proteirat isexpressed in the apical membrarighyrocytes
This proteinmediaesmonocarboxylate transport in different organs but its role in the thyroid
remains unsolvedSLC5A8-deficient micehave no apparenthyroid dysfunction but some
preliminary resulthave shown that SLC5A8deficient mice have impairemdide-mediated
regulationof the thyroid Using a multiomi@pproachhatcombinegranscriptomicgproteomics
andmetabolomicstheeffect of the lack of SLC5A8was studied |, terms dhyroid function
andthyroid regulation byiodide. Data processing reveal severahctivatedpathways.Our
results indicate that SLC5A8 functiaa importantfor organificationof thyroglobulin,and
control of oxidative stress.

Keywords: Thyroid, Wolff-Chaikoff, lodinated Contrast Media, SLC5A8, quantitative
proteomics
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Chapitre 1 : Lafonction thyroidienne
. /Y LPSRUWDQFH GH OYLRGH GI

/IMLRGH HVW OO ROWIRVVHQWLHO GDQV OfRUJDQLVPH OHV
estimés al50ug (AFSSA, 2009) Il est @A des éléments constituades hormones
thyroidiennes.8 Q DSSRUW G { ld&GeHjelh& age XeBotammentnécessaire pour

prévenir O uD S S Dad pathblBg@s séveredles que le crétinisraassociées a des carences
iodées(Bleichrodt and Born Ph, 1994Vne carenceFKURQLTXH HQ uRGdH FKH]
caractérise par un goitre et unéduction de laproduction des hormones thyroidiennes
(Verheesen and Schweitzer, 2008)

*PRIJUDSKLTXHPHQ WonésTnmbhtagnebise® ol éoid® |GH OD PHU TXTXQF
prévalence de goitre et de crétinisme a été obsenvé@as de carencbés 1922, l&Buissea
supplémenté ses habitants et son bétail en iode afin de prévenir cette (Aedaogeet al,

2002) Cela flt la premiere mesupeisea grande échelleontre ce type de carence

$XMRXUGDKRQL OMHVWLPDWLRQ GH OfRUQWMS) plvsies®Rd® PRQGL
la populationVR X TUH H Q F R Unduftisfnd €n iDdg§G gabistion mondiale de la Santé,

2014) Ce déficit nutritionnel constitue un problermondial de santé publique. En effgB2

milliards de personnesu totaldontenviron 246 milliongd §nfants de 6 42 ans sont carencés

en iode

Les besoins en iode sont variables selon 'age, le sexe et les situations physiolaggues.
enfants de 7 a 24 mois ainsi queflmames en ageedorocéer constituet la population la plus
exposée awH | | HW Vcaeefhees ldde. Cettedéficience espeut étreétroitement liéé des
échecs d@rocréatioret elle est aussassocié a la mortalité prénatal@Morreale De Escobar,

Jesus Obregon and Escobar Del Rey, 2000; Dunn and Delange, 2001)

Ainsi, afin d'augmenter l'apport journalier en iodés 1952, des lignes directrices ont été

eémises et des mesures concernant un enrgghesst universel en iodeudsel de table et de
cuissornont étépréconisées par les autorités internationales et sanitaires. Ces recommandations
sont régulierementrevisittes (OMS, UNICEF) (WHO, 2014) Durant la grossesse et
OfDOODLWHPHQW GHV GRVHV GYLRGHV VXSSOpPHQWDLUH
augmentent de 150 a 2p@/jour, en raison de modifications du métabolis(®enythet al,

1997; Berghout and Wiersinga, 1998; Doggui and El Atia, 20@&hdantia grossesse, la

production @shormones thyroidiennes maternelles augmente eatsfert de thyroxine et
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GJLRGH GH OD PqUH DX I°WXV HVW -HVYVXQHVISHUR GRHIWL R @\
GTKRUPRQHV WXihteR MOMHQQH YV

/ 1 L R G éssehtia\da synthése des hormones thyroidiennes, smisxces peut entrainer un

dysfonctiomement thyroidien

En Europe, une prise dépassant 600 pg par jour et 1100 pgpyaaux EtatdJnis, est

considérée comme tolérable chez les adyfeamermann and Boelaert, 2018)es valeurs

limites sont arbitraires car certaines populations toléerent uneqhesdose pouvant atteindre

5000 mg/ jour pour les consommateurs de produits issus de (Rreedy, Burras and Watson,

2009) /D WK\URwGH HVW FDSDEOH GH OTMLE&BSWHBJj jO9HS$ PB4V M
sans entrainer des symptdomes cliniques de dysfonctionnement thyroidien ou de goitre. Une
augmentation du volume thyroidien est, néanmoins, obseméchographie accompagnée
GIXQH OpJgqUH EDLVVH SHU YV L¢WIDD)\WadertafistRll) FBBRIQIHDIZ, W K\ U R w
Carlile and Lgerquist, 1977; Phillippoat al, 1992)

8QH VXUFKDUJH HQ L Re@linedtdire\descwdddepifrRidddgigiles menées en

Chine, Danemark, et Turquie suggérent que la supplémentation en sel iodé augmente la
prévalence des maladies thyroidien(Bulow Pederseret al, 2006)et /ou auteimmunes
(Bastemiret al, 2006; Tenget al, 2006, 2009)Elle peut, aussi, étriée a une exposition
professionnelle comme chez les travailleurs des lignes de fabrication en industrie
pharmaceutique, chimique ou électroniq@iévelet al, 2004) Des doses élevées en iode

sont égdement,utilisées dans celitass cas spécifigues comm@RUV GH OXWLOLVDWLF
de contrasteu en contretPHVXUH ORUV G{XQ DFFLGHQW QXFOpDLUH

IMTH[FqV GH OfLRGH SHXW GpFOHQFKHU XQH K\SHUWK\URwWGI
maladie de BsedowGraves(Roti et al, 1993)mais de tels excés peuvent aussi entrainer le
GpYHORSSHPHQW GTK\SRWK\URWGLH -iGgrbuQeV & CHdshimbty GH W
(Braverman, Woeber and Ingbar, 1969; Ratal, 1991) Des doses minimales de 750 ug par

jour provoqueraieinune hypothyroidie chez 208 ces patient&Chowet al, 1991; Reinhardt

et al, 1998)

$XMRXUGTKXL O LRGDWLRQ GX VHO FRQWULEXH FHUWHV j
mais doit également étre cohérente avec les recommandations nutritionnelles visant a diminuer

les apports en sel ajoutéarge consommateur via lalgsie domestique ou en provenance des
produits agroalimentaird®FSSA, 2009; WHO, 2014)
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Il. La thyroide

La thyroide estineglandeendocine qui est située dans le couedtantérolatérale par rapport
a la trachée et au laryrfkigure 1).Elle estla plus grande et la plus vascularisisglandes
du systeme endocrinieklle est constituée de deux lobes séparés par un isgthpneduitles
hormones thyroidienne%5,3 -Tri-iodo-L-thyronine (&) et 3,5,3',5Tetraiodo-thyronine ou
thyroxine(T4) qui régulat le métabolisme systémiqulea thyroide est la seutgande capable
de stockewsa production hormonale sous forme de précurg@arsulano, ParodeBelenitsky
and Carrasco, 2014)

Figure 1 La gande thyroitenneA. Vue de devant (@auché et de derriere (aroite). B. (a
gauche) Coupe latérale de la trachée qui permet d'obsdavéhyroide par rapport a la
trachée. B. (a droite) Coupe histologiqué { Xi@Qybide de rat permettant d'observer
I'anatomie de la glande thyroidienné€F) Follicules thyroidiens(C) Cdloide et (S) Tissue
conjonctif (septa) <RXQJ 2Y'RZG DQG :RRGIRUG

Histologiqguementla glande thyroiénneest (RQVWLW XpH GIXQ WpoiidpPad GH IRC
une membranbasale Chaque follicule est sphéraidHW IRUPp G{XQ FpaKuBeRwGH H ¢
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monocouche de cellules folliculaires épithélialgss thyrocyte$. Le colloide a un rél
LPSRUWDQW GDQV, MifduR ld FhigrayRBUHN@ (@ §) Horécurseur eforme de
stockage des hormones thyroidienmss stockée dans le colloide a haute concentréit@ha
750 mg / ml)ou elle est iodé€SaberLichtenberget al, 2000)

Lesthyrocytessont des cellules polariséeslles ontun coté apicabrienté vers le colloide et
leurs membrane basolatérale sort orientées vers la circulation sanguine permettant le
transport des ions iodures)(IGX VDQJ YHUV OfLQWpULHXU GX WKV\URF\WI

" D X W U H \paFafolldDIxireskppelées cellules §bntprésentedans la thyroideElles sont
moins abondantes et plus grasdue les cellules folliculairest sontORFDOLVpHYV GDQV O
situé entre les folcules (Figure 1b). Ces cellules sont responsables de la production de la

calcitoninequi intervient dans le métabolisme chalcium

[I.1. Organogénese de ¢gande thyroide

Chez les mammiféres, la thyroide est le premier tissu glandulaire a se dévelapserdant,

FKH] OTKXPDLQ FYHVW XQLI"X3dRah® he groSseddeMjud) laGhrodd
FDWDO\VH VHV SUHPLqUHV SUR GESRelkRQIVChaRHER,PPASQ HV W
Avant cela, les hormones gsamiquement produites par la mere et véhiculées au travers du
SODFHQWD GH OD PqUH DX I°WXV

/IHV FHOOXOHV IROOLFXODLUHV VH @pbfyoh&B.SA amr uSDUW L
17°™¢jour, un épaississement au niveau du pharynx primitif enfpecimier et le deuxiéme arc

brachial (Braverman and Cooper, 2012)evient apparent. Il prolifere ventralemertt e
bilatéralement pour former la structure bilobée caractéristique de la glande thyroidienne. Chez
OfKRPPH F{HVW"senaina\te gssesse@elh thyroide est entierement formée

HW TX{HOOH VH SRVLWLRQQH GHYDQW OD WUDFKpH

La glande thyroidiene est considéréeomme étantomplétement différenciée lorsque les
WK\URF\WHV VRQW HQWLqQUHPHQW SRODULVpV RIEDQLVpPV |

initiée.

Ill. La synthese des hormones thyroidiennes

Les hormones thyroidiennesnt la Triioddhyronine (T3) et la thyroxine (T4pat des noyaux

phénoliques reliés par des liaisons éthers eemdé niveau de 3 positions (3,5]3i-iodo-L-
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thyronine, pour T3) ou au niveau de 4 positions (3,5B&&aiodo-thyronine, pour T4)
(Figure?2).

Figure 2 Structure des hormones thyroidienné&) L-triiodothyronine (T3) et (B){I'hyroxine
(T4).

[l1.1. Mécanismede transport ¢H icl&

IHV PpFDQLVPHV GX WUDQVSRUW GYLRGH GDQV OHV IROOLI
GL]DLQHYV GYDQQpHV HW SOXVLHXUV K\SRWKqVHV DYDLHQW

(Q OfpTXLSH eddltigedbsPeliulrt épithéliresissus de thyroide porcirseir

des filtresqui permettent aux cellules de se polariser et de former des épithéiatype de

culture permetin accésaux deux compartimentapical et basolatérahdépendammen© 1 X Q

GH O f@Xtwevduk ont montigue O L RIG, ¥réddnt c6té basolatéral du milieu de culture
PWDLW FRQFHQWUp GDQV OHV Fatd QXD W WR BGH VWV YpX® B X N X
était rajoutéans le compartimemipical(Chambarcet al, 1983)

Cette étude\ait mis enévidenceOD SUpVH@PADRMAVPH GH WdABHMSRUW C

niveau de la membrane basolatéraletdgsocytesChambardet al, 1983).

En 1996, le NIS (symporteur Sodiuntodure Natrium lodide Symportgr la protéine
responsable du passatgl'ioduredans le thyrocyte a été identifiée pour la premiéere(fods,

Levy and Carrasco, 199@)ai etses collaborateusnt FORQp Of$'1F GX 1X8Q) SDUW
lignée cellulaire de thyroide de (®RTL5 HW G § H [dans des gdciR€3 adenopus laevis
CeclonalH D HQVXLWH SHUPLV OTLGHQW [(SrhaniksVal R1Q963H OD VpT

plus tardde celui de la souris dans notre laborat(ferronet al, 2001)
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/H FOR QD DNc @HNI®dgermis une meilleure compréhension du transpdf d R G H

NIS appartient a la famille &es« Solute Carriep et est désigngous le nom d8LC5A5 selon

le « Gene Nomenclature Committee Chez le ratla protéineest constitué de 618acides
aminés(Dai, Levy and Carrasco, 1996 de DFLGHYV DPLQpV(GnahiKet@f KXPDLQ
1996, 1997) &THVW Xd&hE m§jdiiRirement hydrophobique avec 13 segments
transmembranaires (TMSs), une extrénaitdino terminale extracellulaire, et une extrémité
carboxy terminale intracellulair@_evy et al, 1997; Levy, De la Vieja and Carrasco, 1998;
Darrouzetetal., 2014)

NIS catalysH XQ WUDQVSRUW DFWLI GILRGXUH HQ &tRXparDQW j \
DFWLI GTLRG XU HID¢poddond uiXle @rxdient électrochimiquele sodium

maintenu par la pompe Na+/K+ ATPaddlS est situé dans la mémane basolatérale des
thyrocytes epermetainsi deconcenter | | R L \WUredi§risRe@nyrocyte par rapportaa
concentation circulante contenue dans le compartimsariguin(Weiss, Philp and Grollan,

1984; Kaminskyetal, 1994) ,O0 DVVXUH DLQVL OH WUDQVSRUW DFWLI

du follicule.

Lesionsiodures diffusentensuite librement dans le thyrocytées effecteurs impliqués dans
IH SDVVDJH GuHravefd deGoeittaneDSLFDOH M XV TesdtgisgeduRt® O Rw G H
HW RQW IDLW OfREMHW GH GLIIpUHQWHY pWXGHYV

- IYpTXLSH &bpp3aHdéhhbbitré que la pendril@DSSLC26A4) pourrait étre
responsable de ce passéigezhanova and Kopp, 201dpes mutations du geidc26a4
entrain@t un déficLW G TR U J D Q dqui péudrall &tk @xpBdué par un efflux moins
important d'iodure vere colloide(Kopp, 2000)

- Le canal chlor€FTR (Cystic Fibrosis trarmembrane conductance Regulatdfette
protéineest exprimée au niveau de la thyroflie Ganta and Fong, 2018j des études
menées chez des patients atteints de fibrose cystique ont montré que ces sujets ont plus
GH SUREDELOLWp GYDYRLU XQ KDSIRYK A OBELVPH LQIUL

I11.2. Mécanisme GH OfRUJDQLILFDWLRQ

/RUYV Tigxddre@dbkse dans la lumiere folliculaing,est d'abord oxydé el®©H ou I+ puis
incorporévia une liaisorcovalerie dans les résidus tyrosine ddgHgroglobuline Les résidus

tyrosine iodés soratussicouplés pour former des hormones thyroidiennes (Figure 3
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Figure 3 Biosynthese des hormones thyroidientethyroglobuline entre dans le lumen par
exocytose. Le Symporteur Ma transpate les ions iodures du sang vers le cytoplasme du
thyrocyte. Les ions iodures passent vers le colloide par un transporteur apic| (RIZ5 ou

autres). Les ions iodures sont oxydés par la TPO et se fixent de fagon covalente sur les résidus
tyrosinedeD WK\URJOREXOLQH '"HX[ UpVLGXV GILRGRW\URVLQH
pour former les précurseurs hormonaux sur la thyobgline. La thyroglobuline iodée est

ensuite internalisée dans le thyrocyte par endocytose. Les hormones thyroidiehpassts

obtenues par protéolyse de la thyroglobuline et libérées dans lgBanguzet et al., 2014)

/ Hxydaton de | par la« thyroideperoxydase (TPO), protéine de la membrane apicale avec
un domaine catalytigueontenant urhéme nécessitda présence elH>O. qui estlui-méme
généré par la NADPH double oxydase 2 (Duox2), une protéine membranaire appartanant
famille des NADP(H) (NicotinamidéAdénine Dinucléotide Phosphate-DépendentFlavin
AdénineDinucléotideOxydasé. Le nom dualoxydaseprovient de la présence d'un domaine
faisant face a la lumiére du follicylpréserdint une similarité de 45%u niveau desacides
aminés aveta TPOetayantune activité peroxydase putati{Ris-Stalpers C., 2006; Bedard,
Lardy and Krause, 2007)

L'activité de Duox2 estugmenge par unélévaion de la concentratioenCa2 intracelluaire.
Des mutationsu niveau des genes codant pour les protddé®X2 et DUOXAZ2,(le facteur
de maturation et la protéine chaperordeeDUOX2), ont été identifiés parmi les causes
Gh¥pothyroidie congénitale (@ (Morenoet al, 2002; Zampronet al, 2008) Etant donné
OfLPSRUWIDMaRs I& Bynthése hormoaaDUOX1, qui est une protéine dont la
fonction est identiqued celle deDUOX2, peut aussi étre réguépositivement afin de

compaser la défaillance deUOX2.

'DQV OD OXPLgUH GX IROOLFXOH WIKTB®RWMISW BiQdavidicdd@ v O TR
résidus tyrosine de la thyroglobuline  H ® Yp W COSTHR GJD Q Uh ioBdaat pdt @ suite
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lié parliaisoncovalerte auxrésidus tyrosine de la thyroglobuline pour ainsi former la Mono
iodotyrosine (MIT) ebou deux iodes sont liés pour former daiodotyrosine (DIT). Ces
LOQWHUPpPpGLDLUHYV GfKRUPRQHV WKA\URWGLHQQHV LRGpV OL
de nouvea grace da TPO via une liaison éther pour former T8n résidus diodés et un

résidus monaodés) et T4 (deux résidus diodés) (Gavaret, Cahnmann and Nunez, 1981;
Dedieuet al, 2010)

La thyroglobuline est un homodimere de 660 kDa hautenhgcgylé epossédnt123 résidus
tyrosine. Seul un tiers de ces résidumspotentiellementodéschez la souris en comparant a
15chez O § K R ReRrhbyenneb MIT, 5 DIT, 2,5 T4 et 0,7 Tdar chaineCette répartition des
iodations est effectuée sur dessitions hormonogéniquéBedieuet al, 2010; Braverman and
Cooper, 2012)

La thyroglobuline iodée établaussides liaisons disulfide, dityrosine, et glutarhysine et
avec des micro globules de protéines insolu{@adberlLichtenberget al, 2000) et est stockée

sous forme colloidale dans la lumiére dllid¢ale.

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 ecotfipternalisation de la
thyroglobuline par endocytose ou micropinocytose. bgrdglobulineinternalisée subit un

clivage protéolytiqgue dans les lysosomes, T3 (20%) et T4 (80%) sont ensuieslitiéns la
circulation sanguin€Braverman and Cooper, 201&)ec la contributionGufi transporteur de
monoa@rboxylates MCT8 (SLC16A2).

La MIT et laDIT produites parla protéolysede la thyroglobulinesont métaboliss, dans la
thyroide en iodure et etyrosine pamuneiodotyrosine dialogénase (Dehalldépendante du
nicotinamide adénine dinucléotide phogghet utilisant laflavine mononucléotidéFMN)
comme cofa@ur (Stanbury JB, 1957; Rosenberg and Goswami, 1979; Matealg 2002)

/ Jodure est libérédu MIT ou du DIT et peut alors étre réintrduit dansle processus
d'organification. L'activité Dehall est critique pour la synthése de quantités adéquates
GIKRUPRQHV WK\URwWG teHe&gy2lbgéGRHD O THhRa by tdieNewdpbirtit des

formes intermédiaires des hormones thyroidiennes.

La quantitéGddurerecycléest3 a 5 fois plusmportantquecelle SURYHQDQW GH OfDOL
DX QLYHDX GH O flaB/Gthéesxay habrnhovigthyeddi@nnhegDegroot, 1966)Les
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mutations débehall engendrenin hypothyroidismeongénital,un goitre, uneaugmentation

des taux sériques de MIT et DIT, et une perte urinaire sévereMigg les effetgpeuvent étre
minimisésavec succes en administrant de grandes quantitégdddnction e I'age du patient

lors du diagnostic et du début de traitemers, m@tations peuvent entrainer un retard dans le
développement mentélohnet al, 1955; Morencet al, 2008) Les défauts 'dctivité Dehall

souligne I''mporD QFH GX SURFHVVXV GH UHF\FODJH GH OfLRGH GC

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

La synthése des hormones thyroidghlV GpSHQG @ H LORI®K SRUedarAd UpJ X O
thyrotropine(Thyoid Stinulating Hormone TSH), une glycoprotéine de 30 kDa synthétisée

par les cellules basophiles de I'adénohypophyse eesjuconsidérée commnie régulateur

hormonal majeur de @nction thyroidiennelLa TSH est constituée de 2 sawstés : la sous

XQLWqui est identiqgue a celle des hormones sécrétées par la glande pituitaire
antérieure OTKRUPRWPHPQLVD QWH HW-sinfukaR&JIHROQASH) RIDeCsalls X O R

X Q L Yudui confére sa spécificité fonctionnelle.

La libération de la TSH répond aaistimulation parf KRUPRQH WK\UpRWURSH 7K\U
HormoneTRH). La TRH est une hormortda peptidique de 362 Da présentant une séquence
pyro-Glu-His-ProNH> HW SURGXLWH SDU OTK\SRWKDODPXYV

Figure 4. Mécanisme de la rédation de la thyroide par la TSkhdaptée d€Brent, 2012)
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Les hormones thyroidiennes agissent aussi yparétrocontréle négatif afin de réguler
négativement I'expression des hormeosagmulatrices/ {DXJPHQWDWLRQ GH OD FRQ
hormoneghyroidiennes circulantes4 €t Tz, inhibe la fonction thyroidienne par diminution de

la TSH (Figure 4)Dans notre équipél a été recemment démontré que fgp€ut également
directementinhiber la fonction thyroidienne indépendamment de la (Bkarthoedet al,

2016)

La TSH se fixe a son réceptetlihyroid Stimulating Hormone receptofr$Hr), appartenant a
la famille des récepteurs transmembrarsa@e qui est exprimé au niveau basolatétalla
membrane dthyrocyte Ce couplag@ormonérécepteur conduit principalement a un couplage
de GS. etpar conséquert X Q H D FW L ¥d2ihylatRyglaSeFigDre 5)(Halmiet al, 1959;
Wilson et al, 1968; Weiss, Philp and Grollman, 1984)

/1D XJPHQW DAWR BRyQlig@&ldntifie la phosphorylation de la protéine kinase A et
OTDFWLYDWLR Qda@d 1D sywuddlHV e mbyatelldsvque la forskoline et la toxine
cholique (Weiss, Philp and Grollman, 1984; Kogei al, 1997) L'activation de la voie

d'adénylate cyclase stimule la transcription du &gaiet al, 1997)

Figure 5. La liaison de la TSthu TSHrdéclenche l'activation de I'Adényl cyclase dépendant

GH *V FRQGXLVDQW DLQVL j XQH VWLPXODWLRQ BA OD SUR
est activée et phosphoryusieurs protéines impliqueeGDQV OTHQWUpH GH OfLR
thyrocytes comm le NIS et dans la libération des hormones thyroidiennéadjad;,
Schlumberger and de Vathaire, 2009)
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La régulation du NIS par la TSldst a & fois transcriptionnelle et postaductonnelle
(Kaminskyet al, 1994; Kogaiet al, 1997; Ajjanet al, 1998) Les travaix de Kogai suta
lignée FRTL5 [ignée thyroidienne de cellules de rat) ont montré que la TSH stimule
I'expressiordu NIS au niveau protéique &RN messager. Mais la stimulatiole la captation
d'iodure Qefait observéquedans leshyrocytesdéjaorganseés en folliculeet non pas dans les
monocouchedecultures primaires dinyrocytegraitées par la TSH. Cette observation met en
évidence l'importance de la polarisation celitd etde I'organisation spatiale pour Il'activité
fonctionnelledu NIS (Kogai et al, 2000) ' Des Ykavaux ont montré que la TSH ne stimule
SDV XQLTXHPHQW OfH[SU dVadiessaye@G ¥ medbrabeldsndithyxbideV
(Kogai, Taki and Brent, 2006)

Lorsque le taux de TSH eptus éleve, Gafitres voies pewert étre stimulées: Gg/11 et la
phospholipase ©@épendante inositol phosphate (la cascade RijBRactive b synthése de
H0. HW OTRUJDQL I (E@WAINRIQI,QMIOP LR GH

La régulation du TSHr a aussi un effet sur la régulation de la PBid.particulierement, dans

des lignées dérivées de tumeurs thyroidieR€€-133 et BPAP) GIDXWUHV PpFDQLVF
été mis en évidencau niveau G HARNTn, apres inhibition des voies de signalisation ras
BRAF-MAPK et PIBKKAKT-mTOR 'T$JRV ¥t laR R014) Les inhibiteurs dERK et

GMKT LOQOGXLVHQW GHV QLYHDX[ GYH[SUHVVLRSHGLIIpUHQWYV C

- /7L Q koh Bl entraine une augmentation du NIS et une diminudiomSHr. Cet
effet est observé seulement dans la lignée-E3&

- /ILQKLBIE. HOQWUDLQH X GHi DY IFHPDVEBWLREW GX 76+U

est observé seulement dans la lignée du BCPAP.

Une étude menée en 2016 sur des cultures primagessde cellulesdethyroide humaine a
exploré le réle du récepteur IGR dans laégulation du TSHr(Morganet al, 2016) Cette

étude a permis de mettre en évidence«grosstalk» entre TSHr et IGHR, sans activation
DJR QL VW HLRG ¢li @tgrvignt dans la régulation du NIS par ugcamisme impliquant
ERK1/2et'ou AKT (Morganet al, 2016) Cette activation serait dépendadtecoupbge des
protéines GKriegeret al, 2017)
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V. Larégulationde la fonction thyroidienngar
OfLRGH

/ITDGPLQLVWUDW L &énef Hle@Rev ibde PHRLles rats, souris ou humains,

entraine immédiatement un effet sur la fonction diienne indépendamment du niveau des
hormones thyroidienne€ette régulationrSHUPHW | OD Wusglj RODOHSSRURNG B
CeteréguODWLRQ SDU OD FRQFHQWUDWLRQ GTLRGH FLUFXODQ
GIXQH SKDVH QM pVFIK DOSTDHRHRQ W G Blle Re&t Fpglel efitHVgifo HY p
Chaikoff (Wolff and Chaikoff 1948; Halmiet al, 1959)

La thyroide a la capacité de s'adapter aux surcharges iodées, en rdducsgtation et
l'organification de l'iode. Cet effet Wol€haikoff s'observéres nettemergntre 6 et 2sheures

apres expositiomaiscertaines rédationsse mettent en place tres rapidemenj.(1h

Quant da réponse aigyéure inhibition de la génération de:®@, GH OTR[\GDWLRQ GH O
de sa liaison aux protéineest rapidement induiteCete inhibition entraire une baisse

transitoire dda syrthese des hormones thyroidiené&lff and Chaikoff, 1948kt estlevée

au boutde 2hHXUHV PrPH VL XQ DSSRUW LPSRUpsaDeuWre@irLRGH H)\
aune synthésaormaledes hormones thyroidiennesD FDSDFLWp GH FDSWDWLRQ
réduite pendant la réponse aigué mais elle reste basseldypbaseGfpFKDSSHPHQW

/ITHITHW G fLQKL EBLEW 4R e wdmi€ $i FidBkyo par Wolff et Chaikoff lors

dTXQH pWXGH IDLWH FKH] OHV U Dav G HVV GHRR/GIVO AV RR.Q WD W\
en intrapéritonéale et deux paramétres ont été suiwisiYHDX GTRUJDQLILFDWLRQ
GLVWULEXWLRQ GH OYLRGH GDQV O R@WYV P XQ HMIRWYV&YIHG
DLJ*H GH OfRUJD Q (mairs 0&2heuesGHHWO j DRGWHXLWH GTXQH DGPLC
dose seuil (>auM) (Wolff and Chaikoff, 1948)Cette diminutionGH OTRUJDQLILFDWLRC
captationQ fH Q W WDG DK\ SPWAS WIHRNWIEHWH DSUqVY OJLQMHFWLRQ GH C

hormoneghyroidienneareprisnormalementhez les ratéWolff and Chaikoff, 1948)

/1 HI11HW-CHikoflau niveau déa captationU pV XOWH G HS@Mthgekal FIB8U;L R Q
Spitzweget al, 1999)de O TH[S UH V V A R@isaxnited transcriptionnel ptotéique
(Uyttersprotet al, 1997; Leoniet al, 2011) Il a été démontrél X 1 X Q H[F gnduidyheR G H
diminution deO TH[S U HV V L R@ssadeduDN]$ Saktabilité et sa traductiofEnget al,

1999) Cet effet a été obserwé vitro dansla lignée PCCL3unelignéeissuede thyroide de

rat, et in vivo chez des rat§SeranoNascimento, CalSilveira and Nunes, 2010; Serrano
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Nascimentcet al, 2012) En 1999, les travauG 1 (QJ V X JIIX\H FDQWPSRUWDQWH Gpl
GH OYfH[SUHVVLRQ GX 1,6 DSUqV KHXUHV GYH[SRVLWLRC(
SKpQRPQqQBISSHFPHQW REVHUYp (Q HIIHW OD GLPLQXWLRQ
seraitresponsableGH OD UHSULYV B n@fiaedds Wor@dds ghyroidiennes chez les
rats(Enget al, 1999; Pramyothiet al, 2011)

Figure 6. /T H I delWblff Chaikoff = OD VXLWRIUB/HXQ@GRVH GILRGIH XQH L
observée au niveade O TH|[S U H MM teRyQi e@tiaine une réduction dans le transport de

O 1 L Brig Haisse de la synthedes hormones thyroidiennes est obser@ée | OTH[FqQV GILR
Un niveaunormal de productiordes hormones thyroidiennes sera rétabli lors deHase

d ®chappemer(Leung and Braverman, 2014)

Le PpFDQLVPH UpJWafi4RRIVL D RHI KHMA VNéatnibvs hie3ddedriG X 1 X Q

H[F q Ver@§ine une augmentation de production@@ ULYpV UpDFWLIV GYR[\JgQ
Oxygen SpeciesROS), dans les thyrocyteshez plusieurs espec@danyet al, 1992; Golstein

and Dumont, 1996; Corvilairet al, 2000; Poncinet al, 2008) HW TX{LO HQWUDLC
augmentation de la productionideO,, chez les FRTL5 (lignée de celluldégytoidiennes issues

durat) MXVTXT]j KHXUHYV @Isjahgrnd Al ABiggddawdl,RQL5) Il a aussi été

déemontré que la superoxyde dismutase (P®Dn effet protecteur a la suite du stress oxydatif

engendré par les concentrations élevées en (gde.et al, 2012; Wanget al, 2015)

Bien que le niveau de base deSURGXFWLRQ GHV HVSqFHV UpDFWLYHV

important pour maintenir le niveau tiebiosynthésales hormones thyroidiennéBoncinet
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al., 2008; Poncin, Colin and Gérard, @), plusieurs auteurs ont suggéré que cette forte
productionde ROSVHUDLW UHVSRQVDEOH GH OYDFWLRQ DQWLSURC
les thyrocytegMany et al, 1992; Denef, Many and Van Den Hove, 1996)

De plus,uneforte production de ROS a déja été démontrée comme étant assdOi§eD FW LY DWLF
de la voie de signalisation AKT/PI3K dans différentes leg{®ong Yunet al, 2003; Cheret

al.,,2006) & RPPH O DGR OW LRI@Hatibdedadie de signalisation PKBAKT
GpFOHQFKHQW GHV HIIHWV LQKLELWHXUYVY VLPLODLUHV VXU
PTXLSH D pWXGLp OfLPSOL BDWULRIX GHW(TRGENSRE D@0 R G H

et al, 2014) SelonSerraneNascimentcet al., OfLQKLELWE&BQ GrihliRy&kit la

voie phosphatidylinositeB-kinase/pragin kinase B ou PI3K/AKTSerraneNascimentcet al,

2014) Celiena & déduitSDU OD IRUWH SKRVSKRU\ODWER&akhes.7 HQ S
FHWWH SKRVSKRU\ODWLRQ HVW PRGLILpH HQ SUpVHQFH G
ou le 2-4-Morpholinyl-8-phenyt4H-I-benzopyram-one (SerraneNascimentoet al., 2014)
INDFWLYDWLRQ G X-kepplatioydatif aldupsi été propeséns la protection

GH OD WK\URWGH GDQU® QR ®ENg eGH. R@Q7H[FqV GH

LYK\SRWKqQVH GT1XQ FRPSRVp LRGp SURGHELhWeGdaPMUWD JODQ
la compréhensiomes mécanismes moléculaires liés a cet .efetsieurs coosés ont été
proposést des investigations cherchant a sawdiff LWONS UR G X L WHINL FEHWO QI RIGIH R Q

menées

- /YL R Gmémexqui pourraiinduire OfLQKLELWLRQ GH OD 732 HW GRQ
&HSHQGDQW FHOD QYHI[S OHDX(Nuigel ahd®bmaigrRIG8RF WLRQ G

- Lespeptides iodégLissitzky, Benevent and Roques, 196dgpendant, aucun n'a été
identifié et montrécommeimpliqué

- Leshormones thyroi@nnes qui seraient syrétisées puis libéréesn excesl'intérieur
de la cellulgJuvenal et al, 1980)

- Les lipides iodésiodolactones et iodoaldehydes. La présence des iodolactones dans la
thyroide alongtempsété controver®tandis que les iodoaldehydes représentent les
iodolipides les plus abondants dans la thyrojHereiraet al, 1990) /fDMRXW GH
@lfiehyde2 hexadecanal (BHHDA) sur des copes de thyroides aopr conséquence
XQH LQKLELWLRQ GH(ParfibeGdi @l)\aA9®) AW OOWVIHQKLELWLRQ
production de HO> (Ohayonret al, 1994; Panneekt al, 1994) Une forte concentration

Gddolactoneinhibe la prolifératio des cellules thyroidienngmrcinesinduites par
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@&GF (Dugrillon and Gartner, 1995)Ces iodolipides onégalenent été suggérés
commeayant un effet sur D F W L Y TR (Pré&nid/odibet al, 2011)(Figurer).
Concernant, la baisse de la synthése thyroidiehbe, GLPLQXWLRQ GH OfDFW
GpLRGLQDVH UpVXOWDQW wddantibDerENdis\avddi & dimiRuBaA d®8 R X U U L
O 1 K\ G U R OhyddloButinedeDpaiNconséquence la baisse de la synthese thyroidienne a
été suggeéré en tant que mecanisme iqouglidans cette autorégulatiramas and Ingbar,
1978; Becks, Eggo and Burrow, 1987)

Figure 7 Biosynthése des deux iodolipides proposés en tant que médiateurs dans la régulation
par OTLRGH GDQV OHR2 WioUpeREN WY 5
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Chapitre 2. /9 H | Wb Chaikoff et ses
applications

/ 1 H | Ide Wolff-Chaikoff corresponda la combinaison d&OTLQKLELWLRQ PRPHQWL
IRQFWLRQ WK\URWGLHQQH GpF O H QdtdepH 5 PKID % SddiRdQ/ WD B/
une reprise de la synthese hormoné@le processus physiologique permet la réguiatie la
WK\URWGH IDFH j XQ DSSRUW YDULDEOH GYLRGH

Ce mécanisme de régulation physiologiquergsta profitenradioprotectionLa prise df LR G X U H
de potassium (Klconcerngootentiellement OHV SHUVRQQHY KDELWDQW j SUR
nucléaire. En #et, ces personnes peuvent étre invitées a prendre des pastilles de Kl pour
HPSrFKHU OYDEVRUSWLRQ GH O %h&&d¢ reldddadeRenigdV/Cette5 D QV O L
mesure a été appliggeHQ 3RORJQH DSUQqV OYDFFLGHQWerdbylabD FHQW

cours duquel le Kl a été distribué a plus de 18 millions de pers@aesan and Wolff, 1993)

ITHISRVLWLRQ j XQ H[FqV GYLRGXUH SHXW SURYHQLU DXV
OfDPLRGDURQH TXL HVW OHQWHPHQW PpWDEROLVp OXL HC
plusieurs mois apres arrét du traitem@ugazziet al, 2001; varErven and Schalij, 2010pu

des agents de contraste utilisés en imagerie qui sont susceptibles de provoquer des effets

similaires.

