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Résumé

Le vieillissement est un phénomene omniprésent dans le regne du vivant. Ce processus est
encore a I'heure actuelle énigmatique et pas assez connu. Une branche de la biologie
particulierement intéressante pour étudier ce processus est I'épigénétique, I'étude de
I’ensemble des variations héritables d’expressions et d’activités des géenes qui ne font pas
intervenir de changements dans le code génétique. Afin de réaliser une étude épigénétique
du vieillissement sur une courte période, un modele biologique idéal se trouve étre I'espéce
de poisson africaine : Nothobranchius furzeri, le killifish turquoise. Ce poisson est I'espece
vertébrée possédant le cycle de vie le plus court connu a ce jour et passe par toutes les étapes
biologiques caractéristiques des vertébrés en I'espace de 3 a 6 mois. Ce mémoire a pour
objectif d’étudier I'expression/méthylation de génes du TLR pathway et I'agressivité lors du

vieillissement chez Nothobranchius furzeri.

Premiérement, un référentiel comportemental reprend les résultats du test d’agressivité MIA
réalisée sur quatorze individus a cing stades de leur vie ainsi que les mesures morphologiques
associées a ces poissons en fin d’expérience. L'analyse de I'agressivité de ces poissons a permis
de souligner une variabilité inter-individuelle élevée dans la réponse au test réalisé. Une
variabilité pour le nombre de morsures et la distance parcourue relative a également été
établie entre les différents stades de vie étudiés. Cette variabilité pour le nombre de morsures
est traduite par une augmentation du nombre de morsures en semaine 13 et 17 puis une
diminution de celui-ci a I'dge le plus avancé. Pour la distance parcourue relative, une
augmentation graduelle a été relevée jusqu’en semaine 13 puis une diminution. L’analyse de
la mortalité des individus a permis de confirmer une augmentation notoire de I'espérance de
vie de la souche GZR en laboratoire. Finalement, un référentiel de méthylation et d’expression
relative de séquences géniques a été établi chez les poissons agés de ving-et-une semaines.
Cing séquences géniques différentes du TLR pathway ont pu étre caractérisées et peuvent
étre étudiées a I'avenir sur des stades de vie moins avancés de cette espece. Des effets de la
partie promotrice de Tollip, TLR2 ainsi que TLR7 ont été captés sur le nombre de morsures en
semaine 21. C'est pourquoi une future recherche sur |'effet des TLR sur le comportement
agressif des Nothobranchius furzeri agés est une piste prometteuse pour élucider le

vieillissement du systeme immunitaire, I'inflamm-aging et leurs influences sur I'agressivité.
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Abstract

Ageing is an omnipresent phenomenon in the kingdom of life. This process is still enigmatic
and too little known. One branch of biology that is particularly interesting for studying this
process is epigenetics, the study of all heritable variations in gene expression and activity that
do not involve variations in the genetic code. To carry out an epigenetic study of ageing over
a short period of time, an ideal biological model is the African fish species: Nothobranchius
furzeri, the turquoise killifish. This fish is the vertebrate species with the shortest life cycle
known to date and goes through all the biological stages characteristic of vertebrates within

3 to 6 months.

The aim of this thesis is to characterise the expression/methylation of TLR pathway genes and

aggressiveness associated with ageing in Nothobranchius furzeri.

Firstly, a phenotypic baseline includes the results of the MIA aggression test carried out on
twenty individuals at five life stages as well as the morphological measurements associated
with these fish at the end of the experiment. The aggressiveness reference frame highlighted
the high inter-individual variability in the response to the test performed. Variability for
number of bites and relative distance travelled was also found between the different life
stages studied. This variability in the number of bites is reflected in an increase in the number
of bites in weeks 13 and 17 and then a decrease in the number of bites at the oldest age. For
the relative distance travelled, a gradual increase was noted until week 13 and then a
decrease. Analysis of individual mortality confirmed a significant increase in life expectancy
up to 21 weeks for the GZR strain in the laboratory. Finally, a methylation and relative gene
sequence expression baseline was established in twenty-one weeks old fish. Five different
gene sequences of the TLR pathway could be characterised and can be studied in the future
in less advanced life stages of this species. Effects of the promoter part of Tollip, TLR2 as well
as TLR7 were detected on the number of bites in week 21. Therefore, future research on the
effect of TLRs on the aggressive behaviour of aged Nothobranchius furzeri is a promising

avenue to elucidate immune system ageing, inflamm-aging and their influences on aggression.
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Introduction

Du microscopique au macroscopique, depuis toujours les naturalistes s’interrogent sur
I'origine et la diversité du vivant : d’ou proviennent tous ces organismes ? Sont-ils la depuis
toujours ? Comment les espéces évoluent et interagissent-elles ? Des philosophes grecs
comme Platon ou Aristote cogitaient déja a ce sujet et sont a la base d’un courant
philosophique suggérant que les especes different entre elles par essence, qu’il existe dans la
nature une classification « non humaine » : I'essentialisme (Douglas, 2013). Fortement
critiqué, ce courant de pensées a été abandonné pour une théorie dont I'ampleur et le succés

est si grand qu’elle n’a toujours pas été réfutée : la théorie de I’évolution.

Le précurseur de la théorie d’évolution est Jean Baptiste de Lamarck qui émit I'idée du
transformisme dans son livre « Recherche sur I’'organisation des corps vivants » de 1802. Selon
lui, les organismes subissent des modifications dues au milieu et a leurs modes de vies et
celles-ci sont transmises de générations en générations. Les oiseaux seraient alors apparus a
partir des reptiles a la suite de I'accumulation de nombreuses modifications transmises au fil
des générations. Ces idées furent considérées comme les bases de la théorie de I'évolution

(Corsi, 2001).

La théorie de I’évolution graduelle des organismes, en tant que tel, a été étayée plus tard dans
les ouvrages publiés par Alfred Russel Wallace et Charles Darwin. Cette théorie sous-entend
gue les organismes vivants existant sur terre auraient évolués a partir d’'un ancétre commun.
L'ancétre commun correspondrait a I'espéce initiale a partir de laquelle des transformations
progressives et différentielles auraient donné différentes espéeces. Par ce méme processus,
ces espéeces auraient donné les espéces connues actuellement (Kutschera et Niklas, 2004). Le
livre de Darwin, publié en 1859, « The origin of species » elt I'effet d'une bombe en apportant,
contrairement a Wallace, un vaste ensemble de faits tirés principalement d’expériences de
reproduction et de fossiles pour supporter la théorie de I’évolution (Kutschera et Niklas, 2004).
Cette théorie possede deux composantes essentielles. La premiére est I'apparition spontanée
de variations inter-individuelles qui se transmettent a la descendance. L’apparition de ces
variations est dite spontanée car, a I'époque, Darwin ne connaissait pas la notion de mutation.

La seconde composante se concentre sur les variations. Certaines sont favorisées dans la
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descendance au point de donner des espéeces nouvelles, alors que d'autres variations sont
éliminées. C’'est possible grace a la sélection naturelle (Darwin, 1859). Dans son livre, Darwin
explique le concept de sélection naturelle par : « Il nait beaucoup plus d'individus de chaque
espece qu'il n'en peut survivre. En conséquence, la lutte pour I'existence se renouvelle a
chaque instant. Il s'en suit que tout étre qui varie quelque peu et que ce soit d'une facon qui
lui est profitable, a une plus grande chance de survivre. Cet étre est |'objet d'une sélection
naturelle. En vertu du principe si puissant de I'hérédité, toute variété, objet de la sélection,
tendra a propager sa nouvelle forme modifiée ». Cette théorie fit adoptée par de nombreux
scientifiques de I'époque de telle sorte que cette facon de voir les choses ait été nommée
« Darwinisme ». Le Darwinisme se basait principalement sur des observations

morphologiques d’especes vivantes et de fossiles (Kutschera et Niklas, 2004).

Au cours du siecle dernier, l'intégration de la pensée de Darwin avec les progrés des sciences
génétiques et moléculaires a facilité le développement d'une théorie de I'évolution dite néo-
darwinienne (Olson-Manning et al., 2012). Dans cette théorie néo-darwinienne, les mutations
génétiques favorisent la variation phénotypique sur laquelle agit la sélection naturelle
(Skinner, 2015). En parallele de cette théorie, Le Néo-lamarckisme s’est développé. Cette
théorie met I'accent sur le r6le important de I'environnement dans la variation phénotypique
qui serait causée par des altérations non génétiques dues a I'environnement, appelées
épigénétiques. En 2015, une équipe de recherche a proposé une théorie unificatrice car
I'épigénétique et les mutations génétiques favorisent toutes deux la variation phénotypique

sur laquelle agit la sélection naturelle (Figure 1) (Skinner, 2015).

2020-2021 Boulez Aurélien 10



Unified Theory of Evolution

Adaptation
Darwinian
Theory

Natural
Selection

Phenotypic
Variation
Physiology &
Cell Biology

Gene
Expression

Environment map

Neo-Darwinian
Theory

Genetic
Mutations

Genome &
DNA Sequence

Neo-Lamarckian
Epimutations Concept

Environment map(  Epigenetics

Figure 1 : La théorie unifiée du néodarwinisme et du néolamarckisme (Skinner, 2015).

Cette théorie a permis de faire de I’évolution un concept clé dans les études en biologie
permettant d’expliquer de nombreux phénomenes et processus du monde vivant. Que ce soit
au niveau génétique et moléculaire avec I'évolution par duplication des genes (Kellis et al.,
2004), au niveau cellulaire avec la théorie de I'’endosymbiose (Martin et al., 2015 ; Zimorski et
al., 2014), au niveau de I'individu via I'adaptation d’un organisme a son milieu, lors de I'étude
de la dynamique des populations (Allen et al., 2017) ou encore lors de I'étude de I'influence

de I'environnement sur I’évolution elle-méme (Skinner, 2015).

L’évolution est donc devenue un outil qui permet de mieux comprendre de nombreux aspects
biologiques. En effet, cette théorie peut étre utilisée autant pour décrire I'apparition de
processus biologiques comme la symbiose (Norris, 1996) que pour faire avancer nos
connaissances sur des scénarios évolutifs en I'incluant dans un modéle informatique (Batut et
al., 2013). Cependant, de nombreuses questions restent en suspens, notamment celles
concernant la reproduction. Celle-ci permet de perpétuer |'espéce en transmettant les genes
a la descendance, ce qui en fait un moteur évolutif. Toutefois, certaines stratégies
reproductrices comme I'haplo-diploidie ne sont pas fort bien comprises. Cette stratégie,
présente chez les insectes sociaux, détermine le sexe sur base des ceufs pondus. Ainsi, les

ceufs fécondés donneront des femelles et les non-fécondés donneront des males (Aamidor et
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al., 2018). La compréhension du pourquoi et du comment I’haplo-diploidie a été sélectionnée
reste un mystére et nécessite de futures investigations. La maximisation des chances de

reproductions reste tout de méme la regle générale.

La reproduction, malgré son importance, n’est généralement pas synonyme de fin de vie pour
un individu. Un mécanisme inhérent a toutes les espéces vivantes, qu’elles aient le temps de
se reproduire ou non, existe et a une place primordiale dans le cycle de la vie. Ce mécanisme
est le vieillissement. Comme la plupart des mécanismes biologiques, celui-ci est également
soumis a I’évolution. Un individu, aprées avoir réalisé une ou plusieurs reproductions, pourrait
mourir pour laisser place a sa descendance. Or ce n’est pas ce qu’il se passe réellement,
I'individu vieillira a la place. Mais pourquoi le vieillissement a été sélectionné sachant que ce
processus nous fragilise ? A-t-il une utilité ? Ce mécanisme chez I'’homme s'est avéré étre un
processus complexe de déclin fonctionnel et d'accumulation de diverses pathologies dans
différents tissus (Lépez-Otin et al., 2013). Quels mécanismes sont sous-jacents a celui-ci ? Pour

essayer de répondre a ces questions, il faut d’abord décrire ce phénomene.

1) Le vieillissement

Le vieillissement est communément défini comme une détérioration progressive d’un individu
au fil du temps, dans laquelle une augmentation du risque de mortalité et une baisse de
fertilité est observée avec I'age (Kirkwood et al., 1982 ; Rose, 1991 ; Austad, 1997 ; Kirkwood,
1999). Les étres vivants, allant des bactéries (Ackermann et al.,2003) jusqu’aux mammiféeres
subissent le vieillissement. Cependant, des exceptions existent comme la bactérie
Tetrahymena ainsi que I'hydre qui ne montrent aucun signe de vieillissement tel que
déterminé par une augmentation du risque de mortalité avec I'age (West et al., 2019). Le
vieillissement est un processus inévitable néanmoins il ne peut pas étre expliqué par le
résultat de I'usure biologique notamment par I'existence d’exceptions comme Tétrahymena
(Kirkwood et al., 2000 ; West et al., 2019). Cela a intrigué et intrigue toujours de nombreux
chercheurs. C'est pourquoi de nombreuses théories ont été émises pour tenter d’expliquer

son origine.
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1.2) Théories du vieillissement

La premiere théorie du vieillissement, émise par August Weismann au XlIXe siécle, propose
gue le vieillissement soit programmé afin de limiter la taille de la population ou d'accélérer le
renouvellement des générations, facilitant ainsi I'adaptation d’une espece aux
environnements changeants. Le vieillissement est interprété alors comme un processus a part
entiere impliqué dans la sélection naturelle et contribuant nettement a la mortalité d’une
espece (Weismann, 1891 ; Kirkwood et Cremer, 1982). Or la mortalité naturelle n’est en
général pas causée par le vieillissement. En effet, la mortalité naturelle est principalement di
a des facteurs extrinseéques comme les maladies, la prédation, la famine ou encore le froid.
Malgré le fait que le vieillissement rend également les espéces plus sensibles a ces stress, les
animaux sauvages ne survivent en général pas assez longtemps que pour vieillir (Fig 2a)
(Kirkwood et Austad, 2000 ; Bowles, 1998). En raison de cette mortalité extrinséque, la force
de la sélection naturelle s’affaiblit progressivement avec I'age (Charlesworth, 1994).
Toutefois, il est intéressant de noter qu’avec le vieillissement, une sensibilité plus accrue
s’observe vis-a-vis des maladies, des famines ou du froid. Plus tard, Medawar réfuta la
proposition de Weismann d’une possibilité de sélection sur le vieillissement. Selon lui, la
sélection ne se réaliserait pas sur des génes influencant un caractére tardif étant donné qu’elle

se concrétiserait a la reproduction (Medawar, 1952).

De cette idée est née la théorie de la pléiotropie antagoniste proposé par Williams en 1957.
La pléiotropie se réfere a des genes qui déterminent plusieurs caracteres phénotypiques. Les
genes pléiotropes ayant de bons effets précoces et pouvant mener a une fécondité accrue
seraient sélectionnés méme s’ils peuvent avoir des effets néfastes a un age plus tardif (Fig2b)
(Kirkwood et Austad, 2000 ; Tuminello et Han, 2011). Par conséquent, une fois que la
reproduction a eu lieu, peu de pression sélective s’exerce pour éliminer ces génes pléiotropes
méme s'ils présentent des effets déléteres sur la forme physique ou la viabilité. La pléiotropie
est donc antagoniste car pendant la vie d’un individu jusqu’a sa reproduction, la pression
sélective est forte sur ces genes alors qu’aprés que l'individu s’est reproduit, elle s’affaiblit
(Tuminello et Han, 2011 ; Williams 1957 ; Kirkwood et Austad, 2000 ; West et al., 2019). Un
petit effet bénéfique au début de la vie peut donc I'emporter sur un effet délétere tardif méme

s’il entraine le vieillissement et la mort. Cela introduit I'idée importante d’un compromis par
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rapport au cycle de vie qui est au centre de la théorie du « soma jetable » (Kirkwood, 1977,

Kirkwood, 1996).

