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Origine du projet p53 et le métabolisme

Hypoxia Compétition cellulaire
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Origine du projet
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In vivo, en foie murin

p53 dans le foie et son réle dans la mise a jeun
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Origine du projet

Les roles métaboliques des protéines de la voie p53

\ Tumour suppressor
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Design méthodologique

Les modeles murins mis en place

Trp53
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DKO | DKO
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8 genotypes :
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Design méthodologique Les techniques utilisées pour caractériser ces modeles

Trp53
Moléculaire  Transcriptomique (RNA-Seq)
Accessibilité de chromatine (ATAC-Seq)
SKO Protéomique (Spectrométrie de masse)
DKO DKO
Trp53/Mdm2 Trp53/E4f1 Histologique IHCs sur bloc de Tissue Micro-Array (40 lames)
Colorations diverses (Noir Soudan, Rouge Sirius,...)
TKO
. Meétabolique Tests de tolérance au glucose, pyruvate, insuline
S Glycémie et kétonémie basales / a jeun
DKO

Phénotypique Prise du poids au cours du temps
Aspect des foies (colorimétrie, présence d’anomalies)



Design méthodologique Les techniques utilisées pour caractériser ces modeles

Trp53
SKO
DKO DKO
Trp53/Mdm2 Trp53/E4f1
TKO
SKO ' SKO

Mdm2 9. E4f1

= une quantité folle de données

Comment faire pour prendre du recul
et regarder ces données dans leur ensemble?



Design méthodologique Une approche d’analyse intégrative de plusieurs techniques

Trp53
Moléculaire Transcriptomique (RNA-Seq)
Accessibilité de chromatine (ATAC-Seq)
SKO Protéomique (Spectrométrie de masse)
DKO DKO
Trp53/Mdm2 Trp53/E4f1 Histologique IHCs sur bloc de Tissue Micro-Array (40 lames)
Colorations diverses (Noir Soudan, Rouge Sirius,...)
TKO
. Meétabolique Tests de tolérance au glucose, pyruvate, insuline
359 Glycémie et kétonémie basales / a jeun
DKO
Mdm2 nien )  EAT1

Phénotypique Prise du poids au cours du temps
Aspect des foies (colorimétrie, présence d’anomalies)



Design méthodologique Stratégie d’analyse groupée

Type d’approche
Histologique Moléculaire
IHCs sur bloc de Tissue Micro-Array (40 marquages) Transcriptomique (RNA-Seq)
Colorations diverses sur coupes de foie (Noir Soudan, Rouge Sirius,...) Accessibilité de chromatine (ATAC-Seq)
Nourri A jeun Tissu controle positif
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Design méthodologique

Histologique

IHCs sur bloc de Tissue Micro-Array (40 marquages)
Colorations diverses sur coupes de foie (Noir Soudan, Rouge Sirius,...)

Stratégie d’analyse groupée
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Type d’approche

IHC gH2AX sur coupe de foie

Moléculaire

Transcriptomique (RNA-Seq)
Accessibilité de chromatine (ATAC-Seq)

%of gH2AX Positive Nuclei

(only comparisons and statistical significance between fed conditions showed,
same results are obtained with fasted animals)
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Design méthodologique Stratégie d’analyse groupée

Type d’approche

Histologique Moléculaire
IHCs sur bloc de Tissue Micro-Array (40 marquages)

Transcriptomique (RNA-Seq)
Colorations diverses sur coupes de foie (Noir Soudan, Rouge Sirius,...)

Accessibilité de chromatine (ATAC-Seq)
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Design méthodologique Stratégie d’analyse groupée

Type d’approche
Histologique Moléculaire
IHCs sur bloc de Tissue Micro-Array (40 marquages) Transcriptomique (RNA-Seq)
Colorations diverses sur coupes de foie (Noir Soudan, Rouge Sirius,...) Accessibilité de chromatine (ATAC-Seq)

WGCNA - Diet ordered

Module-Trait correlation

DKO E4F1 P53 Fasted 12312 ° DKO E4F1 P53 Fasted 2 2229 ~ DKO E4F1 P53 Fasted 3 2512 ° o - .
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Design méthodologique Stratégie d’analyse groupée

Type d’approche

Histologique Moléculaire
IHCs sur bloc de Tissue Micro-Array (40 marquages)

Transcriptomique (RNA-Seq)
Colorations diverses sur coupes de foie (Noir Soudan, Rouge Sirius,...)