. /YHIIHW-CHaikoFl et son
application en radioprotection

&RPPH OH UDSSHOOH Ofh@EiG deTermebyl sOrent BM1886,/H O H
accidenimpliquantun réacteurentraine la libératiodes radionucléide&S DQV OfHQYLURQQH
Pendant les dix jours qui ont sucat accidentGHYVY TXDQWLWpV LPSRUWDQWHYV G
ont contaminésYyDWPRVSKqUH

LD UDGLRDFWLYLWp FRQWDPLQH 6sfiéjefpzet att@ind @pitlPrie@tVi GDQV
chaine alimentairpar inhalation, ingestion ou encore p#ssuresLavoie respiratoire est la
premiere voie par laqueltdle pénetreétant donné la volditié de certains éléments radioactifs.

Elle est aussi absorbée par la flogequi accélére son intégration dans la chaine alimentaire. A
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WLWUH G THRGH O lestitediErdns le lait au bout de 24 heures a@n§gestion
G 1 K Blddriidininéspar les vaches.

Les radiations émises pl@asradionucléidesont dangereuses@tuvent avoir des effessirle
matériel génétique cellulairéyoshida et al, 2014) Ces effets sont soidirects d0 au
rayonnement ionisant kmémeou indirects induitespar lesradicaux libres (ROSproduits

SDU OD UDGLRQ\WHItEW GIMHHD X26 VRQW UHVSRQVDEOHYV |
SURGXLWYV ORUVVaEXOES, LI9Y)EnCEdandid, R effedsrects sont a hauteur

de 30 a 40%.

Les rayonnemensndommagent aussi lessisset/ou les organes en fonction de la dose recue
ou absorbéeCette dose esixprimée en unité appelé le Gray (Gy) alors que le Sievert (Sv) est
O it¥ & dose efficace qui considére a la fois le type de rayonnement et la sensibilité des tissus

et des orgaes.

Une étude présentant une cohorte dO@® survivantsa des bombardements de Nagasaki et
+LURVKLPD D SHUPLV G YR E VWHISRQV B QH IDH OIDAVDIMRLY HG R/ \XHY
cancers solides et pour certains sites spécifiques de ca@t®f R S Kb dotbn @$tomacle

foie, la vésicule biliairde pounon,le VHLQ O TRY D L UtHyrogO¥ds&t\al e0D12W OD
Grantet al, 2017) Cetteétude metaussj HQ pYLGHQFH OYLPSRUWDQFH GX ID
DX PRPHQW GH OfH[SRVLWéRGeBReY phda persodr2 BkpdRé2 e5tR V H
jeune, plus le risquee développedes cancers solidesst élevgOzaseet al, 2012; Hset al,

2013)

/IRUV GH OTLQFLGHQW GanillefdekbdighBcEEldes n@ajdrivai@dtldns les rejets
radioactifs étaient les iodes (Idde lode'*/Tellure'*2, lode®d) et les césiums (césiurk’’ et

césium®®¥. Etant donné que la thyroide est un organe a la fois radiosensible et capable de
concentHU HW GH IL[HU OYLRGH UDGLRDFWLI HOOH HVW WUQq)
OfH[SRVLWLRQ j OTURGH. R (5GLRDFWHODWHRQ HQWUH OfH[S]
le risque de développer un cancer de la thyroide est de 5,5 pa(CGardiset al, 2005) Ce

ULVTXH HVW GpSHQGDQW GH OYfkJH /HV pWXGHV PHQpPHV H
PLV HQ pYLGHQFH OYDXJPHQWDWLRQ GTXQ IDFWHXU G X
ans apres exposition, chez les enfants et le¢esabnts de mos de 15 angKazakov,

Demidchik and Astakhova, 1992; Heidenreieh al, 1999; United Nations Scientific
Committee on the Effects of Atomic Radiation, 20113 plupart des cancers déwppés

étaient @s cancers thyroidiens de type papillaire.
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La plus faible dose obseryée partir de laquelle nous pouvons observer une augmentation
significative du risquea été évalué @,05 Gy- 0,1 Gy, dans les études épidémiologiqyBsn
et al, 1995) Le risque augmente &s aprés expositiprest au maximuni5 ansapreset

décroitaprés 30 ans mais reste présent ménaetaide 40 an@Ronet al, 1995)

Une expPRVLWLRQ j OTLRGatisdUDGWR DEQHU SHMOMB SDULWLRQ GH ¢
fonctionthyroidienneHW H Q JH Q G U ypbothgdihg Firihatt, Rdrkand Schneider, 2010)

Le risque de maladie de Grave a significativement augne e lessurvivants de Nagasaki

HW +LURVKLPD FRPPH OH UHSRUWHuj@d(psmeockHCAxXdndD FRQF
McDougall, 1991) ' D X W U H Vindigwe GTHKM] X Q H  H [ § RIasLfsbleR @Qoses de
UD\RQQHPHQW HQWUDLQHUDLW XQH DXJPth@aipWitRQ GH
indicateurde développementle maladies autammunes(Eheman, Garbe and Tuttle, 2003)

&HV pWXGHV SUPBKRHQLVHQWVIKH DX PREFHROGHXGH CRVMRABGHWI
niveau thyroidienD | L Q @adf ke\fé¥llimpact du déclenchement de maladiesiautmnes

apres une exposition chronique a des faibles dGs%4. R G H UBEhénaR, [aNelahd Tuttle,

2003)

Face a de telles conséquences, mhesures daotectionspécifiques ont étdises en place, les
directivessontavant tout : éviter toute exposition en cas de contaminatimasphérique par

GHV SURWHFWLRQV GHV UHVWULFWLRQV DOLPHQWDLUHV Q
aliment produit dans la zone et une évacmasionécessaire. Outre ces recommandations, la
WKV\URwWGH JUKFH j OfHITHWSGRWR OH I XKD XIQRIIR UW DSWRUW (
IDFXOWp HVW H[SORLWpH j WUDYHUY OH EORFDJH GH OYDFF
desafixaLRQ GDQV OD WK\URwGH SDU OYfLQJHVWLRQ GH JUDQG

En effet, une pastile iILRGXUH GH SRWDVVLXP FRQWHQDQW PJ
administrée par voie ora{Beckeret al, 1984; Becker, 1987) / 1 L R G Xapitenhtxt\Absdrbé
DX ERXW GH j PLQ SDU OuDSSDUHLO GLJHVWLI

&KH] OHV DGXOWHY QRUPDX[ QH SUpVHQWDQW DXPXQ SURE
Kl des heureD Y D QW O a4 saRidactivtieRiQine une saturation de 95%ddeapade

G 1D EV Rdd &awhymie (Figure 8)/ f{DGPLQLVWUDWLRQ GH ., LQKLEH |
IRQFWLRQ WK\URWGLHQQH DX PRPHQWinGér ©HNedreS BpvdsW L R Q
OYDFFIIEHQWH FDV GIXQH H[SRVLW LR Qquokdi¢Ri® prisgaHS5 XQ UHQ

mg, permet de maintenir cette saturation a 98#rgeret al, 2001)
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$1LQ G 1D Ytettione@i¢hce, il faudrait administrde Kl dansun intervalle de temps

courtavant le passage du nuage radioactif ou aggssition Dans un tel cas, la thyroide sera
initialement protégée par unécanisme de saturation qui sera suivilgat Q KL Eee W& R Q
premiere étape du Wolthaikoff. Cette inhibiion est aux alentours de 70% lorsque le Kl est
DGPLQLVWUp KHXUHYVY DSUqV H[SRVLWLRQ WDQGLV TXTHOC(
KHXUHV VHXOHPHQ WZdh20bicd AhdBEd [ BOBOY LW LR Q

En France, les pastilles de Kl sont distribuées aux populations se trouvant dans un périmetre de

.P DXWRXU GHV UpDFWHXUV QXFOpDLUHV 'DQV OH FDV (
autorités sont celles qui sont responsables de la @askninister. En effet, les pastilles
FRQWLHQQHQW PJ GH ., pTXLYDXW spntdiisibled gh uetéUH &H
Les doses officiellement recommandéest comme suit100mg pour les adultes incluant les
femmes enceintes, 50 rmpgur les enfants en dessous de 13 ans, 25 mg pour ceux qui ont moins
de 3 ans et 12,5 mg pour les nouveas ce qucorrespond a un quart de la pastiligesiaset
al., 2017)

Figure 8 OfHIIHW SURWHFWHXU GH OfLRGH DGPLQIMWUp VRX
L'abscisse représente le temf@n heures) avant ou aprés l'exposition a l'iode radioactif
(administré aemps égatéro)(Becker, 1983)

A GPLQLVW WHe foldsLcBn@drtrations, ou encodef DGPLQLVWUHU j] XQH SR
prévention pourrait aussi avoir des effets secondaires. Certains de ces effets secondaires ont été
etudiés danke cadre de la prophylaxée O  LriR<g En placen Pologné la suiteGH OfLQFLGHQ
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de TchernobylEn effd, 24 heuresapréda détection des premieres retombées radioactives (ce

TXL FRUUHVSRQG | M Rdes) dbses3ie K NonOfiDde iminiGtiael586 de la

population infantile et & 23%ela population adultéNauman and Wolff, 1993Cette étude a

taille réelle, a permis de mettre en évidennguemehquelques effetsecondaires/ 1 LO O XV W U D (
principalemenpar dedroubles gastrintestinaix bénins et des éruptions cutanées qui ont été
observées autant chez les adultesapezles enfants. Ces troubles sont des troubles mineurs
nenécessantpasd TL QW H U Y H QeyarRieusplGOL BDID MDPDLV pWp SURXYp

réel lien entre la prise d@astilles de Kl et ces effets.

'fautres effets, ont pu étre constatés atertains personnes consommant quotidiennement

une dose de 1fig et quidéveloppent un goitrau méme titre queéansdes populations qui ont

un régime tres fort en iodgaurberget al., 1998; Zhacet al, 2000) 'f{DXWUHV PpGLFDPF
WUQV IRUWHPHQW LR G ppeuFeRiBnBraineifeR R4 i BrdJqRi@MHprennent,

des effets secondaires sur la thyroidleaoet al, 2000; Bogazzet al, 2001) Toutefois, il a

été démontré ques HIITHW V V H F Ran@datodesLiv [aGdrctior thyroidienne ne sont

pas directement liée a burcharge associa¢ L REtslavas, Smerdely and Boyages, 1999)

/ITDGPLQLY WA dRQ DYDQW OfH[SRVLWCB@nddnt,w&ti MestqV HIILI
pas possible en cas d'accidehfR XU OHV SHUVRQQHV j SUR[LPLWp LPPpGI
doivent alors pouvoir se confiner durant une période suffisantelpisser la pastille de Kl

agir. Pour ce qui concerne les populations plus éloignées, elles peuvent étre prévenues
suffisamment en avancg D U U D fpRditivv gu Oufage radioacL OJLRGXUH GH SRW
est pris apres la contaminatiohpourrat au contraireentrainer une augmentation de la dose

de rayonnement de la thyroiden réalité,une augmentation de la concentration d'iodure
plasmatique inhiberébien I'absorption d'iodureradioactif supplémentairgnais inhibera
simultanément la sécrétiod'hormonesavec une rétentionprolongée des précurseurs
hormonaux ayardéjaincorpor&des radeLVRWRSHY GH OfLRGH

En cas d'exposition prolongée, I'utilisationpiestilles deK| pourrait étre efficac@ condition
de suivredes protocoles d'administien appropriés(Verger et al, 2001) Avec le projet
PRIODAC, nous recherchons a optimisete SURWHFWLRQ SDU SULVH UpSpWpt
une protection maximédd GH OD WK\URwGH HQ FDV GTH[SRVLWLRQ FRQ
étudions également les effets adversesociés a cette prise répétée deti€n particulier sur

les populéions a risques.
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"{ D X \strdtégies utilisandes bloqueurs déa thyroide ont été étudeéscomme le perchlorate

TXL HVW XQ FRPSpWLWH XU aGsdré@4rleRIG H.'aHifit® du €anSpBrie® U SW L R
pour le perchlorate est plus élevée que pmdure. Il fut ainsiutilisé comme un inhibiteur de

la synthése & hormones thyroidiennes. Cependasd,toxicité potentielle, sa courte durée
d'action(Godley and Stanbury, 1954) son mécanisme d'action pragpidementgcarté cette
alternatveGDQV OH WUDLWHPHQ Wustard@afiKlaSadiopmtedtivofolfE LH HW S
1998) En effet, ladministrationde plusieursdoses quotidiennes était nécessaire car le
perchlorate n'a qu'un effet ifdiieur de courte durée dtprovoque occasionnellement des
nausées, des vomissements, de la fievre et un aysfonement rénalDes patients ont

également développé une anémie aplasique ou une agranulocytose et pour certains individus,

la consommationa@lperchlorata méme été&tale(Krevans, Aspr and Rienhoff, 1962)

. Lesagents de contraste

Les agentsodésde contraste radiologique représentent une source de plus en plus fréquente
d'excés d'iodéSun Y. Leeet al, 2015) '"{DLOOMWMMHE VO IDXIJIPHQWDWLRQ GH Of
WRPRGHQVLWRPpWULH HQ LPDJHU LWH ARGV D @ HV \@ DXPABLCOLL Y f

7R XW G {rDagéntdé comtraste est produit qui permet de mieux visualiser un organe ou
une forme pathologiqudaumeu) en augmentantisuellementson contraste afin de pouvoir
PLHX[ OfREVHUYHU HW O M GXNMWX QR X HTUSIGHIE bDRXNWREHMHHD/H Q@ W

administrésaux patientgar voie intraveineus

Ces agents de contrasbelées (ICA entrainent une diminution considérable dedatation de
OYLRGH HW GX 3HUWH F(GCQy+so,01986¢] LGsRaDaV, 20@B) GephrRmedd
a également été observé chez les (fdtsand Shaw2003) les chat{Lee, Pease and Berry,
2010)et les sourigVassawet al, 2018) Chez I'hnomme, I'administtion intraveineuse d'ICA

entraine une altération de I'absorption thyroideependant huit semaines.
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Tableaul Liste des différents agents de contraatecleur concentratioren iodeet leur
osmolarit§Sun Y. Lee et al., 2015)

Les agents de contrasiefaible osmolarité (662000 mOsm / kg) et isosmolaire (28290

mOsm /kg) ontunratopM LPSRUWDQW GIDWRPHV GYLRGH SDU UDSS|
contraste comparé aux agents a osmolarité élevée et sont ainsi plus fortement concesetré en iod
(15002000 mOsm / kgjKatzberg and Haller, 2006; Solomon, Biguori and Bettmann, 2006)
Toutefois,que le produit ait une forte ou faible osmolarité, il a toujours une teneuresplicsl

forte que la dose recommandée.

/ R U \dn &8 men médical au scanries patients recoivergn généralune dose qui varie de

50 a 100P O G Y Cé&stloses typiques pour les tomodensitométries représentent 2500 a 5000
J G LRGH OLEUH BlaRBG¢ &igde @ifIEhOneheidl., 2004) En outre, fode

lié de maniere covalenigeut étre libéré en iodure libre, en particulensque le temps de

circulaionGDQV OH FRUSV D XJPhtQNretioB BeQafoxtibnfFréhilead fof

Molen, Thomsen and Morcos, 2004; Moisyal, 2007)

$SUQgV O DG P LUGA YAWuarit/ d'iBd@iricalfe restetlevée pendant 4 a 8 semaines
chez les patients normaux ayant une thyroide ne présentant aucune anomalie ou
dysfonctionnemen(patients euthyroidengfun Y Leeet al, 2015) Une étude &té réalisée
surdes adultes euthyroidiens en bonne santé ayant une fonction thyroidienne et rénale intacte
Elle a montré que les concentrationeyennesl'iode urinaire ont augmenté de 30@¥tre les
valeurs initales et maximales, sbntrevenues &urvaleur initiale uniquement43 jours apres
ODGPLQLVWUINmmBrRetH 2QLY), R&s une étude portant sur des patients
athyréotiques(privés de thyroide) au Bsil, les taux d'iode urinaire ne se sont normaliE&ay

mois apres avoir subi un scanner ig@@dovanet al, 2012)
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Dans uneutreétude chez des patients sans dysfonctionnement thyroidiefjasens et sans
goitre palpable, liode de tomodatométrie a entrainé une augmentati@s concentrations
sériques de TSH jusqu'a 6,4 mUI / L chez 18% des patients dan5 jesir3(valeurnormale
4.4mUl / L). Les concentrations de Bt deT3 libres sontinvariables bien quedansl'étude
aucune D OXDWLRQ QYD pW pr legv@riatibns padersdadsUesHaux\blhBridones
thyroidiennegGartner and Weissel, 2004)

Cependat) une étude cliniqgue a constaté quexposition a I'lCA chez 39 patients autrefois
euthyroidiens était associée a @wgmentation significative des taux sériques deflB4, et
a uneabsence d&SH (Breuelet al, 1979)En effet, un dysfonctionnement thyroidien peut
survenir apresine administrationd'|CA, méme chez des individus sans dysfonctenent

thyroidien antérieuet avec des glandes thyroidiennes normales.

Dans ce cadregd études se sont intérezss® X G p Y H O R 618 i/periQnaidi€ §pres des
examens utilisant des ICAVu et al, 1978; Jaffiokt al, 1982; Nygaaret al, 1998) 'f{DXWUHV
ont démontrés qudes développemestd'hyperthyroidie petert survenir jusqu'a plusieurs
semaines apres l'exposition a I'lQRadovaniet al, 2012; Nimmonset al, 2013): les
concentrations sériques de TSéht 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'hnyperthyroidie aprés radiographie de contraste non ionique dans une cohorte de 73 patients
(dge moyen : 65,7 ans), un résultat similaire a capporté par Nygaard et @ygaardet al.,

1998) dont certains patients ont déja des symptédmes de maladie thyrojdigrnseule
patiente, dans cette étudeJpH GH DQV D GpYHORSSp OH V\PSW{PH G
ayantentrainé un arrétardiopulmonaire immédiatement apres uhelé radiologique iodée

Dans une étudés T X Q H F RIOR hhtiéhts &yEint subi une angiographie coronarienne, 6%
ont développéégalementune hyperthyroidie subclinigue a 8 semaines apres l'exposition a
I'iode (Ozkanet al, 2013)

Aprésuntraitement avec un ICA, il gstotamment, possibtie développer une hypothyroidie
Une étude récente a démontré une association entre |'gompasiICA et le développement de
I'nypothyroidig(Rheeet al, 2012) Certains patients atteints d'hypothyroidie transitoire induite
par l'iode développent plus tard une hypothyroidie perman@&reverman, Woeber and
Ingbar, 1969)L'incapacité a échapper a I'effet aiguvilelff-Chaikoff pourrat étre liée a une
autecimmunité thyrédienne ou a des anomalies structurelles -gacentes de la glande
thyroidenne(Sun Y Leeet al, 2015)
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Historiquement, cedt réduction decaptdion d'iodure par les tissus thyroidgeen réponse a
I'ICA a été attribuée aux fortes quantités d'iodure libre assofli@éesie, Lyon and Lasser,
1992)et / ou libérées palflICA. Conformément a cette hypothéketeneur en ioglurinaire est
élevée pendant quatre a semaines avant de revenir a des niveaux norntaugffeta teneur

en iodure urinairestutilisée comme marquede suivi(Haugeret al, 2016)

Toutefois I'implication de l'iodure libreR X OfH[LVWHQFH G Bns W tédustioAp FD Q L\
de l'absorption d'iodure par la thyroide en réponse a IhW®@At jamais étéformellement

démontrés. Récemmentdansnotre laboratoirenous avons montré, en utilisant I'imagerie
SPECTchez la souris, que I'lCA réduit I'absorption d'icglpar la thyroide a un degré plus

élevé et plus durablet que l'iodure libreadministré aved'ICA Qekplique SDV @ifidnQ KL

observédVassauwet al, 2018)

/ID WK\URWGH VTDXW R Upaliyn@htai@ QDB B /VGCEH BRGH UHQ GpFO
mécanisme de protectionlecWolff-Chaikoff ». Ce mécanisme bien que tres peu élucidé est
notamment mis a proflans la radioprotectiovis-& YLV GTXQH H[SRVLWLRQ j OfL
Une meilleure compréhension du mécanisme moléculaire-teodant I'effet de Wolff

Chaikoff, pourrait conduire a I'élaboratioa douvellestratégis de radiopotection
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Chapitre 3 : La protéine SLC5A8

Le transport de l'iodure par lésyrocytesest un processus en deux étapes impliqdast
protéinessituéesdans la membrane basaédans la membrane apicale de la cellllleest

maintenant bien établi que Eymporteursodium/iode(NIS), localisé dans la membrane
basolatéralepermetl’accumulation ds iodures dans lesthyrocytes Cependantle ou les

effectaurs impliqués dans IpassageG H O YerR @ Humiére duollicule sont toujours

spéculatifs LYpTXLSH GI(YHUHWW D P& Vo laGshite Sl ReWfpLQH ©
observations en 1997 chez les patients souffrant du syndrome Pé@iviestt et al. 1997)Is

ont démontré que les mutations du g&ai26a4 qui code pourcette proténe, est associé au

syndrome de Pendrel W TXH FHWWH SURWpPLQH VHUDLW UHVSRQVL
(Royauxet al, 2000)

Au cours de la derniere décennie, plusieurs éléments ont démontré que cette hypothese est
GLVFXWDEOH UHPHWWDQW |j OYfRUGUH GX MPptéine8D SRVV
membranairesFRPPH pOpPHQW LQWHUYHQDQWar@bhqandmidpuy,DVVDJIH
2017)

1IRWUH pTXLSH eaget ddpedidravigportaed Y b R Gibk tkhVduxpubliésen 2002
ont permis de mettre en évidence un autre transporteur membrgBlaBBA8) exprimé au
niveau de la membrarapicde duthyrocytequi a été postulé comme étant potentiellement
LPSOLTXp GDQV O(Ro&ipuéxetnl RO NRIRIEUrs études ont démontré par la
VXLWH TXH Fshortsibdeddn¥carbdkiddie@ans différents organd&opal, Y. J. Fei,

et al, 2004; Miyauchi, Gopal, YJ. Fei,et al, 2004; Takebeet al, 2005; Pamela M Martiat

al., 2007)

Si un role 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 suggeresstQ LPSOLFDWLRQ GDQV OH PpWDEROLVPH GH C

Dansce chapitrgsont présentées difféerents roles physiologiques attribués a qetigsine.
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. Présentation dSLC5A8

SLC5A8 Solute carrier family 5 member &st une protéine appartenant &laille des £C5
constitué& G H DFLGHV DPLQpV FKH] OfKXPDLQ HW GH DFLGFE

appartient a la méme famille que le NIS nommé aussi SLC5AS5.

SLC5A8 est une protéine membranairmitialement identifiée comme potentiellement
impliqguéedans IH W U D Q VI HU Wau$ravery déb @ehibrRaGeHpicale désyrocyteset
nommeéehAIT (putative human Apical lodide Transporte{Rodiguez, Perron, Lacroix,
Caillou, Leblanc, M. Schlumbergeet al, 2002) Mais depuis lamise en évidence de sa
capacité de transpodes monocarboxylates, SLC5A8 est nomn$é¢CT1 pour Sodium
coupled monocarboxylate transporter, bu Electrogenic sodium monocarboxylate
cotransporterCes nomgont tous référence a la méme protéine issue tfadaction du gene
Scl5a8

l.1. ldentification de SLC5A8 (SMCT1, hAIT)

L jdentification deSLC5A8 aété effectuédors de travauypubliésen 2M2, par notre équipe

GDQV OH FDRROOODERQBWLRQ DYHF O fLysahiritletdahti X VW DY H
identifier de nouveaux transporteurs d'iodure dans la thyréi@. T XL SH Dnexsthate@id V p

de clonage par PCR basée sur les homologies de séqagacdsNIS. A partir d'une banque

d'ADNc de rein humaine transcrit dugéneScba8 a étéidentifié, etle génea étélocaliséplus

tard sur le chromosome 12g28e transcritcode pour une protéine de 610 acides aminés
SUpVHQWDQW GYfKRPRORJLH HW GRodxiduezet@ll. 2002 H DYHF
(Figure D).

En utilisant des anticorpspécifiquenent dirigés cotre SLC5AS8 la protéine a été localisée

dans le p6le apical déisyrocyteshumain(Figure1l).
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Figure 9. Alignement des acides aminés des séquences des deux protéines humaines hNIS et
hSLC5A8: lesacidesaminéen commun sonotés €), les treize domaines transmembranaires

sont surlignés les sites de glycosylation , sont notés ( GLY) , les gitgentiels de
phosphorylatiompar la kinasecAMPdependantéPKA) ,la kinase C (PKC)dha tyrosine kinase

(Pktyr) sont aussi indiqu&(Rodriguez et al., 2002)
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Figure 10. Coupe histagique d'une thyroide humaine mettant en évidence la protéine
hSLC5A8par un marquage immunohistochimique (agrandissement*gR0jriguez et al.,
2002)

[.2. SLC5A8et ©nrble anti tumoral

La protéine SLC5A& été proposgpeu de temps aprésn identificatiorcommepossédantn

réle suppresseur de tume(li et al. 2003) En effet, dans le contexte du cancer dilion, Li et

ses collaboratearRQW PRQWUp TXH OfH[S éprivvdddaQure Irhafpfige des HV W
tumeurspar méthylation de son géne codanque OYH[SUHVVLRQ GH 6/& $ GDQV
en cultureest associéa& un effet antiprolifératif Les auteurs ont proposé que la perte
dTH[SUHYV VdeR Qrolif€ationltumorale desellulescoliques

Les modifications épigénétiques sont comnsoiens les cellules tumoralescontribueraient

a l'initiation et a la prgression du cancéBharma, Kelly and Jones, 2010; Hatziapostolou and
liopoulos, 2011) Des modifications épigénétigs (méthylation de I'ADN, acétylation et
méthylation des histones, remodelage de la chromatine et dérégdiegimiARN) VIDM R XWHQ W

ades altérations génétiques pour perturber la fonction des génes.

L'expresfon de SLC5A8 est supprimée dame majoritéde tumeurslu cblon, tant au niveau
transcriptionnel que protéique. Cet effst associé ka méthylation dH O { HJe&3(@5a8(Li

et al, 2003; Dmget al, 2005; Parodegt al, 2006; Thangarajat al, 2006; Brimet al, 2011)

(Q HITHW GDQV OH FDV GYXQH MM Rd@Ra5H8e3tRohmBiéeG X F{OF
En revanche) est frequemment méthylée dans les cancers primaires et lesraaedu colon

ainsi que dankes foyers de cryptes aberranfiespremiére anomalie morphologique détectable

de I'épithélium colique), suggérant que I'hypathykation du promoteude Scl5a8est un des

premiers signes du développement tumorale dans la dlet al, 2003).
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La méthylation du promoteur d&cl5a8et I'inactivation génique (silencing) ont également été
démontrées dans divers néoplasmes non coliques, y cdepéacer de la thyroidéacroix

et al, 2004; Porrat al, 2005; Huet al, 2006; Schagdarsurengshal, 2006) le cancer du sein
(Thangarajwet al, 2006) le cancer gastriqu@Jenoet al, 2004) le cancer du cerveaiiHong

et al, 2005) le cancer de la prosta{®arket al, 2007) le cancer du pancrégParket al,
2008) le carcinome épidermoide de la tétedu cou(Bennettet al, 2008)et la leucémie
myéloide aiguéWhitmanet al, 2008).

Invitro, GDQV GHV OLJQpHYVY GH FHOOXOHV FDQFpUHXVHYV QRQ L
pasexprimé. En revanche, apres traitement par des agents de déméthylation, son expression
peut étrerestaurédLi et al, 2003)

La fonction de VXSSUHVVHXU GH WXPHXU GH 6/&MWMdedquiVbRXYHQW
recherchérincipalement comprendreon role dans ledton.

3OXVLHXUV GHpb@rédhtgde EeDefidt €rait médié pae augmentation cautyrate
intracellulaire (Ganapathyet al, 2005, 2008)nduisant une apoptose via une inhibition des
histones désacétyles Le butyrate est trés abondant dans la lumiére du coldsr®v). I

résulte de la fermentation bactérienne de la matiere organique non digérémassi des

propriétés anticancérigenes, inhibe la prolifération et induit la différenciation et I'apaj#s

cellules cancéreuses in vitro, y compris les cellules cancéreuses colofgataied982; Tsao

et al, 1983; Augeron and Laboisse, 1984; Hagual, 1993) Des études épidémiologiques

ont depuislongtemps démontré I'effet protecteur des fibres alimentaires contre le cancer du
cblon (Kim, 2000) et la génération de butyrate par la fermentation bactérievi®ej OTRULJLQ
de cet effet.

Par cotre,  HV pWXGHV LQ YLYR PHQpHV SDU OfpTXLSH GH )UDQ
invalidéepour géne codar8LC5A8 Glc5a8)ont PRQWUpP TXH OJLQFLGHQFH GX |
Qe%tpas augmenté chez ces animaux mé@preés exposition a des substances cancérigenes
(Henning. Franlket al, 2008)remettant, ainsen question le caractere anti tuma@ISLC5A8,

médié pate butyrate.

" DL O O H X pit dOdutyvdie @a@sVes tissus du colon chez les souris nv&G4C5A8

QYD SDV pWp DOWpUp ODLVVDQW VXSSRVHU TXH GIDXWU
LPSOLTXpHV RX GI{DXWUHV WUDQVSRUWHXUV VHUDLHQW FR
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1.3. SLC5AS8: transporteur denonocarboxylates

SLC5A8 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 Pauges
spécifiqguement, SLC5A8gst un transporteude monocarboxlates couplé au sodium
(également connu sous le nom SMCT1) principalement présent dans l'intestin gréle, le célon,
la thyroide, les glandes rénales et salivaires mais aussi dans la rétine eegu¢Bodriguez,

2002; Gopal, Y-J. Fei,et al, 2004; Takebeet al, 2005; Iwanagat al, 2006; Gopakt al,

2007; Pamela M Martiet al, 2007; Henning Franét al, 2008; Yanaset al, 2008)

La spécificitt de substrat de SLC5A8 est similaire a celle des transporteurs de
monocarboxylate@MCTs) (Halestrap and Price, 199@ependant, il n'y a pas de similarité de
séquence entre les membres déahaille MCT et SLC5A8 eils different aussi dans leurs
mécanismes de transport.

Contrairement a SLC5A8, qui fonatine comme un transporteur électrogéne coapia’,

les MCT fonctionnent comme des transporteurs électroneutres couples " (co-
WUDQVSRUWHXU GfPholPR\GGRFDUER[\ODWH

La fonction de transport a été montrée diensystéme d'expression dedtyte deXenopus

laevis En effet, I'expression de 815A8 dans les oocytes a conduit a une absorption dépendante
du Na* de diversmonocarboxylatetels que l'acétate, le propionate et le butyrate ainslegque
lactate(Miyauchi, Gopal, Y.J. Fei,et al, 2004)

Les affinités du transporteur pour ses différents substoats

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

(742 £ 330 M) > acétate (2,46 = 0,89 mM).

Les monocarboxylatesvec cinq a huit atomes de carbone sont également transportés par
SLC5A8 mais moins efficacement eompaaisonavec lesnonaarboxylatewvolatils.
Le rapportSodiumsubstrat differeit selon le substratalors que ce rapport est de 3 pour le
propionate, la valeur est @eour le lactate. Ainsi, I W ° F K L RIR suddstoat Mla semble
varier en fonction du substrat traosi@ (4:1 pour le propionate et 2:1 pour le lactate)
(Miyauchi, Gopal, Y-J. Fei,et al, 2004)
La nature dusubstrat principal ctransporté par SLC5A8 varigrobablemend'un tissu a
O 1 D pavdiéicolonpar exemple, la fermentatidiactérienngdes glucides non absorbés et
des fibresalimentaires génére des niveaux élevé® monocarboxylate principalemat
l'acétate, le propionate et le butyrate, tous déja démaun@s e étant desubstrats de SLC5A8

dans les modeles cellulaires.
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Dans le modeélenurin invalidé pour le gene codambur SLC5AS8, le transport du butyrate et

du propionate dans le cblon n'est pas modHiénning. Franket al, 2008) ce qui remet en
qguestionun réle prépondérantle SLC5A8 dans l'absorptiathe monoarboxylatesin vivo.
Toutefois, & knockout SLC5A8 atténue significativement le transport du lactate par les tissus
du cblon, suggérant un role de SLC5A8 dansbaftion du lactate intestinaptammentians

des conditions pathologiques de prolifération bactérienne conduisant & |'abidactue
(Henning. Franlet al, 2008)(Figure 12).

Figure 11. Suivi du Lactate urinaire et salivaire dans les modéeles 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 injectionop#rpine (Henning. Frank et al.,
2008)

Le lactateseraitle substraprincipal deSLC5A8 dans les glandes rénales et salivd{Begal,

Y.-J. Fei,et al, 2004; Henning Frankt al, 2008) En effet, les sourigwalidées pour le gene
codantSLC5A8 manifestent des concentrations plus élevées de lactate urinaire etegadivair
rapport aux animaux non mutants (WT), suggérant que SLC5A8 contribue a la réabsorption du
lactate dans les deux orgarfelenning Franlet al, 2008)

SLC5AS8 intervienrait également dans la asorptionrénaledu nicotinate(vitamine B3),
vitamine essentielle au fonctionnement normal de toutes les cdlabgal, Y:J. Fei,et al,

2004) et du pyroglutamate, un soywoduit du métabolisme du ghthion (Miyauchi et al,

2010)
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Le SLC5A8 neuronal contribuat aussia I'absorption des corps lactatecetpscétonques,

utilisés comme souec d'énergie dans le meau dansles conditions physiologiques et
pathologiques. Normalement, le lactate estcarburant métaboliquénportant pour les
neuronesll provient de la circulatiosanguineou il est généréar les astrocyted partir du
glucose. En revanche, lesrpe cétoniques sont des substrats métaboliques pour les neurones
dans des conditions de disponibiliténsitoirelimitée du glucose telles que théteet le diabete

non contrélé.