La théorie du « soma jetable » stipule que le vieillissement est le résultat d’'un compromis
d’allocation de ressources métaboliques entre la reproduction et le maintien des cellules
somatiques (Kirkwod, 1977; Kirkwood, 1996 ; Lemaitre et al., 2015 ; Valdesalici et Cellerino,
2003). Selon cette théorie, un plus grand investissement dans la maintenance somatique est
inutile et évolutivement pas stable car I'organisme sera toujours sujet a la limitation des
ressources environnementales et a la mortalité due aux facteurs environnementaux. En ce
sens, le soma est jetable et I'investissement dans la maintenance somatique doit étre optimisé
pour qu’il puisse y avoir un investissement dans la reproduction (Fig 2c) (Kirkwood, 1977). De
ce fait, un investissement plus important dans la reproduction raccourcirait la durée de vie en
réduisant les investissements dans la maintenance. A linverse, une réduction de
I'investissment dans la reproduction permettrait une redistribution des ressources vers la
protection des mécanismes de maintenances, prolongeant ainsi la durée de vie (Gladyshev,
2013). Les deux derniéres théories qui ont été abordées peuvent se confondre. Cependant, le
« soma jetable » se concentre sur le réle de la maintenance et de la reproduction en terme
énergétique tandis que la pléiotropie antagoniste reste plus générale en parlant de génes

pléiotropes(Kirkwood et Austad, 2000).

Ces deux théories ont été soutenues par de nombreux tests sur des drosophiles (Drosophila
melanogaster), réalisés notamment sur la sélection. Il a été prouvé qu’en restreignant la
reproduction aux individus agés, une augmentation de lintensité de la sélection était
observée sur les dernieres parties de la durée de vie de ces individus, prolongeant la longévité
des individus testées. (Rose et charlesworth, 1980 ; LuckinBill et al., 1984 ; Partridge et al.,
1999 ; Buck et al.,, 2000). De plus, des corrélations entre longue durée de vie et fécondité
réduite ont été également observées, soutenant encore plus ces théories (Kirkwood et Austad,
2000). Ces théories sont liées entre-elles et peuvent expliquer les raisons évolutives du
vieillissement, cependant, que savons nous des bases moléculaires et génétiques du
vieillissement ? Il existe a la base des théories évolutives qui ont été développées ci-dessus,
une modulation et une structuration des geénes (Heid, 2018). En conséquence de cela, de

mulitples marqueurs génétiques et moléculaires ont été associé au vieillissement.
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Figure 1 : Différentes théories du vieillissement : A) Déficit de la théorie de Weismann, montrant que la mortalité associée
avec I’dge est rare en milieu naturel di a la mortalité extrinséque. B) Pléiotropie antagoniste : les génes pléiotropes avec un
effet positif tot dans la vie sont sélectionnés méme si I'effet est négatif plus tard. C) Théorie du soma jetable. L’allocation
énergétique alloué au maintien de la maintenance est optimisée de sorte a avoir une allocation énergétique pour la

reproduction. Adaptée de Kirkwood et al., 2000
2.3) Marqueurs du vieillissement

La recherche sur le vieillissement a connu une avancée sans précédent ces derniéres années,
notamment avec la découverte que le taux de vieillissement est contr6lé par des voies
génétiques et des processus biochimiques conservés dans |'évolution (Lépez-Otin et al., 2013).
A la suite de cette avancée, de multiples théories furent émises sur les marqueurs génétiques

et moléculaires liés au vieillissement. Une des premiéres est celle sur les radicaux libres.

L'idée que la respiration cellulaire permette de vivre plus ou moins longtemps a été émise par
Rubner en 1908. Plus tard, en 1956, Harman démontra que le vieillissement n’est en réalité
pas le résultat de la respiration mais plutot dd aux produits secondaires de la réaction de
transformation de I'oxygene en énergie : « reactive oxygen species » (ROS) (Harman, 1956).
La formation des ROS est associée a un dysfonctionnement de la chaine de transporteurs
d’électrons dans la mitochondrie ou aux NADPH oxydases (NOX) (Camougrand et Rigoulet,
2001 ; Glasauer et Chandel, 2012). Ceux-ci s’"accumulent et engendrent alors des dommages
par de multiples voies aux biomolécules, menant ainsi a la senescence cellulaire (Harman,

1992 ; Cadenas et Davies, 2000).
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De nombreuses autres théories ont été émises par la suite. Elles ont, il y a peu, été réunies et
classées en 9 grands processus biologiques associés au vieillissement (Figure 3): une
instabilité génomique, une usure des télomeéres, des altérations de la communication
intercellulaire, une perte de la protéostase, une dérégulation de la détection de nutriments,
des dysfonctions mitochondriales, la sénescence cellulaire, I'épuisement des cellules souches
et enfin, I'altération épigénétiques (Lépez-Otin et al., 2013). Ces processus forment ensemble
les marqueurs du vieillissement. L'investigation plus précise de ces marqueurs a permis la

découverte des biomarqueurs moléculaires du vieillissement.

Figure 3 : Ce schéma énumere les neuf processus associés au vieillissement : une instabilité génomique, une attrition des
télomeres, des altérations épigénétiques, une perte de la protéostase, une dérégulation de la détection de nutriments, des
dysfonctions mitochondriales, la sénescence cellulaire, I’épuisement des cellules souches et I'altération de la communication

intercellulaire (Lopez-Otin et al., 2013).

Les biomarqueurs moléculaires du vieillissement sont tres utiles dans la recherche notamment
dans le domaine de la médecine. Ils doivent pouvoir prédire le taux de vieillissement et
contrbler un processus de base qui sous-tend le processus de vieillissement selon The

American Federation for Aging Research (AFAR) (Xia et al., 2017). |l en existe énormément et

il est impossible de tous les développer dans le cadre de ce mémoire, cependant la plupart
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d’entre eux, chez les humains (1 cas pour la souris), sont repris dans le tableau 1 (Xia et al.,

2017).

Tableau 1 : Biomarqueurs du vieillissement. Adapté de (Xia et al.,, 2017).

Catégorie du biomarqueur _|Sous-catégorie du biomargueur Biomarqueur Tendance ave |'age Espéce

ADN et chromosomes Télomeére Longueur du télomére chez les Diminue Humain

leucocytes
Réparation de 'ADN Immunohistochimie H2A.X Augmente Humain
Modification épigénétique Meéthylation de 'ADN Hypométhylation globale et Humain
hyperméthylation locale
ARN et transcriptome Profils transcriptomique Hétérogénéité des CD38 dans les Diminue Humain
CD4+CD27+
Les cellules T
Hétérogénéité de CD197 dans Augmente Humain
CD4+CD25
Les cellules T
Micro-ARNs miR-34a, miR-21, miR-126-3p Augmente Humain
miR-151a-3p, miR-181a-5p, miR-1248 Diminue Humain
Longs ARN non-codants MIR31HG Augmente dans la senescence cellulaire  Humain
AK156230 Diminue dans la senescence cellulaire  Souris
Meg3 Augmente dans la senescence cellulaire  Humain
Métabolisme Détection des nutriments Hormone de croissance et Diminue Humain

insuline/insuline

facteur de croissance 1 (IGF-1)

Cible mécaniste de la rapamycine Augmente Humain
(mTOR) et pS6RP
NAD+, SIRT1, SIRT2, SIRT3, SIRT6 Diminue Humain
Meétabolisme des protéines  La carbamylation des protéines, telle Augmente Humain
que

taux d'homacitrulline
Produits finis de glycation avancée Augmente Humain
et les N-glycanes
Métabolisme des lipides Triglycerides Augmente Humain
Stress oxydatif et mitochondrie o-tyrosine, 3-chlorotyrosine, Augmente Humain
3-nitrotyrosine, 8-iso prostaglandin
F2a, 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine,
8-hydroxyguanosine
Senescence cellulaire Senescence-associée Augmente dans la senescence cellulaire  Humain

B-galactosidase

p16INKAA Augmente dans |a senescence Humain

Inflammation et Sécrétariat associé a la sénescence Augmente Humain
communication cellulaire phénotype

Chez les animaux, les marqueurs comme la longueur des télomeéres, la méthylation de I’ADN
ainsi que les ROS sont les plus souvent utilisées (Jarman et al., 2015). |l existe également deux
biomarqueurs d’age biochimique : la lipofuscine et la racémisation des acides aminés (AA). La
lipofuscine est un mélange pigmenté de composés formés en grande partie par la dégradation
oxydative des acides gras insaturés, mais incorporant également des sucres et des ions
métalliques. Celle-ci s"accumule avec I'age et est le plus souvent testé dans le tissu nerveux
(Jarman et al., 2015). Elle a été utilisée notamment pour estimer I'age d'un large éventail
d'animaux, y compris les crustacés (Uglem et al., 2005), bivalves (Ridgway et Richardson,
2011) et les nématodes (Pincus et al., 2011). La racémisation des AA (RAA) est le changement

progressif des acides aminés qui sont synthétisés dans la polarité en « L » vers la polarité miroir
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« D ». Il est possible d’estimer I'age en utilisant le développement progressif d'un rapport D :
L plus élevé grace a RAA (Jarman et al., 2015). Un exemple ol la RAA a été utilisée est

I'estimation de I'age chez des baleines boréales mortes (Rosa et al., 2013).

Malgré toutes ces connaissances sur le vieillissement, il n’y a pas encore eu de théorie
unificatrice sur sa cause ultime. Compte tenu de tous les parametres qui affectent le
vieillissement au niveau physiologique, celui-ci peut étre défini comme un processus universel
et multifactoriel caractérisé par un déclin progressif des fonctions physiologiques, se
produisant aux niveaux moléculaire, cellulaire et tissulaire (Campisi J, 2013). Au-dela des
marqueurs moléculaires qui existent par rapport au vieillissement, il existe de nombreuses
voies métaboliques contrblant les genes et molécules quiy sont liées. Notamment la voie des

TLR qui sera, plus tard, spécifiquement développée dans le cadre de ce mémoire.

Etant donné que le vieillissement affecte toutes les échelles biologiques, il affecte entre-autre
le cerveau. C'est dans celui-ci que réside les voies et molécules sous-jacentes au
comportement. Le vieillissement peut donc affecter ces voies et ultimement affecter le
comportement mais existe-t-il un lien entre le comportement et le vieillissement ? Un certain
type de comportement pourrait-il amener a un changement physiologique tel qu’il
engendrerait un déclin de fonctions physiologiques ? Pour cela, il faut s’attarder un peu plus

sur le comportement et ses origines.

2) Le comportement

2.1) Comportement animal

Le comportement animal a toujours intéressé ’"homme, cela a commencé il y a 30 000 ans
avec des peintures rupestres montrant des scénes de chasse. L'intérét était de représenter et
comprendre les habitudes des proies dans leur environnement dans le but d’améliorer les
méthodes de chasse. Le premier a avoir décrit le comportement animal avec un point de vue
évolutif est Charles Darwin dans son livre “On the origin of species” (1859). Il s’est intéressé a
comprendre comment la sélection naturelle aurait pu former des comportements
sophistiqués a partir de comportements basiques. Notamment grace a son investigation sur
le comportement du coucou déposant ses ceufs dans le nid d’un autre oiseau. Comment ce
comportement a-t-il été sélectionné a partir du comportement basique d’un oiseau réalisant

son propre nid. Cette question est encore d’actualité (Wyatt, 2017).
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Un des grands défis qui existe en biologie est la compréhension des interactions entre les
organismes et leur environnement. Le comportement est I'un des principaux mécanismes
utilisés par les animaux pour s’acclimater et s’adapter a leur environnement. Celui-ci affecte
et est affecté par le développement, la physiologie, le choix environnemental, la dynamique

écologique et I'évolution (Sih et al., 2010).

Le comportement animal a été défini par Levitis et al, (2009) comme “les réponses
coordonnées en interne (actions ou inactions) d'organismes vivants (individus ou groupes) a
des stimuli internes et/ou externes, a |'exclusion des changements développementaux”. Dés
lors, un suricate qui monte la garde au-dessus de son terrier, une pieuvre qui change de
couleur sur un récif corallien ou encore un insecte récoltant le nectar d’une fleur, tous sont

des exemples de comportement animal.

L’étude du comportement animal (éthologie) a été instauré par Darwin en 1859. L’éthologie
s’est fortement élargie par la suite quand les différences comportementales individuelles
furent la cible dans la recherche (Conrad et al., 2011 ; Reale et al., 2010 ; Sih et al., 2004 ; Wolf
et Weissing, 2012).

Cette variation comportementale individuelle des animaux a connu un succés aupres des
chercheurs par son importance au niveau écologique et évolutif. En effet, c’est une matiere

premiére sur laquelle la sélection naturelle agit au niveau de I'individu (Roche et al., 2016)

2.2) Différences comportementales individuelles : Les traits de personnalité

Les traits de personnalité peuvent étre définis comme “les différences individuelles de
comportement qui sont cohérentes dans le temps et a travers les contextes” (Stamp et
Groothuis, 2010). Comme illustré a la figure 4, 5 principaux traits de personnalité ont été
décrits chez les animaux : I'agressivité, I'audace, I'activité, I'exploration et la sociabilité malgré
gu’il en existe potentiellement beaucoup d’autres. Les traits de personnalité combinés entre
eux, forment la personnalité de I'animal et ont été reportés chez de nombreuses espéces
provenant de différents clades (les mollusques, les arthropodes, les amphibiens, les reptiles,
les oiseaux, les poissons, et les mammiféeres) (Conrad et al., 2011 ; Courtene-Jones et Briffa,
2014 ; Gosling, 2001 ; Hulthen et al., 2014 ; Hurtado et Mabry, 2017 ; Niemela et al., 2012a ;
Sih et al., 2004 ; Toms et al., 2010 ; Wolf et Weissing,2012)
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Ces traits de personnalité seraient d( a ce qu’on appelle I'individualité comportementale, se
développant a partir de sources génétiques, environnementales ou de l'interaction des deux.
De plus, l'interaction sociale serait un facteur important du développement du trait de

personnalité. (Bierbach et al., 2017, Freund et al., 2013a).

Les phénotypes comportementaux qui permettent a une espéce de développer de meilleures
capacités de survie, de trouver plus facilement un partenaire et d’avoir une descendance sont
primordiaux et sous sélection naturelle (Brown et al., 2007). En d’autres termes, les
phénotypes comportementaux qui maximisent le fitness (capacité d’un individu a survivre et
a se reproduire) sont sous sélection naturelle. Les traits de personnalité sont des phénotypes
comportementaux particuliers qui engendrent des conséquences sur le fitness de différentes
manieres. Par exemple, I'audace peut faciliter 'accés a la nourriture et influencer la survie
tandis que I'agressivité peut augmenter les chances de reproduction via la dominance (Figure
4). Les traits de personnalité sont donc sous sélection naturelle car ils influencent le fitness

(Burns, 2008 ; Reale et al., 2007).

FITNESS
<
Mating success Reproductlve success Survnval

[T

Parental style Dominance Foraging Dispersal Antipredator

LN

Aggressiveness | | Sociability Boldness Actlwty Exploration

Figure 4 : Diagramme illustrant l'influence des 5 traits de personnalité majoritairement étudiés (en rouge) sur les traits de

composantes et les traits composites entrainant des conséquences sur l'aptitude de I'organisme. Adapté de Reale et al., 2007
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2.3) Syndrome comportemental

Les biologistes s’intéressant au comportement ont pu remarquer que certains traits de
personnalité pouvaient étre corrélés entre eux et cela dans différents taxa incluant
invertébrés, amphibiens, reptiles, poissons, oiseaux et mammiféres (Bell,2004 ; Gosling, 2001

; Kelleher et al., 2018 ; Sih et al., 2004 ; Sih et Watters, 2005)

Chez de nombreuses espéces, les individus présentent une cohérence a la fois intra-
individuelle et inter-individuelle dans leurs comportements a travers le temps ou les contextes
écologiques (Sih et al., 2004 ; Sih et Bell, 2008). C'est ce qu’on appelle un syndrome
comportemental. Plus simplement, deux ou plusieurs traits comportementaux peuvent co-
varier en fonction du temps et du contexte (Conrad et al.,, 2011 ; Sih et al., 2004). Les
syndromes comportementaux sont extrémement pertinents pour I'écologie et I'évolution car
ils impliquent que la plasticité des traits comportementaux peut étre limitée, ce qui limite
alors la capacité des animaux a se comporter de maniére optimale dans toutes les situations
(Sih et al., 2004). Un syndrome comportemental pourrait donc tout aussi bien étre adaptatif
si I'individu se comporte de maniére optimale selon un certain contexte écologique ou alors

maladaptatif s’il n’en est pas capable (Bell et Stamps, 2004 ; Sih et Bell, 2008).