Accessibilité de chromatine (ATAC-Seq)
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@ Binding of Tn5 transposases to open chromatin

@ Next generation sequencing of PCR product and data analysis
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Design méthodologique

Type d’approche

Histologique

IHCs sur bloc de Tissue Micro-Array (40 marquages)
Colorations diverses sur coupes de foie (Noir Soudan, Rouge Sirius,...)

Stratégie d’analyse groupée

Moléculaire

Transcriptomique (RNA-Seq)
Accessibilité de chromatine (ATAC-Seq)
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Design méthodologique Stratégie d’analyse groupée

Type d’approche

Histologique Moléculaire
IHCs sur bloc de Tissue Micro-Array (40 marquages) Transcriptomique (RNA-Seq)
Colorations diverses sur coupes de foie (Noir Soudan, Rouge Sirius,...) Accessibilité de chromatine (ATAC-Seq)

Type de données
Quantification (QuPath / Image)) Retour de séquencgage

. . o Nombre de comptes par gene (RNA-S
Nombre d’objets / d’intensité /... par carotte ptes parg ( eq)

Nombre de comptes par pic (ATAC-Seq)

Organisation cellulaire et architecture tissulaire
Accessibilité de la chromatine

Quantité d’ARN messager par gene



Design méthodologique Stratégie d’analyse groupée

Type d’approche

Histologique

IHCs sur bloc de Tissue Micro-Array (40 marquages)
Colorations diverses sur coupes de foie (Noir Soudan, Rouge Sirius,...)

Type de données

Quantification (QuPath / Image))

Nombre d’objets / d’intensité /... par carotte

Format de données utilisé

Tableur récapitulatif avec chaque quantification

Ligne = condition x génotype (16 au total)
Colonne = quantification d’'un marquage

Moléculaire

Transcriptomique (RNA-Seq)
Accessibilité de chromatine (ATAC-Seq)

Retour de séquencgage

Nombre de comptes par gene (RNA-Seq)
Nombre de comptes par pic (ATAC-Seq)

Une WGCNA annotée (RNA-Seq)
Une WGCNA annotée (ATAC-Seq)



Mise en place de la MFA (analyse factorielle multiple)

Design méthodologique
et résultats

Dim2 (28%)

1]
Dim1 (67%)

Exemple de représentation de
dimensions obtenues avec MFA

Format de données utilisé

Une WGCNA annotée (RNA-Seq) @

Tableur récapitulatif avec chaque quantification @
Une WGCNA annotée (ATAC-Seq) @

Ligne = condition x génotype (16 au total)
Colonne = quantification d’un marquage/coloration



Design méthodologique Mise en place de la MFA (analyse factorielle multiple)
et résultats

Réponse au jeline

Dimension 2  24% de variance totale expliquée

h
\ @ 20% de contribution : PAS (glycogene), SCD1, vacuolisation

@ 60% de contribution : Gluconéogenese, B-oxydation, réponse au jeline

@ 20% de contribution : FOXA, HNF4A, NFIL3, ATF4

e —
Format de données utilisé
Tableur récapitulatif avec chaque quantification @ Une WGCNA annotée (RNA-Seq) @
Ligne = condition x génotype (16 au total) Une WGCNA annotée (ATAC-Seq) @

Colonne = quantification d’un marquage/coloration



Design méthodologique Mise en place de la MFA (analyse factorielle multiple)
et résultats

Remodelage hépatique et cholangiocytaire

@
/

Dimension1 37% de variance totale expliquée

\ @ 55% de contribution : CK19 (cholangios), Rouge Sirius (fibrose), Kystes, nucléoles

©

@ 30% de contribution : Mod. cholangiocytaire, Mod. ECM, Mod. cycle cellulaire

@ 15% de contribution : ECM , migration / adhésion, inflammation, SOX9, HNF1B

— —
Format de données utilisé
Tableur récapitulatif avec chaque quantification @ Une WGCNA annotée (RNA-Seq) @
Ligne = condition x génotype (16 au total) Une WGCNA annotée (ATAC-Seq) @

Colonne = quantification d’un marquage/coloration
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