Un r6le similare de SLC5A8 dans le transport du lactate ecdgsscétmiques a été propose

dansle métabolisme dia rétine,(Pamela M. Matrtiret al, 2007)

SLC5A8a étédentifie SDU KRPRORJLH DYHF OH WUDQVSRbhkhe XU GYLI
étantexprimédansla membrane apicale des cellules folliculaires thyroidienregit proposé

comme potentiellement intervenanau transport d'iodure dans la lumiere thyraéhne
(Rodriguezet al, 2002)

D 1 D esWtudes ont toutefois montré que SB8 ne transporte pas d'iodure et que les souris
invalidées pour le géne codgur SLC5A8possedentine fonction thyroidienne normalea

fonction deSLC5A8 dans la thyroidéemeure donc inconnue
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Chapitre 4 : Le criblage des mécanismes
moléculaires pa les méthodes omiques

Les deux dernieres décennies ont été témoins d'une explosion des données issues du
développement et de la maturatiprogressive des technologies « omiques » et de ka bio
informatique. Aujourd’hui, le séquencage du génome entideeshu un outil de recherche de

routine, et les technologies de protéomique de pointe ont rattrapé la génomique au cours des
derniéres annéeen termes de couverture. La protéomique, a rendu possible la lecture de
OTpYROXWGKQS URRETRPOIXOHXRG@ BHORQVH j XQ VWLPXOXV RX
de régulation physiologique.

ID SUpVHQFH GITXQH PROpFXOH R Uidsh QU InXdrgaGidn® VivahQH FHO
FRQGXLW VRXYHQW j GHV PRGLILFDWLRQV GHV QhesHD X[ Gf
et/ou de protéines. La capacité de détecter ces différences significatives entre deux états
cellulaires est une approche universelle gge a déméler les mécanismes cellulaires et
moléculaires impliqués dans un processus physiologique. Le but ultistede découvrir de

nouveaux marqueurs, de diagnostiquer et indirectement de suivre de nouvelles voies
thérapeutiques.

Les profilages tramsiptionnels et protéomiques consistent donc a comparer les profils
GYH[SUHVVLRQ REWHQXV Haam@®EEpauHyer déipwcds B XDNQdeHels X
GITpOHFWURSKRUgVH ' RX GH WHFKQLTXHYV SURWPRPLTXH\
ciblkepDU OD PROpPFXOH GILQWpUrwW /fDYDQWDJH GH FHV PpW
des modifications induites pk& molécule ou le stimulus (rayons ionisants, chaleur, etc).

Par ailleursces avancées technologiques et ces nouyahbgsformesiéveloppéesoncernent

DXVVL Of{DQDO\VH GHM {FpQ\DER € LMPpAMWD HROHRIPHIWXH SHUPHW
instantanée sur les métabolites résultants et produits a la ssiteédanismesrgagés en

réponse aux molécules exogena en réponse astimuli & HWWH DSSURFKH UDSLGH
QpFHVVLWDQW PRLQV GH WHPSV GH SUpSipligee/daRQeGH O ¢

domaine médical et dans la recherche de marqueurs exprirngasaagie.
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Figure 12 schéma représentant ldiférentes< -omiques» etillustrant les possibles relations
entreelles(Goodacre, 2004)

$ILQ GIpWXGLHU OH Vs dahsRine pépQride/physi@agigue giptelomique est
DXMRXUG 1 KXRQWRRHMILDE Q B kefeXeposHuloXie dema Hese, nous

avons eu recours a différentes méthodes omiques dans une approche comparative pour répondre

a plusieurs questis sur O T Hdu W ff-Chaikoff, in vivo. Ainsi, nous avons optimisé la
MEWKRGH GTH[WUDFWLRQ GHV SURWpPLQHY GH OD WK\URwWGH
peptides (par dandemMassTags DSUqV GLJHVWLRQ DILQgBHae¥dXGLHU O
protéone. Ces méthodes ont été utilisées sur des thyroides de sousgs seint avérées
complémentaires dans la compréhension du mécanisme physiologique.

La protéomique a été la principale teahu@ utilisée au cours de ce travail et a été renforcée

SDU OD WUDQVFULSWRPLTXH HW ©rbedepSCoBR@RES0TEH ORUYV
KO. Dans ce chapitre, nous présentarspremiera principale technique utilisée lors du projet

et nousaborderongnsuite lanétabolomique ainsi que la transcriptomique.
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|.  Approcheprotéomique

I.1. Présentation générale

Les protéims jouent un réle majeur dans les organismes vivants. Le tepnoééeme» a été

utilisé par la premiere fois par Wilkins en 19@8ilkins et al, 1996)faisant ansi référence a
OfHQVHPEOH GHV SURWpPLQHV \ FRPSULV OHXUV PRGLIL
physiologiqus ou pathologiques données, dans un tissu ou un organisme.

L'analyse d'un protéome, la protéomigéaderson and Anderson, 1998; Tyers and Mann,
2003) peut étre appliquée a I'étude de protéinesemtés dans diverttypes de matériels
biologiques, notamment pour identifier leurs fonctions et structures, par exemple l'identification

de sites d'interaction ou des modifications giatuctionnels (PTM).

Alors que les analyses sont essentiellemerlisé&s avec des lbales et / ou des tissus, le

profilage des fluides corporels a déja été anticipé il y a quelques dApeeasleret al, 2009)

HW D FRQWULEXp j OTLGHQWLILFDWLRQ GH SOXVLHXUV ELR
gamme dynamiqueG R QW O 1 D E R QeBI® éntefdiblel &t @lev¥dadinmedanscertains

fluides tel qude plasma(de109a1010protéines identifiéegRabilloud, 2002)

ID SURWPRPLTXH SHXW DY R Ldlbbalelefi[shatg@ntb ciBldeDBISpe R EtkeH V
gualitative mais aussi quantitative au moyen de marquage ou sans marquage (Dabel free

Une approche protéomique est un preossanalytique a plusieurs étapes. La premiére étape

est dédiéa la préparatiodes cellules ou des échantillons (conditions de croissance cellulaire,
collecte des cellules ou organes, stockage des cellules/organes, rupture des cellules). La
deuxiéme étap correspond a la préparatiates protéinesde I'échantillon (extraction,
concetration, 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 d
VpSDUDWLRQ HW GITDQDO\VH HQ SHFWURPpWULH GH PDVVI
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Figure 13 /HV GLIIpUHQWHYV pWDSHV GH SUpSDUDWLRQ GTXQ
SURWPpPRPLTXH OfpFKDQWLOORQ HVW GLJpUpep8des) XQH F
SHXYHQW rWUH GpSOpWpV RX HQLEk p&ptide dont RiaMséGeahr WU H  \
spectrométrie de masse MS/IMS (JLGHQWLILFDWLRQ GHV SHSWLGHV SD
théoriques et observé (Nesvizhskii, 2010)

lla >[ £SE §]}v o« %o E}E Jv o

La préparation des échantillons est une étape importante pour obtenir un résultat fiable et

U H S U R G Xdxtwacttiaropermétfla solubilisation de toutes les protéines d'un échantillon, sans
aucunes modifications chimiqyegn éliminant tous les composésterférents (acides
nucléiques, polysaccharides, polyphénols, lipides, etdgut en étant compatible avéa

méthode analytique qui sera utilisé par la suite. |l n'existe pas de protocole universel pour la
préparation des échantillons, bien que plusigorotocoles aient été adaptés en fonction de
I'échantillon biologique et des objectifs de I'étBabilloud and Lelong, 2011 Ainsi, il est
LPSRUWDQW GH FRQQDLWUH OD FRPSRVLWLRQ GH OYfRUJD(
ORFDOLVDWLRQ GHV SURWpPLQHYVY UHFKHUFKpHYVY SRXU GplLQ
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I.1.b. La séparation des protéines

L'étape deséparation est utdeepour réduire la complexité de I'échantillon avant l'analyse de
masse. Elle peut étréalisée directement sur des protéines ou sur I'ensemble des peptides issus
de la digestion enzymatique des protéines correspondantes. La séparation des protéses ou d

peptides peut étre réalisée de deux manieres

x In-gel: « en gel », basée sur I'électrophorése

X Gel free: «sanggel », basée essentiellement sur la chromatographie.

La stratégie suivie dans ce travail de thése est la méthiodgek» par électrophor&ssuivi

G 1 Xd@estionenzymatique des protéines par la trypsine. Gzligermet de produire de
coupures au niveau des liaisons peptidiques dans la patien@ale des résidus basiques
lysine ou arginineCette digestion enzymatigq permet de créeles especeanultichargé+ et

3+ (Olsen, Ong and Man2004) Les peptides obtenus ont une masse de 10 a 15 acides aminés
j OD FDSDFLWp GY{DFTXLVLWLRQ GHV VSHFWUHYV 06

Figure 14 Workflow de la préparation de I'échantillon en vue d'une analyse protéomique a
partir de cellules ou de tissus, il tepossible aussi d'enrichir ou de fractionner I'extrait
protéigue avant la digestion enzymatique
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l.1.c. La séparation par HPLC

Lachromatographie est une technique permettant la séparation des analytes en fonction de leurs
propriétés physiceghimique. EOH HVW EDVpH VXU OD GLIIpUHQFH GH PLV
deux phases non misciblegSette technique est basée sur 8L IIpUHQFHYV GIDIILQLWy
substance a analyser, la phase stationnaire (la colon@pe SKDVH PRELOH OfpOXDC
LadétectRQ GTXQ DQDO\WH HVW UHSUpVHQWpPH SDU XQ FKURP!
pics gaussiens:DQV GHYV FR Q G saNparieqQlivre Guth DnQdoule\ est caractérisée par

son temps de rétentidtr) etla largeurdu pic ami -hauteur(w1/2) (Figurels).

Figure 15 8 KURPDWRJUDPPH GTXQ FRPSRVp DQDO\Vp UHSUpVHQ
la largeur de mihauteur (w1/2) et en abscisse le temps de rétentipn (tr

La chromatographie liquide a haute performance (HPLG)aestiellementl'un des outils

d'analy® 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 am@lidefficacité des séparations par ahatographie

liquide en utilisant de petites particules en phase stationnaies fxé des colonnes.
$XMRXUGTKXL LO H[LVWH GLIIpUHQWYV W\SHVY GH FRORQQHYV
a plusieurs mo#tlvV G{+3/& SHUPHWWDQW DLQVL GILGHQWLILHU H\
protéines avec une sensibilité et une résolution élevée a partiadstés limitées d'échantillon

RX GI{pFKDQWLOORQ FRPSOHI[H

La chromatographie de partage a polarité de phasessées (RPLC) est la plus souvent
HPSOR\pH (OOH VI{DGDSWH SDUIDLWHPHQW HQ FRXSODJH I
aussi a des pomcentages importants de solvants organiques, parametre favorable a la bonne

ionisation des composés dans ungrse électrospray.
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Le choix du couplage a utilisest dépendant de la masse des composeés a étudier. Elaeffet

LC-MS 06 FRXSG@lpdtrosp@ SFHUPHW OJLRQLVDWLRQ GHV PROpPFXO
masse variant de 1@ 10.

Ce couplage permet déaliser des analyses EtlS/IMS SHUPHWWDQW GH VIDIIUI
IUDFWLRQQHPHQW H[WHQVLI GHYV eS8 spRdtvamie@aide rmb&sePdR QW G
UpDOLVHU DLQVL OTpWXGH GTXQ SURWpPRPH FRPSOH[H HQ X
L'introduction de la ChromatograghLiquide Ultra Haute Performance (UHPLC) a encore
amelioré le niveau de performance de la séparation avec des augmsrsighificatives de la

résolution, de la vitesse et de la sensibilig effet, en augmentant le débit, la résolution a été
améliorpH HW OH WHPSV G {de Qilble@eV &, ZD0G Lésn@ikges biologiques
complexes contiennent plusieurs composés ayant des proph§sisechimiques similaires.

Ces composeés peuuettre éluéeD X PrPH WHPSVY HQWUDLQDQW GHV FRPSp
OD VRXUFH GX VSHFWURPQgRQ H5 K5 HD 1PEBV & H° L XPALVAHLLMDLIW O
VXSSUHVVLRQ GYLRQLYV DrdirRia geaiativhRiespiedthibkivatBogPapitidues
(Chamber=t al, 2007)

Une autre techniqué& 1 D Q pramattelisexiste: F I Havhevio chromatographiqui est plus
UpFHQWH HW TXL D UHFRXUV j GHV FRO&Q @dd speetivBéeteO DL UH
de masse a ulthaute résolution, cette technique séparative est devenue incontournable pour

les analyses protéomiques et permet un gain thémeq sensibilité (un facteur de plusieurs
centaines en comparaison avec des colon@ssigues de 2,1 mm) pour quelques microlitres
GIpFKDQWLOORQ LQMHFWpPV

&HSHQGDQW FHWWH WHFKQLTXH QTHYV WerSd3s\ét eompléxBsW LEOH
représQ WD QW X Q SURW pR P, rhak@IR EP@OtGdapt€r daiktidanoisissus

GIXQ IUDFWLRQQHPHQWcoRpapiDéncElDl&re YR hyvam@déhtpar
immunoprécipitation Ainsi, au cours de ce projet de these, nous avons utilisé une
chromatographie capillaire en injectant 5ul par échantillon. La chronegibgr capillaire nous

D SHUPLV GY{DXJPHQWHU OD UREXVWHVVH HW GYDYRLU XQH

I, La fhase stationnaire

En chromatographie de partage a polarité de phases ies€RBLC), les phases stationnaires
les plus employées soobnstituées de billes de silice greffées par des chaines alkyle (le plus
souvent C18, mais aussi C8 ou parfois plus courtes)propriétés de rétention dépendent du
taux de greffage dehainescarbonéessur la silice du type de griffon®u en modifiantle
greffage de la silice (diphényl, phénylhexyleps particules de phase stationnaire ont des
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GLDPqQWUHV FRPSULY HQWUH HW P OD WdLcanpdde&sHY SR L
serat éluéegar polarité décroissante sur ces phases statiesna

. La phase mobile

Les phases mobiles utilisées sont constitdéedeux phasesune phase aqueuseune phase
organique G 1 p O ¥aetoRtfle ou méthanplll existe deux modes de pompades phases

mobiles: un mode isocratique et un mode gradi@Miczling et al, 2008) Lorsque la
FRPSRVLWLRQ GH OD SKDVH PRELOH pYRO Xgradignth: RKUV G X 'V
contraie, dansle mode <«socratique», la phase mobile est invariabl®our notre étude
QpFHVVLWDQW OD VpSDUDWLRQ GYXQ efgrdéeQehtdugieRtS® H[H C
au cours du temps le pourcentage de solvant organique dans la phase mobile.

Les phases mobiles sortabituelement,acidifiéespour augmenter la résolution des pics
chromatographiques observés) ajoutantdes acides organiqueolatils tels que @dide
trifluoroacétiqug TFA), O DFLGH D F p Wiarmkjtit Res ad§nketaGissent avec les

analytes et agmentent lews hydrophobées HQ IRUPDQW GHV SDLUHV GYLRQV
SURKLEHU O T XVibts@é e ®WNpLSFOQ BW LVRHD @ds derfiiprE podv@riwfar@é R Q

des adduits avec les analytes et polluer la source électrospray.

I.Ld. >[ wse en spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse doit son succebraBenn et Koichi Tanaka, prix Nobel derofe

HQ TXL RQW PLV DX SRLQW OHV QRXYHOOHRQWWHIWQH
Electrospray (ESI\Fennet al, 1989)et le Matrix Assisted.aser Desorption lonization

(MALDI) (Karas and Hillenkamp, 1988) ODUJHPHQW H[SORLWpPH DXMRXUG

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

Un spectromige de masse comprend les éléments suivants : un sySsefieQWURGXFWLRQ
substance a analyser, une source (sous vide ou a pression atmosphérique, par ionisation ou par
GpVRUSWLRQ SRXU WUDQVIRUPHU OHV DQDOuUMWUSRUr& H OD IF
analyseurs pour séparer les divers ionsyiteen fonction de leur rapport masse/charge (,m/z)

un détecteur pouransformer les ions en un signal électrigaienfin, un systéme de pilotage

GH OTLQVWUXPHQW HW GH $sX@utniaseHt ld speétr&devhaSsR.Q QpHYV DF

Le spectre de mas®btenu HVW UHSUpVHQWpP VRXV IRUPH G{XQ GLDJL
UDSSRUW PDVVH FKDUJH HVW SRUWp HQ DEVFLVVH HW OfDI

49



/IRUV GIXQH DQDO\VH GaHiillBrudemié BrPddmbireXla ddisk la séparation
desprotéines et la spectrométrie de masse qui se déclitieigrypes : la spectrométrie
massesimple (M9, la spectrométrie de masse en tandem (MS/MS) ou a fragmentation
successives (MSrf)igure16).

Le premier mode de spéctrométrie, la MS, simple permet une acquisition en mode balayage
(scan)RX HQ PRGH GH GpWH F W kdke@e®ifirLioQitdngy DIK)HE BalajgeQ p V
scan consiste en une acquisition des spectres de masse qui sprsrgwaaine plage de rapport

m/z. Alors que le mode SIM est plus spécifique et détecte uniguement les ions sélectionnés a

un m/z caractéristique des substances bysera

Figure 16 lllustration de la difference de configurah des éléments composant un
spectrométrele masse MS (conventione) et MS/MS (en tandem).

Le deuxieme mode MS/MS et le troisieme MSn se distinguerBtlUHPLHU PRGH GIDFTX
SDU OD QpFHVVLWp GH OYDFWLYDWLRQ Gty el peutDXIPHQ
étre assupar différents moyensla collision par gaz (CIDgollision induced dissociatign

la technigue SORKk(stained off resonandeadiation), les techniqueECD (Electron capture
dissociation) et ETD €lectron transfer dissmation) et la technique IRMPDir{fra red multi

photon dissociation

/ID SUHPLgqQUH pWDSH FRQVLVWH GRQFortjmiz\(iBnQpdrent@HV LR Q
SUpFXUVHXU HW GH OHV IUDJPHQWHU /D GHX[LqPH pWDSH
Cette analyse peut étre realisee/ RLW HQ PRGH EDOD\DJH VRLW HQ QH Vj
fragment (SRMselectedeaction monioring /H PRGH GYIDFTXLVLWLRQ 06Q VF
XQH IUDJPHQWDWLRQ GH OfLRQ ILOV Q IRLV

Par la diminution du brutGH IRQG OH PRGH GTDQDO\VH 650 DXJPHQ
spécificité (Kuhn et al, 2004; Anderson and Hunter, 200&n effet, il est peu courant que
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deux moléculs aient la méme valeur de masse a la fois pour les ions précurseurs comme pour
OHV LRQV ILOV /H PRGH 650 HVW DLQVL DGDSWp j OD TXDQ
FDUDFWpULVp HW j VD TXDQWLILFDWLBRBW leVH&abdEXH OHV
(Zweigenbaum and Henion, 2000; Zhang, Bartels and Stott, 2004; Wang, Whiteaker and
Paulovich, 2009)

i. Les néthodes de fragmentation

$ILQ GH FRPSUHQGUH OD VWUXFWXUH HW OD FRPSRVLWLRQ
Celleci fragmenteles peptides, SRXU TXfHOOHV SXLVVHQW rWUH DQDO\\
masse par la suitselon les regles de fragmentation. Une nomenclature a été établie avec des

ions Gterminaux (X, y, z) et Nerminaux (a, b, cffigure 17). En FRQVpTXH Qiatdnt OfLRQV
déterminé en analyse spectrale MS et sélectionné en MSB8tansforme par fragmentation

en un ensemble de pics fragments dont les ions y et b sont en général majoritaires dans les
modes de fragmentations classiqu€es picsreprésentent "l'emipinte” de la molécule,
SHUPHWWDQW de faLs8ddéndk peptidipudeLpRI cette fragmentation permet de
confirmer des caractéristiques telles que les groupes moléculaires et les marquages, les
modifications et les produitte dégradatiorl.a fragmentation dépend de plusieurs paramétres
LQFOXDQW OD FRPSRVLWLRQ HW OD QDWXUH GH OYDFLGH C
OYLQVWUXPHQW XWLOLYV pPHX acdfSuthaD20053 H FKDUJH GH OfLRC

Figure 17 Sckéma de fragmentation séquentielle des peptides obtenue par CID a basse et haute
énergie R correspond &a chaine latérale de I'acide amifi®alzs and Suhal, 2005)

Plusieurs techniques ont été dévelappgeD X ILO GHVY DQQpHV OD SOXSDUW G
dH PDVVH SDUWLFXOLHU HW FHUWDLQHY VRQW FRXSOPpHV j .
GH PXOWLSOLHU OHV GLVVRFLDWILIRQVPASAVpH FRQILUPHU
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Ladissociation induite par keollision(Collision induced dissociation), CIBe croule en deux
PWDSHV /D SUHPLqUH HVW OD F Rh@lDrh\azdeQarjopiibtte dtaPeff LR Q H \
LQGXLUD OYH[FLWDWLEDR BRIQYOHIRQ R VXMW BIQSDdBddLH GH O
la collision GH OfLRQ HQ pQH Wduxiemd Qonsidtd @M une décomposition
XQLPROPpPFXODL U HafuRe rQpfuceRi€s [R2iBONsL €gs fragments sont par la suite
DFFpOpUpV YHUV OYDQDO\WHXU GH PDVVH /RUVA&XYLOV VR

analysés par le détecteur

La CID en basse énergiest utilisée, par exemplalans les spectrometres de masse a triple
quadripéle (QQQ), trappe ionique ou hybrete fournissantine énergie variant de 10 & 100
eVv.

La collision a haute énergie, High @sion Dissociatior(HCD), peUPHW GIDXJPHQWHU O
FLQPWLTXH GH OYLRQ GH O YR G&nbHe &4t NitiazRenOdddrivelw RQ Y ROV
appareil LTQ Orbitrap par Olsen en 20@lsenet al, 2007) Seuls les appareils hybes ou

électromagnétiqgeSHUPHWWHQW GH WUDYDLOOHtOn] GH KDXWV SRW

/TH[FLWDW L BsQpriadipaerfienB&gtronique Cette énergie acquise est par la suite

redistribuée en énergie vibrationnelle qui entrainera la rupture demba

&RPSDUp j XQ PRGH GH IUDJPHQWDWLRQ &," TXL W&l GpURX
GpURXOH GDQV XQ PXOWLS{OH )LJXUH /[T+&" SHUPHW XC
observée en MS/MS et permet dOGcf REVHUYDWLRQ GHV I9d RIgWwiHadWV GH E
cut-off » (LMCO) qui estune des principales limites du CID. Cette caradigtis permet

G 1 R E Viés bivsHdpporteurs utilisé&n quantification par marquagegure 18) Ce mode de
fragmentation est le plus adajptéx travaux mendsrsde cette thése.
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Figure 18 Spectres de masse obtenus aprés fragmentation en HCD par Orbitragti&xa
Plus, les ions rapporteurs sont clairement observés.

Lors de ce projet nous avons utilisé, un spectrometre de masse de ¢alstap, qui permet
GIDYRLU XQH JUr@Gz StWuneFeileéure@ésolution que |=TO

/ITRUELWUDS HVW XQ SLqJH j LRQV XWLOLVDQW XQ FKDP
magnétiquedans lequel les ions se mettentorbite autour de fpOHFWURGH FHQWUDO

fréquence en fonction deur masse sur chargefz) (Scigelova and Makarov, 2006)
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Figure 19Schéma d'un spectromeétre de masse de type Orbitrap Q Extaglikid Quadrupole
(Michalski et al., 2011)

Le Q ExactivePlus Figure D), utilisé lors de cette thespermetune bome couverturalu
protéome globatt augmente la reproductibilité. Il est aussi trés adapté a la quantification des
ions de faible abondance dans des protémomplexes (Makarovet al, 2000).

'D Q \drhir§p, ks iongdoivent étre injectésapidementEn effet, ilssontaccéléés pour avoir
une grande énergie cinétiqueaetéderau piege électrostatique en suivant un acheminement
WDQJHQWLHO SDU UDSS R%hitrap @BxBdtiMe BlitfolrfittlesEdLivartisD S

ioniques élevés grace a la lentille S et une rapidenfeatation depeptides.

/IHV LRQV SURGXLWYV SDU O DsohtRrxndférés dafid IRty CdiorsSR QWL Q>
commencent a perdre d© | p Q kinétldul (potentiel appligué environ 128V) par la

collision avec le gaz/HV LRQV VRQW 8rdaMmversyud thiérméfiRirgutest un

piege de forme QC-trap)et TXL D SRXU HIIHW GYDFFpOpUHEnsuité, FRPSDF
les ionsentrentGDQV OYRUELWUDGSIRO BHWRRIGMDEBEHQGMUDOH D pWp
(50-90 psec)Lor VT XH OHV WHQVLRQV VRQW VWDELOLVpPHV | N9
SDTXHWV GYLRQV HVW HIIHFWXpH &HV VLIQDX[ VRQW DPSO

via la transformeé de Fourie(Michalskiet al, 2011)
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I.Le. >déntification des peptides

Lesdonnéedrutes (raw data) gén@®par les spectrobtresde masse modernes utilksdans

la protéomique a haut débit ne fournissent pas d'informations directement interprétables du
protéome de I'échantillon analysé. Afin deEldire la composition protéique d'un échantillon, il

faut, alors, avoir recours adeslla FLHOV G YL G h&riietidritGE PVGIHRNVTXLHU OHV ¢
a partir de spectres de masse en tand@émeller et al, 2008; Vaudel, Sickmann and Martens,

2010)

Les bases de recherche comparent les spectres expérimentauséruasces protéiques
théoriques obtenues a partir d'une base de données de séquences de jEogifeetuant un

traitement in silico des séquences théoriques, la digestion et la fragmentation de I'expérience
réelle sont imitées par le logiciel. Par séquent, les spectres théoriques sont générés et

peuvent ensuite étre comparés aux spectreswbexperimentalement (Figu?e).

La correspondance entre un spectre expérimental et un spectre théorique est appelée une
correspondance peptidespectre (PSMPeptideto-Spectrum Match). Le résultat de base

d'un moteur de recherche est composé d'ure distplusieurs PSM candidats pour chaque
spectre, avec des scores associés (généralement indiquealee)ajualifiant la qualité de la

correspondance.

SEQUEST (Eng, McCormack and Yates, 1% été le premier algorithme largement utilisé a
PHWWUH HQ °XYUH FHWpdemaut-hBdp® HanX les Briiqies meviabddebire

courantes.

/ITXQ GHV SULQFLSDX[ GplLV GH OYLGHQWLILFDWLRQ GHYV
shotgune®V. OJLGHQWLILFDWLRQ GH IDX[ SRVLWLIV [/HXU SUpVt
FDR (Fale Discovery Rate[Nesvizhsk, 2010).
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Figure 20 Workflow standard de la recherche de séquelares la base de donné@&erheggen
et al., 2016)

I.Lf. Les aalyses bianformatiques

Les outils bieinformatiques comprennent une sélection variée d'approches pour le traitement,

I'analyse et la gestion de données protéomiques basdaspactrométrie de masse.

L'architecturesousjacente 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 dendes de protéines, ainsi que des méthodgsost

traitement statistiqeS R XU OfpYDOXDWLRQ GHV UpVXOWDWY G LGHQ

Le développement de moteurs de recherche en tandem MS a été un sujet de recherche en bio
informatique protéomue depuis I'émergence du domaine au début des années 1990. Ces
développements incluent Sequéshg, McCormack and Yates, 1994)ascot(Perkinset al,

1999) OMSSAGeeret al, 2004)ou AndromeddCox et al, 2011)parmi beaucoup d'autres.

Dans une deuxiéme étape de l'identification informetides résultats bruts de la recherche

sont soumis a des outils de ptstitement, tels que PeptidePropfatdrew Kelleret al,, 2002)

ou Percolato(Kall et al, 2007)

Les outils de calcul qui fournissent le workflow d'analyse des donnéesomiigues sont
disponibles auprés des fournisseurs d'instruments ou des entreprisesnfiertmatique. lls
sont aussi souvent disponibles en tqmapplications open source et freeware fréquemment

développées en tant que projets de recherchmfaiomaique.
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l.2. Les différentempproche en protéomique

Une analyse protéomiqpeut se décliner sous forme de deux approches approche globale

et une approche ciblée. Une analgesexmence avec la préparation de I'échantillon dans lequel
les protéines su digérées enzymatiquement en peptides (analyse ascer{décenald and
Yates, 2002; Chait,0D6)ou analysées sans digestion (analyse descendiitieafferty et al,
1999; Reid and McLuckey, 2002; Breuletral, 2008)

lL.2a. >[ %% (E} Z  }&prachp dscendante

L'approche ascendante est la méthode la plus populaire pour traiter des échantillons de grande
complexité pour des analysegrande échelle. Le terme protéomique de shofbink et al,

1999; Dirk A. Wolters, Michael P. Washburn and John R. Yates, 2001; Yates, €104)
méthode équivalente au séquencage génomique.

La protéomique ascendante est une approche dans laquelle les protéines sont digérées par
protéolyse en peptides avant I'analyse de m@dgeare21.b). Les masses peptidiques et les
séquences qui en découlent sont utilisées pour identifierdésines orrespondante@-igure

21.b). La plupart des applications ascendantes nécessitent une acquisition de données en tandem
dans laquelle les peptides sont soumis a une dissociation activéeolfision (CID)
(dissociation induite par collisign

La méthode Igplus utilisée pour l'identification de données MS en tandem ascendante est la
recherche dans la base de donréeg), McCormack and Yates, 1994; Perkatsal, 1999)

dans laquéé 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 résdre certains desrgblemes de calcul associés a la protéomique
ascendante. Certam de ces méthodes comprennent l'utilisation de schémas de notation
probabilistes(Perkinset al, 1999; Tabb, McDonald an¥ates, 2002) I'incorporation de

critéres de recherche supplémenta{Meore, Young and Lee, 2000; Kellet al, 20(®), et le

stocka@ de spectres préalablement identifiés pour amorcer la recherche dans la base de données
(Frewen and MacCoss, 2007)

Les avantages de l'approcsrendantsont notammenine meileure séparation des peptides

par rapport aux protéines et une sensibilité plus élevée que la méthode descendante.
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Cependant, une couverture limitée de la séquence protéique et la pgréptitkss ayant éte
modifiés au niveapost traductionnel (PTM)osit les principaux inconvénients de I'approche
ascendante.

1.2Db. > %o %0 ®Op-DOWN: approchedescendante

Les méhodes descendantes utilisent des masses de protéines entieres et la masse de leurs
IUDJPHQWYV SRXU OpfraténdsMourdla)DLasLiEihiqaddd/fragmentation les

plus utilisées sont la dissociation par capture électronique (E&@)an A. Zubarev, Neil L.
Kelleher,and McLafferty 1998kt la dissociation par transfert électronique (ETElectron

transfert DisssociationSykaet al, 2004; Cooret al, 2005) ces deux techniques permettent

un séquencage et une couverture compléte pimtaine

Les données générées sont analysées par la méthode de séquence exprimée marquée (Expressed
SequencelTag EST) (Mortz et al, 1996; Cargile, McLuckey and Stephenson, 20f11)a
meéthode de novfHorn, Zubarev and McLafferty, 20Q0)

/ITDSSURFKH GHV F H&pbdgtandéicaivreduretdlaXxd&quence des protéines cibles
(Neil L. Kelleher et al, 1999) et une meilleure caractérisation des modifications -post
traductionnellegVlad Zabrouskoet al, 2005; Siuti and Kelledr, 2007)

Cette DSSURFKH GHVFHQGDQWH HVW PHLOOHXUH GDQV OH F
particuliere(Yi Du et al, 2005; Pesavento, Mizzen and Kelleher, 200@anders, Hanke and

Mann, 2007) Cependant|a séparation frortnd des protéines est plus compliquée que la
séparatia des mélanges peptidiques TXL LPSOLTXH OD QpFHVVLWpPp GTLQVW
plus grande précision, pour des mélametégues complex® tels qudaFTMS (McLafferty

et al, 2001)etle LTQ-Orbitrap(Maceket al, 2006; Waanders, Hanke and Mann, 2007)

58



Compte tenu de ces limitations techniqu@RkR XV DY R QV H pprochdaRcéndignte @u$ D
couramment utilisée dans les études de complexes protéiplesious a permi&E IDYRLU XQH

guantification globale et une meilleure couverture du protéome.

Figure 21 Méthodes classiqueMS/MS par colliion (CID, HCD) versus méthode de
IUDJPHQWDWLRQ | E Da/ftdgi@ehiatoH 8ad/ioriR QroRiRes Bt peptides dans la
spectrométrie de masse en tandem.

(@) TopDown: La plupat des PTM sont stables pendant la fragmentation descendante des
protéires par des méthodes MS / MS classiques diD VH G 1, m@ Eréewt typddement
des ions de type b et y ou c et z, respectivement.

(b) Bottomup: Au cours de la fragmentation dsique de petits peptides générés lors de
l'analyse ascendante, certaiRI M tels que la phosphorylation, ne sont pas toujours stables

Ac, groupeacétyle ;Me, groupeméthyle ;Pi, groupe phosphatSiuti and Kelleher, 2007)
|.3. La protéomique comparative

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

présence de protéinesfournir une mesure directe de la quantité présente dans une cellule.
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Les stratégiesde protéomiques globales et ciblées peuvent étre appliquées. Les stratégies
protéomiques ciBes limitent le nombrdes analytes suivipuis optimisent les méthodes pou

obtenir la sensibilité et le débit les plus élevés pour une grande quantité d'échantillons.
L'avantage des stratégies protéomiques globales est qu'aucune hypothese n'esttrggeise
OfHQVHPEOH GHV SURWPpPLQHV PHVXUDE QpHrses,VpatdneV XLY L

guantification relative, entre les différentes conditions

l.4. La protéomique quantitative

Un avantage clé de la protéomique a grande échelle pour la biologie des systémes

O fpY D O X@WwridrRQel«s drotéingsen plus ddeuridentificationdans des échantillons

complexes. En effet, la caractérisation du protéome est souvent insuffisante pour la
FRPSUpKHQVLRQ GX PpFDQLVPH ELRORJLTXH FRPSOH[H HW
méthodes de protéomique quantitative. L'objechifbgl de ces méthodes est d'obtenir un
instantané des concentrations de protéines assamigakfférents états.