Il existe une corrélation positive entre I'agressivité et 'audace dans la plupart des cas. Cela
signifie que dans une population certains individus plus agressifs seront également plus
audacieux. lls sont alors plus aptes a pouvoir faire face a un prédateur ou encore a se battre
avec d’autres individus de la population (Wolf et al., 2007). L’association de ces deux traits de
personnalité peut en réalité étre lié a un processus adaptatif impliquant les traits d’histoires
de vie. En effet, les individus étant plus audacieux et agressifs pourraient connaitre une plus
grande croissance et un plus grand succes reproducteur. Malgré cela, les individus agressifs et
audacieux sont plus facilement exposés a des risques comme la prédation ou le parasitisme,
augmentant alors le risque de mortalité. Cette association montre qu’un syndrome
comportemental peut étre adaptatif ou maladaptatif selon le contexte et a travers temps. La
présence d’'un compromis entre ces deux traits définit la limite de plasticité de chacun d’eux
(Sih et al., 2004). Le compromis qui convient le mieux pour un environnement précis sera donc

retenu par le processus de sélection naturelle (Conrad et al., 2011)
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L'exemple qui a été choisi est en réalité le syndrome comportemental le plus étudié (Sih et al.,
2004). La corrélation positive existante entre agressivité et audace a été retrouvée chez de
nombreuses especes comme chez 'ombre commun (Thymallus thymallus) ou I'épinoche
(Gasterosteus aculeatus). Cependant le syndrome peut disparaitre/varier en fonction de la
pression des prédateurs (Bell and Stamps, 2004 ; Salonen et Peuhkuri, 2006). La premiéere
étude montrant une corrélation est celle d’"Huntingford en 1976. Celle-ci a décrite qu’il existait
une corrélation positive entre |'agression territoriale de I'épinoche (G. aculeatus) et leur
audace aupres d’un prédateur. Plus tard, Une étude sur le porte-épée (Xiphophorus
multineatus) a révélé qu’une descendance nourrie avec une alimentation riche montrait une
corrélation positive entre agressivité et audace alors qu’une descendance nourrie avec une
alimentation pauvre n’en montrait pas (D’Amore et al., 2015). Cela montre que, comme
mentionné dans la review de Sih et al., (2015), les personnalités et syndromes animales varient
en fonction de I’environnement. Cependant, il existe des exceptions comme chez Kryptolebias
marmoratus qui n’a apparemment pas de syndrome marqué entre audace et agressivité

(Carion, 2020).

Bien que les syndromes comportementaux aient été largement étudiés, le mécanisme qui
sous-tend leur formation n'est pas bien compris et ne seraient pas seulement di a une
variation environnementale. Les syndromes comportementaux pourraient étre causés par
une contrainte génétique ou hormonale (Drent et al., 2003 ; Dingemanse et al., 2007) ou par
la sélection de comportements en réponse a la pression environnementale (Bell, 2005 ; Bell
et Sih, 2007). Pour ce qui est de la partie génétique, il a été prouvé qu’une mutation du géne
codant pour le récepteur 1a du facteur de croissance des fibroblastes (fgfrla) peut augmenter
I'agressivité et I'audace de zebrafish adultes (Norton et al., 2011). Cette étude montre que la
contrainte génétique peut influencer le syndrome comportemental d'agressivité-audace.
Cependant, chez I'épinoche, cette corrélation entre agressivité et audace varie en fonction de
I’environnement (Bell, 2005 ; Bell et Sih, 2007). Il semble donc probable qu'une combinaison
de contraintes génétiques ou hormonales et de conditions environnementales controle

I'expression des syndromes comportementaux (Bell et Sih, 2007).
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2.3) Agressivité

L'agressivité consiste en la propension des organismes a étre agressifs envers d’autres
individus. L’agressivité aide pour protéger des ressources, un territoire ou se défendre face a
un prédateur ou des rivaux (Ellison et al., 2013). Ce trait de personnalité chez les males permet
également de maintenir une certaine hiérarchie chez les espéces grégaires et donc un meilleur
acces a la nourriture et aux femelles (Ang et Manica, 2010). Chez les vertébrés, la poursuite
est une interaction agressive qui empéche les autres males d’acquérir un territoire ou un
partenaire en plus d’instaurer une dominance (Larson et al., 2006). Chez les poissons, cette
dominance permet d’influencer le succés reproducteur chez le porte-épée (Xiphophorus
helleri) (Royle et al., 2005). Pour d’autres espéces, cela peut se réaliser en limitant I'acces a la
reproduction (Kodric-Brown, 1992) ou encore parce que des individus dominants sont
préférés par les femelles (Cooper et Vitt, 1987). Ce trait peut mener a une forte demande en
énergie ou a des risques plus élevés de blessures graves/mort, cependant le bénéfice acquis
avec ce trait est souvent supérieur a la perte qu’il pourrait engendrer (Ruiz-Gomez et

Huntingford,2012).

L'équipe d'Ariyomo (2012) a démontré que chez les zebrafish, les males les plus agressifs et
audacieux possédaient un succés reproducteur plus élevé. L’agressivité y joue un role
important car les males agressifs défendent leur territoire et empéchent les autres males de
gagner l'acces aux sites de frai et donc aux femelles, menant ainsi a un plus haut taux de
fertilisation des oeufs. En effet, les individus agressifs étaient plus proches du site de frai,
assurant alors que leurs spermatozoides soient libérés sur les ceufs (Uematsu et Yamamori
1982 ; Skinner, 2004). L’analyse portait sur I'agressivité des males, mais certaines études ont
montré des différences d’agressivité en fonction du sexe (Filby et al., 2010 ; Norton et al., 2011

; Dahlbom et al., 2011).

Dans le cadre évolutif, Ariyomo et son équipe (2013) ont investigué la variance génétique
additive de I'agressivité et 'audace chez le poisson zeébre dans le but d’estimer I'héritabilité.
La variance génétique additive est une composante de la variance génétique correspondant a

une partie de la variance phénotypique qui est due aux effets additifs de tous les alleles.

L'estimation de I'héritabilité est réalisée en mesurant la similitude entre les parents et est

souvent exprimée comme la proportion de la variance qui peut étre attribuée a la variance
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génétique additive (Falconer et Mackay, 1996 ; Wilson et al., 2009). L’étude leur a permis de
découvrir que I'estimation de I’héritabilité pour I'agressivité était plus faible que celle pour
I'audace. Cela suggére que |'agressivité est soumise a une pression sélective plus élevée chez
cette lignée de poisson-zébre (Hoffmann, 1999 ; Careau et al., 2011). En effet, la sélection
favorise les alleles qui permettent d’avoir le meilleur fitness. Donc les traits qui sont sous une
forte pression sélective auront peu ou pas de variance génétique additive du fait que les alleles
sélectionnés deviennent fixés dans la population, menant donc a une estimation faible
d’héritabilité (Jones, 1987 ; Merila™ et Sheldon, 1999 ; Hoffmann, 1999 ; Stirling et al., 2002).
Etant donné l'importance que I'agressivité peut avoir chez les poissons comme chez le
zebrafish, I’environnement social peut avoir un impact plus important sur la variance
phénotypique de I'agressivité (Moore et al., 1997 ; Wolf et al., 1998 ; Wilson et al., 2009 ;
McGlothlin et al., 2010). L’agressivité est donc un trait de personnalité important autant
évolutivement qu’écologiquement parlant. Celui-ci, en fin de compte, est dépendant de la
physiologie propre de lindividu ainsi que des adaptations moléculaires forgées durant
I’évolution (Fernald, 2003). Au niveau physiologique, une étude a testé I'hypothese selon
laquelle les corrélations physiologiques de l'agressivité et de la violence suggérent que
certaines psychopathologies liées a I'agressivité sont associées a un faible fonctionnement de
I'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (HPA) et du systéeme nerveux autonome (SNA). Une
fréquence cardiaque plus faible ainsi qu’une température corporelle plus élevée a ainsi été
trouvé chez des lignées de souris agressives (Caramaschi et al., 2008). Ce faible
fonctionnement de l'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien et du systéeme nerveux
autonome (SNA) est probablement lié un changement d’expression de genes menant a une
sur ou sous-production des molécules sous-jacentes a un comportement agressif. Mais quelles
molécules sont sous-jacentes a I'agressivité ? Le prochain paragraphe explore cela plus en

détail.
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2.3.1) Molécules sous-jacentes a I’agressivité.

L’agressivité peut étre modulée par différentes molécules (hormones) ou par de multiples
voies métaboliques. Etant donné que ce comportement particulier est régulé de maniere
complexe, seules les molécules les plus étudiées par rapport a I'agressivité seront abordées.
Des études neurobiologiques ont identifié un sous-ensemble de zones cérébrales
hypothalamiques et limbiques qui ont tendance a faciliter les comportements agressifs chez
les rongeurs et les primates. En revanche, |'activité neuronale dans le cortex frontal agit
généralement pour inhiber le comportement agressif (Nelson et trainor, 2007). Chez ’homme,
le comportement agressif trouve son origine dans les centres du cerveau déclenchant le
systéme neuroendocrinien qui conduit a I'expression d’'un comportement agressivité

(Batrinos, 2012)

Une premiére hormone jouant un réle dans l'agressivité est le cortisol : hormone
glucocorticoide sécrétée par le cortex surrénal en réponse a un stress physique et
psychologique (Dickerson et Kemeny, 2004). Chez I’humain, il apparait qu’a I'adolescence, la
faible concentration plasmatique de cortisol a été négativement corrélée a une faible maitrise
de soi (Shoal et al., 2003), a la délinquance et a |'agressivité proactive et réactive (Poustka et
al., 2010). De plus, selon une méta-analyse, un grand nombre de données montrent que le
cortisol est réduit dans le comportement antisocial (Hawes et al., 2009). La faible
concentration de cortisol chez la truite arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss) provoque
également une agressivité et une domination sociale accrue (Moreira et al., 2004). Une autre
étude a également montré chez le killifish des mangroves (Kryptolebias marmoratus) que le
cortisol et la testostérone jouent un réle important dans les corrélations observées entre
agressivité et audace chez cette espéece (Chang et al., 2012). Justement, la testostérone est
une autre hormone importante. C’'est une hormone stéroide androgéne sécrétée par les
organes génitaux males et chez les mammiféres, un haut taux de testostérone est lié a une

agressivité accrue (Giammanco et al., 2005).

Aussi bizarre que cela puisse paraitre, |'ocytocine peut avoir un effet. C'est une hormone
hypothalamique qui régule les comportements sociaux complexes en favorisant I'attachement
et en facilitant les interactions sociales (Meyer-Lindenberg et al,, 2011). Les troubles de
fonctionnement du systéeme ocytocinergique ont été observés chez les rongeurs avec un

comportement agressif (Lubin et al., 2003 ; McMurray et al., 2008). Une plus faible
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concentration d'ocytocine dans le systeme nerveux central représente un facteur de

prédisposition au comportement agressif de 'homme (Lee et al., 2009 ; Jokinen et al., 2012).

La voie métabolique de la sérotonine est la derniere connue (chez ’homme) comme ayant un
effet surl’agressivité. La sérotonine joue un role clé dans la plupart des troubles psychiatriques
et dans la personnalité antisociale/agressive (Nutt, 2008 ; Seo et al., 2008). La réduction de la
neurotransmission pour la sérotonine a été lié a un risque plus élevé de comportements
agressifs (Davidson et al., 2000). Chez les poissons téléostéens, cette voie intervient lors de la
mise en place de la dominance. Le rang social des individus dépend d'interactions agressives
pour déterminer qui sera le dominant du dominé (Huntingford et Turner 1987). Le gagnant de
cette interaction reste en général agressif et actif alors que le perdant perd son agressivité et
se met en retraite du dominant (@verli et al., 1999 ; Larson et al., 2006). Ces interactions
agressives sont stressantes pour les poissons et autant chez les poissons dominant que les

dominés, une activation du systéme serotonergique a été observée (@verli et al., 1999).

Au regard de ce qui a été présenté, Il existe des mécanismes neurologiques sous-jacent a
I'agressivité. Plusieurs d’entre eux ont été repris par Nelson et Trainor (2007) dont I'effet de
I'interaction des génes avec l'environnement. L'agressivité est liée a des hormones elles-
mémes régulées par certains genes. Ces genes sont responsables du développement du
comportement agressif et peuvent étre régulés par des mécanismes que |'on appelle
épigénétique. De plus, les facteurs environnementaux des périodes pré et postnatales,
comme le stress, la nutrition et les conditions sociales liées au stress, affectent, par le biais de
mécanismes épigénétiques, I'expression des genes associés a un comportement agressif
(Tremblay et al.,, 2018). C'est pourquoi une description plus approfondie des mécanismes
épigénétiques est pertinente dans I'optique ou ils exercent une influence sur le comportement

agressif. C’'est le sujet principal développé au chapitre suivant.
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2.3.2) Liens potentiels entre agressivité et vieillissement.

Comme discuté dans la partie comportement, les traits de personnalité ont une importance
évolutive et écologique. Personne ne sait pourtant a quel point les traits de personnalité
comme l'agressivité peuvent influencer le vieillissement. En effet, est-ce qu’aprés la
reproduction I'agressivité entrainera une accélération ou une décélération du vieillissement ?
L’agressivité post reproductrice est-elle plus ou moins élevée ? L’agressivité change-t-elle avec
I’age malgré le fait que c’est un trait de personnalité, et qui donc devrait étre stable dans le

temps ?

De plus, le vieillissement touchant des zones neuronales, peut-étre que les voies métaboliques
impliquées dans I’agressivité influencent également le vieillissement ou I'inverse. Ce mémoire
aura pour but de trouver l'existence ou non d’une corrélation entre agressivité et
vieillissement ce qui pourrait mener a de futures recherches pour répondre a ces différents

questionnements.

3) Epigénétique

L’épigénétique est un domaine assez récent qui stipule que I’'environnement peut changer le

phénotype d’un individu sans en altérer le génotype. Mais quel est son origine ?