Il existe deux grands groupes de méthodes quantitatives dans la protéolaigteéomique
guantitative relative et la protéomique quartiti&aabsolue.

La protéomique quantitativebsolueest, plutdt, associé | OfDSSURFKH FLEOpH HOC
GpWHUPLQHU OD F RuWQplubicpipiatBinveg ldane diGefex Echantillons, elle est

souvent coupej XQ PRGH G1DQDO\V ReasdhMdhXodny) g@ @aHpermettre

GH VXLYUH XQ QRPEUH OLPLWp GH SHSWLGHV GTLQWpUrw
La protéomique quantitative relative eptutdt, associé | OTDSSURFKH JOREDOH H)\
comparer deux échantillons complere plus (par exemple sain/malad&ec/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

enzymatiquéOng and Mann, 2009Jigure22).

l.4.a. Les néthodes de quantification sans marquageabelfree

*UKFH j OTDh@BEDWHXJ OHV VSHFWURPQWUHV GH PDVVH VRQ
des analyses MS dwute résolution. En effet, disposantleler trappe linéaire, ils sont dotés
GIXQH YLWHVVH GH VpTXHQoDJH pOHYpH &HV VSHFWUHYV
guantification sans pour autant se baser sur un marquage isotopique. Cette méthodkest app

Label free.
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lls existent deux techaquesen Label free: la premiere consiste a mesurer et comparer le

QRPEUH GH VSHFWUHYV 06 06 LGHQWLILDQW OHV SHSWLGH
deuxiéme repose sur la comparaison des intensités dexXig@@HV VSHFWUHYV GHV SHSE
proténe. (OOH QpFHVVLWH OfH[SORLWDWLRQ GHV GRQQPpPHV 06 F

spectrometres de masse et donc nécessite des ouiditddrinatiques plus élaborées

Ces deux méthodes sont largementadds car elles sont facilement misesseaY UH HW SHXY H(
rWUH DSSOLTXpHV ] WRXV W\SHV GITpFKDQWLOORQV WRXW
protéines(Nielsenet al, 2005) Comparées aux méthodes a marqugge, nous aborderons

dans le paragraphsuivant, elles sont moins @teuses mais nécessitent plusieurs régdica
techniques et biologiqué€henet al, 2006; Bodenmilleet al, 2010; Lubeet al, 2010; Bildl

et al, 2012)

Figure 22 Différentes méthodes de qudictition avec ou sans marquage isotopique. Les
marquages sont introduits a différents niveaux en fonction de la méthode(Blaoisicheff et
al., 2007)

l.4.b. Les néthodesde quantification avec marquage isotopique

/D FRPSDUDLVRQ GX SURWpPRPH GIpFKDQWLOORQV LVVXV
DFTXLVLWLRQ HVW IDFLOLWpH V fsti@uer[es\difiérente@canifioRdd Q W T X

Ainsi les méthodes de marquage isotopique consistent a introduimarqueur sur les peptides
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ou les protéineskn effet, en spectrométrie de masse, il est possible de mesurer la différence de
masse entre un peptideamué et un peptide non marqégure23).

Cette approche se traduit par le marquage de chaque dohgueif différents isotopes stables

(D, C'3, N, 0'9) et puis de les comparer entre eux. Les paires peptidiques ainsi formées sont
différenciéesparup FDUW GH PDVVH 0P DX VHLQ GTXQH PrPH DFTX

Figure 23 Extraction dev GRQQpHYVY TXDQWLWDWLYHV j SDUWLU GTXQ
Visualisation de chaque peptide marqué en rouge et non marqué en noir. A doaitee de
OfpOXWLRQ FKURPDWRJUDSKLTXH OH VLJQDO SHSWLGLTXH
DX FRXUDQW PHVXUp ;,& XQH PHVXUH SURSRWAEIIRQQHOC
Mann, 2005)

Parmiles nombreux marquages qui sont introglpér une voie chimique, la technologie ICAT
(Isotope Coded Affinity Tag{Hansenet al, 2003): cette méthode consiste a utiliser des
étiquettes (tags) isotopiqudsstinctes pour marquer spécifiquement les résidus ingstéles

protéines par liaison covalente grace a un réactif comprenant $é@ du**C.

Il existe aussi la technique Tandem mass tag ( TMIT)TRAQ (Isobaric tag for relative and

absolute quantition) (Thompson, Schéfeet al, 2003)qui va permettre la quantification de
plusieurs échantillons simultanément. Cette méthode permet le marquage du groupement
amines des peptides génépas digestion trypsique par un réactif associé a dgsedtes
isobariques qui génerent des ions rapporteurs de masses spécifiques lors de la fragmentation
MS/MS des ions paren{§imothy J. Griffinet al, 2007) Ce typeGH PDUTXDJH SHXW G
part étre réalisé par incorporation’® au moment du processus de digestion enzymatique des
protéines en présence de*¥ (Xudong Yacet al, 2001; Kristy J. Reynolds, Xudong Yao and
Fenselau, 2002).es peptides sont mélangés de facon équimolaire et analysé en LC MS/MS.

Lors de la fragmentation en MS/MS, le rapportewna grande intensité sur le spectre, et
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SHUPHW OD TXDQWLILFDWLRQ GX SHSWLGH GDQV OfpFKDQYV

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

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

IO HVW VRXY HapWreSdum Mun douHle@frquage des lysines et des argnoines
RSWLPLVHU OD TXDQWLILFDWLRQ QRWDPPHQW ORUV GTfX
SHUPHWWDQW DLQVL GIDYRLU WRXV OHV SHSWLGHV TXDQW

Cette technique est souvent utilisée darsscielules pour détecter de faibles variations
guantitatives ainsi que pour la caractérisation et la dynamique des modifications post
traductionnellegBlagoevet al, 2003). Hle peut notammentétre utilisé& pour les tissugt

pour les fluidegZanivan, Krueger and Mann, 2011)

Nous avons eu recours au marquage isobarique au cours deetefpmnous présentons dans le
paragraphe suivant le princige cette technique

I Le marquage isobarique TMT

Le marquage isobarique TMEst une technigue quantitative quété développeen2003 par
OfpTXLSH G HThohRderg WiRy®et al, 2003)

Le TMT est const WXp GIXQ JURbySrbkydugcimittd. (NHS) qui permet le
marquage en formant, para O LDLVRQ FRYDOHQWH DYHF OHV BPLQHV .
terminal et de la chaine latéralesd@sidus lysineun groupe rapporteudd@nt la masse varie

del | ‘D SHUPHWWDQW GYpYDOXHU OYDERQGDQFH UHOD
un échantillon donné, un linker clivable qui sera responsable de la libération du fragment
rapporteur TMTHQ DQDO\VH 06 06 HW GI1XQ JURXSH Gm aQRUPDO
équilibrer les différences de masse entre les différents fragments rapporteurs pour que la masse

globak des marqueurs soit équivalente (230 agre 24A).

Ces différentanarqueurs onta la fois,la méme masse moléculaire de 230 Da et la méme
structure chimiqueRigures24et25 $LQVL ORUV Gpdctmérige Massel & H
peptides marqués seront détectés avec la masse relative du peptide en plus de lerézatge d
TMT. Mais lors de la fragmentation HCD, ces groupements rappsrigenmont libérés.
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/TLQWpJUDWNVRAVGBHOMNBLBY UHODWLIV DX UDSSRUWHXU SH
SHSWLGHV PDUTXpV GDQV OfpFigDe2BLOORQ GXTXHO LOV Gp

Figure 24 Schéma explicatif représentalat structure chimiquedes réactifsTMT. (A) les
différentesrégions composaria structure du TMT et les sites de fragmentatib®/MS par
HCD et ETD (B) Les réactifs des TMT10plex et du TMIL31C et les positions des isotopes
(indiqué par une astérisqué€Scientific, 2014)

Figure 25 Schéma récapitulatif de la construction des marquages isobariques
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Figure 26 /D SURFpGXUH GIXWLOLVDWLRQ GX NLW L@sr SOH]
Reagentg¢Scientific, 2014)

Ces étiquettes isobares multiplexes apparaissent a la méme masse dans un balayage MS, mais
lors de la fragmentation CID danssiegectrométre de masse, donnent lieu a des ions de signature

MS / MS de &ible masse entre 126 et 131 m/ z (TMT) correspondant a la perte de rapporteur.
Les pics ou zones relatifs au rapporteur indiguent la proportion de peptides marqués de

I'échantillon @nt ils sont dérivés (Figui2s).

Cette technique a plusieurs avantadgest principalement la quantificatiosimultanéede
chaquepeptideet en conséquence des proteéine® D SRVVLELOLWp GH TXDQWLIL
protéome complexeenuntempp LEOH SDU UDSSRUW j GIDXWUHV PpWKR:
free Cette tebnique permet, notamment, la comparaison de différentes conditions (contrdle et
traité) en ayant plusieurs points par condition et aussi comparer différentes conditions par
rappot a des contrdles en intégrant les différentes conditions dans la mémiennfEajure

26 'Y{DLOOHXUV SOXVLHXUV FRREd®BLWRZpeX,Gad TMDJ H[LVW
4Plex, les TMTO éplex, les TMTF10 plex et, recemment, ThermoFisher a déyetdps TMF

1lplex.

Au cours de ce projet, nous avons utilisé une quantifitgder TMT. En effet, ce marquage
combiné a une analyss QExactive Plus en HCD, noussassiSHUPLV GORBWRYLGCTLRC
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y que bcar le marquage TMT ajoute des charges basiguermettant une meilleure ionisation

et une meilleure fragmentation des pegs.

Il.  Approche transcriptomique

Lors de ce projehous avons eu recoudisinemeéthode< omique» largement appliqué€ette
meéthodeest latranscriptomiquequi, tout comme laprotéomique étudie les protéinedle
VI LQW p Wdidéd/ridomu¢iquesies ARNS.

[1.1. Définition de la transcription

/ID WUDQVFULSWLRQ HVW OYfpWDSH TXL SHUPHW GH WUDQVI
sous forme ddranscrits, du noyau vers le cytoplasme de la cellule ou se trouve les outils
nécessairespour  UDGXFWLRQ /1$'1 HVW WUDQVFULWedABN$51 SDU
polymérasegFigure27). /HV $51 WUDQVFULWY DSSDUWLHQ@Q@6MQW | GLI
une classe majoritairdes ARN messagers (ARNm).

I fTHI[SUHVVLRQ GHV Jge Eivmeésiraiit IBd ARNM. g¥per@aht, le nombre de
protéinesexpriméesest plus élevéar rapport aunombre ddranscris. Ceci est expliqué par

O L P SR U WwhDdii€akionS sLt#is par les ARN avant lesitraductios WHO TXH OfpSLV\
alternatif, mais aws les différentesmodifications post traductionnellest les maturations

subies patesprotéines avant de devenir fonctionnelles.

En effet, les premiers traarits synthétisés sont les transcrits primaires-ifiR&NA). Ces

transcrits subissent plusieul DQVIRUPDWLRQV GDQV OHnmaRre®»XaDYD QW
SUHPLgQUH pWDSH FRQVLVWH j DMRXWHU XQH FRLIIH &$3

dégbgDGDWLRQ 3DU OD VXLWH FKH] OHV HXFDU\RWHV GHV

intervienQHQW 3UHPLQUHPHQW OD SRO\DGpQ\ODWLRQ:TXL VH \
XQH VXLWH GH ULERQXFpORWLGHYV GH WN3dudBE@Gen@RVLQH |
OYpSLVVDJIJH TXL FRQVLVWH jintfotSSpattiedHrdrcares) dupeP HQW YV
P51%$ HW GH JD U GeHd &koGsy (pattidslestant@glrigure B). Ce processusst dit«

alternatif® FDU GLIIpUHQWHYV FR BuwénQavainiieQ ©n Gifieht,Raihd, des

transcrits matures différents a partir de transcritegires identiques.
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Figure 27SFKpPD UpFDSLWXODWLI GX SDVVDJH GH OYfLQIRUPDW|
forme detranscrits ARNmM du noyau vers le cytoplasme de la cellule ou se trouve les outils
nécessaires pour la tradtion (Jaspardg, 2013)

Figure 28 Epissage du prdRN messagerLes introns sont éliminés pour construire la
VPpTXHQFH GY$51 PDWXUH 3O0OXVLHXUV H[RQV SHXYHQW rwWut
résultent en plusieurs vab QW YV GH V p T X (S Rergréfaficb Sartipy, 2011)

Apres transcription, les ARNm sont traduits en protéines. Ce processus est appelé traduction.

En effet, chaque ARNm est porteur de codmnsés par trois nucléotides associés aux acides

aminés. Chaue codon est associé a un seul et unique acide amm§HVW OH FRGH JpQpV
WUDGXFWLRQ VH GpURXOH HQ SUpVHQFH GTXQ ULERVRPH
complexe de synthétidéd OH SHSWLGH &H FRPSOH[H HVWrtelR@VWLWXp
FRGRQ GHV $51 GH WUDQVIHUWY SRUWHXUV GIDQWLFRGR
assurant la liaison entre les acides aminés. Par la suite, la protéine est synthétisée par

O 1 D wage Bes difféerents peptides et sulpeafoisa son tour lusieurs modifications post

traductionnelles afin de devenir fonctionnelle.
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[I.2. La transcriptomique

/IH WUDQVFULSWRPH HVW GplLQL FRPPH OTfHQVHPEOH GHYV {
tissuou un type cellulaire spécifigque.  WUDQVFULSWRPLTXH SHUPHW GRQF
différentiellement exprimés entre les conditions expérimentaledeetquantifier les

FKDQJHPHQWY GH QLYHDX[ GYH[SUHVVLRQ GHndKM3TXH WU

expérimentales

La transcipWRPLTXH VYHVW GpYHORSSpH JUKFH j OfDSSDULW
moléculaires< haut débit » tel que les puces ADNDNA microarrays». le développement de

ces puces a été dynamisé par les grands projets momtiaaéquencage tel que léduman

Genane project» lancé en 199(5awickiet al, 1993) Le développement des@rojets a été
pODUJL j O amseipt@nide. G X WU

Il existe deux approches pour étudier le transcriptom® fK\EULGDWLRQ RX OH \
/I YK\EULGDWLRQ FRQVLVWH j LQFXEHU OHV $'1F $'1 FRPSO
fluorescentes sur des sondd3N qui sont a leur tour fixées a un support physitel que des

membranes ou des lames en verre.

Cete technique, certes peu couteuse, permet de générer beaucoup de duminédke est
GHVWUXFWLYH SRXU OfpFKDQWLO O R @retbiten8sHNX RIHQ pRIVY J |
uniqguement. Elle présentaussi, une faible sensibilité des transcrits rares et une forte

amplification des transcrits abonda(foyce, Rozowsky and Gerstein, 2007)

&ERQWUDLUHPHQW j OTK\EULGDWLRQ OH VpTXHQo0oDJH SHUP|
QITHVW Glm@gFa 8ri2 \liste déja établi permettant ainsi Ecaliverte de nouveaux

transcrits.

La premiere technique de séquencage a avoir été utilisée est la méthodd Sagget al,

1977) Cette méthode a été durant des années perfectionnée et améliorée pour augmenter le
débit de séquencage ce qui a permis le séquencage du gémoaie éntier en 2004. Ce projet

a duré 13 ans et a €W p PLOOLDUGY GH GROODUV /H FREW pOHY¢
du développement des séquenceurs de seconde générations NGS (Next Generation
6HTXHQFLQJ /YREMHFWLI pWLDIOWoll&rsl lelspdbentddéidy gemdme®V G H
humain. Lesséf HQFHXUV GH QRXYHOOHYV JpQpUDWLRQV SHUPHWMW
sans passer par le clonage dans des plasmides bactériens et de réaliser plusieurs réactions (des

millions) de séquencage en p&ke. Le développement de ces nouvelles plateformes
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FRQWULEXp j OYDSSDULWLRQ GX VpTXHQoDJH GHKHMGripn$51 519%
etal,2008) F{pWDLW OD SUHPLqUH WHFKQRORJLH j SURSRVHU

Cette technique permet de caractériser et quantifier totraueserits. On peut distinguer trois
techniques deégjluencage a haut déble pyroséquencage (Roche), le séquencage par ligation
$SSOLHG %LRV\VWHP HW OH VpTXHQoDJH j OYDLGH GH

Actuellement, la principale techniqde séquencage appliquée ggpelée« lllumina ».

II.3. Approche RNA seq par lllumina

11.3.a. > ktraction et isolement des ARN

/ID SUHPLqUH pWDSH FRQVLVWH j HIWUDLUH OHV $51 WRWDX
GH OYREMHFWLI GHHWTpM$6H WRWBO HVW PDMRNLWDLUFE
ribosomaux. Ces ARNr masquent la diversité des transcrits. Ainsi il est possible de sélectionner
OHV $51 GILQWpUrwW SDU GLIITpUHQWHY WHFKQLTXHV

La sélection des ARN polyadénylés les transcrits polyAVRQW V\QWKpWLVpV SD
polymérase Il et compreent 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
SRVVLEOH GYLVROHU FHV $51 |én¥diu& dbiy@TqGifée¢ @Hmani@ G H Q XF
covalente a dedilles 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

réalis& par deux technigues OD SUHPLqUH lisatiSrRdeHond¥sUnuClgpXdidules
FRPSRVpH GIXQH VpTXHQFH VSpFLILTXH j OD SDUWLH 1 G
FRPSOH[H TXL HQ UpVXOWH HVW GpWDFKp GH O®%#51 VpOH
lesquelles la streptavidine a été fixée. Laxikme technique repose sur une des caractéristiques

des ARNTr. Elle fait appel a des exonucléases spécifiques qui vont dégrader les ARN portant un
SKRVSKDWH HQ T (Q HIIHW O Hué chbirhalterieOt AUXFARMMAGEH oRtD U D F W
une coiffe a la jace.

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 microARNgs ARN interférents, et les petits ARN nucléairasmarviennent dans

la régulation des géné€ostaet al, 2010; Cuiet al, 2010; Adiconist al, 2013; Sultaret al,
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2014; Zhacet al, 2014; Abernathy and Overturf, 2016Ainsi, selon la méthode choisie, on
observera des enrichissements de cet®id DQVFULWY SDU UDSSRUW j GIDXW

11.3.b.La péparation des librairies et séquencage

$sUqV OfH[WUDFWLRQ HW OD VpOHFWLRQ OHV $51 VRQW FR
GHV OLEUDLULHV LO VIDJLW GTXQH NG SeéttelcRRSIRAIIY D QW H
librairies varie en fonction de la plateforme choisie. Cependant, la premiere étape est une étape
commune. En effet, avant la création de la libddir LO IDXW WRXW GIDERUG IUDJP
La fragmentation peut étre réalle a partir des ARN ou bien a partir des ADNc dodbies

issus de la rétrotranscription.

La technologie Illumina est concu pour la lecture des ADN, jladsts, LQGLVSHQVDEOH G
une étape de transcription inverse pour convertir les ARN en ADNs.decette opération,

les ARN sont rétrotranscrits par une enzyme la transcriptase inverse.

3RXU FRQVHUYHU OHV LQIRUPDWLRQV GientEd ot dBTRULJILC

développés

Xx OH SUpWUDLWHPHQW GH Of$51 DY hertiGls eticvhEsehL WH GH
uridines(He et al, 2008)

X @ngorporation de dUTRors de la synthése du brin complémentaire puis digestion par

une enzyme urae-glycosylasgParkhomchulet al, 2009)
x Laliaison directe des adaptateurs dane arientation connue sur les ARN

/I fpWDSH GH WUDQVFULSWLRQ SrhineWa fogstdhDde GragcherisHd U W D L
chimériquegPenget al, 2015)mais aussi des biais causés par les primers utilisés lors de la
ILIDWLRQ GH OD WUDQVFWarssed,Brehhdr gnd BudigitH202U O 1$51

Aprés transcription, la fragmentation est effectuée par sonication, nébulisation ou par un
traitement enzymatique a la DNas@Vang, Gerstein and Snyder, 200®es séquences
DGDSWDWULFHY VRQW OLpHYV DX[ HIWUpPLWpPV GHV IUDJPHCQC
j XQ VXSSRUW VROLGHUMRPXYRQWFOHPBWLSWDXWHVX /TH[WUp
HW VITK\EULGH j O1DGDSW D Wdce YolR& eraque Radi@em Bdt BntpliiéX U O D
1000 fois pour former desckusters» qui seront, par la suite séquencées en paralléle. A chaque
cycleunVLIQDO IOXRUHVFHQW HVW pPLV FRUUHVSRQGDQW j O
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Chaque nucléotidewo«terminateurs réversiblesest marqué par un signal fluorescent. Une

caméra interprete le signal émis permettant ainsi de reconstruire la sétignce D).

Figure 29 Principe de la technique de séquencage lllumina i@jyrhentation de I'ADN et

ligation des adaptateurs (b) Fixation des fragments simple brins sur la lame de verre (c)
amplification en pont (d)obtentiored brins doubles en pont sur la lame (e) dénaturation afin

de garder uniquement le simples brins fix@fesépétitions des étapes c, d et e dgput de
séquencage par additions de nucléotides fluorescents lors de la polymérisation des brins
amplifiées fkées, (h) lecture du signal fluorescent a chaque cycle et concaténation de la
séquence(i)alignement de séquences sur une séquence de référence afin de détecter les
YDULDWLRQV GH SRO\PRUSKLVPHIwrKa@Ald) XDQWLILHU OYfH[S

/ITILOOXPLQD SUpVHQWH SOXVLHXUVY DYDQWDJHV SDU UDSS
meilleur débit, généraleme@d0a 150 pb en seulement quelquesrg(Glenn, 2011)et un
avantage financierle co(t le plus faible par base. Cependant, il est possible de réduire le colt
du séquencage en ayant recours amukiplexage» qui consiste a séquencer une banque
G1%$'1F U Haat phisiges échantillons. Chaque échantillon est distingué par un code barre
GLIIQUHQW 1pDQPRLQV SOXV RQ FRPELQH GYpFKDQWLOOR
réduite. Ce taux de couverture peut étre aussi impacté par le type de séquescageend»

XQH VHXOH H[WUpPLWairéhtid @MHV1 GRX[ GH[WUpPLWpPV GH
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successivement séquenceés. lmikend2 DPpOLRUH FHUWHY OYDVVHPEODJH

est plus couteux.

[1.3.c. > palyse des données

Afin de pouvoiranalyser cette nsae de données générées, plusieurs outidsfmanatiques

RQW pWp GpYHORSSpV /YDQDO\WH GH FHVY GRQQpHV FRPPH
afin de déterminer la qualité du séquencage et le taux de contamination. Ensuite,aide étap
nettoyagee®V HIIHFWXpH SRXU pOLPLQHU OHV VWaifes.HD&sFottNs G 1D G D
de bicinformatique ont été développés tel que CutadMartin, 2011) Adapter removal
(Lindgreen, 2012pu TagCleanefSchmiedeet al, 2010) Pour réaliser ce nettoyageexiste

des outils aussiyL SHUPHWWHQW GH FRUULJHU OHV HUUHXUV GH \
notammenReptile (Yang, Dorman and Aluru, 20), SGA (Simpson and Durbin, 201@u

SEECER(Le et al, 2013)

Quand les données sont nettoyées, une é&afi VVHPEODJH HVWale@xs®@RVpH HW
techniques de novo® RX XQH PpWKRGH GYfDOLJQHPHQW GHV VpTXHC

La méthode« de novo» concerne les études réalisées dans des organismes non modeéles. Cette
méthode permet de découvrir des transcrits BddpVHQWY GDQV O H dpsRdgee H | FD)
DOWHUQDWLI RX GYXQH PDXYDLVH DQQRWDWLRQ 'DQV OF
GipYDOXHU OH WDX[ GTH[SUHVVLRQ j SDUWLU GX FRPSWDJI
séquences de réféerence p@ TR XW L@ dtd Purbin, 2009) Il est possible aussi de
FDUWRJUDSKLHU OHV OLHX[ GTfapBellPAthteHarid Qakryy 2009V DQW 7 R
détecter les SNPs par SAMTodls et al., 2009t GATK (DePristo et al., 2011)

" D X W U H \exifReXipdrioettent de prétraiter ledonnéesbrutes avantle traitement
VWDWLVWLTXH (Q HIIHW LO DV WHIORSRLIU VY CD@WPEETEEYEHOX H LD
distinguer du signal artéfactudl'extension Rimma propose plusieurs méthodes pour cette
FRUUHFWLRQ GX 3EUXLW GH IRQG" GRQW XQH DSSURFKH EI
+ exponentielle. Cette extsion est compatible avec la pfatene illumina. Enfin, aprés
prétraitementune étude exploratoire pour ontrole des échantillons est liéée afin de

détecter les individuprésentant une variabiliitBportantepar rapport aux autres échantillons

etqui sontqualifiés G fe®trémesspar UDSSRUW j OTHQVHPEOH GHVY FRQGLW
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Apres ces analyses primaires, des analyses en biostatistiques sont appliquées pour différencier
les échantillons (statistiques descriptives) ou distingesréchatillons traitésjy GI{DXWUHV QR
traités (Statistiques nitivariés).

Dans le cadre de cette étude, nous avons utilisé cette apmaseiptomiqueour évaluer
OH WDX[ GTH[8anstiMsyD RWPYUGNMVSDU OJLQYDOLGDWLRQ GX JqQ

I1l.  Approche métaolomique

Afin de compléter cette gpoche omique appliquée lors de cette thése, nous avons notamment

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

/INDSSDULWLRQ GHV WHFKQLTXHV GH VSHFWapRePgaréusé H GH F
dans les années 19@Ccontribué a la naissance de la métabolomique. La premiére agalyse
PpPWDERORPLTXH D pWp UpDOLVpH @aulihgétthp TXKL)8HcoBrsl 3DXOL
de laquelle il a effectué une analyse quantitative de métabolites de fluides corporels . Il aura
fallu attendre|es travaux menées par Oli@liver et al, 1998)sur la levureéSaccharomyces

cerivisaepour voir apparaitre leerme métabolomique.

La métabolomique est définie comn@TpW XGH GH O 1 ld@idsdasQuisysterhy P p W
biologiqguedonné (organismes, fluideorganes et cellulegfweeddale, Notley'cRobb and
Ferenci, 1998; Fiehat al, 2000)

/IH PPbWDERORPH UHSUpVHQWH OfHQVHPEOH GHV PROpPFXOH
1500 Daprovenantd PpWDEROLVPH SULPDLUH HW (RigdEBOREBDLUH GH
acides aminés, les sucres, les vitamines, les nucléotides et certains alcools constituent les
métabolites primaires provenant de la dégradation de la matiére organique et donc du
cataboiVPH FHOOXODLUH 7DQGLV TXH OHV PpWDEROLWHV VH

processus de synthése des composants de la cellule

/H QRPEUH GHV PpWDEROLW QW H [ VW B GEiRIEH panges R P P H
estimé entre 3500 et TWO. Et récemment, il a été évalué a 1BD métabolites lors de la

derniere mise a jour de la base de données Human Metabolome Database (HMDB), dont
environ 18000 ont été correctement identifiés et quantififsshartet al, 2018) Ce nonbre
VIDSSXLH VXU SOXVLHXUV WHFKQLTXHV GH GpWHFWLRQ HV
(Wishartet al, 2018)
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Figure 30 Vue globale du métabolome englobant lefedéntes classes de métabolitgsinot
et al., 2014)

$XMRXUGTKXL OD PpWDERO R Rilffér&nts doinvailles bosa8i@dnfeipH G D Q
canceérologieEn effet, depuisla démonstration § + HLQ UL FK : D U EXlidrl étrb@® de

la dépendance des cellules tumorales awogkiet le dévelopd@HQW GHV WHFKQLTXHV
a haut débit, les études métabolomiques se sont mudipligour détecter les
dysfonctionnemest P pWDERORPLTXHV HW OfLGHQWLILE®MsleRQ GH S
oncologie la métabolomique est largam appliquée, maid O H[LVWH GIDXWUHV D

comme en agroalimentaire ou en étude environnementales

En analyse métabolomique, on a recour® § X W L O LS/WXWLLRHX WGVH WHFKQ@LTXHV C
chromatographie liquide a haute performance (CLHR)p&® a undétecteur UV, la
chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie de mas$&S)la chromatographie

liquide couplée a la spectrométrie de masse-M%), la spectrométrie de masse (MS) et la

spectrométrie par résonance magnétique nucléaiveNj.

LaMSHW OD 501 GRQW O 1 Xrgpanduesddties tRcQNnibueE 3Nde @ebEréhCeX var

RITUDQW GH JUDQGHV SRVVLELOLWpPV GIDR&OdimdéeLRQ GLC
Cependant,LO HVW FRXUDQW GIDYRLU UHFRes L& dsSSOKVLHXU\
FRPSOpPHQWDLUHYV SXLVTXTHOOHV RQW FKDFXQH GHYV
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DVVRFLDWLRQ SHUPHW GTpWDEOLU XQ SUR (P9cHogd®#DERORP |
al., 2011; Bouata et al, 2013)

Dans cette étude, nous avatdisé une seule techniquda LC-MS. Outre b durée defpWD SH

GH SUpSDUDW L BQplGlehgheep EK 08 WX PHOQ pdwl les échantillons issus

GH WLVVXV R Rtt&t§dRiigieDedtdastruc YH SR XU O foprF iébe@sitahtO O R Q
@Mftractionpréalabledes métabolteslpDQPRLQYV OIDWRXW PDMHXU GH O
sensibilité et Iaélectivitéde la méthode pUPHWWDQW DLQVL GILGet@&WLILHU S
guantificaton plus fiable(Figure 31).

En effet, la spectrométrie en haute résolution permet la détection des ions dans une gamme de
rapport m/z préciseHQ DPRQW SDU OfDQDO\WWWH HQ SOXV GH OD G
associées a ces rapports. Cette apmgermet la détection de plusieurs molécules a la fois et
GIpWDEOLU XQH HPSUHLQWH PpWDEROLTXH VSpFLILTXH j O

Figure 31. Représentation des différentes sensibilités de détection en fonction de la technique

G 1D Q Buvkev B RMN a une application rapide mais trés peu sensible par rapport aux
autres techniques favorisant, ainsi, la détection des métabolites les plus cém¢knpartie
DSSDUHQWH GH OY,FHEHUJ /D *& 06 H\BudilerN\ehtle®&ndV RQW ¢
Dixon, 2003)

Tout comme la protéomique, en analyse métabolomique, il y a dplitkMy G D SSUWdR FKH V
approche norciblée dite «globale» TXL V{LQWpUHVVH | OfHQVHPEOH G

métabolomet une deuxiemdite «cibléex.
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/DS SUR F K perdhéx BeEoh@aketesempreintes métaboliqueSs fpFKDQWLOORQV SU
de deux ou plusieurs conditions différentes,définssant dans un premier temps des classes
GIpFKDQWLOORQV HW GH F DihbhdaW publomatdlieOrs] Cetkeppp@EhR O L W I
peut étre qualitative mais aussi quantitatMeus avons eu recours a cette approche dans ce
WUDYDLO DILYD GAREBEWHQVHPEOH GHY PpWDEROLWHYV HW Gl
LPSDFWpHV 8 Wolff-Clfaikoffthéz @&s souris invalidées SLC5A8 mais aussi pour
FRPSDUHU OfHIIHW GH OYLRGH j OfHIIHW G{XQ DIJHQW GH F

/ITDQDO\VH FL E OquantifteH UnPdt VisluskeHrs métabolitepécifiqueset définis

initialement.Cette approche elD SSOLTXpH G D Qmvod@idatidhdia Gefiég@eation
G 1 X Q HenYpRrtiddlier.

/1 D Q D @étsdlomiquese déroule en plusieurs étapésg(re 32). Elle débutepar le
WUDLWHPHQW GH OTpFKDQWLOORQ TXL GRaWond¥reHleOH PRL
maximum de métabolites intacts. Cet extrait jgst la suiteanalysé en spectrométrie de s&s

pour obtenir les données brutes (raw data). Les données sont traitées par des logiciels
VSPFLILTXHV QpFHVVLWDQW Xi@ lds voxfFfoRternaViherb@seGl§ paid&sH V D
SRXU LGHQWLILHU OHV GLIIpUHQW wunirapassha Rutivanddgui /1DQDO
VXLYUD GpSHQG GH OYREMHFWLI GH OfpWXGH

Figure 32 Processus ou workflow d'une analyse rhétamique par spectrométrie de masse
haute résolutiorfRoux et al., 2011)
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.1. LapUpSDUDWLRIPNKGH OYpFKDQW

/I THIWUDFWLRQ GHV PpWDEROLWHY HVW GpSHQGDQWH j OD I
biologiques ou extraits cellulaires) mais aussi de la nature des métabaikeaige (lipide,

polarité etc). Les urines sont seulement diluées a@firWUH LQMHFWMern&rDQV OD
et al, 2008; Jankevicst al, 2009) tandis que les fluides cérébrospinaux ou le plasma, sont
REOLIJDWRLUHPHQW WUDLWpPpVY GDQV GHV VROYDQWY RUJDQI
O 1D F p WMRiZab&thlJ L \@dret al, 2005; Bruceet al, 2009) Les cellules sont mises en
FRQWDFW GTXQ VROYDQW RUJDQLTXH j EDVVH WHPSpUDW X
alternativement aussi étre extraits mécaniquement par sonication ou sous d@itationarie

et al, 2009) Pluseurs méthodes existepourextraire les métabolites des tissus soit dares

phase organiqueu en phase solide (SPE) se basant sur la rétention des métabolites par une
SKDVH VWDWLRQQDLUH &HW\délp@duRdrmmeHa/siNcetRegamme W X pH G
largement appliquéneextraction de métabolites est la microextraction sur phase solide (SPME).
&HWWH WHFKQLTXH HVW XWLOLVpH DSUQqV ELRWAYKbH RX SRX|
et al, 2009, 2010; Ahmaet al, 2015) Cependant, toutesHVY PpWKRGHV V{DFFRU!
OYLPSRUWDQFH GH FRQJRBOGW OBAFKD Q Wi WEOR@ HU@\S LIBIK Q G
enzymatique et n@as modifier ainsi les métabO LW HYV G VuckdviR, U2DD2AY Ees

différentes extractioWn VRQW VXLYLHV GIXQH FHQWULIXJDWLRQ HW (
culot est suspendu a nouveau dans un mélange compatible avec la LC/MS.