3.1) Origine

C’est en 1942 que Conrad Waddington définit le terme « Epigénétique » pour la premiére fois.
Selon lui, I'épigénétique est une branche de la biologie qui étudie les interactions causales
entre les génes et leurs produits, ce qui donne naissance au phénotype (Waddington, 1942).
Ces interactions ne modifient en rien le génotype des individus. Etymologiquement, « épi »
signifie « sur », ce terme refléte la nécessité d’étudier des événements qui sont « au-dela » de
la génétique, des évenements qui in fine modifieront le phénotype sans changer les génes
(Jablonka et Lamb 2002). Cette définition de I'épigénétique sera utilisée pour décrire les
évenements non explicables par la génétique (Waddington, 1942 ; Heard, 2013 ; Jablonka et

Lamb, 2002)

C’est a partir des années 1990 que I'épigénétique a réellement suscité de I'intérét et que sa
définition a évolué. Le changement de sens donné a I'épigénétique s'est produit au moment

ou les mécanismes moléculaires contrélant I'activité des genes et I'héritage des phénotypes
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cellulaires a commencé a étre démélé (Jablonka et Lamb, 2002). En 1990, Holliday, a la suite
de ses travaux sur la mémoire cellulaire et la méthylation, définit I'épigénétique comme «
I’étude des mécanismes de controle temporel et spatial de I'activité des génes durant le
développement d’organismes complexes ». Il ajouta méme en 1994 qu’il existerait une couche
supérieure d’informations en plus de celle contenu dans ’ADN et que celle-ci est héritable.
C'est I'introduction de I’'hérédité épigénétique (Holliday, 1994). Un peu plus tard, en 1996, Le
champ d’application de I'épigénétique s’est réduit et la notion d’héritabilité épigénétique a
été incluse dans la définition. L’auteur du livre « Epigenetic Mechanisms of Gene Regulation
» définit I'épigénétique comme « I'étude des modifications mitotiquement ou méiotiquement
héritables de la fonction des génes qui ne peuvent pas étre expliquées par des changements
dans la séquence d'ADN » (Russo, 1996). L’héritage épigénétique qui a été apporté par
Holliday marque un changement important par rapport a avant car désormais, I’héritage n’est

plus seulement limité a la génétique.

De nos jours, I'héritage épigénétique fait toujours partie de la définition. Une définition plus
contemporaine est « les changements dans I'expression d’un gene qui sont méiotiquement et
mitotiquement héritables et qui n’impliquent pas de changements dans la séquence d’ADN
sous-jacente » (Deans et Maggert, 2015 ; Riggs et Porter, 1996). La génétique aujourd'hui
traite généralement de la transmission et du traitement de l'information dans I'ADN, tandis
qgue I'épigénétique s'occupe de son interprétation et de l'intégration avec des informations

provenant de I'environnement (Jablonka et Lamb, 2002).
3.2) Mécanismes épigénétiques

La méthylation de I'ADN fait partie de plusieurs mécanismes considérés comme
épigénétiques. C'est le mécanisme le plus étudié parmi eux et celui-ci bénéficiera d’'une étude

plus approfondie dans le prochain chapitre du fait de son intérét dans le cadre de ce mémaoire.

Un premier mécanisme épigénétique est le remodelage de la chromatine par modification des
histones (Stedman et stedman 1950 ; Holliday, 2006 ; Norouzitallab et al., 2019). Chez toutes
les cellules eucaryotes, ’ADN est compacté en ce qu’on appelle la chromatine. La chromatine
est constituée de briques élémentaires : les nucléosomes (Figure 5). Ceux-ci sont constitués
d’un coeur octamérique, constitué de protéines appelées histones, autour duquel s’enroule

deux tours superhéliques d’ADN (Gross et al., 2015 ; Fischle et al., 2003). Il existe différentes
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histones, celles qu’on appelle de « cceur » et qui s’associent par paires : H2A-H2B et H3-H4.
Le coeur octamérique du nucléosome est, en réalité, un assemblage de deux dimere H2A-H2B
et d’'un tétramere H3-H4. Il existe également les histones de liaison, H1 et H5, qui sont situées
en dehors du nucléosome et qui permettent de condenser les genes entre chaque nucléosome
(Arents et Moudrianakis, 1995 ; Lacoste et Coté, 2003 ; Marifo-Ramirez et al., 2006,
Norouzitallab et al., 2019). L’ensemble de ces nucléosomes forment ainsi la chromatine (Olins
, 2003 ; Kouzarides, 2007 ; Gross et al., 2015). C’'est une structure dynamique car celle-ci peut
étre sous deux formes différentes : une fibre de 10nm ou I’euchromatine qui correspond a
I’état actif de la chromatine et une fibre de 30nm ou I'hétérochromatine qui correspond a
I’état inactif de celle-ci (Figure 5). L’euchromatine est la forme dite active car I'acces a L’ADN
par les facteurs de transcriptions est possible alors que ce n’est pas le cas pour

I’hétérochromatine (Tang et al., 2015 ; Zhao et al., 2010 ; Fischle et al., 2003).

} 10 nm filament
‘ H2A-H2B dimer

J . J . J . j . ' ' t H3-H4 tetramer
¢ :-,.. :ﬁ..IZA. :-,. -~ - 30 nm fiber
[ | [ 0

Histone H1

Figure 5 : (A) Représentation du nucléosome. (B) Structures primaires de la chromatine : euchromatine (10nm filament) et

hétérochromatine (30nm fiber). Figure adaptée de (Gross €t G/.,. 2015)

Les histones possédent ce qu’on appelle des queues N-terminal. Celles-ci sont composées de
d’acides aminés spécifiques sur lesquels des modifications post-traductionnelles peuvent se
réaliser. Les plus connues sont les acétylations, méthylations, phosphorylations et
ubiquitinations qui ont des effets différents selon la queue N-terminal ciblée (Norouzitallab et
al., 2019). En général, 'acétylation est associée a une activation de la transcription, la
phosphorylation a une condensation de la chromatine et enfin la méthylation-ubiquitination

a une activation/répression de la transcription (Norouzitallab et al., 2019). Les acétylations,

2020-2021 Boulez Aurélien 29



méthylations et phosphorylations peuvent se réaliser sans l'intervention de génes et étre
influencés par des facteurs externes au génome, expliquant alors leur caractéere épigénétique

(Holliday, 2006).

D’autres mécanismes épigénétiques existent et sont regroupés dans les ARN non-codants
(ncRNA). Les ARN non-codants sont les ARN qui ne codent pas pour une protéine. Parmi ces
ncRNA, il existe les « piwi-interactive RNA » (piRNA). Les piRNAs forment un complexe avec
des protéines PIWI qui empéche la transcription (Iwasaki et al., 2015). D’autres ncRNA, plus
petits, comme les micros-RNA (miRNA) peuvent s’attacher a I’ARN messager et des lors inhiber
la traduction (Relton et Smith, 2010 ; Heid, 2018). L’expression de ces ncRNA peut étre
modifiée par des facteurs externes comme des organismes pathogene ou alors certains
miRNAs peuvent directement provenir de cellules étrangeres a notre organisme et influencer

I’expression des genes (Heid, 2018)
3.2.1) Méthylation de ’'ADN

Chez les eucaryotes, la méthylation de I’ADN se réfere au transfert d’un groupe méthyl (-CH3)
depuis un S-adénosyl-L-méthionine sur les cytosines du 5°™¢ carbone de la pyrimidine. Cela
forme la 5-méthylcytosine (5mC) ou la forme méthylée de la cytosine. Cette réaction est
catalysée par des DNA méthyltransférases (DNMTs) (Christman, 2002 ; Holliday et Pugh, 1975
;Jang etal., 2017 ; Moore et al., 2013). Trois familles de ces enzymes ont été décrites chez les
vertébrés : DNMT1, DNMT3a et DNMT3b (Campos et al., 2012 ; Goll et Bestor, 2005).
L’'enzyme DNMT2 existe aussi, toutefois, son réle est moins étudié et son activité quant a la
méthylation de I’ADN est faible. Cette enzyme serait plutot impliquée dans la méthylation des
ARNSs de transfert (Jeltsch et al., 2006). La DNMT1 est responsable de la restauration de la
méthylation de I’ADN apres la réplication tandis que les DNMT3 catalysent la méthylation de
novo (Zhang et Xu, 2017, Campos et al., 2012). La majorité des méthylations se passent sur
des dinucléotides « cytosine-phosphate-guanine » plus communément appelées « CpG »

(Klose et Bird, 2006, Klimasauskas et al., 1994 ; Moore et al., 2013).

La méthylation peut se réaliser a différents endroits du génome comme sur les séquences
répétées, les rétrotransposons ou encore les séquences intergéniques. Il existe des séquences
a fortes densités en CpG que I'on appelle des ilots CpG. Celles-ci se retrouvent généralement

au niveau des promoteurs et ces flots CpG peuvent réguler I'expression des genes quand ils
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sont méthylées (Angers et al., 2010 ; Deaton et Bird, 2011 ; Jones et Takai, 2001). La
méthylation d’llots CpG est en fait associée a la régulation génétique et plus précisément a la
répression. Concrétement, le groupement méthyl se lie a 'ADN provoquant alors une
modification de celui-ci. Cette modification empéche la reconnaissance de I’ADN par certains
enzymes ou facteurs de transcriptions. Cette modification peut cependant permettre la liaison
des « methylated DNA binding proteins » (MBPs) qui vont alors recruter les enzymes histones
desacetylase (HDAC) menant a la compaction de la chromatine sous forme
d’hétérochromatine (Figure 6) (Diane et al., 2011 ; Bender, 2004 ; Wu et al., 2011). De maniére
générale, une hyperméthylation des ilots CpG situés sur un promoteur diminuera I'expression
génétique alors qu’une hypométhylation I'augmentera (Huang et Fan 2010 ; Moore et al.,

2013)

Active Chromatin
Wo doa da o
A AD_A
Inactive Chromatin
iAadiaia.l
AP

A nucleosome V Acetyl-lysine

»¢ histone tail il Methyl-lysine--activating
o CpG ¥ Methyl-lysine--inactivating
® Methyl CpG

Figure 6 : Marqueurs épigénétiques et structure de la chromatine. Les dinucléotides CpG sont distribués inégalement dans
I’ADN et peuvent se retrouver en ilots CpG tout en cachant potentiellement des parties promotrices. La méthylation des

dinucléotides CpG est associé avec I’hétérochromatine. Adapté de Diane et al., 2011

La méthylation des flots CpG pourrait cependant dans certains cas stimuler I'expression de
genes. A travers cette stimulation, il serait possible d’atteindre différents objectifs comme le
maintien de la transcription de génes impliqués dans des mécanismes biologiques essentiels
ainsi que dans la maintenance de fonctions cellulaires basales (Foret et al., 2009). Quant a
I’hypo-méthylation des ilots CpG, il apparait que celle-ci aurait tendance a étre exprimé dans

de nombreux tissus et de maniere plus forte (Du et al., 2012).
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La méthylation de ’ADN n’est pas unidirectionnelle, elle est dynamique et réversible par
déméthylation. La déméthylation peut se réaliser soit de maniere passive a la suite de la
division cellulaire et a la suite de I'absence de DNMT1 (Wu et Zhang 2011), soit de maniére
active par le biais de la thymine DNA glycosylase (TDG) ou par hydroxyméthylation (Gu et al.,
2011 ; Masser et al., 2018 ; Rai et al., 2008 ; Wu et Zhang 2017).

L’hydroxyméthylation de I’ADN est un mécanisme qui consiste a I'ajout d’un groupement
hydroxyméthyle sur une méthylcytosine (5mc) pour former la cytosine hydroxyméthylée (5-
hmc). Cette molécule est capable de retirer un groupement méthyl sur une cytosine méthylée
(Grayson et Guidotti 2013 ; Globisch et al, 2010; Guo et al., 2014). Cette marque
épigénétique est régulée par des enzymes : les « Ten-eleven translocation » (TET). Ces
enzymes catalysent la réaction d’oxydation du 5mc en 5-hmc et sont divisés en 3 familles :
TET1, TET2 et TET3 (Wu et Zhang 2011 ; Tang et al., 2015). L’hydroxyméthylation est
particulierement abondante dans les tissus cérébraux par rapport a d'autres tissus/organes
(Lister et al., 2013). En plus de la méthylation et de I’"hydroxyméthylation, des modifications
beaucoup plus rares comme la formylcytosine (fC) et de la carboxylcytosine (caC) existent

également (Figure 7A) (He et al., 2011 ; Ito et al., 2011).

La méthylation de I’ADN est en réalité un cycle dynamique de méthylation-déméthylation
(Masser et al., 2018) (Figure 7B). Les ADN méthyltransférases (DNMT) ajoutent des groupes
méthyles dans lesquels les Tet méthylcytosine dioxygénases (TETs) oxydent séquentiellement
les modifications réalisées auparavant pour revenir a une cytosine non modifiée ou ces
modifications sont inclues dans la réparation par excision de base par la thymine ADN

glycosylase (TDG) (Masser et al., 2018)

A Cytosine Modifications B Methylation/De-Methylation Cycle
L .

@ Cytosine (C) G Methylcytosine (mC) §“ @
Q
e carbon
Hydroxymethylcytosine (hmQC) oxygen %

é Formylcytosine (fC) é Carboxylcytosine (caC)

Figure 7 : Principes fondamentaux des modifications de I'ADN. A) Les bases de la cytosine existent sous une forme non modifiée

et sous une forme méthylée, hydroxyméthylée, formylée et carboxylée. B) cycle de méthylation et dé-méthylation. Adapté de

Masser et al., 2018.
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L’aspect épigénétique de ce mécanisme est clairement d( a la méthylation de novo. En effet,

des facteurs externes (environnementaux par exemple) peuvent enclencher ce mécanisme.
L'enzyme DNMT1 peut transmettre ces méthylations de novo lors de la réplication de I’ADN.
Pour résumer, la méthylation de 'ADN est un marqueur épigénétique qui a un caractére
réversible et peut étre héritable (Jones et Takai, 2001 ; Zhang et Xu, 2017 ; Bird, 2002 ;
Holliday, 2006).

Pour illustrer concrétement I'effet épigénétique de la méthylation de I’ADN, prenons le cas
des abeilles. Dans une ruche, toutes les abeilles ont presque un ADN identique. Il existe malgré
cela des différences phénotypiques entre la reine et les ouvrieres. Cette différence provient
d’un nourrissage différentiel des larves. En effet, certaines larves destinées a devenir reines
seront nourries avec de la gelée royale alors que d’autres non. Dans cette gelée, il y a
différents éléments a effets hypométhylants. Un facteur externe (la gelée royale) va induire
une répression en inhibant DNMT3 et une activation de certains génes par le biais de la
méthylation. Cela induira une expression différente des génes chez ces individus et donc une

différence phénotypique (reine) (Lyko et al., 2010).

Apreés avoir longuement discuté de la méthylation de I’ADN, il faut tout de méme préciser que
ce n’est pas la seule qui existe. |l y a peu, des découvertes ont été faites sur les méthylations
non-CpG. Le mécanisme n’est pas bien connu a ce jour mais une chose est slire, c’est que ces
méthylations non-CpG se portent sur des cytosines suivies soit par des adénines, thymines ou
encore d’autres cytosines (Jang et al., 2017). Ce type de méthylation est catalysé par DNMT3a
et DNMT3b (Laurent et al., 2010). Il a été récemment montré que les méthylations non-CpG
sont également corrélées a I'expression de génes comme la myogenin chez la souris (Fuso et
al., 2010) et Presenilinl chez ’homme (Fuso et al., 2015 ; Monti et al., 2020). Ces méthylations
non-CpG s'organisent et s'accumulent au cours du neurodéveloppement dans le cerveau
humain de sorte que dans le tissu neuronal, la méthylation non-CpG est maintenue jusqu'au
vieillissement et peut atteindre plus de 50% de la méthylation totale (Lister et al., 2013). Cette
forme de méthylation pourrait représenter le type principal de méthylation se produisant
dans le cerveau humain. De plus, ce mécanisme modulerait I'expression des genes dans le
cerveau et ces génes en question seraient plus sujets a des facteurs environnementaux
comme par exemple, le régime alimentaire. Cela menerait alors a des processus

neurodégénératifs. (Fuso et Lucarelli, 2019).
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3.3) Lien entre épigénétique et vieillissement

L’épigénétique peut, étant donné sa capacité a modifier I'expression des genes, influencer de
nombreux processus cellulaires dont le vieillissement fait partie (Calvanese et al., 2009).
Comme mentionné auparavant, I'épigénétique fait partie de ce qu’on appelle les « hallmarks
of aging » (Lopez-Otin et al., 2013). Pour illustrer cela, prenons I'exemple de jumeaux. En
placant des jumeaux dans deux environnements différents, lI'un sera différent
phénotypiquement de I'autre notamment a cause des modifications épigénétiques qu’il subit
en vieillissant dans cet environnement plutét qu’un autre (Pal et Tyler, 2016). Mais quels sont

les effets épigénétiques liés a I’age ?