[11.2. Le traitement des données

Le traitement de données brutes se traduitgodétiectiondes composés a partir des spectres et
chromatographes/ 1 R E M H E&\cohvett Ms spectres en données analytiques compatibles

avec les logiciels statistiqueBifférents logiciels permetteria détection automatique des

signaux eteur rédignement relatif chaque échantillo@ertains logiciels sont commercialisés

comme par exemple, Compound DiscovetSieve®de Therm&cientific ODUNH U 9deH Z E
SCIEX, 0D UNH U /\ (de®/aers, MassHunterfds JLOHQ W H W« @iuxsp\otierHV VR Q W
«libres accées, commeMetAlign (PlantResearch International B.VJZmine (Katajamaa,

Miettinen and Oresic, 20069t XCMS(Smithet al, 200) quisont G § D L @©phiXlaryement
utilisés.MZmine dispose,D X M R X defoldHes permettant de gérer un grand ensemble de
GRQQpHV HW G1YLQW mippirdentaiied | skakRal, 2UI®) R bhdlyse, aisi,

plusieurs spectres du méme échantillon (MS ou MBI2Mmine permet une connewité aux

EDVHV GH GRQQpHV SRXU OfLGHQWLILFDWLRQ GHV PpWDER
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Leslogiciels ont @salgorithmedifférentset nécessite donc un paramétrage difféfeandant

ce projet wus avons utilisé MZmine dont les étapes sont les suivantes

1)

2)

3)

4)

5)

Conversion du fichier profile en centroide afin G 1 H [ W U D L, détte @dthxérdron]
supprime certains bruits de fond.

Filtr age du bruit de fondet détection des pics au cours deette étapgles artefacts
électroniqueseront supprimeés 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 1R EMH F vétherehéldé€3 Piasst de détectees ions et @ désigner les sommets

des pics chromatographiques. A partir de cette étape, la quantification des métabolites
SDU OfpYDO XBouslpR €& dé i haufdiiriaximale du pic est possible.

/1D O LJQ H P HantilloQs\bétielétape consiste a regreufes pics ayant des m/z
et temps de rétention identiques dans chaque échantillon ce qui permettra la
FRPSDUDLVRQ GHV YDULDWLRQV GY1XQ PpWDEROLWH GLC

La complétion des données manquantes (Gapliilg) cette étape est importanpour
OYfpWDEOLVVHPHQW GH OD VLJQLILFDWLYLWp FDU HOO|
PDQTXDQWHYV TXL SRXUUDLW IDXVVHU OD VLJQLILFDW
variable esprésentalans un grand nombr& fpFKD QWL O O R QémdtdamsEVH QW
quelquesuns, cette étape remplacera les pics non détémtdis de fond important ou
SLF QRQ JDXVVLHQ SDU pOTLQWpPIJUDWLRQ GX EUXLW G

/ |nnotation : cette étape consiste a interroger les bases meéds en se basant sur

O 1 K RgteRIO Rpport m/zdétectépar rapport aFHO XL GTXQ PpWDEROLWH C
banques de données publiques chimiquesabuletmiques ou biochimique®lusieurs

banques de données métabolique sont dispornielesue KEGG(Kanehisa, 2002)

HMBD (Human Metabolora DatabaseWishartet al, 2007) METLIN (Smithet al,

2005) ChemSpider(Pence and Williams, 2010)SciFinde (Wagner, 2006)ou
Pubchen{Sayerset al, 2009)

[11.3. La normalisation

/IMLRQLVDWLRQ HdghvésBria\H. B OXY IGHRXQW GHYV HIlidigatiot H VXSS
dansune méme analyse aans des échantillons différents. Il est important de maitriser ces
DUWHIDFWV HW G\ SDOLHU SRXU QH SDV LPSDFWHU OHV |

corriger cedluctuations:
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X Intégrerdes étalons internes, idéalement marqués, dans sasHantillons présentant
XQH VWUXFWXUH VLPLODLUH DX PpWDEROLWH GYLQWpU

X ,0 HVYW GRQF SRVVLEOH GYDY R chanxliord db @mttéleyQedtsV L1 H Q
(QC). Les QC sont un mélange dbérentséechaQWLOORQV j DQDO\WHU GDQ
4& VRQW UpJIXOLqUH P HaddMsitio MeHbEt\Wep 3£t &prdthe ebt O

corriger le signal de chaqueétabolitepar régressin. (Dunnet al, 2011)

JTLOQMHFWLRQ GX 4& HVW XQH VROXWLRQ nméphdligd$ HVV D QV

présents dans le mélangiliée aussi a la stabilité du QC au cours du temps.

x Il estpossitbe de faire une normalisation par la régression locale de type LEOSS (Low
orGHU QRQ OLQHDU ORFDOO\ HVWLPDWH @GppdyaRgRW KLQJ |
unemodélisation polynomiale locale est réalisée a partir des intensités dd2oQIC
chaque métaolite, une régression locale esésuee en séasansur lesintensitésdes
QC.Les abondances détectées poudid#érentséchantillons sont divisées par la valeur
correspondante sur la courbe de régression puis multiplié par la moyenne des QC afin

G ftenir les abondances normalisées.

X Un autre type de normalisation peut &ppliqué: la normalisation des quantiles. Cette
méthode normalise les distributions des aires des échantillons, lamsiles moins
intenses des échantillons injectés en fen stquence sont réévalués grace a cette
méthodg(LEE et al, 2012)

[11.4. Les analyses statistiques

Apres la normalisation deslonnées, GHX[ W\SHV G{DQDO\VutligablesVdEnW LVW LT
premier les analyses univariégaj sontcourammentitiiséesHQ ELRORJLH SHUPHWWD((
OHV YDULDEOHV H[SOLFDWLYHV HQ IRG&® cARPEGIIELY RX S
interactions entre les variables. Le test statistique a appliquer dépend de la distribution de la
probalilité de la variable. Si la diribution 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 deuxieme typeG 1 D Q D O \ stijuestsot WeDaevalyses multivaridshan Trygg, Elaine
Holmes and Torbjorn Lundstedt*, 2006ui VILQWp ODHYWHKGH VLPXOWDQpH G
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variableset permet de les visualiser dans un espace réduit grélee réducon de la

dimensionnalité des donné&sles sedéclinenten deux types

X Les analyses multivariées descriptves& HWWH DQDO\VH SHUPHW GY{DYF
du jeu de données sans a priori. Les sorties se présentent en dendrogramme ou en plans
factoriels. /' f{DQDO\VH OD SOXV FRXUDQWH HVW OT$QDO\VH F
Les composantes sont calculées a partir des combinaisons linéaires des variables
GYRULJLQH SRXU HQ HdVvdridire.Wés dewk da Bdis prehiter&modeles
expliquenten généralplus de 40% de la variancar le calcul est itératifles premiéres
composantes absorbent le maximum de variances et les dernieres contiennent en
générale le bruit aléatoirees données sont représentées en individssore plot»
selon les cordonnées calculées et un facteur biologique donnée. Une autre carte est
générée aussi représentant la projection des variables explicatives sur les composantes
O D W H Q Watsrted§ poidg/de variablesloading plot». Les variablegui ont
contiEXpV j OD VpSDUDWLRQ GHV JURXSHV GILQGLYLGXV
graphique. Cette approche permet de mettre en évidence les variables discriminantes.

X Pour compléter ctt premiereanalyse il faudrait réaliser une analysesthistiques
explicatives ou prédictives. Le EXW GH FHWWH DQDO\VH F{HVW GT
G T L Q:Mapmatrise contient des réponses (YY) qui sont expliquées par des variables
explicatives (¥. La méthode de régression aux moindres carrées partiels (Pagial lea
squares, PLS) et la méthode discriminante H)&S (Partial least squardiscriminant
analysis) sont des modéles largement utilisées en mpdiectif. Le modéle établi a
partr dedRQQpHY LQLWLDOHV SHXW rWUH XWLOUH&p SRXU
déterminer leur appartenance. Il est primordial de vérifier ces modéles par des méthodes
GH YDOLGDWLRQ FURLVpHVapprer@ssadepYLWHU OH ULVTXH

Cette approche est souveipliquée en oncomaftolomiquequi cherchea caractériser le
meétbolome tumorabans la description des profils métabolomiques des turf@henget al,

1998; Batheret al, 2000; Cavillet al, 2011) Le but de notre étud QfHVW SDV GH FODV
échantillons mais de comparer les concentrations des métabolites entre les différentes

conditions biologiques ainsi nous avons eu recoules atatistiquesinivariés classiques.
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V. Intérét des études mulbimiques

Pourcléturer ce chapitre de cetteréveprésentation des méthodeiques,nous constatons

qufLO S DU Dduela papaciEa-tl® smpréhension des systémes cellulaires et moléculaires

V 1 dgrandiedepuisO D YD QFpH G H \é d&vdleppepriereshMtefoWHY GIDQDO\VH
omiquesen plus deO  H [ S D Qé&utsAE® CoHaliGatjons

Chacune des méthodemiiquesa un role unique et intégral et présente aussi des avantages et
GHV LQFRQYpQLHQWY GDQV OD FRPSUpPKHQVLRQ GYXQ SURF

Il estvraiqueOD WUDQVFULSWRPLTXH SHUPHW GH GpWHUPLQHU C
JgQHV TXTLOWXSs \(UR rdd@éd) o iH€down régulés)Cependant, la variation
GYH[SUHVVLRQ GHV JgQHYV &uf taxvatorS® VHY RXH VWQLARoEh REeUURPVD p H
il a été déja été démontré dans plusieurs études (Ghazalpour et a)., 201dffet une
surepressiontranscriptionnelle du gen® fTHVW SDV WRXMRXUV GlepH j XQH
protéine relative puisquecette régulationpeut intervenir a tis niveaux différents : post
transcriptionnel, traductionnel et pasaductionnecommepar exemfe: | fpSLVVDJH DOWHU
mais aussiO D U p W H Q W laR@ya@éhiQivv dilRr@ative ou encore le tr@pissage. De

plus, les microARNnterviennentlans la régulation pestanscriptionnelleet sont directement
LPSOLTXpV GDQV O fiaiede prioréineR € inBefvieahkntRidsi a la fois au niveau
transcriptionnel et traductionnel (Taganov et2006 ;Selbach et al., 2008).

La protéonmue identifieet quantifie les protéinestapporte une information desodifications
posttraductRQQHOOHYVY TXHO TXH VRLW O YR U.EDeQétmetXie@nBttr® LIJQpH
HQ PYLGHQFH XQH DEVHQFH GTXQH R Xu8métahism&ddIMlaBe RW p L G
particulier, XQH DXJPHQWDWLRQ GH O YH pBddrdimeé/noRifgat®y podtH SURW
traductionnelle au niveau peptidigdd2anmoins, cettapproche peunanque de précisioren
IRQFWLRQ GH OD PpWKRGHO G PRMSRV HWHKRRL \GLHH. Gt FEB Q W
Q 71D S SRpavibls IB\DWH | G T ganpl® det@wiination des enzymes actives impliquées

dans la réponseellulaire & H PDQTXH G 1L @itReue? domid paQwhe Spproche
métabolomique En effet, la mé&abolomique UpYqOH OD SHUWXUEDWLRQ RX
dysfonctionnemenbu anomalienétabdique TXL SRXUUDLW rWUH OD FRQVpPTXFE
SDWKRORJLTXH RX GTXQH H[S Bt\War\tbhsequenceQorbhirtdi€owddsK L P L T X
approches peunetre en évidencecOIDFWLYDWLRQ GTXQH RijhashtioS OXVLHX
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potentiellemenabsente en approche protéomique ou transcriptonjigdeUD YHUV O YD XJP HC
GH FRQFHQWUDWLRQ GfXQ RX SOXVLHXUV PpWDEROLWHYV

De ce fait,contrairement a une approcbmique unique ou on se base sur une seule méthode,

dans une approche multidimensionnel2XFXQH PpWKRGH RPLTXH Q§HVW LV
approche globalenulti-omigue SHUPHW GYIYH[SORUHU OD Uppbde@acer | GLIIp
avec plus de précigiole déclenchement du mééeeame df D F \&tLdB @ieux caractériséa
réponse.Cette optique exploratoire est tres largement appkgdans différents domaines

pharmaceutique chimiques, et médicaux.

Chaque méthode apporte umeplusieurs informationgédites la transcriptomique caractérise

la structure transcriptionnelle du gestedentifie OHV VL W H\alt&gifSILVN O DHVY {D MR X V
la protéomiqueyui apporte une informatiosur OYDERQGD QFH el ModfldRROMp LQHYV H
posttraductionnelgg XL UpJLVVHQW O D & WterYieniepdahQld \SryDas atideX H

la mé&abolomiquepFODLUH VXU OfLPSDFW VXU OD SHUWXUEDWLRQ

Ainsi, contrairementau schéma représentanette relation ascendante entre legthodes
omiques,avod UHFR XUV j OD FRPELQDLVRQ GH RdompghdhsichGHYV S

Quth systéeme biologique ou différents acteurs interagisteviffluencententreeux

En conclusion,LO HVW LPSRUWDQW GH V¢ ldesWiiféré¢hiés/Hdthed OD FRP
omiques pour une meilleure caractérisation des mécanismes molégiMdieeset al, 2015;

Lomateet al, 2018)et pour une amélioration de la compréhensieta réponse biologue.
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Partie 2: Résultatet Discussions
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|. Contexte

Le Wolff-Chaikoff estun processus physiologique qui permet a la thyroide de se pretéger
VIDGDSWHWWHI[FqV GH OJLRGH ,0 D GpMj pWp GpPRQWUp TX
KL, DYDQW XQH H[SRVLWLRQ SHUPHW GH EORTXHU OfYDFFXP)
SHUPHWWDQW DLQVL GH OLPLWHU OfH[SI YddWw dipQjet &H SUR
SURSK\OD[LH 5pSpWpH SD tm&dreR iGndvavitdssiEuatian Masidénkie W U H
(PRIODAQ), financé par W HQFH 1DWLRQDOH GH OD 5HFKHUFKH T.
compréhension des mécanismes moléculaires de la régulatbtpd DEROLVPH GH OfYLRG
apport scientifique et nouvelles connaissances, de hesigtratégies de protection contre des

expositions répétées aux iodes radioactifs pourraient étre développées.

Il. Objectif de la these

De nos jours, lecriblage omique est un outil tres puissant qui permet un gain de temps
considérable dans la comprébem des mécanismes moléculaires. Appliqué dans différents
GRPDLQHV GX GRPDLQH GH OD VDQWp j OD VpFXULWp GHYV
méthodes, lors de notre étude, nous avons abordé trois nivéauxanscriptomique, la

protéomique €la métabolomique.

Dans le contexte de la radioprotection, la compréhension des interactions moléculaires est
SULPRUGLDOH DILQ GH GmYH pdestidi Bin€,fhDus A/bhs MiskeR pldce
une étude englobatrbis méthodes omiques dans letlle définir les mécanismes intervenant

dans la régulation par le Wol@haikoff.

Ainsi, en premiére partie des résultats, dans le cadre de la raditiproteousavonsétudie
OTHITM@MHGOIGPLQLVWUDWLRQ GIXQ DJHQW GbterhiR @&/ UDV W H

considéré comme étant un mécanisme de \AGiikhikoff.

'DQV OD GHX[LgPH SDUWLH GHV UpVXONIDWDYOQRRRWDR® @G\HD
SLC5A8 dans la premiere phase de régulation de la thyrtigehase aigie du Wolff Chaikof

Cette étude a consisté a comparer les profils protéomiques, transcriptomiques et métaboliques.
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I1l. Présentation des résultats

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

au niveau, du transcriptome, fFome et métabolome.

Apres extraction des analytes a partir des thyroides préecédemment prélevées et congelées, nous
avons analyséses extraits par les techniques correspondantes aux approches suivies. Apres
observation du résultat globalpus avons me¥es une étude des voies de signalisation
LPSDFWpHVY SDU OH FKDQJHPHQW SK\WLRORJLTXH WK\URwWG
de contrastetpar OTLQ Y D OL G D W $uR @ HGde1 Wi I€f - Ghaikoff.

Les résultats sont présentés sous formaede drticles scientifiques a soumettre.
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Article | : Etude comparative des
variations dyproteomeanduites par un
agent de contrastel W GH OfYLRGH

Contexte

Les agents de contraste saourammentDGPLQLVWUpPpV DX[ SDWLHQWYV GDQ\
meédicae. Ils sont considérés sans dangetr sans effet secondair€€ependant, Il est
UHFRPPDQGpP GIDWWHQGUH XQ WHWWDH\Q STpVD IDH. QR G HD TOLHR &
XQ H[DPHQ UDGLRORJLTXHurmagert d® GoRttagé. \OAtU EMEIUREQ G v
LQKLELWLRQ GH OD FDSW k&td RIQinStHtiany CaR éiét est Qovnu @epuispH S D
de nombreuses années et les mécanismes moléculairgacenis proposés étaieassociés,
intuitivement,j GHV UHODUJDJHV GYLRGH

Des travaux pré&dents dans le laboratoire ont montré q§ellQ KL E L W tapagiteGdd O
FDSWDWLRQ GYLREOWWDRL QpPHWSDURM®HPLQLVWUDWLRQ G
pasétréipHY SDU OfLRGH FRQWHQX G D Q \ravdl alégareKtanbritéL R Q G H
que OTDIJHQW GH FRQWwtBhaWN HH GQIVQ D LAYTHH DS@utdbyauxeRa) G X 1,6
2018)

$ILQMBILHU OHV PpFDQLVPHV LQGXLW HuHagants deoirdsie, Up SR Q \
nous avongompae le métabolome de protéome de thyroidele sourisapresadministration
GIXQ DIHQW GafeE®SwW YIDR/GHH HW

Résultats

En premere étape, nousivons évalué [eQ LY HD X G fleRtlyrbideésDd@ddris par une
analyse métabolomiqueDSUqV XQH LQMHFWLRQ LQWUDSpULWRQpPD
LOQWUDYHLQHXVH GYIXQ DJHQW GH FRQWUDYVWHD X4 HGMW R GIHQ

interne insiffisante pour déclencher une inhibition.

/INLGHQWLILFDWLRQ HW OD TXDQWLILFpeptidigue(TRH,WonE URW p L C
SHUPLV Gduewdntdeugrotéinesui évoluensimilairement./ fDQDO\VH GX QHWZR
protéome global modifie pa@d TDIJHQW GH FR QW UuhVidwoik Beovitéim€s pis L G H Q F |
denseTXH OH SURWpPpRPH PRGLILp SDU OfLRGH
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Apres une étude des voies de signalisatams®ciées awariationsdu protéome induites par
chaque traitement, nous avons obseguélquesvoies potentiellementimpliquées dans la
régulatt R Q G Hqw gphtRuSdinoduléeGDQV OD UpSRQVH GH OYDJHQW GH

Des voies exclusivement impliquéesDQV OD UpSRQVH WKA\URWGLHQQH G
SRXUUDLHQW H[SOLTXHU W{1RQHMH GCOCU b B SNWUWhafHsiQ K LETL R
REVHUYp XQH EDLVVH GX WDX[ GX UpFHSWHXU j 76+ DSUqV

Conclusion

En mettant a profiune approche de protéomique quantitative et comparative, cette étude
contribue da compréhensiond® R G H G § D F W ht Hexo6thdt€etndgt-hussi en évidence

desdifférences par rapport auxmécanismginduits SDU OYLRGH
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Abstract

BackgroundOur recent data showed that iodinated contrast media (i€dye thyroid uptake
of iodide independently of free iodiddyrough a mechanism different from that of Neaid
involving a dramatic and lonigsting decrease in Na/l symporter (NIS) expressidre present
study aimed at comparing the response of hiyeotd to ICM and Nal, using a quantitative

proteomic approach.

Methods:MicroSPECT/CT imagingvas carried out to assess f8TcQOy thyroid uptake in
mice exposed to either ICM or Nal, as wellthsir response to recombinant human thyroid
stimulating homone (rhTSH).Total thyroid iodide content and proteome was determined in

control, as well as Nabr ICM-treated animals.

ResultsAn elevated level of iodide was observed in thyroids obtained frorahlalals while
the level of iodide was not significdy affected in thyroid ICMreated animals. Exposure of
thyroid to Nal modulated43 cellular pathways. Most of these pathways dse affected by
exposure to ICM, among which the4dnd P706SK cell signaling pathway and according to
upstream regulater module, INSR is activated by both Nal and ICM. In addition, ICM
modulatel6 distinct pathways and fail to affect thyroid iodide wot. Finally, administration

of ICM reduces TSH receptor expression which results in a loss ofifiiiided iodide uptake

by the thyroid.

ConclusionsCommon intracellular mechanisms are involved in the reduction of iodide uptake
promoted by ICM and NaHowever, the fact that ICM fails to affect thyroid iodide content
suggests that the modulation of these common pathwagdsited 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 carcmas who have been exposed to ICM. They also

provide the basis for the utilization of IGEMased compounds in radioprotection of thegdrd.
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INTRODUCTION

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

Wolff-Chaikoff effect, in which the expression of the NIS protein is redﬁed

lodinated contrast media (ICM) are routinely administered intravenously to patients worldwide.

A well-documentd side effect of ICM administration is to decrease dramatically iodide or the

iodide surrogate pertechnet§d@#4) uptake by the thyroid, in huma(&212). This phenomenon

has also been observed in r, cats and mice . In humans, intravenous

administration of ICM is known to impair thyroid uptake for up to eight weeks. This

phenomenon compronds diagnostic thyroid scintigraphy and rathdine treatment of

thyroid malignancie$5-9). For the latest, guidelines recommend delaying radioactive iodide

treatment in patients who have heexposed to IC 10-12). Historically, this reduced

iodide uptake by thyroid tissues in response to ICM was attributed to the high amounts of free
iodide assdated With and/or released froﬁ the ICM formulation. Consistent with

this hypothesis, urinary iodide content is elevated for-fotgix 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 tis .

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

imaging in mice, that ICM reduces iodide uptake by the thyroid to a greater and lstgey
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degree than thigee iodide found in ICM would explaiﬁ. In addition, the effect of ICM is
specific to the thyroid as, it does not afféoe uptake of iodide by another NIS expressing
tissue, the salivary glands, while administration of potassium iodide (KI) affects lgathsor

This selectivity of action of ICM to the thyroid was also documented in patsAIthough

indirect, these imagmdata strongly suggest that, at the organ level, ICM inhibits thyroid iodide
uptake through a mechanism different from that of Kbweve, 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 gemmic approach.
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MATERIALS AND METHODS
Animals

Eightweekold female C57B6J mice were obtained from Janvier (Genest Saint Isle,
France). Animal housing and procedures were conducted according to French Agriculture
Ministry guidelines and were appravey the local ethics committee (Ciepal NCE/2@14).
Intravenous administrations of MCwere performed by injectg 100 pL lomeron diluted 50/50
(vol/vol) with phosphatduffered saline (corresponding to 18 mg iomeprol). Administration of
Nal was perforrad by an intraperitoneal injection of 150 uL of a solution of 0.5% Nal. TSH
treatment was performed by an intrapmreal administration of 3.2/ mouse of thyrogen
(Genzyme). Thyroids were collected either 24 (Na ) or 48 houM Y Edter injection and were

stored at80°C until proteins or metabolites extractions.
Small-Animal MicroSPECT/CT Scans

%mTc pertechneta (°™TcOs') was obtained &m a freshly eluted®Mo/*°™Tc generator.
Animals were administered intraperitoneally with activities of 20 M#8gcOs . Tracer uptake

were measured one hour later using a dedicated microSPECT/CT scanner (eXplore speCZT
CT12Q GE) as previously describ . Reconstructed images were analyzed and quantified
using AMIDE softwar. Tri-dimensional regions of interest were drawn manually around

the thyroid and salivary glands, as previously detaji

. Uptakes were expressed as

percentages of the injected activity after decay corre

iia ;

Metabolites from thyroid were extracted in Methanol-MS grade (Milliporg and left

Metabolites extraction andiodide quantification

overnight at20°C. The extract was centrifugati13,000 g for 15 min and the supernatant was
dried with a rotary vacuum concentrgtand then dissolved B0 pL 0.1% fomic acid, 5%

acetonitrile prior to mass spectrometric analy$tse analgis of all samples was performed
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using aDIONEX Ultimate 3000 HPLC system. Chromatographic analysis was performed using
following conditions: Column: Phenomenex Synergi4 u Hy@R A 250x3.0 mm, Column
temperature: 40°C, Mobile phase A: 0.1% formic aanidvater and mobile phase B: 0.1%
formic acid in acetonitrile Flow rate: 0.9 mL/mihhe LC gradient began with 5% B for 5 min

and was ramped up to 95% B over 22 min. The columrnreexgpuilibrated with 100% A for 3

min before the next rurMS analysis wagarried out on a Thermo Scientific Exactive Plus
benchtop Orbitrap mass spectrometer. The source conditions were as follows: lon source:
Heated electrospray ionization source (HBgIIbn source polarity: Positive and Negative ion
mode, spray voltage: 88 V in positive mod@500 V in negative mode, vaporizer temperature:
350 °C, ion sweep gas: 1.0 units, ion transfer tube temperature: 3@héath gas pressure
(N2): 60 units, Auxiary gas pressure (N2): 15 unii#/ith the exactive plus benchtop orhitr

mass spectrometer, generic conditions and an external mass calibration were used. The
instrument was operated in full scan mode froviz 67 A1000.Highresolution accurate mass
(HRAM) full-scan MS and top 5 MS/MS spectra were collected in adigtandentashion at

a resolving power of 70,000 and 35,000 at FWHW£ 200, respectivelyThe Stepped NCE
(Normalized Collision Energy) setting was A0S data were analyzed with MZMine 2.30d

were compared to Human Data Ba8mly lodide metabolite was retaindcbm identified
metabolite.

Protein extraction

Proteins from Thyroid were extracted in RIPA buffdaCl 150 mM, EDTA 1mM, Triton X

100 1%, SDS 0.1%, THBICI pH7.5 10 mM) in the presence pfotease and phosphatase
inhibitors (Roche). The lysate was adfiuiged at 14,000 g for 15 min, and the supernatant was
guantified with the BCA Protein Assay Kit @Rad, U.S.A.).

Tandem Mass Tag (TMT) labelling
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Heatdenatured proteins sampl&00 g) were separated by SEFFAGE When marker dye
reachesl cmfrom the bottom of the gel, igrationwas stopped. ®Btein bands were excised
from gel. Each sample were wadghéree times with 100 mM ammonium bicarbonate,
dehydrated with acetonitrile, reducedith 10Mm DTT and alkylated using 55mM
lodoacetamide. Samples were washed twice by 100 Mm Ammehigarbonate and dried in

a rotary vacuum concentrator. The dry geltspmere rehydrated with 100 mM ammonium
bicarbonate buffer containing 40 ng/uL seqeieg grade porcine trypsin (Promega, Madison,
WI) and digestion carried out at 37°C for 16 h. The supernatant was removed, and the tryptic
peptides were extracted and dria therotary vacuum concentratdtach of the TMT10plex
reagents (0.8 mg, ThermasRerScientific, Rockford, IL) was resuspended in 41 of
anhydrous acetonitrile and added to 1QMmf thyroid dried proteins digest dissolved in 1Q0

of 50 mM TEAB buffer. Control samples were labelled with 126, 127N, and 127C; Thyroids
from Nal andICM-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 L of 5% hydroxylamine. The different TMIAbeled samples were cleangpol using
C18%in Column (Pierce) then pooled at a 1:1 ratio across all samples. The sampleedias
with a rotary vacuum concentratand then dissolved i80 pL 0.1% formic aid, 5%
acetonitrile prior to mass spectrometric analysis.

Peptide fractionation and LC-MS/MS analysis

The TMT-labeled samples were analyzed using aMLl&/MS system consisting of a DIONEX
Ultimate 3000 HPLC system and a Q Exactive Plus (Thermo FishertiBic)eaquipped with

an electrospray source.

Samples digests were analyzed with a capill&ycolumn (Dionex Acclaim PepMap100 C18,
300 m x 15cm, 2m particle, 100 A pore size) and a 300 min gradient on the Q Exactive Plus

(Thermo Fisher Scientificsanplesdigests were labeled with TMT-@lex reagents at a ratio
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of (1:1) with a fivehour gradent, 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 bth full scan and MS2 scan, top 15 HCD was selected with MS2 trigger threshold
of 1E5 and dgamic 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 bdgan wit
2% B for 1 min and was ramped up to 8% B over 5 min, then to 35% B over 180 min, 55% B
ove 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 databbies ahusculugprotein
sequences (Uniprot 10 090 _Mus Musculus ta®6r20/2018. X corr confidence was held
upper to 0.7 for all parameteRrecursor mass tolerance was set to 10 ppm and fragonent
tolerance was 0.02 Daith permission of two missed cleavages in the trypsin digastecoy
database search strategy was also usesdtimate the false discovery rate (FDR) to ensure the
reliability of the proteins identifieda 1% target FDR asrgtt criteria and 5% target FDR as
relaxed criteria using Percolatdie strict maximum parsimony principle was performed, and
only peptidespectra with at least low confidence were considered for protein grouping.
Carbamidomethylation on cysteine (+57102a) was set as static modificatioMdIT6 tags on

N termini (+229.163 Da) and on Lysimnere set as Static modifications. Twoglex techical
replicates were acquired for two proteome experiments with the average and standard deviation
reported.

For rdative quantitationpoth unique and razor peptide®re considered a highly confident
identification and used for quantificatidReporter on abundances were corrected for isotopic

impurittes EDVHG RQ WKH PDQXIDFW Xdhndise(S/Npadasivevekubed WV 6L J «
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represent the reporter ion abundance withcisolation threshold of 75% and an average
reporter S/Nthreshold of 10 ath above required for quantitation spectrdbéoused. The S/N
values of peptides, which were summed fribrea S/N véues of the PSMs, were summed to
represent th@abundance of the proteinEhe quantitative protein ratios were calculated and
normalized by atal peptide amount and scaled on channel average for each sample. For
comparison, three identidaiologicalcontrol 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 @ @Were consideresignificant Z-score also werebserved

asa measure and a predictor for the activation state of the reguldteractivation Zscore

makes predictions about potential regulators by using information about the direction of gene
regulation.It can be used to infer ¢hactivation state of a putative regulator (i.e. whether the
regulator is activated or inhibited)roteins network were analyzed with STRING (10.5).

Statistical analysis

6WDWLVWLFDO GLITHUHQFHYV ZHUtekt ar@ 2 ©@alliel @ <5528 UHG 6 W
regarded as statistically significafithe differentially expressed proteins (DERggre defined
as proteins with a difference in expression above a factoBaintl undef.77 with a pvalue

below 0.05Data are represented as me&d.D.
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RESULTS
Effect of ICM and Nal of?"pertechnetate Uptake in Mice

We evaluatedy SPECT/CT imaginthe effect of Nal and iodinated contrast media (ICM) on

the uptake of the iodide analoy™pertechnetate, by the mouse thyroid. Bagathke was
measured beferand after administration of Nal and of ICFig. 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 tre@tnic038)

and up to 50% by 48 hours after ICM injection (1.30 vs 0.65 aftdrtt€atment, 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 idditigroids 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 resutphasize the fact that ICM

affects thyrocyte function independently oédiiodide.
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 presenteibaofatifferentially
expressed proteins (DEPs) between Nal and control or ICM and control. The DEPs were
defined as proteins with a difference in expression above a fact® ahd .under 0.7 with a
p-value below 0.05A total of 12 and57 DEPs were identified in Nal versus control and ICM
versus control, respectively (Supplementary TablésaBd S2). From these DEPs, only two
proteins are commonly differentially expressed &l Mersus control and ICM versus controls
thyroids (Fig3). Thee proteins are HR1 (Q3KQJ3) andrt25 (Q8VCW?2). H2D1 is the most

induced in ICM set.
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7TKH PRVW LQGXFHG DQG PRVW LQKLELWHG '(31V LQ 1D, YH

those in ICM vesus control are showed in Table 2.

An enriched list of proteis 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 SaBd S.4).
Altered pathways

To determine the top pathways adté by Nal or ICM, the wholé (3 TV G Dwalavidtygeéd
using STRING. Networks of DEPs were created (Fig. Aigher density of interactions can
be observed in the DEP/ICM versus control timthe DEP/Nal versus control dataset (Fig.

4A).

IPA analysis was run with the enriched list of proteiBsatistically significant canonical
pathways for which the-palues < 0.Q were identifiedNine pathways are common to the two
enriched datasets(Fig. 4B) (Table.3) They includemetabolic pathways and signalling
pathways.Only six are exclusive to th&lal versus controénricheddataset{Supplementary
table S.5).Finally, 16 pathways are exclusive to thH€M versus controlenricheddataset

(Supplenentary 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 ICMreaked animals. As this protein is not abundant, we had to enlarge the
overview of theproteome by increasing the false discovery rate to 15%. The other parameters
of the analysis were kept unchangdthe TSH receptor was found to be downregulated in
thyroids from ICM-treated animals versus control (fold change 0.68alpe = 4 16). To
determine whether this decrease had physiologicalgvant implications, we examined

whether thyroids from control or ICKteated animals were responsive to TSH. Fig. 5 show
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that administration of human, recombinant TSH leads to an increasedmnp@@echnetate
(used as a surrogate for uptake,) 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 recat report, we provided an indirect but strong argumentation based on SPECT/CT
imaging of 24 and ®°™Tc to demonstrate that ICM reduce thyroid uptake of iodide
independently of free iodi . The effect of ICM is thyroigpecific and involves a dramatic
decreae in NIS expression in thyrocyt. In the present study, we used a quantitative
proteomic approach to examine the variations in protein content in thyroids frarireated

with eithe 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 dglyroteinsare differentially
expressed in thyroids from Natreated animals. When pathways are considered, the similarity
between the two conditions is much higher: ab®8Mo of total pathways are commonly
modulated in the two conditions and these modulated pathweayld be the sigtare of
common mechanisms leading to reduced NIS expression and reduced iodide uptake. One of
these pathways is theegulation of elF4 and p70S6K Signaling pathway. The upstream
analysis module of Ingenuity Pathway Analysis suggestaditisulin Recepto(INSR) was
significantly unbiased upstream activator in both treatments: Nedqe =2.219, P= 1.63.10

%) and ICM (zscore =2.433, P= 1.34.#p(Fig .6). INSR upregulates mTOR that is known to
downregulates iodide uptake in thyrocyt€suzeet al, 2010) Although,mTOR is modulated

by ICM (Supplementary Table S.8hTOR is regulated by I3K/AKT thathas been involved

in the acute inhibitory effect of iodide excess on the Na/l sytep, is generally

recognized stimportant in NIS regulatio{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 comon effects, our proteomic analysis reveals that ICM induce a dramatic
change in cellular protesnleading to the modulation &b distinct pathways. This profound

modification of the thyroid state could be responsible for the-lasiing effects of ICM.
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The effect of ICM on TSHnduced iodide uptake by the thyroid is not waicumented. A

study reprted that the inhibition of iodide uptake by the thyroid could be reversed by
intramuscular administration of recombinant human . However, the ICM stunning
reported in this studwas relatively low and a large heterogeneity was observed in the nine
patients of the coho. 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 TSHinduced iodide uptake at the site of tumor recurrence or thyroid ren‘@ts
Isobaric chemical labelling of peptides provides a reliable quantitative method to compare
protein expression in different conditio. 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 faldee discoery rate is
increased to 15% his issuecan beovercomeby protein fractionatiorupstream of proteomic
analysis, this fractionation can be based on isoelectric point or subcellular compartment for
example.Our functional data show unambiguously that adstiation of ICM reduces TSH
receptor egression which results in a loss of T8tdluced 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 NIS .