Tout d’abord, il a été prouvé, sur les animaux modeéles utilisés dans la recherche sur le
vieillissement ; une perte des histones couplé au remodelage global ou local de la chromatine,
un déséquilibre des modifications activatrices ou répressives des histones ainsi qu’un
changement transcriptionnel est observé avec I'adge (Sen et al., 2016). La figure 8 représente
les différentes marques épigénétiques connues par rapport au vieillissement chez les
mammiféres. Parmi eux, le mécanisme épigénétique lié au vieillissement le plus étudié est la
méthylation de ’ADN (Jang et al., 2017). A la suite des nombreuses études a ce sujet, un
concept important liant méthylation d’ADN et vieillissement a été développé : c’est ce qu’on

appelle I'horloge épigénétique (Sen et al., 2016 ; Bell et al., 2019).
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Figure 8 : Les caractéristiques épigénétiques de la sénescence et du vieillissement : la perte d'histones, (B) un déséquilibre des
modifications activatrices et répressives, (C) des changements transcriptionnels, (D) pertes et gains en hétérochromatine, (E)
dégradation de la lamelle nucléaire, (F) hypo-méthylation globale et hyper-méthylation focale, et (G) remodelage de la
chromatine. Ces changements sont fortement dictés par (H) les stimuli environnementaux et (1) la disponibilité des nutriments

qui, a leur tour, (J) modifient les concentrations intracellulaires des métabolites. Issu de (Sen et al., 2016)

L'horloge épigénétique constitue un ensemble de sites CpG dont Les niveaux de méthylation
de I'ADN mesurent I'age du sujet. Avec I'age, les patterns de méthylation changent (Bell et al.,
2019). L'horloge épigénétique est donc un moyen d’estimation construit a partir de la
méthylation de I'ADN fortement corrélés avec l'dge pouvant quantifier précisément un
phénotype lié a I’age (Horvath et Raj, 2018 ; Bell et al., 2019). Par exemple, il a été démontré
gue le tabagisme entraine des changements de méthylation associé a la mortalité prédictibles
(Zhang et al., 2017). Jusqu’aujourd’hui, des corrélations ont été réalisées entre le
vieillissement et la méthylation de I’ADN. Cependant, la question de savoir si les modifications
de la méthylation de I’ADN peuvent entrainer le vieillissement de I'organisme n’est pas encore
résolue (Niehrs et Calkhoven, 2019) bien qu’une étude ait montré |'effet causal entre

hyperméthylation et vieillissement (Schafer et al., 2018). L'étude de la méthylation de ’ADN
2020-2021
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de différents genes en fonction de I’age est des lors importante pour établir le possible lien

causal existant avec le vieillissement.

4) Voie métabolique des Toll like receptor (TLR)

Notre systéme immunitaire se base sur deux composants : I'immunité innée et I'immunité
adaptative. L'immunité innée, en premiere ligne de mire, se base sur un réseau de cellules
allant des macrophages jusqu’aux basophiles (Shaw et al., 2011). Leurs roles sont de défendre
le corps contre des organismes pathogénes sur base de la reconnaissance de modeles
moléculaires. Ces cellules reconnaissent différents types de modeéles, les microbe-associated
molecular patterns (MAMPs) ou les pathogen-associated molecular patterns (PAMPs). Ces
modeles sont composés de lipides, lipoprotéines, protéines et acides nucléiques (Akira et al.,
2006 ; Brubaker et al., 2015). Les TLR sont des récepteurs moléculaires portés par ces cellules
du systéme immunitaire inné et sont essentiels dans la protection de I’'héte contre les
microorganismes pathogenes ou les menaces endogenes (Hung et al., 2018). Les TLRs sont
définis comme une classe de récepteurs appelés « pattern recognition receptors » (PRRs) qui
initie le processus de défense immunitaire innée en reconnaissant les modéles moléculaires
associées a différents agents pathogénes (Wallet et al., 2018 ; Nie et al., 2018). La premiere
découverte du géne Toll, prototype des TLRs, sur la drosophile (Drosophila melanogaster) a
montré que ce géne controlait la polarité de I'axe dorso-ventral lors de I'embryogenese
(Anderson et al., 1985). En 1996, en plus de cette polarité dorso-ventrale, la voie Toll-
dépendante a été associée a la synthese de peptides antimicrobiens chez les mouches adultes
(Lemaitre et al.,., 1996). Les TLR ont été découverts I'année d’apres, en 1997 (Medzhitov et
al., 1997). Par la suite, lls ont été largement étudiés au niveau de lI'immunité innée chez les

invertébrés et chez les animaux, des insectes a I’homme (Nie et al., 2018).

L'importance des TLRs ne réside pas seulement dans la reconnaissance des PAMPs et MAMPs
mais également dans la cascade métabolique qui s’en suit. En effet, de nombreux réles ont
été associés avec les TLRs comme la reconnaissance des antigénes propres a notre corps et
ceux venant de I'extérieur, la détection des agents pathogenes envahissants, la passerelle
entre I'immunité innée et adaptative et la régulation de la production, la prolifération et la
survie des cytokines (Vidya et al., 2018 ; Bhattacharyya et al., 2018 ; Ruysschaert et al., 2015).

En réalité, ces rbles sont médiés par des voies de signalisation déclenchées lors de la liaison
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des TLRs avec leurs différents ligands, entrainant alors la production de cytokines et
chimiokines. Il existe deux voies de signalisation des TLR : la voie de la protéine de réponse
primaire de différenciation myéloide 88 dite MyD88 dépendante et celle de I'adaptateur
contenant le domaine TIR induisant I'lFNI dite TRIF dépendante (Akira et al., 2004 ; Barton et
Kagan, 2009). Par le biais de ces deux voies de signalisation, les voies dépendantes de NF-kB
seront activées et induiront la transcription des genes codant pour des cytokines

inflammatoires (Shuang et al., 2015).

Comme vu auparavant, le vieillissement touche tous les niveaux biologiques et entre autres le
systeme immunitaire. En effet, c’est un systeme physiologique montrant des changements
marqués au cours du vieillissement (Fulop et al., 2017 ; Franceschi et al., 2017). Une baisse de
deux de ces composants : I'immunité adaptative et innée, est associé au vieillissement (Lutz
et Quinn, 2012 ; Golomb et al., 2015). Un nouveau concept est apparu a la suite des nombreux
changements immunologiques liés a I’'age : 'immunosenescence (Fulop et al., 2014 ; Aiello et
al.,, 2019). Etroitement lié a ce concept, l'inflamm-aging a été mis en avant par Claudio
Franceschi et a été décrit comme une inflammation chronique et stérile associé a I'dge
(Franceschi et al., 2000). Les TLRs font partie de I'immunité innée et peuvent influencer
I'immunité adaptative. Chez ’lhomme, il semble avoir des preuves d’une dérégulation associée
a l'age de la fonction TLR, entrainant a la fois une activation inappropriée et une altération de
la signalisation TLR (Shaw et al., 2011). Par exemple, chez les personnes de plus de 60 ans,
différentes régions du cerveau perdent progressivement et lentement des cellules en raison
de la surexpression des cytokines, des chimiokines et de la neurotoxicité. Cet état
pathologique est présent dans des maladies neurodégénératives comme la maladie
d’Alzheimer, Parkinson, la sclérose en plagues et la maladie de Huntington (Amor et al., 2010).
Cette neurodégénération est notamment associé a la neuroinflammation. Les TLRs sont de
plus en plus impliqués dans cette neuroinflammation concernant les troubles cérébraux liés a
I'dge (Okun et al.,, 2011 ; Mattson et Arumugam, 2018). Concrétement, les TLRs activent et
signalent des voies en aval comme celle de NF-kB et celle du pro-IL-1b, tous les deux
responsables de la neuroinflammation associée a une concentration élévée de cytokines. Plus
précisément, avec I'age, la transcription des genes pro-inflammatoires est régulé a la hausse,
par conséquent, la transcription des TLRs également changent et participent ainsi a la

neurodégénérescence liée a I'age (Azam et al., 2019).
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4.1) Génes d’intéréts

Il existe exactement 10 génes codant pour des TLRs chez I’homme (Du et al., 2000) et 13 chez
la souris (Tabeta et al., 2004). Certains sont plus étudiés comme TLR4 (Azam et al., 2019 ;
Ghosh et al., 2017) et TLR2. TLR4 et TLR2 auraient leur signalisation en aval altérée avec le
vieillissement, ce qui augmenterait la production de TNFa pouvant mener alors a un risque
plus élévé de scepticémie (Bailey et al., 2019). Chez les poissons téléostéens comme le killifish
turquoise (Nothobranchius furzeri), 21 génes de TLR (TLR1-5, 5S, TLR-9, TLR13, 14, TLR18-23,
et TLR25-28) ont été identifiés dont les orthologues TLR des mammiféres et des TLR

spécifiques aux téléostéens (Nie et al., 2018).

Des preuves de plus en plus nombreuses soutiennent I'existence d’un lien entre I'agressivité
et le systeme immunitaire (Takahashi et al., 2018). Chez I’humain, quelques études ont montré
une corrélation positive entre la circulation de certaines cytokines pro-inflammatoires et
I'agressivité (Coccaro et al.,, 2015, Mommersteeg et al., 2008). La voie métabolique des TLRs
ne comporte pas seulement des récepteurs mais également des protéines intermédiaires pour
d’autres voies métaboliques. La protéine d’interaction TOLL (TOLLIP) par exemple joue un role
important dans la voie de signalisation des cytokines de linterleukine (IL-1) controlant les
réactions pro-inflammatoires en réponse a une blessure (Luiz et al., 2014). Récemment,
Alessandra Carion (2020) a découvert lors de sa these une forte corrélation entre I'agressivité
de I'espece Kryptolebias marmoratus et le niveau de méthylation (augmentant de 40% chez

les poissons agressifs vs non-agressifs) de la région promotrice de TOLLIP.

C’est désormais presque une certitude que les TLRs jouent un réle dans I'immunosénescence.
Cependant, aucune expérience n’a été réalisée sur |'effet que pourrait avoir la méthylation de
ces génes dans le processus du vieillissement. En effet, ces genes, avec I'dge, pourraient
changer de niveau d’expression par le biais de la méthylation et donc cela altérerait les voies
de signalisation qui en dépendent. Une étude de [|‘évolution du profil de
méthylation/expression des parties promotrices ou intragénique du TL2, TLR5, TLR7 et TLR9
et TOLLIP seraient intéressante d’une part par rapport au vieillissement mais également pour
tester I'hypothese selon laquelle I'agressivité est corrélée avec la voie TLR chez une espece
différente de Kryptolebias marmoratus. Le choix s’est porté sur ces genes car ceux-ci étaient
disponible sur la plateforme Genome Browser du killifish turquoise créé par le Leibniz Institute

on Aging-Fritz Lipmann Institute (Reichwald et al., 2015). Etant dans le cadre d’une recherche
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fondamentale, I'analyse de ces différents genes par rapport au vieillissement chez
Nothobranchius furzeri fournira de nouvelles données. Pour réaliser ce genre d’investigation,
il faut faire soit de longues expériences (car I'étude se porte sur le vieillissement) ou soit
utiliser un animal modéle qui permettrait de réduire le colt et le temps de I'expérience.
Justement, il en existe un qui est particulierement intéressant dans les études sur le

vieillissement : le Nothobranchius furzeri.

5) Nothobranchius furzeri

Phylogénétiquement parlant, Nothobranchius furzeri est un actinoptérygien de I'ordre des
Cyprinodontiformes (Genade et al, 2005 ; Costa, 2018) repris dans la famille
Nothobranchiidae (Furness et al., 2015a). Cette famille fait partie du sous ordre des
Aplocheiloidei qui reprend également la famille des Rivulidae, comportant plusieurs especes
de killifish sud-américain (Costa, 2018). Le genre Nothobranchius comprend de nombreuses
espéces (plus de 70) dont fait partie le Nothobranchius furzeri (Cellerino et al., 2016 ; Costa,

2018 ; Dorn et al., 2011).

Le killifish turquoise, Nothobranchius furzeri, est un poisson mesurant entre 3 et 15 cm de long
(typiquement <7cm) et montrant un dimorphisme + dichromatisme sexuel marqué
(Valdesalici et Cellerino, 2003 ; Baumgart et al., 2015 ; Reichard et al., 2009). Les males sont
en général plus grands et plus robustes que les femelles et disposent d’une palette de couleurs
comparé aux femelles plus ternes et brunatres (Fig9c). Ces couleurs chez le méle seraient
apparues a la suite d’'une sélection sexuelle (Reichard et al., 2009 ; Wildekamp, 2004). Les
males peuvent cependant porter des couleurs différentes en fonction de leur origine. Les
males de la souche GRZ possedent des écailles colorées d’un gris bleuté avec des bords rouges
ainsi qu’une bande de couleur jaune et une autre noire sur la queue (Fig9b). Alors que ceux
de la souche MZM, malgré qu’ils puissent également porter la bande de couleur jaune,
montrent généralement une bande rouge au niveau de la nageoire caudale (Fig9a) (Cellerino
et al., 2016 ; Dorn et al., 2011). Les populations de souche GRZ et MZM doivent leur nom au
lieu de leur découverte étant le parc national Gona Re Zou au Zimbabwe (GRZ) pour I'un et le
Mozambique pour I'autre (MZM) (Reichard et Polacik, 2019). Ces souches sont désormais
utilisées en laboratoires. La souche GRZ ne provient que d’un échantillonnage de ces poissons

en 1968 (Jubb, 1971). Ces spécimens sont depuis élevés sans hybridation (Genade et al., 2005),
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les populations captives sont donc presque homozygote di a un haut taux de consanguinité
(Platzer et Englert, 2016 ; Reichwald et al.,, 2015 ; Valenzano et al., 2015). Concernant la
souche MZM, plusieurs récoltes ont été effectuées, une en 2004 et une en 2012, dans le but

d’éviter ce probleme homozygotie (Cellerino et al., 2016).

Figure 9 : Mdles adultes a nageoire caudale rouge (A), jaune (B) et femelles (C) de I’espéce Nothobranchius furzeri (Cellerino

etal.,2016)

5.1) Habitat et mode de vie

Le killifish turquoise vit dans des mares ou bassins d’eaux temporaires dans le sud-est de
I’Afrique entre le Soudan et I’Afrique du Sud (Genade et al., 2005). L’eau dans laquelle on le
retrouve est généralement stagnante et contient souvent les féces de grands mammiferes
comme les éléphants ou les vaches d’élevage (Genade et al., 2005 ; Reichard et al., 2009). N.
furzeri se développe bien dans les eaux turbides et peu profondes avec une conductivité de
I’eau comprise entre 50 et 625 mS cm-1. De plus, il semble préférer un substrat légerement

boueux ou sableux (Cellerino et al., 2016, Reichard et al., 2009).

Le killifish turquoise est un poisson carnivore généraliste qui se nourrit principalement
d’invertébrés de diverses espéces malgré son faible pour les crustacés comme les copépodes
(Polacik et Reichard, 2010). En laboratoire, ils sont le plus souvent nourris avec des larves de
Chironomus ou avec des individus Tubifex sp., Artemia salina et Daphnia sp. (Cellerino et al.,

2016).

N. furzeri vit dans des points d’eaux temporaires en moyenne 75 jours par an (Cellerino et al.,

2016). Cet environnement I'a amené a adopter un mode de vie assez particulier.
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Effectivement, il se développe tres vite et meurt trés tot. En moyenne, il vivra de 3 a 6 mois
en fonction des souches autant dans la nature que dans un laboratoire ou les conditions
d’élevage sont stables. (Genade et al., 2005 ; Valdesalici et Cellerino, 2003 ; Cellerino et al.,

2016).