Measurement of total iodide in thieyroid upon administration of Nal showed, as expected, a
marked increase in fregedide in the thyroid. This is likely to be due to the large amount of
iodide entering NISexpressing thyrocytes. This entry resuftsntracellular events leading to

a clasical Wolff-Chaikoff effect for which a consequence is a reduction in the expression of
the NIS protei. 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 inumans in which the authors demonstrateat intrathyroidal iodine was
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unaffected by ICM. Altogether, these data confirm that ICM induces thyroid stunning
independently of freéodide.

Guidelines recommend a delay in the radioacibekde treatment of patients with

differentiated thyroid carcinoma who haveshenjected peviously with ICMFI 10-12). As

upon ICM injection, urinary iodide levels are elevated for several \/\1&8@1 and as free

iodide was considered to be the cause of thyroid stunning by&({38), urinary iodide content

has been proposed as a surrogate emaskrecovery of iodid uptake by the thyroi 18

%. In the light of our results, the relevance of thesueement of urinary iodide to predict the
recovery of odide uptake by the thyroid is questionafle.determine, in patients, the duration

of the decrease in NIS functional expression with the aim of refining the currently
recommended foulo-six weeks Bfore a radioiodine therapy, we advocate for the need of
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 admatish 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 administratios ICM while the

other would receive a mock injectiohhis scintigraphy would be repeated on a weekly basis
XQWLO WKH UDGLRWUDFHU XSWDNH LQ WKH 3,&0° JURXS
administration of the contrast agent. In addition, tfeasurement of urinary iodide could be
performed to detenine 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 webstablished prevent countermeasure to protect populations is the
ingestion of potassium iodide (KI) tablets that prevent the eoitrg31-1 to the thyroid.

Nevertheless, the effect of Kl tabletstiansient,and the protective effect only lasts for 24
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hours. As a resulthe United States Food and Drug Administration recommends Kl tablets to

be ingested on a daily basis in cases ofolgnged 131 exposures

http://www.fda.gov/Drugs/EmergencyPreparedness/BioterrorismandDrugPreparednegs/ucmO

72265.htrjr such as those observed in the Fukushima prefe. Considering the safety

profile of ICM, thelong-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 Kl tablets in

radiopiotection.

In conclusion our study demonstrates that exposure of thyroid to Nal modGlatdlular
pathways. Most of these pathwa@sl6) are also affected by exposureloyrioids to ICM. This
observation suggests that common intracellular mechanisms\lved 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 modulatiorhefé common pathway is triggered by separate
effectors. In addition, ICM modulaf6 distinct pathways and these large and dramatic cellular
changes may be responsible for the Wamsiing effect of ICM on iodide uptake by the thyroid.
These observations ay have implication in the management of patients affected by
differentiated thyoid carcinomas who have been exposed to ICM. They also provide the basis

for the utilization of ICMbased 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 MB%pertechnetate was performed (day 0). At

the end ofthe scan, ICM or Nal was administered. One and two days later, animals were
injected with 20 MBg®®"pertechnetate and new scans were performed. (A) Representative
microSPECT/CT imagesf thyroid uptake upo Nal and ICM administration. (B) The data
presentd 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 abdide concentration through metabolomics comparison between
ICM and Nal tre atment. Samples for LEMS measurement are analyzed after metabolites
extraction from treated mouse thyroittedlide concentration was evaluated by peak height from

three independent orgart$.p < 0.01; ns : 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 changedsprotein

in each comparison with CTRL.

Figure4 7KH '(3V SURWHLQV LQ ER Wden\hetindR/WRithQeddy tov KR ZV
different pathways. (A) Nal treatment induce2l I( 3V SURWHLQV ZKLFK LQWHUD
57 '"(31V SURWHLQV L QGmidnt BheLn@twpgkOis \dedsdrDwith more observed

relations. The networks were conduct by STRIKE).IPA analysis oenriched list oproteins
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in ICA conducts t®5 pathways while Nalist of proteins conduct to less pathway$)( The
Venn Diagram is illustratin§ unique pathways in Nal whili6 after pathways analysig ICM

proteins.9 pathways are comon to both.

Figure 5.99" Pertechnetate thyroid uptake on control and ICM treated animals before and after
recombinant Human TSH administrati@8PECT/CT inaging oncontrol and ICMtreated mice

was performed before and 24 hours aftetraperitoneal administration of 3.By/ 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 DEP®m Nal vs. CTRL set (A) and ICM vETRL set (B).

Activated (ZVFRUH x e x DQGVERUWHELWHGXS[VWUHDP UHJXODWRU)
orange and blue, respectively. [@) INSR regulated proteins botreatmentsUp-regulated

and downrregulated poteins are highlighted in red and gne 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 notjnedic
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Tablel. Top10list of the most induced and most inhibited proteins in Nal vs CTRL

Accession Description Gene Abundance P.value

Ratio Nal

vs. CTRL
ALYYN9 Fibroblast growth factor receptor Fgfr2 144 0.02
P02535 Keratin, type | cytoskeletal 10 Krt10 132 0.01
P55264 Adenosine kinase Adk 1.32 0.05
Q3KQJ3 H2-D1 protein (Fragment) H2-D1 131 0.02
G3UXX7 N6-adenosinemethyltransferase subunit METTL3 (Fragmer Mettl3 1.30 0.04
D32722 40S ribosomal protein S19 Rps19 1.29 0.01
Q64378 Peptidytprolyl cistrans isomerase FKBP5 Fkbp5 0.59 0.02
Q8VCwW2 Keratin, type | cytoskeletal 25 Krt25 0.51 0.04
AOAORJDV3 Guanylatebinding protein 6 Gbp6 0.49 0.01
F7C2Y9 Zinc finger CCCtylpe with G patch domaksontaining protein Zgpat 0.35 0.01

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

Accession Description Gene Abundance P.value
Ratio ICM
vs.CTRL
Q3KQJ3 H2D1 protein (Fragment) H2-D1 175 0.05
H3BJB6 T-complex protein 1 subunit theta (Fragment) Cct8 173 0.03
Q8CGR9 NDR2 (Fragment) Ndr2 147 0.04
P13707  Glycerol3-phosphate dehydrogenase [NAD(+)], cytoplasn Gpdl 1.46 0.04
P21550 Betaenolase Eno3 1.46 0.04
Q3UDO06 ATP synthase subunit gamma Atp5cl 0.48 0.05
G3UWS4 Serine/threonineprotein phaesphatase 2A 65 kDa regulator Ppp2rlb 0.45 0.03
subunit A beta isoform
088456  Calpain small subunit 1 Capnsl 0.43 0.02
Q8CG71 Prolyl 3hydroxylase 2 P3h2 0.37 0.03
Q3UHWS5 Uncharacterized protein Rab8a 0.33 0.03
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Table 3 Common patvays list affected in Natreated animals and ICiteated animals
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Figure 1. Effect of ICM and Nal on the uptake of **™perctechnetate by the mouse thyroit
SPECT/CT imaging of mice administered 20 MB8pertechnetate was performed (day O
the end of the scan, ICM or Nal was administered. One and two days later, animals wer
with 20 MBqg ®*"pertechnetate and new scans were performed. (A) Repatse
microSPECT/CT imagesf thyroid uptake upo Nal and ICM administration. (B) The d
presented represent the percentage of radiotracer injected taken up by the thyroid . (

condition). * p < 0.05; % IA: percentage of the injected activity.
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Figure 2. Assessment abdide concentration through metabolomics compariso
between ICM and Nal treatment. Samples for LEMS measurement are analy
after metabolites esdction from treated mouse thyroidedide concentration w
evaluated by peak height from three independent orgdng.< 0.01; n.s : no

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 DERRerthyroid
between Nal and ICM. The numbers represent the proportion of significantly changed proteins

in each comparison with CTRL.
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Figure4 7KH '"(3V SURWHLQV LQ ER Wd&eWnetdarkwhiehQeldy t
different pathways. (A) Nal treatment induce?2l 1(3V SURWHLQV ZKLFK
the> '(3V SURWHLQV L Q GXr Hlte neforkid d¥vseHAIWNore obsen
relations. The networks were conduct by STRINB) IPA analysis ofenriched list of
proteins in ICA conducts t®5 pathways while Naset of proteins conduct to less pathwa
(15). The Venn Diagram is illustrating unique pathways in Nal whil&6 after pathways

analysisof ICM proteins.9 pathways are comon to both.
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Figure 5.99" Pertechnetate thyroid uptake on control and ICM treated animals befaéiemd
recombinant Human TSH administrati@RECT/CT imaging ooontrol and ICMtreated mice

was performed before and 24 hours aftetraperitoneal administration of 3.B)/ 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) &M vs. CTRL set (B). Activatec
(zVFRUHxex DQGVERWHELMWHGXSIVWUHDP UH JX 6réngéRabdvbl
respectively. (C, D) INSR regulated proteins both treatmentsebiplated and dowregulated proteins
are highlighted in reénd green, respectively, and the color depth is correlated to the fold ct
Orange and blue dashed lineshwairrows indicate indirect activation and inhibition, respectively. C

dashed lines with arrows depict no prediction.
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Article Il : Etude du role de SLC5A8 dans
OD WKA\URwWGHuUu6o/Mo@yv OH FDV
Chaikoff par une approche mulbmiques

Contexte

SLC5A8 est une protéine membranaire exprimée dans différents qi@apek Y:J. Fei,et

al., 2004; TAKEBE et al, 2005; Guptat al, 2006; Pamela M Matrtiet al, 2007;Ganapathy

et al, 2008; Henning. Franlet al, 2008) Cette protéine a un rdle de transporteur de
monocarboxylates comme le butyrate, le pyruvate, lactate, nicotinate et le pyraggutam
(Coadyet al, 2004; Gopal, Y-J. Fei,et al, 2004; Miyauchi Gopal, Y:J. Fei,et al, 2004;
Ganapathyet al, 2008; Miyauchiet al, 2010) Cette protéine est aussi exprimée dans la
thyroide et est situé au niveau apical de la membrane du thy(Bogteguez, Perron, Lacroix,
Caillou, Leblanc, M. Schlumbergest al, 2002)

Des obHUYDWLRQV SUpFpGHQWHY QRQ SXEOLpHV GBPQV OH ¢
Chaikoff ont permis de ntiee en évidence, une différence @gponse a une administration
GILRGH DX QLYHD XtaGH&/ T & U3 dddanis @itreGeHnodakalidé Slc5a8

(KO) et son homologue sauvage (WT). Par une approche multiomiques, combinant, la
transcriptomiqe, la protéomique et la métabolomique, nous avons explorés les effets de
OfLQYDOLGDWLRQ GH 6/& $ DILQ GH FDUDFWpULVHU VRQ U

Résultats

Les analyses transcriptomiques ont mis en évidence, différents groupes de genes intervenant

danslev GHX[ SKDVHV GX :ROIl &KDLNRII /L Qyhentaticd DWW LRQ S
QRPEUH GH JgqQH GRQW OfTH[SUHYV MU ide @ai¥ &ussDH LIRSEBH H QW B D(
pJDOHPHQW XQH YDULDWLRQ GYfH[SUHVVLRQ LQYHUVH j FHC

Pa une approche en protéomique quantitative en TMT, nous avons caédejsotéines
potentiellement LQWHUYHQDQW GDQV OW WWIXIDKDLWLRQRQGQHHW®WIH
GIpFKDSSHPHQW OHV &&RKIOLNRDISHYD@OORMHIGHM & RLHV G
SHUPLV OfLGHQWLILFDWLRQ GHV PpFDQLVPHY GYDFWLRQ LF
SDU OYLRGH PDLV DXV Vs ctte rdduatibnGH 6/& $ G
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'‘DQV OH EXW GYDSSURIRQGLU HW GH YpULILHU Fisé&/ HIIHW
Cette analyse a permis de mettre en évidence a la fois des différences dans les profils
métabolomiques entre les deux soumslidées et non mutées mais aussi a révélé une anomalie
GDQV OYDEVRUSWLRQ GH OYfLRGH HWyr¥gbbuli@eL I I pUHQFH GDQ\

/ID FRPELQDLVRQ GHV WURLY PpWKRGHV RPLTXHV D SHUPL\
SLC5A8 dans la régulatn du stress oxydatif dans la thyroide, la modification du métabolisme
énergétique de la thyroide dans la premiere phaseréguilation du Wolff Chaikoff et aussi

GH VXJJpUHU OYLPSRUWDQFH GH 6/& $ GDQV OYfRUJDQLILFCL

Conclusion

A travers une étude du transcriptome, protéome et métabolome de la thyroide de la souris, nous
avons cartograpéila diversié des transcritsla fonction, et la dynamique des protéines ainsi
que la variation des métabolites ce qui constituent de nos jouenjeu majeur dans la

compréhension des mécanismes de régulation.

Par cette approche omiques, nous apportons un nolaiebge pour la compréhension du role
de SLC5A8 dans la thyroide et son implication dans le processas&tgilation thyroidiene
SDU OYLRGH

Nos résultats suggerent que cette protéine interviendrait dans la régulation du stress oxydatif
mais elle serav. DXVVL LPSOLTXpH GDQV OYRUJDQLILFDWLRQ GH C

Par une combinaison des différentes méthodes omiques, nous matsineraévidence une
SRVVLEOH FRUUpODWLRQ HQWUH OYfLRGH HW OD UpJXODWL
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New insights in the physiological role of SLC5A8 in the thyroid and regulation of the
thyroid by iodide assessed by integrated transcriptomicproteomic and metabolomic

profiling.
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Abstract

SLC5A8 is expressed in the apical membrane of the thyrocytes. SLC5A8atasedi
monocarboxylate transport but its physiological role in the thyroid is still unknown. SI-=C5A8
deficient mice do not show thyroid dysfunction.

Using a multiomics approach, we studied the effects of iodide administration on the thyroid of
SLC5A8deficiert and wildtype mice. Our results showed that SLC5A8 kndokvn impairs

the acute thyroid response evokieyl iodide administration. Our analysis indicates that
SLC5A8 knockdown leads to an increase of oxidative stress in thyrocytes and decreases
thyrogldbulin iodation. Our data suggest for the first time a putative relationship between
carbohydrate catabslin and thyroid regulation by iodide.

In conclusion, this work allows new insights in the molecular mechanisms underlying the
thyroid regulation by iodie and the SCL5A8 function in the thyroid. This study also revealed
the promising use of SLC5A@eficientmice 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 kidneNA library as a protein highly
homologous to the Natrium lodide Symporter (N(8) We showed that SLC5A8 is expressed

in the apical membrane of the thyroid. We observed an increase of passive 125iodida influx
cultured SLC5A8expressing mammalian cells and a decrease in iodide uptakelsn cel
transiently expressing both SCL5A8 and NIS. Consequently, it has been proposed that SLC5A8
functions as a putative apical iodide transporter. In 2003, the human Skebaghgs been
associated, by Li and collaborators, with a tumor suppressor functoarhan cancef2) and in

2004, two groups reported soditdependent inward currents induced by various
monocarboxylatesinder votageclamp conditions with SLC5A@xpressingKenopus laevis
oocytes(3-5). Then, it was proposed that the physiological roles of SLC5A8 are mainly those
of sodiumcoupled lactate absorption in the kidney and bigyaasorpon in the color(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 S&iehigignt

mice are viable, fertile and that they lack a morphological phenotyperhe group clearly
demonstrted the role of SLC5A8 in lactate reabsorption in the kidney, salivary glands and
colon. Despite its tumasuppressor function, SLC5A@=ficient mice did not show a higher
incidence of colon tumor formation than control anin{@ls Under used conditions (nhormal
iodide diet), no thyroid disfunction was observed in SRB8Hleficient 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 trafgport

Itis well established that thyroid function is stimulated by Thyroid Stimulating Hormone (TSH)
and that thyroid function is inhibited by iodid8,9). The first observations of the iodide

induced block of thyroidunction were reported at the beginning of the 2@thtury. Morton
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and collaborators (1944) showed that the biosynthesis of thyroid hormones is inhibited by high
doses of iodid€10). The secalled acute Wolff Chakoff 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 iodiflEl). The escapedm the acute WolfChaikoff 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, Rabefl3) 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 mechanismsporsible 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) expession(14). Eng and collaborators also showed that the acute inhibition of iodide
uptake evokes a transient hypothyroidy in K4t%). Several tudies have shown that various
forms of iodolipids (notably, 6odolactone) could partly reproduce the iodide effdd).

During thyroid hormone synthesis, rea&etioxygen 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 effettysndytes. Publications also
report that iodide ingce an increase in oxidative str€46-18) and involve several related
pathways such as the PI3K/Akt signaling path\{&8) or the Nrf2Keap 1 pathway20). But

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

To obtain new insights in the physiologicole of SLC5A8 in the thyroid and the regulation of

the thyroid by iodide, we performed RNs&quencing, proteomics and metabolomics profiling

with thyroid of SLC5A8deficient and control mice.
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Experimental procedures

Animals

The generation of SLC5A8eficient mice has been described by Suissa and collaborators
(Suissa et al, in press). A pexdure similar to the one used by Frank €7 alvas used. Animal
housing and procedures were conducted according to French Agriculture Ministry guidelines
and were approved by the local ethics committee (Cief&l/R016211 and APAFIS#4205
2016012714424849). Animals were fed a noriodlde diet (NID,approximatively 1g iodide

per day).

lodide administration

lodide was administrated to eigieekold female SLC5A&eficient (KO) and wild type

(WT) mice by intrapritoneal injection of 375 pg sodium iodide (in 150 ul9% NacCl).
Subsequently, animals had free access to drinking water supplementedO&ih €bdium
iodide. Control animals were injected witl9% NaCl solution only and no iodide was added

to the drirkking water. Mice were sacrificed by cervical dislocation 24hour6 days after
injection. For serum hormone measurements, blood was collected by cardiac puncture.

Thyroids were rapidly removed and stored8at°C until use.

Serum hormone measurements

Seaum samples were prepared from freshly collected blood by certidung(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 isolatk using the RNAquouMicroKit (Ambion) following the
PDQXIDFWXUHUYV LQVWUXFWLRQV 51% FRQFHQWIOMWLRQV
spectrophotometer (Nanodrop technologies). RNAliguwas assessed with a RNA 6000Pico
LabChip Kit (Agilent 2100 Bbanalyzer). Only RNA samples with an integrity number from

8.8 to 10 were used.

RNA-VHT SURILOLQJ OLEUDULHYVY ZHUH SUHSDUHG XVLQJ WKI
RNA library for lllumina® (New England BioLabs, Ipswick,MA, USA) and sequenced using

the llumina HiSeq platform. Briefly, 8ug total RNA was used as starting material for library
preparation. Messenger RNA was isolated using daiff@harged magnetic beads
(Poly(A)RNA Magnetic $olation Module, New England Biolabs). The purifiedyA)+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
P D Q X I D Fwcdtdrhieddhtfons. Adaptor of oligonucleotides allowed multiplexmghe
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 ketit at

ends in all library molecules. PCR cycles were 15 for the liinlogical 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 denatarebiseeded on the surface of

a PairEnd Flowcell where clusters wergenerated and sequenced using a Hiseq2000
equipment (lllumina, San Diego, CA, USA).

The 1*100 bp patends reads were mappedNus musculugeference genome sequence.
Outlier samples wer assessed by hierarchical clustering and excluded. Three biblogica
replicates were used for analysis. Differentially expressed transcripts were selected with an

DGMXVWHG S YDOXH 7 BAFRFARUEGHLUQIS W R GAVHOQNNCPRH.@QW

Supplementary Tablel shes 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%, Tri$iCl pH7.5 10 mM) in the presence of protease phdsphatase
inhibitors (Roche). The lysate wasntrifuged at 14,000 g for 15 min, and the supernatant was
guantified with the BCA Protein Assay Kit (BRad, U.S.A.).

Heatdenatured protein samples (10§ each) were separated on SBSGE. Coomassie
stained protein bands were excised from the gel.obt@ned slices were washed three times
with 100 mM ammonium bicarbonate, dehydrated with acetonitrile, reduced with 10Mm DTT
and alkylated using 55mM lodoatamide. Gel slices were washed twice with 100 Mm
Ammonium bicarbonate and lyophilized in a rotasgcuum concentrator. Rehydration and
proteolysis were performed with 100 mM ammonium bicarbonate buffer containing 40 ng/uL
sequencing grade porcine trypgirromega, Madison, WI) at 37°C for 16 h. The peptide
containing supernatant was removed and hfopEd in the rotary vacuum concentrator.
Peptides were then resuspended in 10®f 50 mM TEAB buffer and TMT10plex reagent
(0.8 mg, Thermo FisherScientific, Rockford, IL) previously resuspended ih dLanhydrous
acetonitrile was added to each samflamples were labelled following the description in the
table below (Tablel). féer 1 h incubation at room temperature, the reaction was quenched by
adding 8 L of 5% hydroxylamine. The different TMIRbelled samples were cleareg using

C18 Spin ColumngPierce) 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 aNLl&/MS system consistg 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 malyDionex Acclaim PepMapl00 C18,

300 m x 15cm, 2m particle, 100 A pore size) and eluted with a 300 min gradient on the Q
Exactive Plus. Peptides were labeled with TMpléx for comparisons of wiltlype mice
versus wildtype mice without iodide administiion, after 1 day of iodide adminiation or

after 6 days of iodide administration (WTDO vs KODO, WTD1 vs KOD1 or WTD6 vs KOD6
respectively) and TMT 9lex reagents for comparison of witgpe mice without iodide
administration, after 1 day of iodideradhistration or after 6 days of ioddadministration and
SLC5A8deficient 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 analgd with a fivehour gradient and aath 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 thresholaf 1E5 and dynamic exclusion of 604obile 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 80% 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 (TisrerpF
France) using the Sequest H&asch engine against a databaseMofs musculugrotein
sequencegUniprot 10 090Mus Musculugaxon consulted 22tiSeptembe2018. X corr

confidence was held upper to 0.7 for all parameters. Precursor mass tolerance was set to 10 ppm

131



and fragment ion terance was 0.02 Da with permission of two missed cleavages in the trypsin
digests. A decoy database search strategy was alsoausstinhate the false discovery rate
(FDR) and to ensure the reliability of the proteins identified: a 1% target FDR assteda

and 5% target FDR as relaxed criteria using Percolator. At least two peptides were required for
matching with a proteinThe strict maximum parsimony principle was performed, and only
peptide spectra with at least medium confidence were coadider protein grouping.
Carbamidomethylation on cysteine residues (+57.021 Da) were set as static modifications.
TMT6 tags on N tanini (+229.163 Da) and on lysines were set as Static modifications. Two
9-plex technical replicates were acquired for eathigpme experiment.

For relative quantitation, both unique and razor peptides were used because their identification
was considereds highly confident. Reporter ion abundances were corrected for isotopic
LPSXULWLHY EDVHG RQ WK H SRbaQonds€ (8/X)velley Wer@ DsAdDo VK HH \
represent the reporter ion abundance with dsclation 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 wesummed from the S/N values of the PSMs, were summed to
represent the abundance of the proteins. The quantitative protein ratesalculated and
normalized by total peptide amount and scaled on channel average for each sample. For
comparison, threadentical control samples, labeled with TMT 126, 127N, and 127C, were
used as references in 9plex and with TMT 126, 127 and 128er @pr details see table 1
below).

Peptide modification

Thyroglobulin peptides are momadinatedor diiodinatedon tyrosne in the follicular cells.

Using Proteome Discoverer software 2.1.1.21 (ThermoFisher, FranesfoNowed three
peptidesand 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 (16800 mn?) were placed in microcentrifuge tubes and ground in 1 mL cold
methanol (HPLCgrade, Merck Millipore, Molsheim, France) using pestles. Homogenized
samples were incubated overnight2@® °C and then centrifuged at 15 O§@or 15 minutes.

The supernatants were removed and lyophylized in a SpeedVac concentrator (SVC100H,
SAVANT, Themo Fisher Scientific, VillebosurYvette, France). The lyophilized samples
were resuspended in 180 L of 50:50 aceton#AO mix (HPLC grad, Merck Millipore)

prior to LGMS/MS analyses.

LC-MS/MS

Liquid chromatographic analysis was performed using the DIONEX Ultimate 3000 HPLC
system (Thermo Fisher Scientific). 10 yL of each sample was injected into a Synergi 4 um
Hydro-RP 80 A, 250 x 3.0 mmolumn (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 5min, 0 £95% B from 5 to 21 min, holding at 95% B to 2inf, 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 (Thermaccientif
with a heated electrospray ionization source, HESidérating in both, positive and negative
modes. Higkresolution accuratenass fullscan MS and top 5 MS/MS spectra were collected

in a datadependent fashion at a resolving power of 70 000 and@5r8spectively. Raw data
files were converted to mzXMLilés using MSconvert (Version2.1, ProteoWizaf2l)). 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 H{f<SUHVVHG ZHUH VHOHFWHG ZL Ww&uptoS.4&eDduxdér ” D C

0.5. Pathway analyses were performed using Metaboanaly&33.0

Bioinformatic analyses

Pathway analyses were performed usingehuity Pathway analysis software. Opbthwayg

with p-valueunder a threshold of 0.05 were considered significant

Z-score also were observed as a measure pratiaector for the activation state of the regulator.

The activation Zscore makes predictis 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 an® \VHV S D L U H-&stowsasXuSdd (Bidt{siicalsignificance was set at P
value < 0.05 and data were represented as mean tTB®DEPs were defined as protin

with a difference in expression above a factor 8fahd under 0.7 with a pvalue below0.05

Integromic analysis

Biological networks were investigated using Omicsnet tool

https://www.omicsnet.ca/OmicsNet/faces/home.xrtrﬂnat allows to combine genes/proteins,

microRNAs, tanscription factors and metabolitgdhou and Xia, 2018)
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Results

SLC5A8-deficient mice show normal thyroid hormone levels but do not respond to high
circulating iodide concentrations

To study the role of SLC5A8 in thyroid regulation by iodide, we generated SL-dBAdent

mice (see Suissa et al, in preS®)ese animals were viable and fertile and did not show any
obvious phenotype when compared to vijyjge mice. A sinlar observation was reported by
Frank and collaborators with animals lacking the Slc5a8 fourth and fifth ei@Qndn
accordance with the findings reported by this group, our SL&#Rient mice showed
increased urine lactate concentrations and normal plasma lactate concentrations (Suissa et al,
in press). Histological studies and thyroid hormbeeel 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-called WolffChaikoff effect. This effect is
characterized by a blocking of the iodide uptake capacity via Nli®wed by a decrease of
thyroid hormone productiofiL4), which resumes after some days while iodide accumulation
remains low (the soalled escape phenomena). To evaluate eh&_C5A8 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 SLGBABcient and in wiletype mice
(Figure 1). We observed that the blood Tdncentration in wildtype mice decreased more

than 3fold (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 The T3 concentration decreased from 2.9 £ 0.3 pmol/L to 2+0.4

pmol/L (0.7fold) on day 1 after iodide administration and increased on day 6 to 3.6 £ 0.4
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pmol/L (1.2fold increase compared with the value obtained for day 0). As illustrakegure

1, SLC5A8-deficient mice lacked the WoHEhaikoff 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 @6&2-deficient

than wildtype mice (9.6 £ 1 pmol/L and 6.5 + 2 pmol/L, respectively), but remained unaltered
atday 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 wijghe andmutant 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 ofLE5A8-function loss in the initial phase of the Wehaikoff

effect.

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

Then, we studied the mouse thyroid transcriptoofesgild-type and SLC5A&Ieficient mice,

and of animals exposed to iodide excess. RNAseq experiments were performed using mRNA
isolated from thyroids of 6 different groups of animals. SLCak&8cent mice and wildype

mice were separated in 3 groups eéthanimals 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, WTDO0). Only samples
with high quality eas for the isolated mMRNA were used. The obtained sequencing data were
aligned to 20 620 transcripts of thus musculuseference genome and analyzed as described
above (Supplementary Tablel).

We first compared SLC5A8eficient mice without iodide admistration to control wildtype

mice without iodide administration (KODO vs WTDO0). We found that 49 transcripts were
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VLIQLILFDQWO\ H[SUHVYHXS WHIXODWHWKIRO G6 ¢ayD QJIJH -

UHJXODWHG | RDSuppl&rbedtary Table2).

We then compared wiltype mice after 1 day of iodide administration to wiyge mice

without iodide treatment (WTD1 vs WTDO): we obtained 37 transcripts; 15 of these transcripts

were upregulat& IROG FKDQJH - DQG GRZQ UHGXODWHC

(Supplementary Table3). We compared witde mice after 6 days of iodide administration to

wild-type mice without iodide treatment (WTD6 vs WTDO): we obtained for 29 transcripts; 18

ofthese UDQVFULSWV ZHUH XSUHJXODWH GeguRtedGfoKRa@géH -« l

" 6) (Supplementary Table4). We also compared SLG8&f&cient mice after 1 day of

iodide administration to SLC5A8eficient mice without iodide treatment (KOD1 vs KODO):

we obtained 1149 transcripts; 285 of these transcripts weld l IXODWHG IROG FKDQJ
GRZQ UHJXODWHG 6)l Sdp@enrektarg Jdble5). We compared SLC5A8

deficient mice after 6 days of iodide administration to SLCBl&8cient mice wihout iodide

treatment (KOD6 vs KODO0): we obtained FDR vala 0.05 or lower for 21 transcripts; 6 of

WKHVH WUDQVFULSWYVY ZHUH XSUHJXODWHG IROG FKDQJH

" 6). All data are provided in Supplementary Table6.

Clusterheatmap analyses of differentially expressed genes wdogmped using unsupervised

hierarchical clustering with a Pearson correlation. In the first analysis, we compared transcripts

significantly expressed in SLC5A@eficient mice and wildype mice wih and without iodide

administration without iodide administion (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 moueapg after 6 days of iodide

administration (WTD6 and KODG613 Transcripts among 21 are induced by SLC5A8

deficiency (Figure 2 B). 12 transcripts are modified after SCL5AS8 invalidation and iodide.
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1149 transcripts are regulated in SLC5d@ficient mice akr 1 day of iodide administration
versus SLC5A8eficient mce without iodide administration (KOD1 vs KODO) and 37 in wild
type mice after 1 day of iodide administration versus Ayfte mice without iodide
administration (WTD1 vs WTDO). 16 transcriptg & common (Figure 3).

Analysis of transcripts expressioatd from wildtype mice after 1 day of iodide administration
and from wildtype mice without iodide administration (WTD1 vs WTDO) using Ingenuity

Pathway Analysis (IPA) software revealed 18&8ated canonical pathways that were

statistically significant PYDOXHYV ” 6XSSOHPHQWDU\ -ddiciedtH DQC

mice after 1 day of iodide administration versus SLCHh&8cient mice without iodide
administration (KOD1 vs KODO) (Supplementd able8). 11 are in common as GP6 Signaling
Pathway and UvV@nduced MAPK Signaling. (Figure4). Then, we performed a similar analysis
with 2 mouse groups after 6 days of iodide administration (WTD6 and WTDO) (KOD6 and
KODO), GP6 Signaling Pathway is onmang the 4 pathways in common (Supplementary
Figure 1 and 2). Ingnuity pathways provides also the upstream regulators analysis, this option
has shown 3 inhibited and 7 activated unbiased upstream regulators in SHEfAE&t mice

after 1 day of iodide dministration versus SLC5A8eficient mice without iodide
adminigration (KOD1 vs KODO) (Figure 5A) while 5 other totally different unbiased activated
upstream regulators have been suggested 37 intyp&l mice after 1 day of iodide
administration versuaild-type mice without iodide administration (WTD1 vs WTDO) (Figu

5B).

All together these results indicate that even SLC5A8 kiumkn upregulated and
downregulated genes are similar to those that were upregulated and downregulated after iodide
administation, upstream regulators and pathways analysis suggest nfererdiés 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 verypscific 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 (RDO, KOD1, KOD6, WTDO, WTD1 and WTD®6).

In a first set of experients (TMT 9plex), thyroid protein extracts were prepared from-wild
type and from SLC5A®RIeficient mice without iodide administration, after 1 day of iodide
administration and after 6 daysioflide 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 & the peptides and the proteins was performed using Protein
Discoverer. All results obtained are shown in Supplementary Table 4 (TMT 9@8%%
proteins were identified when higher and medium filter (FDR confidence) was used (see

Supplementary Table 9).

We first compared the identified proteins from wijghe mice #er 1 day of iodide
administration to those of wHtype mice without iodide administration (WTD1 vs WTDO0). We
obtained P values at 0.05 or lower #r proteins: 12 upregulated proteins with a fold change
RI1 [BQGvnregulated proteins with a fold K D Q J H7R$upplementary Table 10).
ThelOmost significantly upregulated and most significantly downregulated proteins are shown
in Table 1A. When we compared the obtained protein expression data from SLA@&A#ent

mice after 1 day of iodide admistration to those of SLC5A8eficient mice without iodide

administration (KOD1 vs KODO), we obtained P values of 0.05 or low&38proteins. 132
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RI WKHVH SURWHLQV ZHUH IRXQG WR EH6NS&BuUnX © baV H G
downregulated IROG FKDQJH ” V XSS OHP H@QMoE: Wignificaiio H
affected proteins are shownTiable 1B. Surprisingly, Ketohexokinase is the stopregulated
protein. When we analyzed the two previous comparisons (WTD1 vs WTDO versus KOD1 vs

KODO), we found that only proteins were in common (sé&ure 6).

Analysis of our protein expression data from wtge mice after 1 day of iodide adnstriation

and from wildtype mice without iodide administration (WTD1 vs WTDO) using Ingenuity
Pathway Amlysis (IPA) software revealed 61 related canonical pathways that were statistically
VLIQLILFDQW 3 YDOXHV ” V X S S OdthivdQané BhownimatieO H
2A. 196 significant canonical pathways were found for SLGBABcient miceafter 1 day of
iodide administration versus SLCS5ARficient without iodide administration (KOD1 vs
KODO) (supplementary Table 13eeTable 2B for the major 14 pathways As illustrated

by the Venn diagram iRigure 7,only 40 common pathways were obtalrfer 1 day of iodide
administration in both, wildype and SLC5A&leficient mice (WTD1 vs WTDO versus KOD1
vs KODO). Alterations in these pathways a®wn inTable 3. Interestingly, some common
pathways are related to cellular energy metabolism (Gfgwl). 21 significant pathways were
found only for wildtype mice (WTD1 vs WTDO). 156 significant pathways were exclusively
found in SLC5A8deficientmice (KOD1 vs KODO) (including Oxidative Phosphorylation).
Table 4A provides more details on the sigodint protein variations of the glycolysis pathway
induced after 1 day of iodide administration in wijghe mice and SLC5A8eficient mice
(WTD1 vs WTDO and KOD1 vs KODO). Eight proteins of this pathway were identifieal,
wild-type mice and 8 in SLC5A8eficient mice.Two enzymes were upregulatedhile six
were downregulated after 1 day of iodide administration in both mouse grougypiédmice

and SLC5A8deficient mice. InTable 4B we show more details on the olsted data of the
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oxidative phosphorytson pathway, the major pathway obtained for SLCE&h8icient 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 betSLC5A8deficient mice
(KOD1 vs KODD). In thyroids of SLC5A8&leficient mice, all identified proteins were
downregulated after 1 day of iodide administration (KOD1 vs KODO).