5.2) Cycle de vie

Les mares que peuplent les N. furzeri comportent souvent moins de males que de femelles
avec en moyenne 1 male pour 3 femelles (jusqu’a 1 male pour 10 femelles) (Reichard et al.,
2009). Les males sont donc tres territoriaux et agressifs envers les autres males. A maturité
sexuelle (3 ou 4 semaines apres éclosion), les killifish turquoises peuvent se reproduire chaque
jour (Cellerino et al., 2016). Les males peuvent s’accoupler avec plusieurs femelles et celles-ci
déposent un ceuf unique par événement d’oviposition sur un substrat boueux. En répétant
cet évenement, les femelles peuvent pondre jusqu’a 50 ceufs par jour. De plus, le taux de
fécondité augmente avec I’age avec plus d’un oeuf sur deux fécondé aprés 6 semaines (Blazek

etal.,., 2013 ; Cellerino et al., 2016 ; Reichard et al., 2009).

La dessication annuelle de I’habitat dans lequel vivent les Nothobranchius furzeri les ont
menés a adapter leur cycle de vie. En effet, les ceufs peuvent rester sur le substrat des mares
aprés assechement contrairement aux adultes (Reichard et al., 2009). Cela est possible grace
a un phénomene appelé diapause embryogénique qui consiste en I'arrét du développement
de 'embryon a un stade de développement spécifique, pour une période donnée, reportant
la fin du développement a une période ultérieure (Renfree et Shaw, 2000). Les ceufs du N.
furzeri passent par trois états de diapauses (Genade et al., 2005, Cellerino et al., 2016). La
premiere diapause (diapause |) se déroule a la fin de du stade blastula, lors de I’épibolie ol les
micromeres recouvrent progressivement les macromeres. L'ceuf rentre dans cet état alors
gu’il est encore dans une eau boueuse et peut résister en moyenne 5 jours ou plus si les
conditions sont mauvaises. Cette premiére diapause est notamment causée par I’hypoxie du
milieu. La seconde diapause (diapause Il) est celle qui peut durer le plus longtemps (de 2 jours
a 3 ans) et celle durant laquelle I'ceuf est le plus résistant. Elle se déroule aprés la mise en
place des somites et aprés la morphogenése du systéme nerveux (Cellerino et al., 2016,
Furness et al.,, 2015a). Durant cette phase, le métabolisme est diminué de sorte que la
synthese protéique soit diminuée a plus de 93% (Podrabsky et Hand, 2000) et que la

consommation d’oxygéne soit réduite de 90% (Cellerino et al., 2016 ; Furness et al., 2015). La

2020-2021 Boulez Aurélien 41



derniére diapause (diapause Ill) se déclenche avant la fin du développement embryonnaire de
I'organisme. L'embryon est alors au stade dit golden eyes et peut rester dans cet état de

plusieurs jours a quelques semaines (Cellerino et al., 2016 ; Furness et al., 2015).

Différents facteurs environnementaux peuvent permettre la rentrée en diapause ou I'éclosion
des ceufs. La pluie, la température, la luminosité, la photopériode ou encore la présence
d’adultes dans la marre peuvent influencer I’éclosion mais différemment en fonction de la
diapause des ceufs. De plus, I’éclosion se réalise de maniere stochastique car méme si toutes
les conditions sont réunies, elles resteront suffisantes pour permettre I'éclosion mais pas
obligatoires. Cela permet d’éviter qu’une petite pluie entre deux moments de sécheresse ne
fasse éclore tous les ceufs en méme temps, les menant alors a leurs morts (Furness et al.,

2015).

5.3) Intéréts du Nothobranchius furzeri

Dans les études sur le vieillissement, Les premiers modeles étaient des drosophiles
(Drosophila melanogaster) ou des nématodes (Caenorhabditis elegans) car ils possedent des
cycles de vie courts. Mais comme ce sont des invertébrés, il est compliqué d’étendre toutes
les découvertes qui leur sont associés avec la compréhension du processus de vieillissement
chez les vertébrés (Terzibasi et al., 2007 ; Kumar et Rizvi, 2019). D’autres études ont été
menées sur des vertébrés comme des rongeurs (Li et al., 2019), des zebrafish (Kishi, 2014) ou
encore des oiseaux (Kumar et Rizvi, 2019) mais cette fois le probléme est lié au cycle de vie
trop long pour les études. Le meilleur compromis existant a ce jour est un vertébré avec un
cycle de vie court, ce qui est le cas du Nothobranchius furzeri (Platzer et Englert, 2016 ;
Cellerino et al., 2016). Comme vu précédemment, ce poisson peut avoir une espérance de vie
de seulement 3 mois en laboratoire avec la souche GRZ, donc un vieillissement tres rapide.
C’est un modele propice pour I'étude du vieillissement car il présente tous les phénotypes de
vieillissement connu chez d’autre vertébrés et mammiferes tel que la sénescence, la
déformation de la colonne vertébrale, le développement de cancers, perte de mobilité, de
poids ainsi qu’une perte de couleur (Terzibasi et al., 2008). Son génome a été totalement
séquencé (Reichwald et al., 2009, Reichwald et al., 2015), ce qui permet de nombreuses
manipulations génétiques (CRISPR/CAS9) sur les génes et les voies sous-jacentes au
vieillissement (Platzer et Englert, 2016). Il est déja utilisé par exemple pour I'étude de la

neurodégénération lié a I'age (Tozzini et al., 2012 ; Baumgart et al., 2014 ; Terzibasi et al.,
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2007). Des biomarqueurs associés a ce vieillissement rapide ont également été identifiés

comme la lipofuscine et B-galactosidase (Terzibasi et al., 2007, Terzibasi et al., 2009).

En plus de tout cela, cette espéce est utile pour investiguer des questions écologiques et
évolutives. Evolutivement, il a été prouvé que la pression sélective des mares temporaires a
engendré une durée de vie plus courte et un vieillissement plus rapide chez les poissons
annuels africains comme le Nothobranchius furzeri (Blazek et al., 2017). Ecologiquement
parlant, cette espece est intéressante car elle posséde un développement rapide et des
diapauses (Blazek et al, 2013). Il est méme possible d’investiguer le point de vue
comportementale car il existe des variations de traits de personnalité entre les individus N.
furzeri (Thoré et al., 2018). C’est donc un animal modele de choix qui est désormais utilisé
dans une série de domaines de recherche biomédicale, en écologie et en biologie de
I'évolution (Polacik et al., 2016). Son utilisation comme animal modéele fait particulierement

sens dans I’étude du vieillissement chez les vertébrés (Hu et Brunet, 2018).
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6) Objectif du mémoire

L’objectif principal de ce mémoire sera d’étudier I’évolution du comportement agressif au
cours du vieillissement ainsi que de déterminer si des génes du TLR pathway subissent une
modification de leurs niveaux de méthylation et d'expression dans le cerveau durant le

processus de vieillissement chez le Nothobranchius furzeri.

Les poissons seront maintenus en captivité et seront étudiés a différents moments clef de leur

développement : Juvéniles, jeunes adultes, adultes, et vieux poissons.

6.1) Objectifs spécifiques

6.1.1) Agressivité en fonction de I’age

Un référentiel sur I'agressivité sera réalisé en fonction des différents stades de vie de
Nothobranchius furzeri. Un test d’agressivité nommé MIA (mirror induced aggressivity) sera
effectué sur des spécimens juvéniles, adultes et vieux afin d’observer si d’éventuelles
individualités, concernant 'agressivité, existent chez Nothobranchius furzeri. Le but principal
sera de tester le niveau d’agressivité des poissons pendant leur vieillissement. De plus, des

caracteres morphologiques seront pris a chaque stade de vie.

6.1.2) Méthylation des genes du TLR pathway en fonction de I’age
Un référentiel épigénétique sera réalisé sur les cing génes provenant du TLR pathway. Un
pyroséquencage permettra d’obtenir des pourcentages de méthylations concernant des

zones choisies riches en CpG a différent stades de vies du poisson.

6.1.3) Expression relative des génes du TLR pathway en fonction de I'dge
Un référentiel génétique sera réalisé sur cing génes choisies du TLR pathway. Une gqPCR
permettra d’obtenir I'expression relative de ces genes par rapport a des genes de référence

dans le but de comparer leur niveau d’expression en fonction de I'age.
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Matériel et méthode

Le spécimen utilisé dans le cadre de ce mémaoire est le Nothobranchius furzeri. Les intéréts de
ce poisson ont été décrits dans la partie introductive. Lors de cette étude, des mesures
d’agressivité ainsi que la taille de vingt males ont été caractériséesa 5,9, 13, 17 et 21 semaines
post-éclosion(wph). Les autres caractéristiques morphologiques ont été recueillies en
semaine 21 sur les quatorze poissons survivants testés en comportements. Pour la partie
épigénétique ainsi que celle concernant I'expression relative, seul les quatorze individus males

testés ont été analysés.

1) Elevage et maintien de la lignée de Kkillifish

Lors de la réalisation de ce mémoire, la lignée GRZ de killifish turquoise a été utilisée. La lignée
initiale utilisée pour I'élevage provient d’individus fournit en 2018 par I'’équipe du laboratoire
du Dr Dario Valenziano du Max Plank Institute. Depuis, I'élevage est maintenu et la

reproduction a engendré plusieurs générations. Dans ce travail, la génération F6 sera étudiée.
1.1) Systeme d’élevage

Nos poissons d’élevages sont maintenus dans un systéme fermé de type « stand-alone ». Ce
systeme est composé d’'un ensemble d’aquariums individuels rectangulaires (30x20x15cm)
avec un renouvellement continu de I'eau. Un systeme de recyclage avec des filtres chimiques,
physiques et biologique, permet de récupérer les eaux usées. Les parameétres physico-
chimiques des différents aquariums sont surveillés. L’eau du systéme est de I'eau reconstituée
composée de sel (InstantOcean) et d’eau distillée (RO water Type Il) stabilisée a 600 uS et
27°C. Une fois par semaine, 25% de I’eau du systéme est remplacée par de la nouvelle et les

détritus des aquariums sont siphonnés.

Pour I'expérience, les poissons ont été élevés dans un systéme indépendant de la salle
d’élevage. Durant les 2 premieres semaines post éclosion, ils sont maintenus dans des bocaux
individuels de 500 ml. De la semaines 2 a leur mort ils sont placés dans des bocaux de 3L. Les
bocaux sont siphonnés de leurs détritus 2 fois par semaines et un renouvellement d’eau est

effectué.
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Deux fois par jour, ad libitum, les poissons sont nourris d’Artemia salina vivants (matin et
apreés-midi). Ces petits crustacés sont élevés et entretenus dans de I'eau salée au laboratoire.

Les Artemia sont rincés a |I'’eau du systeme avant d’étre données aux N.furzeri.

2) Design expérimental

Reproduction Et Obtention - - I |
5 9

desceufs N. furzeri Age en semaines

o aprés éclosion : 13 17 21
b l l l

|
3-4 semaines 5 semaines Euthanasie 2

=
Légende :
. — Poissons testé sous N, = Nombre initial de poissons testés
MIA
Analyse par pyroséguencage de la A
‘ — méthylation des génes du TLR N, = Nombre de poissons restants en
- fin d’expérience

pathway + analyse gPCR de leurs
expressions relatives a des génes
de références

3) Mesures de l'agressivité et mesures morphologiques chez

Nothobranchius furzeri

3.1) Analyse comportementale

Pour tester I'agressivité des poissons, un test MIA « Mirror induced aggressivity » a été

effectué. Ce test est basé sur la présence d’un miroir qui permet d’évaluer le niveau
d’agressivité (Norton et Gutiérrez, 2019). Dix individus par jour ont été testés le lundi et mardi

matin a partir de 9H durant chacune des semaines de test et toujours aux mémes conditions
(uS=600, T°=27°C). Les individus sont testés a jeun lors du test dans le but d’éviter un biais
comportemental sachant linfluence du comportement digestif sur le comportement
journalier (Filosa et al., 2016). lIs sont cependant nourris a la fin du test. Le test est enregistré
a I'aide d’'une caméra (SONY HDR-CX625) située au-dessus des arénes. De plus, les parameétres

physico-chimiques de I'’eau sont mesurés avant chaque test.
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3.1.1) Mirror-induced aggressivity

Lors de ce test, le poisson est placé dans une aréne rectangulaire (20x30x15cm) composée
d’une base opaque ainsi qu’un miroir (10x15cm) disposé sur le coté droit (fig 10). L'aréne est
remplie a hauteur de 3 cm d’eau du systeme a 600 uS et a 27°C dans le but d’éviter un
déplacement vertical du poisson, qui ne serait pas analysable par vidéo. Avant de commencer
le test, le poisson est placé dans une chambre d’acclimatation (cylindre en plastique recouvert
d’aluminium, fig 10) dans I’'arene pendant 10min. L’enregistrement est ensuite lancé pendant
15 min. Pendant ce temps, les morsures a I’encontre du miroir sont notés manuellement.
Concernant la notation, une lettre a été attribuée a chaque type de comportement agressif
dans le logiciel Noldus Ethovision XT 15. A partir de ces données, le logiciel comportemental
intégre I'heure exacte de I'exposition de chaque acte et peut dés lors fournir des données
guantitatives sur la latence et la fréquence d’exposition des actes agressifs envers le miroir.
Pour I'analyse des capsules vidéo sous ce logiciel, un design de I'aréne a été réalisé (fig 10).
Des zones proches, intermédiaires, éloignées ainsi qu’une zone refuge ont été désignées en
fonction de la taille moyenne des poissons et leur distance vis-a-vis du miroir. Ainsi un poisson
qui s'est approché du miroir a une distance supérieure a une longueur de corps est dans la
zone proche. La zone refuge est la zone dans laquelle le poisson ne peut voir son reflet dans
le miroir. Pour délimiter les zones proches-intermédiaires-éloignées de la zone refuge, nous
avons utilisé des cercles de diamétre = longueur d’un poisson. Le temps passé dans chacune
des zones a été quantifié avec le logiciel Noldus Ethovision XT 15. Les variables qui sont
récoltées en fin d’expérience sont reprises dans un fichier de données brutes. En plus des
données concernant I'agressivité, d’autres variables comme la distance parcourue ou encore

la vitesse maximale sont disponibles.
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Chambre
acclimatation

Figure 10 : Représentation complete de I'aréne utilisée dans le test MIA et des différentes zones

3.2) Mesures morphologiques

Différents types de mesures ont été réalisés durant ce mémoire pour I'analyse
morphologique. La taille a été mesurée grace a des photographies prises a chaque semaine
de test. Les autres mesures morphologiques, c’est-a-dire le poids, 'aire et la longueur de la
nageoire anale (NA), caudale (NC), dorsale (ND) ainsi que du rapport entre |'aire de la bande
jaune (BJ) et celle de la nageoire caudale ont été prises sur les 14 individus apres leur

euthanasie en semaine 21 et selon le schéma en figure 11.
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ANy Longueur nageoire
anale

Surface de la nageoire dorsale Surface de la nageoire anale

Surface de la nageoire caudale

Figure 11 : Schéma représentant les différentes mesures prises sur chacun des individus testés.

3.2.1) Pesée

Les poissons sont pesés directement aprés la dissection sur une balance de I'ordre du
centigramme (Sartorius BP2100S). Pour cela, un récipient en plastique est déposé et taré sur

la balance avant que le poisson y soit placé.
3.2.2) Taille des individus

Les poissons sont placés dans une petite boite de pétri en verre remplie d’'un peu d’eau,
permettant la respiration. Cette étape permet d’éviter un déplacement du poisson assez
longtemps que pour prendre une photographie nette. La photographie est ensuite prise avec
I'appareil photo d’un téléphone de type Samsung galaxy A71. Toutes les photos ont été

analysées et mesurées par la suite a I'aide du programme ImagelJ (Rasband, 2018).

3.2.3) Aire de la nageoire anale, caudale, dorsale ainsi que du rapport entre I'aire de la bande

jaune et celle de la nageoire caudale

Ces mesures ont été effectuées a base des photographies comme celle en figure 11 et
réalisées apres I’euthanasie. Le placement du poisson se réalise de sorte que chaque nageoire
soit bien dépliée pour ne pas fausser la mesure. Les mesures ont toutes également été prises

a I'aide du programme Imagel (Rasband, 2018).
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Figure 12 : Photographie de I'individu numéro 78 a I’dge de 21 semaines. Cette photo permet la mesure des différents
parametres morphologiques a posteriori de I'individu.

4) Caractérisation épigénétique du TLR pathway et expression

relative des genes d’intéréts de Nothobranchius furzeri

4.1) Cartographie des ilots CpG des génes d’intéréts

Les zones riches en CpG des 5 génes du TLR pathway ont été cartographiées a I'aide d’outils
bio-informatique. Les séquences génomiques des 5 génes analysés (TLR2, TLR5, TLR7, TLR9,
TOLLIP) sont issus du Genome Browser du killifish turquoise créé par le Leibniz Institute on
Aging-Fritz Lipmann dinstitute (Reichwald et al., 2015). Les flots CpG ont été ensuite
déterminés par le programme pyromark ainsi qu’a I'aide du programme Methprimer du site
en ligne Urogene.org (Li et Dahiya, 2002). Ce programme a été configuré pour détecter des
zones spécifiques riches en CpG: une séquence de plus de 200 paires de bases, un
pourcentage de bases G et C de plus de 50 % et un ratio de CpGs observés/attendus de plus

de 60% (Yang et al., 2016).
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4.2) Extraction d’ADN et d’ARN

Les dissections ont été réalisées sur les 14 poissons testés en comportement et 2 poissons
non-testés apres la derniére semaine de test. Durant celles-ci, le cerveau a été récupéré en
moins de 2 min et le foie + gonades en moins de 5 minutes. Une rapidité de prélevement est
primordiale pour une bonne conservation des tissus biologiques prélevés. Les dissections se
sont réalisées sur glace et une fois le prélevement effectué, les échantillons sont directement

plongés dans de I'azote liquide avant d’étre conservés dans un congélateur a -80°C.

L’extraction de ’ADN et de I’ARN a été réalisée en utilisant le kit d’extraction Quick-DNA/RNA
Microprep Plus Kit. La manipulation s’est réalisée selon le protocole d’extraction spécifique
aux tissus animaux fourni avec le kit. Aprés extraction, la concentration d’ADN et de I’ARN est

mesurée grace au Nanodrop puis conservé a -20°C.
4.3) Pyroséquencgage

Le pyroséquencage est une méthode qui permet de réaliser un séquencage de I’ADN sans
clonage et permet une lecture directe de la séquence obtenue. En vue d’étudier la méthylation
de I'ADN, un traitement bisulfite est nécessaire. Lors de ce traitement, les cytosines non
méthylées sont transformées en uracile et finalement en thymidine. Grace a ce procédé, la
transformation d’une information épigénétique non analysable en une séquence analysable

est possible.

Le traitement bisulfite a été réalisé en suivant le protocole fourni avec le kit de conversion
Zymo EZ-DNA Methyl-Gold (Zymo Research, Irvine, CA). La conception des amorces a été
réalisée grace au programme PyroMark Assay Design Software 2.0.2 (Quiagen). Les séquences

sont disponibles en Annexe 1.

Grace aux amorces congues au préalable, une amplification des séquences d’intéréts aprés le
traitement bisulfite a été effectuée en réalisant une PCR avec le kit PyroMark PCR (Quiagen).
Le protocole contenu dans le kit a été suivi méticuleusement. Le mix PCR a été préparé de la
maniére suivante pour chaque tube: 12.5 ul de PyroMark PCR Master Mix, 2.5 pl de
Coralload, 6 ul d’eau RNAse free, 2 ul de primers a concentration 0.1 uM et 2 pl d’ADN traité
au bisulfite. Par la suite, une vérification a été réalisée grace a une migration d’1 pl des

amplicons sur gel d’Agarose 2%. Ces amplicons sont ensuite conservés sous -20°C.
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Le pyroséquencgage a été réalisé sur 15 ul de produit PCR a I'aide du pyroséquencgeur Pyromark
Quiagen Q 24 (Quiagen). Les réactifs qui ont été utilisés sont présent dans le kit PyroMark Q24
Advanced Reagents (Quiagen). Toutes les manipulations ont été réalisées en suivant le
protocole du kit. Le design du séquencage a été effectué grace au programme lié au
pyroséquenceur : Pyromark Q24 Advanced (Quiagen). Les séquences compléetes avec les
positions CpG pour chacun des génes d’intérét qui ont été analysées dans le pyroséquenceur

sont disponibles en Annexe 2.

4.4) qPCR et expression relative des génes d’intérét

La PCR quantitative (qPCR) est couramment utilisée lorsqu’on s’intéresse a mesurer une
expression relative de génes. Le principe est le méme que celui d’'une PCR classique mais en
plus de cela un fluorometre ainsi qu’un colorant fluorescent (SYBR Green) y est ajouté. Le but
principal étant de pouvoir suivre en temps réel I'amplification cyclique d’un brin d’ADN. A
chaque cycle d’amplification, la quantité d’ADN présente est mesurée grace a I'émission du
marqueur fluorescent dont I'émission est directement proportionnelle a la quantité
d’amplicons produits. En effet, le marqueur utilisé ne fluoresce que lorsqu’il se fixe a un ADN
double brin. La machine permettant la qPCR établit alors un seuil de fluorescence, qui une fois
dépassé, donne accés a un cycle seuil (Ct). Ces Ct sont indispensables pour les calculs

d’expression relative de genes.

En premier lieu, pour permettre I'analyse de I'expression relative des génes, la création d’ADN
complémentaire via une transcriptase inverse est nécessaire. Cette ADNc est alors amplifiée
grace ala gPCR et les résultats obtenus sont les différents Ct propres a chaque géne d’intéréts.
Cependant, avec les Ct seuls, il est impossible de calculer I'expression relative des génes
d’intéréts. En effet, pour calculer I'expression relative de genes d’intéréts par rapport a un

géne de référence, il est nécessaire tout d’abord de calculer I'efficacité des amorces.

Différents couples d’amorces ont été congus pour TLR2, TLR5, TLR7, TLR9 et TOLLIP grace au
logiciel Amplifix car aucune amorce n’avait été créé dans la littérature pour ces genes chez
cette espéce de poisson. Un tableau récapitulatif de I'ensemble des amorces utilisées est

disponible en annexe 3. Pour obtenir les ADNc nécessaires a la gPCR, le protocole de Dnase
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du kit PROMEGA ainsi que le protocole pour la transcription inverse du kit THERMO ont été
suivis. Le plan de plaque qui a été utilisé pour tester I'efficacité des amorces est représenté
dans le tableau 2. Chaque gene d’intérét est regroupé en fonction du couple d’amorces utilisé.
Des triplicats de dilutions en série croissante de ’ADNc (5x,25x,125x,625x,3125x) d’un pool de
16 échantillons ont été effectués pour permettre de créer par la suite des courbes de
calibrations propres a chaque couple d’amorces par géne. En théorie, ces dilutions croissantes
en série sont censées donner des courbes d’amplification décalées d’un cycle de PCR a chaque
fois. L’eau Rnase free ainsi que le pool d’ARN traité a la Dnase dilué 50X (noté RT-) servent

guant a eux de contréles négatifs.

Tableau 2 : Plan de plaque pour tester I’efficacité des couples d’amorce par géne d’intérét.

Efficacité des Primers

Geénes ‘1‘2‘3‘ 4 ‘ 5 ‘ 6‘ 7 ‘ 8 ‘ 9 ‘ 10 ‘ 11 ‘ 12 | 13 ’ 14 ‘ 15 ’ 16 ’ 17 ‘ 18 ‘ 19 ‘20‘21‘22‘23‘ 24
TOLLIP C1|A | |5 5 525 25 25 125 125 125 625 625 625 3125 3125 3125 eau eau RT- RT-
TOLLIP C2|B |5 5 5 25 25 25 125 125 125 625 625 625 3125 3125 3125 eau eau RT- RT-
TOLLIP C3 ds 5 525 25 25 125 125 125 625 625 625 3125 3125 3125 eau eau RT- RT-
TLR2C1 |D| |5 5 525 25 25 125 125 125 625 625 625 3125 3125 3125 eau eau RT- RT-
TLR2C2 |E | |5 5 525 25 25 125 125 125 625 625 625 3125 3125 3125 eau eau RT- RT-
TLR5C1 ﬂs 5 525 25 25 125 125 125 625 625 625 3125 3125 3125 eau eau RT- RT-
TLR5C2 ﬂs 5 525 25 25 125 125 125 625 625 625 3125 3125 3125 eau eau RT- RT-
TLR7C1 |H| |5 5 525 25 25 125 125 125 625 625 625 3125 3125 3125 eau eau RT- RT-
TLR7C2 |l | |5 5 525 25 25 125 125 125 625 625 625 3125 3125 3125 eau eau RT- RT-
TLR7C3 |J | |5 5 525 25 25 125 125 125 625 625 625 3125 3125 3125 eau eau RT- RT-
TLR9CL |[K| |5 5 525 25 25 125 125 125 625 625 625 3125 3125 3125 eau eau RT- RT-
TLR9C2 Js 5 525 25 25 125 125 125 625 625 625 3125 3125 3125 eau eau RT- RT-
TPB ﬂs 5 525 25 25 125 125 125 625 625 625 3125 3125 3125 eau eau RT- RT-
B-actine [N | |5 5 525 25 25 125 125 125 625 625 625 3125 3125 3125 eau eau RT- RT-
GADPH-1 |O| |5 5 525 25 25 125 125 125 625 625 625 3125 3125 3125 eau eau RT- RT-
eEF1A-1 [P |5 5 525 25 25 125 125 125 625 625 625 3125 3125 3125 eau eau RT- RT-
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L'efficacité des amorces a pu étre calculée grace a la formule suivante:

Efficiency (%)

—1
10Store — 1/ x 100

Cette formule a nécessitée au préalable la création d’une droite de calibration propre a

chaque couple d’amorce testé. Pour permettre de réaliser les futurs calculs d’expression

relative selon la méthode Pfaffl, les couples ayant une efficacité comprise entre 90 et 110%

ont été retenus.

A la suite de cela, Le plan final des plaques a été créé et peut étre retrouvé dans le tableau 3.

A la suite des calculs de I'efficacité des amorces, seulement 4 génes sur les 5 génes d’intéréts

initiaux ont pu étre retenus et deux génes de références ont di étre écartés. Pour les deux

plaques du tableau 3, une double dilution en série est réalisée pour vérifier si 'efficacité de

chacun des génes est toujours comprise entre 90 et 110%. Les échantillons pour les 4 génes

sont disposés en triplicats (1=>16) avec une dilution unique 100X pour chacun d’entre eux.

Tableau 3 : Plan final de la plaque 1 et 2 en vue de la QPCR.

Plague 1

B-actine Efficiency + Genes

TOLLIP C2 Efficiency + Genes

TLR5C1 Efficiency + Genes

eEF1A-1 Efficiency

TLR9 C2 Efficiency

TLR7 C2 Efficiency

1 2 3 4 5 6 7 3 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

A 51 51 51 52 52 52 53 53 53 54 54 54 55 55 55 56 56 56 RT- [ RT- | RT- | BLK | BLK | BLK
B El El E1l E2 E2 E2 E3 E3 E3 E4 E4 E4 ES ES ES EG E6 E6 E7 E7 E7 E8 E8 ES
C E9 ES ES | E10 | E10 | E10 | E11 | E11 | E11 | E12 | E12 | E12 | E13 | E13 | E13 | E14 | E14 | E14 | E15 | E15 | E15 | E16 | E16 | El16
D 51 51 s1 52 52 52 S3 53 53 54 54 54 S5 55 55 56 56 56 RT- | RT- | RT- | BLK | BLK | BLK
E El El E1l E2 E2 E2 E3 E3 E3 E4 E4 E4 ES ES ES EG E6 E6 E7 E7 E7 ES E8 E8
F ES ES ES | E10 | E10 | E10 | E11 | E11 | E11 | E12 | E12 | E12 | E13 | E13 | E13 | E14 | E14 | E14 | E15 | E15 | E15 | E16 | E16 | El6
G 51 =il 51 52 52 52 53 53 53 54 54 54 55 55 55 56 56 56 RT- | RT- | RT- | BLK | BLK | BLK
H E1 El E1 E2 E2 E2 E3 E3 E3 E4 E4 E4 ES ES ES E6 E6 EB E7 EV E7 E8 E8 E8
| E9 ES E9 | E10 | E10 | E10 | E11 | E11 | E11 | E12 | E12 | E12 | E13 | E13 | E13 | E14 | E14 | E14 | E15 | E15 | E15 | E16 | E16 | E16
J 51 =l 51 52 52 52 53 53 53 54 54 54 S5 55 S5 56 56 56 RT- [ RT- | RT- | BLK | BLK | BLK
K 51 <al 51 52 52 52 53 53 53 54 54 54 55 55 55 56 56 56 RT- | RT- | RT- | BLK | BLK | BLK
L S1 =l 51 52 52 52 53 53 53 54 54 54 55 55 55 56 56 S6 RT- | RT- | RT- | BLK | BLK | BLK
M
N
(0]
P
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Plaque 2

eEF1A-1 Efficiency + Genes
TLR9 C2 Efficiency + Genes
TLR7 C2 Efficiency + Genes
B-actine Efficiency
TOLLIP C2 Efficiency
TLR5C1 Efficiency

1 2 3 4 5 6 7 3 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

A s1 S1 51 52 52 52 S3 S3 53 54 54 S4 S5 55 S5 S6 S6 S6 | RT- | RT- | RT- | BLK | BLK | BLK
B E1 El E1l E2 E2 E2 E3 E3 E3 E4 E4 E4 E5 ES ES E6 E6 E6 E7 E7 E7 E8 ES E8
C E E9 E9 | E10 | E10 ( E10 | E11 | E11 | E11 | E12 | E12 | E12 | E13 | E13 | E13 | E14 | E14 | E14 | E15 | E15 | E15 | E16 | E16 | E16
D 51 <l 51 52 52 52 53 53 53 sS4 sS4 54 55 55 S5 56 56 56 | RT- | RT- | RT- | BLK | BLK | BLK
E E1 E1 E1 E2 E2 E2 E3 E3 E3 E4 E4 E4 E5 ES ES E6 E6 E6 E7 E7 E7 E8 E8 E8
F E9 E9 E9 | E10 | E10 ( E10 | E11 | E11 | E11 | E12 | E12 | E12 | E13 | E13 | E13 | E14 | E14 | E14 | E15 | E15 | E15 | E16 | E16 | E16
G s1 S1 51 52 52 52 S3 S3 53 sS4 s4 sS4 S5 55 S5 S6 S6 S6 | RT- | RT- | RT- | BLK | BLK | BLK
H E1 E1 E1 E2 E2 E2 E3 E3 E3 E4 E4 E4 E5 ES ES E6 E6 E6 E7 ET E7 E8 E8 E8

| E9 E9 E9 | E10 | E10 ( E10 | E11 | E11 | E11 | E12 | E12 | E12 | E13 | E13 | E13 | E14 | E14 | E14 | E15 | E15 | E15 | E16 | E16 | E16

J 51 51 51 S2 52 52 53 53 53 sS4 54 54 55 55 S5 56 56 56 | RT- | RT- | RT- | BLK | BLK | BLK
K 51 al, 51 52 52 52 S3 S3 53 54 54 54 S5 55 S5 56 S6 S6 | RT- | RT- | RT- | BLK | BLK | BLK
L s1 51 51 52 52 52 53 53 53 sS4 54 54 55 55 S5 S6 56 S6 | RT- | RT- | RT- | BLK | BLK [ BLK
M
N
(o]

5) Statistiques

Deux analyses portant sur les quatorze poissons survivants ayant été testés depuis la semaine
5 jusqu’a la semaine 21 ont été réalisées a l'aide du programme R studio version
2021.09.1+372 et R version 4.1.2 (R Core Team, 2021). Dans la premiére analyse, des modeles
statistiques ont été créés sur base des données disponibles de la semaine 5 jusqu’en semaine
21 (ne comprenant donc que des variables issues du MIA). Ces modéles ont ensuite été
davantage investigués pour trouver un éventuel effet de I'dge sur les variables

comportementales d’intéréts.