The upstream analysis module of Ingenuity Pathway Analysis suggested thatzH&Re(=
-3.373, p.value =1.02H9) and IGF1R (zscore=3.273, p.value=1.02B6) were the
significantly unbiased upstream inhibitor of 146 detected DEPs in SL&&A&ent mice
(KOD1 vs KODO). In addition, RICTOR {gcore=3.43, p.value=1.27B3) was the
significantly unbiased upstream aetior (Figure 8). In the thyroid of wild type mice (WTD1
vs WTDO0), NFEL2L2 (zscore=2.17, p.value =1.54@8) was suggested as the unbiased
XSVWUHDP DFWLYDWRU RI WKH "(371V )LJXUgdore =AKISOH LWV

p.value = 4.32EL1) in in SLC5A8deficient mice (KOD1 vs KODO) (Figure 8C).

We then compared proteins from wilghe mice after 6 days of iodide administration to wild

type mice without iodide administration (WTD6 vs WTDO). When the Pevalas set at 0.05

or lower with foldchange up to 1.3 and under 044, proteins were obtained includirgp
GRZQUHJIJXODWHG SURWHLQV DQG XSUHJXODWHG SURWHL
Tablel4). The 10 most significantly affected proteinsshmvn inTable 5A.

Besides, we compead our data to proteins from SLC5ARficient mice after 6 days of iodide
administration versus SLC5A@eficient mice without iodide administration (KOD6 vs

KODO). A total of 130 proteins including 87 upregulated prat€ V IROG FKD@3H - C
downregODWHG SURWHLQV IROG FKDQJH 7 ZHUH REWDLQ

(supplementary Table 15). The 10 most significantly affected proteins are shdaiolen5B.
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Between proteomic data of SLC5Akficient mce, after 6 days of iodide adminigicen
compared to SLC5A8eficient mice without iodide administration, and wiighe mice, after

6 days of iodide administration compared to wilde mice without iodide administration
(WTD6 vs WTDO and KODG6 vs KODOQ),ne protein was in common as illusedtin Figure

10 A

Analyses of the protein expression data from syjoe mice after 6 days of iodide
administration versus wiltlype mice without iodide administration (WTD6 vs WTDOQ) with
Ingenuity Pathway Analysis RIA) software revealed 35 statistigalsignificant canonical
SDWKZzZD\V 3 YDOXHV ” VXSSOHPHQWDU\ 7DEOH
pathways were found in SLC5A&ficient mice after 6 days of iodide administration versus
SLC5A8deficient mice without iodide administratio(KOD6 vs KODO) (supplementary
Tablel7).As illustrated in Figure 10B, 14 pathways were commonly related to 6 days of
iodide administration in wildype mice and SLC5A8eficient mice (WTD6 vs WTDO and
KODG6 vs KODO). Interestingly, several common pathygafigure 10C) were related to
cellular energy metabolism and oxidative stress (mitochondrial dysfunction;-Nie&ited
Oxidative Stress Response).

Table 4B show more details on the obtained data of the oxidativepplooglation pathway,
the major pathwpobtained for SLC5A&leficient mice (KOD1 vs KODO). Seventeen proteins
of this pathway were significantly identified in the thyroid of the SLCakfcient mice
(KOD6 vs KODO) and no proteins in the thyroid of wilgbe mice (WTD6 vs WTDO) all
identifiedproteins were downregulated after 6 day of iodide administration (KOD1 vs KODO).
According to the upstream analysis module of IPA, INSRd@e =-3.569, p.value =3.86E
05) and IGF1R (&core=2.449, p.value=4.3183) were the significantly unbiased upesam

inhibitor in SLC5A8deficient mice (KOD6 vs KODO) and RICTOR -¢zore=2.449,
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p.value=3.71EL1) was the significantly unbiased upstream activator (Figure 11). Whereas, in

in the thyroid of wildtype mice (WTD6 vs WTD), all upstream regulators were lads

To further study the effects of SLC5A8 knedkwn, we also performedlex experiments to
compare thyroid protein expression variations in syide and SLC5A&Ieficient mice without
iodide administration, after tlay and after 6 days of iodide adimsination. After trypsin
proteolysis, peptides were labelled by different isobaric compounds (3 samples for each mouse
group). Labelled samples were mixed (WTDO+KODO, WTD1+KOD1 and WTD6+KODG6) and
analyzed by LEMS/MS. Without iodide administration (WTDO v&ODO0), 31 proteins
LQFOXGLQJ XSUHJXODWHG SURWHLQV IROG FKDQJH - C
” ZHUH REWDLQHG ZKHQ WKH 3 YDOXH ZDV VHW DW R
1 day of bdide administration (WTD1 vs KOD1j7 proteins including 35 upregulated proteins

IROG FKDQJH - DQG GRZQUHJXODWHG SURWHLQV IRO
value set at 0.05 or lower (supplementary Table18). At day 6 after iodide adatioms(WTD6
vs KODG6), 53 proteinsiFrOXGLQJ XSUHJXODWHG SURWHLQV IROG FK
SURWHLQ IROG FKDQJH 7 ZHUH REWDLQHG XVLQJ D 3 Y
Tablel19). According to IPA analyses, the most inhibitedvpayls related to SLC5A8 knoek
down wee Oxidative phosphorylation, NRFfediated oxidative stress response, EIF2,

AMPK, and mTOR signaling and pathways.

In summary, if changes in protein expression after 1 day of iodide administration 4typeld

mice wee compared to changes in SLC5A&ficient mice (WTD1 vs WTDO versus KOD1 vs
KODO), our 9plex experiments showed much more differences in protein expressions related
to acute iodide administration for SLC5Akficient mice than for wildype mice. Similato

RNAseq experiments, much lesdeets 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 astnaition and SLC5A8 knoek

out.

Analyses of iodinated peptides of thyroglobulin indicate that SLC5A8 knockiown
impairs iodide organification

Quantification of3 noniodinatedhyroglobulinpeptides and thiecorresponding iodinatezhes
by evaluating the ratio lodinated vs Nmdinated in eeh condition DO, D1 and D6 in
deficientmice and wild type micagvealed a lower level of iodination in thyroids of SLC5A8
deficient mice if compared to witype mice KODO vs WTDO) Figure 12). Under the

conditions 1 and 6 days after iodide adminisbratithis difference was reducdeiqure 12).

Metabolomic analyses indicate that both, iodide administration and SLC5A8 knocklown
affect cellular energy metabolism; SLGA8 knock-down also impairs iodide
organification
Metabolites were extracted from ttigyroids of same groups of mice (WTDO, WTD1, WTD6,
KODO, KOD1 and KODG6). After LEMS analysis, 4211 metabolites were identified using the
Human Metabolome Database (HMDBJhe levels of 125 metabolites were significantly
GLITHUHQW 3 YDOXHV "XSUHIXXEDOINH® PHWDEROLWHY [TROC
GRZQUHIJXODWHG PHWDEROLWHYV IROG FKDQJH ” ZHUH R
or lower (supplementgrTable20) in wildtype mice after 1 day of iodide administration
compared to wileype mice without iodide administration (WTD1 vs WTDO).

7KH OHYHOV RI PHWDEROLWHY ZHUH VLJQLILdefc@W O\ GLII
mice after 1 day of iodide administration versus SLCH&8cient mice without iodide

administration (KODlvs KODO). 46 metabolites were upregulated (fold chidng DQG
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ZHUH GRZQUHJXODWHG IROG FKDQJH 7 VXSSOHPHQWDL
studies, including fisher exact tests, to identify significant changes in metabolite levels-In wild
type mice after 1 day of iodide administration comparedvild-type mice without iodide
administration (WTD1 vs WTDO), the identified metabolites belonged to cysteine and
methionine metabolism, glycerophospholipid metabolism and citrate dyigeré 13). The
metabolites identified through comparison of thgedfrom SLC5A8deficient mice after 1 day

of iodide administration to those from SLC5A@&ficient mice without iodide administration
(KOD1 vs KODO), belonged to several pathways that are glycerophgsiphawietabolism,
sphingolipid metabolism and glutatime metabolismRigure 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 WTDO0) and then@labolites selected for significant
level changesrdm samples 1 day after iodide administration in SLCBl&8cient mice versus
control animals (KOD1 vs KODOQ), only 6 metabolites were in comnikogufe 15). After 6

days of iodide administration in witype mice (WTD6 vs WTDO), 145 metabolites are
significantly modified while 138 are modified in SLC5A#ficient mice (KOD6 vs KODO).

the identified pathways are shown as supplementary data (Supplementary table 22 and 23).
The 7 common metabolites detectethted to 1 day of iodide administration in wilghe mice

and SLC5A8deficient mice (Figure 15) include iodide and pyruvate. According to the effect
of SLC5A8 knockout on thyroglobulin iodination (Figure 12) and that pyruvic acid is a
substrate of SLC58, the values of these 2 metabolites obtained frbth@lmouse groups are

shown in detail irFigure 16.

We also compared different omics methods results separ@tglplementary data Figure 3
showed no common elements between transcripts and prétkhmaigh comparing significant

modulated pathways thavere obtained from each method from different conditions revealed
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several common cellular processes. In SLCHl&8cient mice after 1 day of iodide
administration compared to those from SLCS5&ficient mice without iodide administration
(KOD1 vs KODO0),38 pathways were revealed modulated in both transcriptomic and proteomic
analysis. Among these pathways, UNfuced MAPK signaling and Protein Kinase signaling
(Supplementary data Figure 3A). In wilgpe mice after 1 day of iodide administration
compare to those from wild type mice without iodide administration (WTD1 vs WTDO),
NRF2mediated Oxidative Stress Response ariéiB4mediated Signaling are two of the 7
pathways that were identified from tranptomic and proteomic data (Supplementary data
Figure 3B).Only 9 pathways were modulated in common from transcriptomic and proteomic data from
SLC5A8deficient mice after 6 day of iodide administration compared to those from SI=C5A8
deficient mice withotiiodide administration (KOD6 vs KOD{Bupplementary 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 miaéter 1 day of iodide administration compared to
those from wild type mice without iodide administration (WTD1 vs WTDOQ) were almost
similar. The integromic analysis revealed 2 major networks, first one is constmithed

nodes and the second with 2 neddn the first network, the first node involvedlimsulin
signaling pathway (p.value= 1.7663), the seconih MAPK signalling pathway (p value
=0.00027) and the last f@lycolysis. p value =0.00195) (Figure 17A0nly 2 nodes formed

the second networKirst node involved iPyruvate Metabolism (p.value= 4.96&5) and the
second involved ilCysteine and methionine metabolisnfp.value= 2.23.€26) (Figure 17B).

We, similarly, performed the analysis on transcriptompcoteomic and metabolomic data

obtaired in SLC5A8deficient mice after 1 day of iodide administration compared to those from
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SLC5A8deficient mice without iodide administration (KOD1 vs KODQ). Four distinct
networks were identified. Fist network is faechby AMP metabolite and the proteimgrh the
submitted list and involved iRurine Pyrimidine metabolism (p value= 1.0168) Nicotinate
and nicotinamide metabolism (p value= 7.209 and Pyrimidine metabolism (1.01&)
(Figure 18A). Second network ialwved inMAPK signaling pathway (p value = 2.69e8), the
third network is abouP450 Cytochrome Cresponsible of the oxidative metabolism (p value=
3.27e4) and the last on represents pyruvate metabofpsval(e =1.55e28) andglycolysis ©

value= 3.43€l5) (Figure 18B).

147



Discussion

In this work, we studied the transcriptome, the proteome and the metabolome of thyroids from
wild-type and SLC5A&Ieficient mice under control condition (i.e. no iodide administration)
and under exposure to high circulatirgglide concentration for one up ®x days. We
investigated the effects of SLC5A8 knedlwn 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 rolefisLC5A8 in the thyroid.

This stug 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 knocidown leads to the loss tife transient decrease of thyrdidrmone
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 noamodified orgarsms. In contrast, no significantfigirence 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 gem clusters related to SLC5A8 knaedkwn (KODO vs WTDO0), and also related to

1 day of iodide administration for wittype and SLC5A&leficient mice.

A relationship between acute thyroid regulation by iodide and the appearance of oxidative stress
was repaied by several other groufis8-20,24) Our results revealed that 15 oxidative stress
and cellular injury signaling pathways are significantly medifiafter 1 day of iodide
administration in SLC5A®Ieficient mice(KOD1 vs KODO). Oxidative phosphorylation and

Eif2 signaling are the most significant modified pathways. 40 are also found Hypédnice

after 1 day of iodide administration (WTD1 vs WTDExpressions of thioredoxin reductase 1
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and stress induced phgi®proteinl are downregulated in SLC5d&ficient mice after 1 day

of iodide administration (KOD1 vs KODO). Thioredoxins are small proteins that regulate the
redox status of various targebpeins(25).

The pathwg analysis showed an increase in NRF2 mediated oxidative stress in SLC5A8
deficient mice without iodide administration if compared to viyide mice without iodide
administration (KODO vs WTDO) (z score =2.24) and the same pathway is downrégtitate

the acute iodide administration in SLC5A&ficient mice (KOD1 vs KODO) (z score=0.53).

In addition, NFE2L2, a transcription factor related\id2-dependent antioxidant responses,
was suggested as an upstream inhibitor in SLC8&f&ient mice akr 1 dayof iodide
administration (KOD1 vs KODO) while it was an activator in wijghe 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 theappearane of oxidative stress. One should note that the synthesis of thyroid
hormones depends on H202 production required for iodination activity of thyroperof@éase

but this cannot explain the iodigoked increasef @xygen reactive species. If compared to
wild-type mice, the effect of 1 day of iodide administratmnoxidative stress pathways in
SLC5A8deficient mice is highly amplified. Our study suggests that SLC5A8 function is

required to prevent oxidative stees

Glycolysis, the tricarboxylic acid (TCA) cycle, and oxidative phosphorylation are important
energytransforming pathways in cells. In the thyroid of SLC5dficient mice at 1 day of
iodide exposure, we detected a significant decreased of the eapret8iglycolytic enzymes

(Table 4A) and of 10enzymes involved in oxidative phosphorylation (Tablel4)decrease
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of enzyme of oxidative phosphorylation were also observed intyile mice after 1 day of

iodide administration (Table 4A).

Pyruvic acids a substrate of SLC5A8. Using a metabolomic approach, our results indicate that
its level is higheiin wild-type mice compared to SLC5A&ficient mice (Figure 17) under
control conditions. One day after iodide administration, pyruvic acid levels areaded in
wild-type mice while they are increased in SLC5dicient mice.

We hypothesize that thewate 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 SLCH&8cient mice without iodide
administration. Considering that SLC5A8 is expressed in the apical rapenbfthe thyrocytes

and, therefore, should mediate an active transport of monocarboxylate froridlteicto the

cell, several hypotheses could be proposed. Further studies are required to explain the observed
inhibition of the iodination.

The free idide levels measured by EKS (Figure 17) suggest also that SLC5A8 krdcokvn
modifies the regulationfdree iodide amount in the thyroid. In witgfpe mice, free iodide level
increases after 1 day of iodide administration, this increase is stronglyededtday 6. In
SLC5A8deficient micefree iodide level increases after 1 day of iodidininistration (less

than for wildtype 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 SL&&#AdEent mice

for the study of the acute thyroid response after iodide administration.
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HeatmapDO KO vs WT Heatmap D1 KO vs W HeatmapD6 KO vs WT

&IPPHE((TX}I( 1} MIVI-SE B]JLGE}] SE ve E]%S{U] ME ] i

v AJo 3C% difAClustér heatmap analyses that were performed using unsupervised hierarc
clustering with Pearson correlation merges differences after iodide administratiavild type nice and SCL5A¢
deficient mice.(B) 17 transcripts that were involved in SLC5A8 deficient mice after 1 day of iodide administrat
also regulated by SLC5A8 deficience before iodide administration.
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37 transcripts are modified after iodidie administration in wild type mice compared to 1149 in SLC5A8 deficient mi
transcripts are involved in both response to iodat#ministration.

Figure 4 Effect of iodide administration on thyroid transcriptome pathways of SL-@éAdent mice

(KO) and wild fye mice (WT)IPA analysis revealed thdifferentially 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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Figure 5AEffect on upstream regulators of acute iodide administration and SLC5A8 invalidation thyroid transcri
of wild typemice (WT)IPA analysis merged 5 upstream regulators involved in iodide administration effect irypélc
mice.

*Qverlap P-value indicates the enrichment of netwerkgulated genes in the dataset and activatiiscore is used to find likely
regulating mdecules based on a statistically significant pattern match efag downregulation, and tgredict the activation state
(either activated or inhibited) of a putative regulator.

* Activated (zscore02) @nd inhibited (zcore0 @Qupstream regulators arhighlighted in orange and blue, respectively.

Figure 5BEffect on upstreantegulators of acute iodide administration and SLC5A8 invalidation thyroid transcripton
SLC5A8leficient mice (KO)PA analysis merged 4 significant upstream regulators involved in iodide administration
in SLC5A8 deficient neicThree are actitad predicted while only one is predicted as inhibited.

*QverlapP-value indicates the enrichment of netwerkgulated genes in the dataset and activatibscore is used to find likely regulatin
molecules based on a statistically sfgrant pattern math of up and downregulation, and to predict the activation state (either activate
or inhibited) of a putative regulator

*Activated (zscore02j @nd inhibited (zcore0 @Pupstream regulators are highlighted in orange éhee, respectively
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TablelA.

ToplOup and down regulated proteins WTD1 vs. WTDO

Accession Description Fold Change P
WT_D1/WT_DO value
E9Q2R6 Glyoxalase domainontaining protein 4 OS=Mus musculus 2.587 0.0099
OX=10090 GN=Glod4 PE=1 SV=1
G3Uuwv7 26S proteasomeaon-ATPase regulatorsubunit 11 (Fragment 2.278 0.0246
OS=Mus musculus OX=10090 GN=Psmd11 PE=1 SV=1
Q5FW91 Tubulin alpha chain OS=Mus musculus OX=10090 GN=Tu 1.572 0.0143
PE=1 SV=1
AOAON4SVU1 Uncharacterized protein OS=Mus musculus OX=10090 1.508 0.0483
GN=Gm298 PE=4 SV=1
F6ZQQ3 26S proteasome neATPase regulatory subunit 13 (Fragme 1.435 0.0291
OS=Mus musculus OX=10090 GN=Psmd13 PE=1 SV=1
P24668 Cationdependent mannos®&-phosphate receptor OS=Mus 0.682 0.0063
musculus OX=10090 GN=M6pr PE=1 SV=1
P08730 Keratin, type | cytoskeletal 13 OS=Mus musculus OX=100¢ 0.634 0.0004
GN=Krt13 PE=1 SV=2
Q9D1MO Protein SEC13 homolog OS=Mus musculus OX=10090 0.521 0.0436
GN=Secl13 PE=1 SV=3
Q8BJE2 Butyrophilinlike protein 9 OS=Mus musculus OX=10090 0.504 0.0072
GN=Bmnl9 PE=1 SVv=1
Q80WJ7 Protein LYRIC OS=Mus musculus OX=10090 GN=Mtdh PI 0.498 0.028
Sv=1
Table2B. Topl0 up and down regulated proteins KOD1 vs. KODO
Accession Description Fold Change P value
KO D1/KO_DO
E9Q1Q9 Kebhexokinase OS=Mus musculus OX=10090 GN=| 4.148 0.0432
PE=1 Sv=1
Q9JJ28 Protein flightlessl homolog OS=Mus musculus 3.833 0.0346
0OX=10090 GN=Flii PE=1 SV=1
Q4FZE6  40S ribosomal protein S7 OS=Mus musculus OX=10 3.384 0.0232
GN=Rps7 PE=2 SV=1
H3BK65 Epidermal growth factor receptor substrate 15 OS=NM 3.364 0.0395
musculus OX=10090 GN=Eps15 PE=1 SV=1
Q3UIzZz8  Myosin light chain kinase 3 OS=Mus musculus 3.078 0.0160
OX=10090 GN=Mylk3 PE=1 SVv=1
Q8BH43  Wiskott-Aldrich syndromeprotein family member 2 0.411 0.0156
OSMus musculus OX=10090 GN=Wasf2 PE=1 SV=
P17225 Polypyrimidine tracbinding protein 1 OS=Mus 0.373 0.0153
musculus OX=10090 GN=Ptbpl PE=1 SV=2
Q80XNO D-beta-hydroxybutyrate dehydrogenasajitochondrial 0.365 0.0276
OS=Mus musculus OX=10090 GN=Bdh1 B¥=2
H3BLN1 Golgispecific brefeldin Aesistance factor 1 (Fragmen 0.337 0.0071
OS=Mus musculus OX=10090 GN=Gbfl PE=1 SV=]
Q64176  Carboxylesterase 1E OS=Mus musculus OX=10090 0.247 0.0181

GN=Cesle PE=1 SV=1
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Table A. Top 10pathways (out of61) related to 24 hours iodide administration 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
Agrininteractions 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
UDRN-acetylD-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 ofl9arelated to 24 hours iodide administration in SLC5A8
deficient mice* NA: notavailable

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
NRF2mediated Oxidative Stress Response 6. 55 0.53
Regulation of elF4 and p70S6K Signaling 6.29 141
Glycolysis | 6.23 -1.41
mTOR Signaling 5.82 151
Ethanol Degradation Il 5.63 -1.41
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PAK Signaling
BER pathway
Semaphorin Signaling in Neurons
UDRN-acetytD-galactosamine Biosynthesis |
Endoplasmic Reticulum Stress Pathway
Rac Signaling
tRNA Charging
ArsenateDetoxification | (Glutaredoxin)
Ascorbate Recycling (Cytosolic)
D-glucuronate Degadation |
Glutathione Biosynthesis

Oxidative Phosphorylation
EIF2 Signaling
mTOR Signaling
r-Adrenergic Signaling
Ketogenesis
Gluconeogenesis |
CXCRA4 Signaling
Huntington'sDisease Signaling
Melatonin Signaling
Fatty Acid t-oxidation |
Ketolysis
GlutaryFCoA Degradation
GDRglucose Biosynthesis
Acute Phase Response Signaling
Ephrin B Signaling
Glucose and Glucosé-phosphate Degradation

o

—_
N
(@)

Mitochondrial Dysfunction
Xenobiotic Metabolism Signaling
Sirtuin Signaling Pathway
NRF2mediated OxidativeStress Response

Regulation of elF4 and p70S6K Signaling
Glycolysid
Ethanol Degradation I
LPS/IEL Mediated Inhibition of RXR Function
Noradrenaline and Adrenaline Degradation
Protein Ubiquitination Pathway
Signaling by Rho Family GTPases
SalvagePathways of Pyrimidine
Ribonucleotides
RhoGDI Signaling
ILK Signaling

&IPUE((6% }( 1} ]
AlJo SC %o

Glutathione-mediated Detoxification
Aryl Hydrocarbon Receptor Signaling
Remodeling of Epithelial @herens Junctions
Tec Kinase Signaling
Tryptophan Degradation X (Mammalian, via
Tryptamine)

RhoA Signaling
Sertoli CeliSertoli Cell Junction Signaling
CDKS Signaling

Pyridoxal 5‘phosphate Salvagedthway
Actin Cytoskeleton Signaling
Glutathione Redox Resions |
Protein Kinase A Signaling
Pentose Phosphate Pathway (Oxidative
Branch)

UJv]*S3E 3]}v }v SZCE}I (B ]3ZA uQ }£<
U JIPA antiglsisXevealed that differentially expressed proteins are involved in 61 pathw:

wild type mice after iodide administration while 206 paittys merged in SLC5A8 deficient mi¢enn diagram

shows40 commorpathways.

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 involvgdateomes in SLC5A8
deficient mice and wild type mice
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Table4A Protein expressions related to glycolysiC: Fold Change

Symbol Gene Name Log2F.C Log2F.C Log2F.C Log2F.C
(KO D1_DO0) (KO D6_DO0) (WT D1_DO(WT D6_DO)
FBP1 fructosebisphosphatase 1 1.317 -1.167
GAPDH glyceraldehyde3-phosphate -1.263
dehydrogenase
GPI glucose6-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 relatdd oxidative phosphorylatiotiFC: Fold change

Symbol  Gene Name Log2F.C LogZF.C LogZF.C LogZF.C
KO KOD6 Dl 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

ATPBMF  ATP synthasmembrane subunit f -1.212

ATP5PB ATP synthase peripheral statkembrane 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

COX7A1l cytochrome c oxidase subunit 7A1 -1.541

CYC1 cytochrome cl1 -1.414 -1.183

CYCS cytochrome c. somatic -1.332 -1.153

MT-CO2 cytochrome c oxidase subunit Il -1.188

MT-ND4 NADHdehydogenase. subunit 4 (complex I) 1.252

NDUFA9 NADH:ubiguinone 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

UQCRC ubiquinokcytochrome c reductase core protein 1 -1.211 -1.148
UQCRFS1ubiquinolcytochrome c reductase. Rieske irsulfur -1.486 -1.217

polypeptide 1
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Figure 8.Effect of iodide admiistration on upstream regulators of DEPtinyroid of SLC5A8eficient
mice (KO) (A) List of unbiased upstream regulators (B) INSR inhibition, (C) NFE2L2 inhibition and
inhibition and their respective causal network®A analysis merged 8 sigedint upstream regulators involvec
in iodide administration effect in SLC5A8 deficient mice. Two are activated predicted while 6 are predic
inhibited.

Up-regulated and dowsregulated proteins are highlighted in red and green, respectively, and dlr depth is
correlated to the fold changeOrange and blue lines with arrows indicate predicted activation and inhibit
respectively. Gray lines with anwws depict that the effect is not predicted. Yellow lines represent findil
inconsistent with stee of downstream molecule. Dashed lines indicate indirect relationship

*QverlapP-value indicates the enrichment of networkgulated genes in the dataset dractivationZ-score is used to find likely regulating
molecules based on a statistically significant pattern match efang downregulation, and to predict the activation state (either activated or
inhibited) of a putative regulator

*Activated (zscoreO2) @nd inhbited (zscore0 @upstream regulators are highlighted in orange and blue, respectively. 164



&IPLE((B6X }( 1} ] uJv]*SE& S]}v }v H%*SE u E Ppupo S}E
Ulpe ~tde ~ P(¥E] © H%*3E }EE~PUESE 1>T %o E ] § 5]
v §A }. A analysis merged only one significant upstream regulator involved in iodide administration efi
SLC5AS8 deficient mice that is highly activated.

* Upregulated and dowsregulated proteins areigghlighted in red and green, respectively, and the color depth is correlate
the fold change. Orange and blue lines with arrows indicate predicted activation and inhibition, respectively. Gray Hin
arrows depict that the effect is not predictedeMow lines represent findings inconsistent with state of downstream moleci
Dashed lines indicate indirect relationship.

*QverlapP-value indicates the enrichment of netwerkgulated genes in the dataset @mactivationZ-score is used to find likely
regulating molecules based on a statistically significant pattern match-aingbdownregulation, and to predict the activatior
state (either activated or inhibited) of a putative regulator

*Activated (zscoreO2) &nd inhibited (zcore0 @upstream rgulators are highlighted in orange and blue, respectively.
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TablebA.

Top 10 up and down regulated proteins WT6Rs WT_D

Accession Descripion Fold Change P
WT value
_D6/WT_DO00
Q3U621 Uncharacterized protein OS=Mus musculus OX=10090 GN=Rab10 P| 1.784 0.0405
Sv=1
Q3TIT6 Uncharacterized protein OS=Mus musculus OX=10090 GN=Dnajbl P 1.75 0.0261
Sv=1
Q3uv17 Keratin, type Il cytoskeletal@al OS=Mus musculus OX=10090 GN=Kr 1.381 0.0112
PE=1 SvV=1
A2CG35 Rasrelated protein Rail2 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Rab12 F 1.317 0.0149
Sv=1
Q61781 Keratin, type | cytoskeletal 14 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Krt] 1.312 0.0377
PE=1 SV=2
Q76PR6 Methyltransferasehypoxiainducible domaircontaining 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 0.566 0.0264
Sv=1
Q9CRTO  Uncharacterized protein (Fragment) OS=MussculusOX=10090 0.559 0.0229
GN=Tubb3 PE=2 SV=1
B2RXM2  EG627828 protein OS=Mus musculus OX=10090 GN=Gm6793 PE=1 0.533 0.0093
P50114 Protein S10B OS=Mus musculus OX=10090 GN=S100b PE=1 SV=2 0.424 0.0312
Table5B. Top 10 up and down regulatpdoteins KO_D6 vs KO_DO
Accession Description Fold Change P value
KOD6/KODQ
Q9JKL4 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha subcomplex assembly fe 2.773 0.0037
3 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Ndufaf3 PE=1 SV=1
Q8C3X8 Lipase maturation factor @S=Mus muzilus OX=10090 GN=Lmf2 PE= 2.511 0.0275
Sv=1
Q6PDB7 Carboxylic ester hydrolase OS=Mus musculus OX=10090 GN=Ces2 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 Ataxin2-like protein (Fragment) OS=Mus musculus OX=10090 2.407 0.0056
GN=Atxn2| PE=1 SV=8
EOCXB9 Catenin alph&® OS=Mus musculus OX=10090 GN=Ctnna2 PE=1 SV: 0.579 0.0106
Q9CQES8 RNA transcription, translation and transport factor prot€i8=Mus 0.578 0.0026
musculus OX=10090 GNFRAF PE=1 SV=1
B2ZRS8 Depdc6003 OS=Mus musculus OX=10090 GN=Depdc6 PE=4 SV=1 0.567 0.0413
Q9DBC3 Capspecific mMRNA (nucleosidO-)-methyltransferase 1 OS=Mus 0.561 0.0058
musculus OX=10090 GN=Cmtrl PE=1 SV=1
Q64176 Carboxylesterase 1ES®Mus musculus OX=10090 GN=Cesle PE=1 ! 0.383 0.0434
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Accession Description F.CKO P.alue F.CWT P.value
D6vs.DO D6vs.DO
Q3TIT6  Uncharacterized protein OS=Mus musculus 1.517 0.0013 1.75 0.026
OX=10090 GN=Dnajbl PE=2 SV=1
Q8VDI9  Alphal,2mannosyltransferase ALG9 OS=Mus  1.747 0.0472 0.759 0.041
musculus OX=10090 GN=AIg9 PE=2 SVv=1

Q5DU67 MFLJ00088 protein (Fragment) OS=Mus musculi 1.4 0.0078 0.671 0.048
0OX=10090 GN=Ganc PE=2 SV=1
Q80W22 Threonine synthastike 2 OS=Mus musculus 1.515 0.0117 0.649 0.011

OX=10090 GNrhnsl2 PE=1 SV=1

Figure 10. lodide administration effect at day 6 on thyroid proteom (A) and related pathways (B) of SL¢
deficient mice(KO) and wild typenice(WT).(A) 41 proteins are involved in iodide administration effect in wild 1
mice compared to 130 in SL5A8 deficient mice at day 6 after iodide administration. 4 proteins are in cdB
Ingenuity pathway analysis (IP#&vealed that differentidy expressed proteins are involved in 35 pathways in
type mice after iodide administration and 161 pathways merged in SLC5A8 deficient mice. Venn diagram
common pathways.

*N/A: not available
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&IPUE ((iXS }( ]} Julv]eSE S]}v }w (@ PJ@E S}E- }( W ]Jv 8
(] ] vS ujpue ~<Ke ~ ¢ >]e¢8 }( uv ] = H%*SE u E Puo

% E ] S S]A S]}v Vv . lIpeearalysis Siékded4l significant upstream regulators iaddlv
iodide administréion effect in SLC5A8 deficient mice. Two are activated predicted and two are inhibited pred
Up-regulated and dowsregulated proteins are highlighted in red and green, respectively, and the color depth is correlat
the fold change. Orange and Huines with arrows indicate predicted activation and inhibition, respectively. Gray lines
arrows depict that the effect is not predicted. Yellow lines represent findings inconsistent with state of downstream eno
Dashel lines indicate indirectalationship.

*QverlapP-value indicates the enrichment of netwerkgulated genes in the dataset and activatidiscore is used to find likely regulating
molecules based on a statistically significant pattern match efang down-regulation, and to predicthe activation state (either activated or

inhibited) of a putative regulator
*Activated (zscoreO 2 @nd inhibited (zcore0 @upstream regulators are highlighted in orange and blue, respectively.
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Metabolome view obtained with metaboanalyst analysishows all the ratched pathways
arranged bylog p values on-#xis and pathwaympact values on-¥xis. The color is based oretF
p value.

*pathway impact is the cumulative percentage from the matched metabolite nodes
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Figure 14Effect of iodide administration at day 1 on pathways related to thyroid metabolome changes
of wild type mice (WT)Metabolome view, oltined with metaboanalyst analysis, shows all the
matched pathways arranged Bipg p values on-#xis and pathway impaealues on axis. The color

is based on the p value.

*pathway impact is the cumulative percentage from the matched metabolite nodes
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Figure 15 Effect of iodide administration at day 1 on pathways related to thyroid metabolome
changes of wild type mice (WT) and SLC8&&ient mice (KOMetabolome view, obtained

with metaboanalyst analysis, shows all the matched pathways arramgéddg p valies on Yaxis and
pathway impact values on-a«is. Thecolor is based on the p value/enn diagram show&25
metabolitesthat are involved in iodide administration effect in wild type mice compare@dn
SIC5A8 deficient mice24 hoursafter iodide adminstration. 6 metabolitesare 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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p value Z score

Canonical Pathway WT KO DO WT KO DO

DO vs D1 DO vs D1 KO vsWT DO _vs D1 DO _vs D1 KOvs WT
GP6 Signaling Pathway 2.232 1.522 1.901 2.646 -0.535 -0.333
Epithelial Adherens Junction Signa1.516 1.536 2.113 N/A N/A N/A

[ ]
p value Z score

Canonical Pathway WT DO_D1 KO DO_D1 WT D0_D1 KO D0_D1
Role of NFAT iRegulation of the Immune Response  3.10 1.82 -0.63 -1.39
fMLP Signaling in Neutrophils 231 1.33 0.38 -0.63
GP6 Signaling Pathway 2.23 1.52 2.65 -0.53
UVAInduced 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 Junctioig8aling 1.52 154 N/A N/A
GDNF Family LigaiiReceptor Interactions 1.46 1.79 0.00 0.00
UVGInduced MAPK Signaling 1.43 2.26 N/A -0.38

178



179



Supplementary data FigureEffect of chronic iodide administration and SLC5A8 invalidation thy
transcriptome and proteome of SLC5A&ficientmice (KO) and wild type mice (WMo correlation
were observed between proteomic and transcriptomic results.

180



Supplementary data Figure 4 Comparing IPA analydtdfect of chronic iodide administration an
SLC5AS8 invalidation thyroid transcriptome gndteome modified pathways of SLC5d&ficient mice
(KO) and wild type mice (WT). No correlation were observed between proteomic and transcrif
results of wild type mice (WT) after 6days lodide administration
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'LVFXVVLRQV HW S3HUVSHFWLYHYV

/ITHVVRU DFW X H Gna&bytigvesB hlvte RéSdHuton résulte du développement des
nouvellesPpWKRGHY HW GHV SURJUqQV WHFKQRORJLTXHYVY UpDOL)\
desteK QLTXHV GH VygSénthtb\d HR @ DOYDWHVVH GH VpTXHQoDJH

des banques des données ont permis de révolutionner les approches classiplegie

Ces méthodes emiques? RQW RXYHUW XQ QRXYHDX FKDP& GILQYF

comprendre les mécanismes biologiques.

Lors de cette étude nous avons eu recamspremiera une approche protéomique globale
guantitative paa un marquage isotopique TMThompson, Stéfer,et al, 2003)qui implique

OH UHJURXSHPHQW GHV pFKDQWLOORQN nia¥se.QC4 typgDQ DO\
GIDSSURFKH FRPSUHQG XQH DQDO\VH VLPXOWDQpH GHV Q
PrPH IHQrWUH GH WHPSV O 1DaRde GuMa frafjMértatod €3 Fan8d3 O H P H
PDMRULWDLUHY DX GpWULPHQW GUD&WUWMNSYHBHHWSWLGRVY LSARD
représente une des principales limites de la méthadeguantification sans marquage, dans

laquelle les échantillons peptidigs sont analysés séparément, peut conduire a une plus grande
couverture et augmenter de 20% tenbre de protéines identifiés, cependant elle nécessite de
nombreux réplicats biologiques pour obtenir une information quantitgBantscheffet al,

2007; Thakuet al, 2011)

Cette approche protéomigpeut étre compléte& D U teg &pgroches globales, notamment

le séquencage ARN a haut débit nouvelle génération.

CetteteK QLTXH SUpVHQWH OTDYDQWDJH PDMHXU SDU UDSSRUYV
des informations sur tous les génes exprimés. Ainsi, dans une deuxgraalp cette these,
MYIDL FRPELQp OHV GHX[ DSSURFKHV SR X dap\axh@rbitleU OH U{O

Les dewapprochesont différentes de la génomique. Elles étudient une dynamique a un instant
donné tandis que la génomique étudie un phé&menstatique. En outre, a la suite de la
UpJXODWLRQ GH OD WUDGXFWH\R @5H W BWXQT P MRXP®UGH GALR I
traductionnelles des protéines, un méme génome peut produire des protéomes avec de fortes

différences.
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Les données iseg de la transcriptomique sont ainsi également utilisées pour identifier des sites

G 1 p S LV ¥rbaliHoulaGivs modifications post transcriptionnelles. Cette technique permet

de détecter du polymorphisme génétique, ou encore quantifier les changeenentsatix
GYH[SUHVVLRQ GH FKDTXH WUDQVFULW GDQV GLIIpUHQWHYV

Nos travaux de corrélation entre les données de protéomiques et les données de
transcriptomiques ont montré tres peu de similitudes au niveau des comparaisonss entre le
transcrits identifies comme variants et les protéines exprimées difféeremment, cemesugg
OYLPSRUWDQFH GYIDXWUHV PpFDQLVPHV LPSOLTXpV GDQV
possibles sur la traduction des protéines, sur leur stabilité ou des muamfiicgiost
traductionnels. Néanmoins, nous avons constaté une similitudéedanges inpliquées dans

OD UpSRQVH GH OYLRGH GDQV OH FDV GHV VRXULV LQYDOL

Plusieurs étudese sont intéresséedaacorrélation entre les résultatslde¢ranscrippmique et
dela SURWpPRPLTXH OfXQH GHV SUHPLqQUHV IXW PHQpH SDU
intéressé a comparer ch8accharomyces cerivisgPatterson and Aebersold, 2008ette
étude a mis en évidence la difficulté a utiliser des desmnguantitativesobtenus par
WUDQVFULSWRPLTXHV SRXU SUpGLUH OHV QLYHDX[ GYTH[SUI

Une étude portant sur le cycle cellulaireRtechlorococcusa conclu que la divergence entre

OHV QLYHDX[ GYH[SUHVVLRQ GHV S griRivetverQertCesirdsultatsV $51 P
peuvent étre expliqués par les différents mécanismes de régulation post transcriptomique
(Waldbaueret al, 2012) '{DXWUHV pWXGHV RQW PLV HQ pYLGHQFH
WHOOH T X Batligrdycestte@/idaians urenvironnement detress osmolairfLee

et al, 2011): les genes dusont activés sont fortement corrélés a une augmentation de
OfH[SUHVVLRQ GHVY SURWpPLQHYVY UHODWLIV PDLV FHOD QH V
GDQV OH FDV GYXQ VWUHVV R[\GDWLI XQH &eUM¢e UpJXO
indéendamment des activations ou inhibitions des protéMegel, Silva and Marcotte,

2011) EnouttH XQH UpFHQWH pWXGH VILQWpPpUHVVDQW DX YLHLC
DSSURFKHV RPLTXHVY D FRQFOX GY{XQH GLIIpUHQFH GH QLY
étudié(Ori et al, 2015)

&HV GLIIpUHQWHY REVHUYDWLRQV UHQIRUFHQW OfYLPSRUWI
mécanismes paraissent dirigés du genome au métabolome, en passant par le tnamstripto
prottomH &HWWH UHODWLRQ VIDYqUH HQ UpDOLWp EHDXFRX

ou moins directes de certains métabolites sur la transcription et la régulation des transcrits.
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2XWUH OYfLPSRUW D QriuliddiGehXiaphell@us 843 Béfi& tHajeurs des méthodes
omiques, demeure le traitement 4mdormatique et la qualité des données. Ces techniques
généerent beaucoup de données et méme si les outils existants sont déja efficaces. lls nécessitent
une évaluatin objective sur la calité de ses données, il est ainsi important de considérer que
GHV IDX[ QpJDWLIV VRQW LQKpUHQWYV j WRXV W\SHV GH GRQ
GH OYLPSRUWDQFH j OD TXDOLWp GHV GROY®RIGWH\H\G 1G9 05Pp
et/oX GY{DIILQHU OHV PpWKRGHV H[LVWDQWHYV

La compréhension des mécanismes moléculaires permet de développer de nouvelles stratégies
TXY{HOOH VRLW GDQV XQ E Xé(cadelhinWed dorRoxendnd (@Y rHéQanismes' D Q V
moléculairegégissant le process physiologique du WoHKEhaikoff, qui se déclenche dans le

FDV GYXQ DSSRUW pOHYp HQ LRGH QRXV DY&tanVs @V UHS UL
mécanismes induits par un agent de contraste, longtemps considéré comme Et@mel
mécanisme du WIff-&KDLNRII HW XQH GHX[LgPH pWXGLDQW OfHIIHYV
dans la thyroide.

1RV UpVXOWDWY UpYqOHQW OYLPSRUWDQFH GX PpWDEROLYV
UpJXODWLRQ WK\URwWG L H @Q@datifSiBdénchg biR @ D H B/RG Y \GMHU B VIR
avons observé 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 dont&es
confirment des précédents réatdtdécrits dans layroide impactant la régulation du NIS dans

OH FDGUH G{XQ DSS RN etDdl,J2008; GGbuzetfdl,R2G19; Alejandro A
Arriagadaet al, 2015; Serrandascimentcet al, 2016)

1RV GRQQpHVY PHWWHQW DXVVL HQ pYLGHQFH OYJLPSOLFDWI
gue le cycle du Citrate, la glycolyse, la phosphorylation oxydative et la synthése des AMP dans

la réponse aige du Wolff Chaikoff.

Par ailleurs, nos résultats obtenus chez le modele invalidé pour le géne codant SLC5A8 en

SUpVHQFH GYLRGH FRPSDUp DX PRGQOH LQYDOLGpP QRQ H[SF
OD WHQHXU GH OfYLRGH L QWskUpQridpprRoehemidtaliglonsgDd) NQsSR W U H [
REVHUYDWLRQV UpYqOHQW GHV SURILOV RPLTXHV DSUqV |
VRXULY LQYDOLGpHYV SRXU OH JgqQH FRGDQW 6/& $ HW OHV
diminution de la phosphorylatiolR [\GDWLYH YLD XQH UpGXFWLRQ GH Of
HQJ\PHV PLWRFKRQGULDOHY 1RXV DYRQV pJDOHPHQW REV

stress oxydatif par la voie Nrf2.
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15) HVW XQ IDFWHXU GH WUDQVFULSWLRQs GRQMD\O TOXW H*
UpSRQVH j XQ DS S RuAWg eDdl J2017)AlTdstRi@pHqué dans le processus de
protection contre les stress oxydatif engendrée par la présence des radicaux libres. Ces radicaux
sontJpQpUpV ORUV GH OYDEVRUSWLRQ GH O [K&RGWwhik ¥ Q R[\GD
Lewinski, 2003)

Ces résultats nowssiggerentO fLPSOLFDWLRQ GH 6/& $ GD Qidtf@damsUpSRQV
la thyroideen jouant un role de protectioffin deconfirmer, en premier liewes observations,

LO HVW LPSRUWDWQW R/MHIHNFXHWDGHFDX[ OLEUHV HW GfY
SURWpPLQHY UHODWLYHV j VHWdJERthdAteROdEdgesaubs>parde©O H VW
approches classiques de biochimie analytmprame un dosage enzymatique.

Une autre analyse du proté@e globale pourrait étre envisagée mais en SRM en sélectionnant
OHV SURWPLQHV GTLQW pU ywnésXlefshR teb\oiésSde Qdhatiatiiny GHV H(

/IH SDVVDJH GX JOXFRVH GDQV OH IROOLFXOH QpFHVVLWH (
permettrait le passage du glucose du colloide vers la cellule folliculaire. Amsea®nd lieu,

Nous pouvons envisagerOD UHFKHUFKH G{1XQ WUBQ¥ SRwavdaXuU GH
PPWDEROLVDWLRQ MXVTXYj VD Cett&J BpRrvche bdub péttRiQdeH Q S\U X

mieux caractériser ce transporteur hypothétique.

Ce travail de thése améliore la compréimmges mécanismes sejagents au WolfiChaikoff

dans la thyroide mais une validation complémentaire et une caractérisation des effets et voies
identifieHY GHPHXUH QpFHVVDLUH B8QH DPpOLRUDWLRQ GH O
fractionnement globale r@alable en amont ou un enrichissement en se basant sur le
compartiment cellulaire par isolation des protéines cytoplasmiques des protéines membranaires
pHUPHW GIDXJPHQWHU OD FRXYHUWXUH HW OTLRQLVDWLRQ
phoghoprotéome en utilisant des kits qui permettent de mieux étudier ces modifications qui
VRQW LPSDFWpHV SDU OH WUDLW HP 6@ RXWOUH K [BGHV VHRI ORI SAF
de la quantification en TMT en MS2, une MS3 pourrait étre appliqogegvoir une meilleure

gquantification des peptides.

Cette étude multiomique met en évidence le réle de SLC5A8 dans cet organe et son effet sur la
voieNR) .HDS &HSHQGDQW OH PpFDQLVPH GYDFWLRQ UHVWH

De méme, trés peu de similitude ont ét&/ddUY pHYV HQWUH OH PpFDQLVPH LQ
Wolff-& KDLNRII HW FHOXL LQGXLW SDU OYDJHQW GH FRQWULI
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confirme notre hypotheése sur la différence entre les deux inductions. Néanmoins quelques
voies de signalisaRQ VRQW FRPPXQHV SRXYDQW pYHQWXHOOHPHQ
SDU O1,&0 /HV YRLHV GH VLIQDOLVDWLRQ H[EGXM\MEsYHYV |j O
voies a étudier plus atétails car elles pourraient apporter les informations sur lesnisétes
GILQKLELWLRQ GH ORQJXH GXUpH GH FH FRPSRVp ,GHQWLI

une potentielle application innovante en radioprota.

$XMRXUGYIKXL GH QRPEUHXVHYV OHWF R WKKRHH VW TARRILLTHXHW HE).
permétent un gain de temps considérable dans la compréhension des mécanismes. Elles

révélentleG\VIRQFWLRQQHPHQW OD GpJUD ®b W tHR@en@stBF W LY DV
QLYHDX GTH[SUHVVLRQ RX G X-Q/IUDHDN @ H RRGRGEHDISBHISV G RIQWYH

protéines.

$XMRXUGYIKXL OfHQMHX PDMHXU GH FHV DSSURFKHV UpVi

guantité de données acquises en unengga une question biologique
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Résumeé

Contexte

/IHV HIITHWV GX PRGH GYDGPLQLVWUDWLRQ GH lfarRGH GH
(thTSHYRX GT1XQ UpJLPH GDXiHcaHaQitd RIBBEV RUSWLRQ GH FHW p
la thyroide, ont été évalués par Imagerie Micro SPECT/CT chez des saigisstau T3 en les

comparant @es animauxcontroles.

Résultats

/I fNDGPLQLVWUDWLRQ G Moi©Osyst&HehirBire luReEapadité ideScBtibn
SOXV LPSRUW sV ithyide Paf taRp@ria Bre administration par voie orale. Cette
caphtion a été évaleéa 2,35 fois plus importante par rapport aux soayiant un régime

alimentaire normo iodé (NID).

/TDGPLQLVWU D$tamQuesdes) soumsLsdumises a ugimé LID a montré une
augmentation dealcaptéion deux fois plus impante pouvant atteindre un niveau 5 fois plus
élevéFRPSDUp j XQH DEVRUSWLR Qn&GmRIG H HAM YOO BIQWR X B loX \GRIX

radioactif pala méme voie

/ITLOMHFWELRQ LQHG XLW XQH VWLPXODWLRQ GH @&sDOB¥LYLWp
sous régima\ID.

/ID FRPELQDLVRQ GTXQ UpJLPH /," HW GTXQ WUDLeWniePHQW U
absorption 2,8 fois supérieure par rap@art souris NID/T3/rhTSH

Conclusion

/91D GPLQLpaWOIESYEERIQUE H OLRGH U D GuhécBpfailbh plus Qnpbddedte Q H
G T L Ra@dactifau niveau de l@ahyroide comparé a une administration oratet effet est

encore plus important chez les souris sous régime LID.

Ces observations pourraient étre appliquédirigjae, dans les examens médicaux des patients
DWWHLQWYV GI1XQ FDQFHU GLIIpUHQWLp HW TXL VRQW WUD
DPpOLRUHU OfYHIILFDFLWp GX WUDLWHPHQW SDU UK76+
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Single-Photon Emission Computed Tomography
for Preclinical Assessment of Thyroid Radioiodide Uptake
Following Various Combinations of Preparative Measures
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Background: MicroSPECT/CT imaging was used to quantitatively evaluate how iodide uptake in the mouse
thyroid is infBuenced 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 **3 thyroid uptake in euthyroid and T3-treated animals fed either a
normal-iodine diet (NID) or an LID, treated or not with rhTSH, 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*a5-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 efbcacy of
rhTSH treatment in T3-treated patients.

Introduction thyroid hormone withdrawal, which may increase the risk
of hypothyroidism and can bassociated with physical
he use of radioactive iodine (**4) to treat hyper- and psychological morbidity. The second, and more recent,
thyroidism or differentiated thyroid carcinoma was Pramnethod is based on the administration of recombinant human
reported in the 1940s (1,2). In current clinical practt@lis TSH (rhTSH), which has been approved for radioiodine ab-
used routinely as an adjuvant treatment for differentiatddtion. The rhTSH method is generally better tolerated than
thyroid carcinoma (DTC). Radioiodine therapy (RAIT) ishormone withdrawal.
mainly used for remnant ablation, adjuvant therapy after Additional factors may affect RAIT efbcacy. Dietary io-
surgery, or to treat persistent disease. To optimize RAIT afline restriction can be used to increase radioiodine uptake and
bciency and guarantee a high serum thyrotropin (TSH) lev@lossibly improve the efbciency &t therapy, especially in
the European Association of Nuclear Medicine (3) and thtbe context of hormone withdrawal (5). The route of iodine
American Thyroid Association (4) guidelines suggest twadministration (oral or intravenous) might also inRuence
strategies for patient preparation. The brst method involvb®availability and therefore uptake by target organs (6,7).

Laboratory of Transporters, Imaging, Radiotherapy in Oncology, </Migte de Recherche E4320, Institut de Biosciences et
Biotechnologies, CEA, Nice, France.

2Universitede NiceDSophia Antipolis, Nice, France.

3Department of Nuclear Medicine, Centre Antoine Lacassagne, Nice, France.
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2 ZWARTHOED ET AL.

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 OOlow-quality evidenceOO (4) due to in-
sufbcient 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 1. Study protocols. &) Mice were fed either the
data suggest that both routes have equal treatment efpcac f(f LS . : VI .
In a gl?nical setting, assessing th(;:1 impact of various coy ormal-iodide diet (NID) or low-iodide diet (LID) for 8 days

- - - , d radiotracer®®™TcO, or *31°) was administered intra-
b'f.‘(j‘“ons of pr%p_lgcr:atlvg n?e(?surez'tc; treat ?I;fferen;lated t eritoneally (IP), subcutaneously (SC), intravenously (IV), or
roid cancer (DTC), including dietary iodine, hormong, ooy ageat time zero of the kinetic measurements. Animals

replacement therapy, rhTSH treatment, and intravenous iodifgre then anesthetized, positioned on the scanner, and data
administration, is complex. With the development of dedicateglere acquired.B) Mice were fed either the NID or LID and
high-resolution small-animal scanners, functional thyroid intreated with T3 (triiodothyronine) for 11 days. Sodium iodide
aging can now be performed in rodents and these images @es administered by IP injection at dag (0.5 mg) or day 1
provide quantitative information on thyroid uptake under dif10l g). Recombinant human thyrotropin (rhTSH) injections
ferent experimental conditions. For instance, micro singl&ere given on two consecutive days (at days and- 1).

photon emission computed tomography (microSPECT/CRadiotracer™TcO,” or %) was administered by IP atday O,
gich corresponds to time zero of the kinetic measurements.

imgging ofmice was used to debne the radia'gion dose requi imals were then anesthetized, positioned on the scanner
to induce thyroid stunning (9). Moreover, radiotracers such d data were acquire®™cO, , *™T¢ pertechnetate3 '

%MT¢ pertechnetaté€{™TcO,") or 4 can be useful to rePne i, gine 123
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). Howeveag vivo microSPECT/CT studies
unlike #3, ®*™TcO, is not covalently bound to thyroglobulin =~ g, ) _ 00
and therefore can be used as an iodide uptake marker (11). 1604 was obtained from a freshly elutédMo/*"Tc

The aim of this preclinical study was to use microSPECgenerator, and®1” sodium iodide was purchased from IBA
CT imaging to determine the inBuence of the administratigfolecular. Animals were administered activities of 20MBq
route of either®®™cO, or 123 on biodistribution, and to  1¢Qs or 10MBg 3" intravenously, subcutaneously, in-
measure how different dietary iodide intake and recombinafigPeritoneally, or by gavage. Thyroid, salivary gland, and
human TSH (rthTSH) affects euthyroid and triiodothyroninétomaCh tracer uptake was measured at different times using a
(T3)-treated mice. Considering the lack of clinically relevargedicated microSPECT/CT scanner (eXplore speCZT CT120,
DTC animal models, we performed these experiments wifRE) under gas anesthesia (air and 1D2% isof3urane) in an air-

mice, which are reported to have a similar NIS expressighgrmed imaging chamber (Minerve) to maintain body tem-
pattern to that of humans (12D14). perature at 37C. 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-
Materials and Methods jections were acquired over 36D in 8 minutes.
Animals

Female, eight-week-old C57B/6J mice were obtainegage analysis
from Janvier. Animal housing and procedures were con- ) -
ducted according to French Agriculture Ministry guidelines 'mages were reconstructed using the manufacturerOs 3D-

and were approved by the local ethics committee (Ciep@rdered subset expectation maximization algorithm (5_
NCE/2014-211). subsets and 11 iterations), which incorporates the systemOs

collimatorbdetector response function and scatter correc-
tion. Reconstructed images were analyzed and quantiped
using AMIDE software (15). Tracer activity in the vari-

To determine the infuence of dietary iodide intake and thaus relevant organs was calculated as previously described
route of radiotracer administration, animals were fed either(@6). Three-dimensional regions of interest were drawn
normal-iodide diet (NID, around l1g iodide per day) or a manually around the thyroid, salivary glands, and stomach.
low-iodide diet (LID <0.01l g iodide per day) for 11 days. Pertechnetate uptake values were expressed as a per-
For T3 treatment, T3 at a bPnal concentration 6ffnL was centage of the injected dose&ftdecay corrections. lodide-
added to the drinking water, which was available to animal23 activity values were not corrected for nuclear decay.
ad libitum The various experimental protocols used in thiThe results are expressed as the meastandard error of
study are summarized in Figure 1. the mean.

Animal study protocols
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TSH analysis InBuence of radiotracer administration route

The quantitative determination of mouse TSH serum lev- To determine the inBuence of administration route on ra-
els was performed by enzyme-linked immunosorbent assdiptracer uptake by different organs expressing NIS, mice
(kit CEA463Mu, Euromedex) according to the manufactumwere fed an NID for 8 days and were scanned at different time

erOs instructions. points after radiotracer administratiot?{TcO,” or23°). At
early time points £80 min), °°*™TcO, accumulation in the

Membrane vesicle preparation, SDS-PAGE, thyroid was higher when the radiotracer was administered

and Western blot analyses intraperitoneally or subcutaneously relative to gavage ad-

ministration (Fig. 3A), which tended to result in accumula-

Thyroid membrane proteins were obtained as previouq%n of the radiotracer in the stomach (Fi
. , g. 3B). For both
described (9,17) and subjected to SDS-PAGE electropho e thyroid and stomach, intraperitoneal and subcutaneous

is Wester bloting was performed withan antmouse NIy 3190 1l S eet T0PCa0G, T Gniceaon
y 9 y-p owed similar radiotracer uptake kinetics. These data sug-

‘B_e;ém]f;iﬁ;é%rgyaﬁsﬁéﬁlgus'y described (18}, or with an an jest t_hat.gavage administration promotes radiotracer accu-
: mulation in the stomach rather than in other NIS-expressing
organs. To conbrm these outcomes, mice were administered
123" intraperitoneally or by gavage. Thyroid and salivary
Statistical analysis and determination of the areas undgland uptake were monitored over a longer time periodNup
the curves (AUC) were performed using Prism (GraphP4d 24 hours. The representative kinetics 1~ accumulation
software). Dual comparisons were made using StudentOi the thyroid showed that for both modes of administration,
test and comparisons between multiple conditions were dhe radiotracer levels peaked four hours after administration
alyzed using ANOVA. Statistical signiPcance was set &Fig. 4A). The AUC of*? thyroid uptake in the intraperi-

Statistical analysis

p<0.05. toneal group was 3.63-fold higher than that of the gavage
group (Figs. 4A, 5). Statistical analysis of thyroid uptake 1
Results and 4 hours after administration conbrmed these results

(Fig. 4B), which were consistent with those for NIS-expressing

MicroSPECT/CT images salivary glands (Fig. 4B).

Typical SPECT/CT images of a nemouse showing
99MTcO,” uptake in the thyroid, salivary glands, and stomach
regions were acquired (Fig. 2). Similar images were obtained
when'?4~ was used as the radiotracer (not shown).

FIG. 2. Representative microSPECT/CT images. UppéflG. 3. Effect of radiotracer administration route on short-
panels: Fused SPECT/CT, whole body images of contrsirm °°™TcO, uptake in the thyroid and stomach. A sche-
mice: anterior and lateral views shoW"TcO, uptake in matic representation of the general protocol is shown in
the thyroid lobes (Th), salivary glands (SG), and stomadfig. 1A. Mice were fed only the NID and®™TcO, was

(S). Lower panels: Coronal slices of the thyroid, salivargdministered IP, SC, or by gavagé)Uptake in the thyroid.
glands, and stomach from a control mouse 60 minutes af{@&) Uptake in the stomach. The results are expressed as the
99mTc pertechnetate injection. mean.. standard error of the mean (SEM).<5 per group.)
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FIG. 4. Effect of the radiotracer administration route on the kinetics?df 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
123 was administered either IP (black bars or signs) or by gavage (white bars or sighd)orfg-term kinetics of
radiotracer accumulation in the thyroi®) 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 248 #). (The results are
expressed as the meamsSEM. 1 <0.05, **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 of123 thyroid uptake following intra-
peritoneal tracer administration was two-fold higher than the
AUC for the gavage group, thus conbrming 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 123", thyroid activity at peak radiotracer
levels was 2.2.0.27% of the injected activity in NID mice,
but reached 3.420.5% in the LID mice £<0.05). Overall,
combining the LID and systemic radiotracer administration
produced a seven-fold higher accumulation’éfi” com-
pared with NID/gavage.

FIG.5. Comparative analysis df" accumulation in the Effect of rhTSH injection on radiotracer uptake
thyroids of mice prepared with different protocols. lodinéy the thyroid
123 thyroid uptake was measured by microSPECT/CT overwe brst compared®™cO, thyroid uptake in rhTSH-

time and expressed as the AUC (area under the curve) a . -
24 hours. Tﬁe data represent avc(erages 2D6) of radio- )treated and untreated NID mice. As expected, rhTSH injec-

tracer accumulation in the thyroids of the mice. The resultn resulted in increaset®™TcO,” uptake by the thyroid
are expressed as the meanstandard error of the mean(1.7-fold increase) (Fig. 7A). We next assessed the effect of
(SEM). *p<0.05, *p<0.01, **p<0.001. rhTSH on mice treated with T3. The T3-treated mice showed
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These data were further conbrmed in a kinetic evaluation
spanning 48 hours using3™ as the radiotracer (Figs. 5, 8).
The AUC of 23" thyroid uptake in the LID/T3 group was
1.6-fold higher than that for the NID/T3 group. For both
groups, rhTSH 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/rhTSH group, and
contributed to a restoration of thyroid activity to levels that
were equivalent to that of euthyroid animals (ABQ111 in
the LID/T3/TSH animals versus AU€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 efbcacy. 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,

) o ) while oral administration produces a signibcantly higher
FIG. 6. Effect of the radiotracer administration route orhccuymulation of the radiotracer in the stomach. In patients

1 i 12 - 1 i i o~ . - - .
the kinetics of'**" accumulation in the thyroids of LID i Graves® disease, the route of administration (oral versus

gnr:ga}nAir? clr:1ie m?g‘c r&?égsfvgtri“?gdogmf tgh%ntla_rlaDl %rr?éog?jl_imravenous) of iodide does not affect the dose received by the

ministered'23" either IP (black bars or signs) or by gavagéhyro'd or the outcome (7). .In_hyp.erthy_r0|d cats, _th_yr0|d
(white bars or signs).A) Long-term kinetics of radiotracer UPtake and outcome were similar in animals administered
accumulation in the thyroid.B) Averaged values of radio- radioiodide intravenously or subcutaneously (19). A recent
tracer accumulation in the thyroid at 60 £6) and 240 study in rats suggested that the oral route of administration
(n=3) min. The results are expressed as the megEM. favors radioiodide accumulation in the thyroid compared
*p<0.05. with the intravenous route (6). This result is in contrast to our
Pnding that oral administration produces lower levels of
radioiodide uptake by the thyroid compared with systemic or
a dramatic drop in thyroid uptake that was increased tsubcutaneous administration. Notably, unlike human salivary
rhTSH injections, but not to the levels seen for NID-fedjlands, rat salivary glands are known to lack NIS expression
mice that did not receive T3 (Fig. 7A). To evaluate thé€14), which suggests that radiotracer biodistribution in rats
impact of alarge, transient increase in dietary iodine, 0.5 mand humans may differ qualitatively. Considering the close
iodide was injected 4 days before the T3-treated NID anproximity of the salivary gland to the thyroid, the lack of
mals were scanned. Although the 0.5 mg iodide dose did rotlide retention in rat salivary glands may have important
affect thyroid uptake 4 days later, a smaller dose of iodidepercussions for biodistribution kinetics, and thus the
(101 g) administered just 24 hours prior to the scan reduceghantitative data obtained using a rat model may not be rel-
thyroid uptake by 50%, suggesting that excess iodide camant to humans. Meanwhile, mice and humans have similar
have a short-term effect on radiotracer uptake (Fig. 7BNIS expression patterns (12,13), and this similarity together
We next evaluated the effect of a low-iodide diet using theith our results obtained with mice suggests that systemic
same experimental protocol. In LID mice, T3 treatmeradministration in humans may be better able to increase ra-
mimicked that seen for T3-treated NID animals in that therg@ioactive iodide uptake by extragastric tissues.
was a signibcant decrease in the TSH levels as measured bin standard practice, logistic considerations and ease of
enzyme-linked immunosorbent assay (36 pg/mL implementation of a clinical protocol are the main reasons to
MTSH in LID/T3 mice versus 69144 pg/mL mTSH in the choose an enteral route for radioiodide administration. In this
LID mice). Meanwhile, rhTSH treatment of T3-treated LIDcontext, clinicians should consider whether the gain in ra-
mice resulted in a signibcantly higher increase in thyroidioactive accessibility for thyroid remnants and metastases
99™TcO, uptake than that produced by rhTSH injection imutweighs the logistical advantages provided by the oral
T3-treated NID animals (Fig. 7C). These results mirroroute of administration. In DTC patients, capsules containing
those for western blot measurement of NIS expressidi®3.7 GBq are routinely given orally. When necessary, the
(Fig. 7D), which showed that NIS expression was higher ineatment can be repeated, leading to a cumulative adminis-
T3-treated LID animals than in T3-treated NID micetered activity as highas 11.1 GBq (20). A recent retrospective
Moreover, rhTSH injections resulted in higher NIS exstudy involving 2468 DTC patients concluded that a cumu-
pression levels in T3-treated LID animals relative to T3lative **Y dose<37 GBq did not increase the risk of a second
treated NID mice. primary malignancy (21). As such, in standard, routine
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FIG. 7. Effect of rhTSH injection on radiotracer uptake by the thyroids of NID and LID miég.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 (NiB§), after TSH injections (NID+ TSH, n=6),

after T3 administration (NID- T3, n=6), and after TSH injections in T3-treated mice (N#DT3 + TSH,n=6). (B) The

general protocol is shown schematically in Fig. 1B, with administration of iodide. T3-treated mice were administered 0.5 mg
iodide for 4 days (light gray bar) or 1@y iodide for 1 day (dark gray bar) before IP injection of if&'TcO, . The data
represent the averaged values of radiotracer accumulation in the thyroid at 66#®). (ns: not statistically signibcant;
**n<0.01. C) The general protocol is shown schematically in Fig. 1B, in wii¥ArcO,” was administered IP. The data
represent the averaged values of radiotracer accumulation in the thyroid at 66s4). (n A, B, andC, the results are
expressed as the meaBEM. *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 symporterbspecibc antibody
or ab-actinbspecibc antibody.

situations the gains yielded by systemic administration would
likely not outweigh the logistic advantages of oral delivery.
However, the situation may be different for other therapeutic
approaches. For example, a new therapeutic strategy based on
the use of gene therapy to induce ectopic NIS expression in
nonthyroid cancers is emerging (22,23). Moreover, replication-
debcient viruses (24,25) and oncolytic viruses (26,27) have
been used to deliver tHiélScDNA to several different types of
cancer, and preclinical studies in rodent models were used to
validate this approach as a proof of principle. However, when
ectopic NIS expression was evaluated using SPECT/CT im-
aging and dosimetric calculations in a phase 1 clinical trial
involving prostate cancer patients, men who were administer ﬁ%
e

. Long-term kinetics of*?3~ accumulation in the
a'* dose of 7.4 GBq had a mean absorbed dose in the pros oids of NIIZg)j and LID mice, stimulated or not with rhTSH.

that was well below the dose required to eliminate cancer general protocol is shown schematically in Fig. 1B, in
lesions (28). Therefore, in this experimental situation, iMynich %3~ was administered by IP. The data represent aver-
provements related to a parenteral administration route gfies = 2) of radiotracer accumulation in the thyroids of NID
radioiodide would signibcantly increase the radiation dose n@ice and LID mice. Thyroid activities were not corrected for
ceived by the target tissue and should be considered. nuclear decay. The results are expressed as the nfgahl.
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We also found that mice fed an LID showed increase@olzaniet al. (29) to the LID condition. Evaluation o3
thyroid uptake of radioactive iodide. Considering that similaaccumulation kinetics in the thyroid showed that administra-
effects were observed whé@i™TcO, and'?3~ uptake were tion of rhTSH to LID/T3 mice resulted in a 2.8-fold increase
measured, the trapping function is likely to be more affected the AUC compared with NID/T3 mice. In this model
by dietary changes than is organibcation. It is well estabystem, LID clearly increased the effect of rhTSH and
lished that NIS protein expression is upregulated undbelped to restore a thyroid activity that was equivalent to
conditions of an LID. The LID-induced increase in iodidghat of the euthyroid animals. These data suggest that a
uptake was present in both euthyroid and T3-treated mice; tbembination of LID and rhTSH for patients receiving
T3 administration was designed to mimic the clinical prepthyroid hormone replaceent therapy may be useful.
aration of patients receiving rhTSH while on substitution In conclusion, our data show that a series of preparative
therapy with levothyroxine. This model system was initiallymeasures can increase thyroid radioiodine uptake and pos-
developed by Colzargt al., who observed that the effect ofsibly improve **% treatment outcomes, especially in the
rhTSH on thyroid uptake was higher in T3-treated miceontext of hormone replacement therapy. First, the systemic
compared with euthyroid animals (29). Alternatively, administration of radioiodide favors its accumulation in the
mouse model that spontaneously develops metastatic follibyroid compared to the oral route. While this approach is
ular thyroid cancer exists. ThFH/FY mice harbor a knockin probably not needed for routine DTC cases, it may be rel-
dominant negative mutation, known as PV, in ft@bgene, evant to improve the treatment of NIS-expressing tumors
and thus could be used to validate our conclusions in tlierough gene therapy. Furthermore, our data highlight the
context of experimental metastatic disease (30,31). In oumportance of LID in both euthyroid or in T3-treated, rhTSH-
model system, the data show that LID-fed animals had imjected mice. Extrapolated to the human situation, and in the
creased iodide uptake ranging between 55% and 128% oeentext of clinical guidelines for preparation of DTC patients,
that seen for NID-fed animals. This result is in agreemewnur data indicate that LID may potentiate the efpcacy of
with a recent systematic review of dietary iodine restriction irhTSH treatment in T3-treated patients.
preparation for radioactive treatment or scanning in DTC
patients, which concluded that LID increases radioactivecknowledgements
iodide uptake and could improv&" treatment outcomes (5).
However, the majority of the studies reviewed included pa-
tients under thyroid hormone withdrawal; the only clinica
study performed on patients with rhTSH preparation al
concluded that a two-week LID optimizes radioiodine uptak
(8). This conclusion was based on the urinary iodine-td"
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