Dans la seconde analyse, la semaine 21 a été analysée de maniére plus approfondie dans le
but d’observer I'agressivité des poissons a ce moment-la en fonction de I'ensemble des
variables explicatives disponibles, comprenant cette fois-ci la méthylation et I'expression
relative. Dans les deux analyses, les choix des variables explicatives et réponses ont été fait

grace a une analyse en composantes principales (ACP) (annexe 4).
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5.1) ACP sur les variables réponses et explicatives pour les deux analyses

Une analyse en composantes principales a été réalisée sur I'ensemble des variables
explicatives et réponses dans le but de ne garder que les variables les plus pertinentes. L’ACP
est une méthode d'analyse de données multivariées permettant I'exploration des jeux de
données multidimensionnels constitués de variables quantitatives. L'ACP a été exécutée a
I’aide de la fonction dudi.pca du package ade4 (Bougeard et Dray, 2018). Les corrélations entre
les variables sont évaluées avec le test non paramétrique de spearman via la fonction rcorr du
package Hmisc. Pour chaque variable, septante observations correspondantes aux quatorze
poissons testés a cing semaines différentes sont positionnées sur les deux axes principaux de
'ACP. Finalement, une charte de corrélation a été réalisée en plus via la fonction

chart.Correlation du package PerformanceAnalytics.

5.2) Premiére analyse : agressivité en fonction de I'age

Préalablement, Les conditions d’applications des modéles suivants ont été vérifiées. C’est-a-
dire I'indépendance des réponses, I'absence de surdispersion grace a la fonction overdisp_fun
du package PsychHelperFunctions ainsi que la normalité de la distribution des résidus
graphiquement (via la fonction hist() ou plotresid () dans R). L’'ensemble des modeles utilisés

lors des analyses statistiques sont présentés en annexe 5.

Les variables qui ont été retenues pour permettre d’évaluer I'agressivité sont le nombre de
morsures envers le miroir, la latence avant la premiére morsure ainsi que le temps passé par
le poisson dans la zone éloignée (les autres zones étant corrélées n’ont pas été analysées).
L'analyse s’est réalisée grace a des modeles linéaires généralisés mixtes. La
variable « mouvements stéréotypés » était de base également un candidat pour évaluer
I'agressivité mais a été finalement abandonnée car jugée trop subjective. Une autre variable
d’intérét a également été retenue : la distance parcourue relative. Cette derniere est une
variable intéressante car celle-ci permet de n’avoir accés qu’a I'effet de I'age. En effet, en
divisant la distance parcourue par la taille pour chacun des poissons, on évite d’avoir le biais

de la corrélation positive taille : 4ge dans I'analyse.

Pour I'analyse en tant que telle, la fonction glmer.nb du package nlme (Pinheiro et al., 2013),
utilisant une distribution négative binomiale étant donnée la présence de surdispersion, a été

utilisée pour les morsures. La latence avant la premiere morsure, la zone éloignée ainsi que la
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distance parcourue relative ont été analysées via la fonction Imer du package Ime4 (Bates et
al., 2015). Des transformations ont été nécessaires sur les variables et sont disponibles en

annexe 5.

5.2.1) Conception des modéles

Plusieurs variables explicatives peuvent étre intégrées dans ces modeles pour permettre
d’expliquer au mieux I’évolution de la variable réponse. Ces variables explicatives sont divisées
en deux : les facteurs fixes et les facteurs aléatoires. Les facteurs fixes permettent d’expliquer
la variable réponse en influencant directement sur sa moyenne tandis que les facteurs

aléatoires exerceront une influence sur sa variance (Crawley, 2013).

Dans cette étude, le facteur fixe prépondérant est I’age. A la suite de I’ACP, des variables
explicatives comme la température et la conductivité de I'’eau lors du test MIA peuvent étre
également ajoutés aux modeles en tant que facteur fixe. Pour ne pas avoir le probleme de
pseudo-réplication temporelle lié a des mesures répétées sur les mémes individus a un age
différent, l'identité des poissons a été modélisée comme effet aléatoire dans les modéles.
Cela permet en réalité de spécifier aux modeles que les données sont dépendantes entre-elles
et que toutes les données attribuées au numéro du poisson ont été réalisées sur ce méme

poisson tout le long de I'expérience.

Une sélection de modele a été réalisée pour permettre de déterminer quels effets fixes
s’adaptent le mieux pour expliquer la variable réponse. Pour cela, une comparaison de modele
se basant sur un calcul de vraisemblance (AIC) est réalisée avec la fonction anova du
programme R. Le modeéle avec le plus faible AIC, celui qui offre donc la meilleure explication

de la variable réponse est retenue en vue d’une analyse future.

Une fois le modele choisi, la fonction Anova du package car (Fox et Sanford, 2019) est utilisée
pour permettre de tester la significativité de I'effet fixe sur la variable réponse. Cette fonction
utilise un test chi carré de Wald entre les différences de variances engendrées par I’ajout ou

la disparition d’un effet fixe.

La répétabilité des individus a été calculée en mettant I'identité des poissons en effet
aléatoire. Le but étant de quantifier des différences individuelles. Dans un modele généralisé

linéaire mixte, le calcul de la répétabilité est possible dans le cas le plus simple ou il existe des
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mesures répétées (quantification d’un comportement) sur des mémes individus. La
répétabilité est alors calculée de la maniere suivante : R =Vg/ (Vg+Vr) avec R = répétabilité, Vg
= variance entre moyenne des groupes (entre les mesures faites sur les mémes individus) et
Vr = la somme de la variance résiduelle au niveau du groupe et au niveau des données (non
expliquée par les effets fixes et aléatoires). Pour cela, la fonction rpt du package rptR (Stoffel
et al., 2017) est utilisée car elle permet I'acces a une valeur de répétabilité pour le modele en

question.

Lorsque que la significativité d’un facteur est mise en évidence en fonction de I’age, un test a
postiori est réalisé. Pour les modeles gimer, un contraste de dunn est réalisé pour savoir s’il
existe des différences de conditions en fonction du modele. Ce test est réalisé avec la fonction
dunn.test du package dunn.test (Alexis, 2017). Cependant, pour les modeles Imer, un
contraste avec la fonction emmeans du package emmeans (Lenth, 2019) est réalisé car plus

adapté a des modeles linéaires mixtes.

6.1) Analyse de I'agressivité en S21

Une régression linaire multiple a été effectuée pour cette analyse tout en vérifiant au
préalable les conditions d’applications. Tout d’abord, La normalité des résidus et
I’homoscédasticité des résidus a été vérifiée via la fonction check_model du package
performance (Lidecke D et al., 2021). La linéarité des relations entre la réponse et les variables
prédictives est vérifié également via la fonction scatterplotMatrix du package car (Fox et
Sanford, 2019). Concernant la multicolinéarité, c’est la fonction check_collinearity du package

performance (Lidecke D et al., 2021) qui est utilisée.

Les variables sont choisies en fonction de I’ACP (annexe 4) de la méme maniére que pour la
premiere analyse. Les variables réponses qui ont été retenues sont cette fois le nombre de
morsures, la distance parcourue relative, le temps passé dans la zone intermédiaire et dans
celle éloignée. De la méme maniére, les variables explicatives retenues sont : la taille, I'aire de

la nageoire caudale (NC), la conductivité, le poids des testicules (PT) I'expression relative de
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TOLLIP et TLR5 ainsi que la méthylation des génes d’intéréts TLR7, TLR2 et la partie promotrice

de Tollip.

La conception des modeles comporte moins d’éléments étant donné qu’il n’y a pas d’effet
aléatoire. La fonction g/m du package stats a été utilisée pour les modeles établis a partir du
nombre de morsures. Pour les autres variables réponses, la fonction Im du méme package a
été utilisée. Ensuite, une comparaison de modele a été réalisée en se basant sur un calcul de
vraisemblance (AIC). Le modele avec le plus faible AIC, celui qui offre donc la meilleure

explication de la variable réponse est retenue en vue d’une analyse future.

Une fois le modéle choisi, la fonction Anova du package car (Fox et Sanford, 2019) est utilisée
pour permettre de tester la significativité de/des effets fixes sur la variable réponse. Cette
fonction utilise un test chi carré de Wald entre les différences de variances engendrées par

I’ajout ou la disparition d’un effet fixe.
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Résultats

Les résultats ci-dessous présentent les deux analyses statistiques concernant les mesures
d’agressivité en fonction de I'age et celles concernant I'agressivité en semaine 21. Une partie
descriptive du niveau de méthylation des différents genes étudiés est également présentée

dans la section 3.

1) Agressivité en fonction de I’age

1.1) Morsures en fonction de I’age

Morsures = cette variable représente le nombre de morsures envers le miroir qu’un individu

a réalisé durant les 15 min de test MIA.

Le nombre de morsures a été modélisé avec I'age en effet fixe et I'identité du poisson en effet
aléatoire (annexe 4). L'effet de I'dge sur le nombre de morsure est significatif avec une p-
valeur de 0.03285. Les différentes moyennes de morsures sont respectivement 63,9 pour la
semaine 5, 68,5 pour la semaine 9, 108,2 pour la semaine 13, 99,5 pour la semaine 17 et 56,9
pour la semaine 21. Aprés contraste, il a été mis en évidence que le nombre de morsures en
semaine 13 est significativement plus élevée que le nombre de morsures en semaine 5 et 9.
De méme, le nombre de morsures en semaine 13 et semaine 17 est significativement plus
grande que celui en semaine 21. La répétabilité du test est de 0.147 avec une p-valeur de

0.0636. La figure 13 ci-dessous représente le nombre de morsures en fonction de I'age.
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Morsures en fonction de I'Age
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Figure 13 : Nombres de morsures en fonction de I’dge des poissons testés sous MIA

1.2) Latence avant la premiére morsure en fonction de I'age

Latence avant la premiére morsure = cette variable représente le temps écoulé en seconde

avant la premiere morsure envers le miroir.

Cette variable a été modélisée et expliquée par I'dge en effet fixe et I'identité du poisson en
effet aléatoire (annexe 4). Ce modeéle est repris dans le tableau 4 ci-dessous. Dans ce modele,
I'effet de I’age sur la latence avant la premiére morsure n’est pas significatif. Cependant, la p-
valeur équivaut a 0.05019, ce qui explique en partie pourquoi des effets de I’age sont détectés
dans le tableau 4 méme si statistiqguement ce n’est pas le cas. La répétabilité du test est de
0.019 avec une p-valeur de 0.037. Les différentes mesures de cette variable en fonction de

I’age sont présentées sur la figure 14 ci-dessous.
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Tableau 4 : tableau synthétique du modéle utilisé pour la latence avant la premiere morsure

LFB

Predictors Estimates Cr df
(Intercept) 148 ¥**  1.23-1.73 5829
505 Reference

S09 0.21 -0.12-0.53 52.00
S13 0.22 -0.11 -0.55 52.00
S17 041 0.08-073 52.00
S21 044  0.11-077 52.00
Random Effects

o2 0.19

100 Fishnumber 0.04

Icc 0.17

N Fishnumber 14

Observations 70

Marginal R? / Conditional RZ 0.102/0.255
*p<0.05 ¥ p=0.0] ***p<0.00]

Latence de la premiére morsure en fonction de I'Age

o L] =
-0
L) L)
L) -
° -]
i +
o
& - . :
5058 S09 S17 S21

813
timepoint

: Latence de la premiére morsure (en secondes) en fonction de I'Gge pour les différents individus testés en
comportement.
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1.3) Temps passé dans la zone éloignée en fonction de I’age

En premier lieu, le temps passé en zone éloignée a été modulée en fonction du temps total.
C’est-a-dire que c’est ici une proportion du temps passé en zone éloignée qui est analysé vis-
a-vis du temps total (PZeloign=Zeloign/(Zproche+Zinterm+Zeloign+Zrefuge). Le temps passé
en secondes dans la zone éloignée a été modélisée avec I'dge, la température et la salinité en
effets fixes et I'identité du poisson en effet aléatoire (annexe 4). Le récapitulatif du modele
se trouve dans le tableau 5 ci-dessous. L’effet de la température n’est pas significatif, celui de
la conductivité est significatif (p-valeur de 0.02804) et I'effet de I'dge n’est pas significatif. La
répétabilité a pu étre évaluée et a une valeur de 0.26 avec une p-valeur de 0.00437. La figure
15 représente le temps passés dans la zone éloignée par les individus testés en fonction de

leur age.

Tableau 5 : tableau synthétique du modele utilisé pour la zone éloignée

PZeloign
Predictors Estimates CI df
(Intercept) 025 0.16-0.34 7426
Temp 0.09 -0.00-0.18 71.83
S0s Reference
S09 0.16 -0.05-0.36 70.22
S13 -0.04 -0.14-0.06 64.17
S17 0.00 -0.14-0.14 68.08
S21 -0.02 -0.12-0.09 64.93
Random Effects
o2 0.01
T00 Fishnumber 0.00
Icc 0.24
N Fishnumber 14
Observations 70

Marginal R? / Conditional R? 0.154/0.355
:kpqoloj **pqzooi? >k>k>kpq:0.00j
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Temps passé en zone éloignée en fonction de I'Age
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Figure 15 : Temps passé (proportion) dans la zone éloignée en fonction de I’Gge pour les différents individus testés en
comportement.

1.4) Distance parcourue en fonction de I'age

La distance parcourue relative a été modélisée avec I'age en effet fixe et I'identité du poisson
en effet aléatoire (annexe 4). Le récapitulatif du modéle se trouve dans le tableau 6 ci-
dessous. L'effet de I'age est significatif avec une p-valeur de 6.441e-09. Aprées contrastes, la
distance parcourue relative est significativement plus grande pour la semaine 13 comparé aux

autres semaines comme représenté en figure 16. La répétabilité a pu étre évaluée et sa valeur

est de 0.339 avec une p-valeur de 0.000412.
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Tableau 6 : tableau synthétique du modele utilisé pour la distance parcourue relative

RTDM
Predictors Estimates cr df
(Intercept) 74.07 ***  56.94-91.20 4453
S05 Reference
S09 12.16 -7.45-31.77 52.00
S13 4580 % 26196541 52.00
S17 3.35 -16.26 -22.96 52.00
521 -15.98 -35.60-3.63 52.00
Random Effects
o2 668.74
T00 Fishnumber 343.01
IcC 0.34
N Fishnumber 14
Observations 70

Marginal R2/ Conditional RZ 0.296 /0.535
*p<0.05 **p<0.0] ***p<0.00]

Distance parcourue relative en fonction de I'age
200 1

150 1

501

505 S09 s13 s17 s
timepoint

Figure 16 : Distance parcourue relative en fonction de I’Gge pour les différents individus testés en comportement.
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2) Agressivité en S21

2.1) Morsures chez les poissons agés de 21 semaines

Le nombre de morsures a été modélisé avec 'aire de la nageoire caudale, la conductivité, le
poids des testicules, I'expression relative du géne Tollip, la méthylation du gene TLR7, TLR2
ainsi que celle de la partie promotrice de Tollip (annexe 4). Toutes ces variables explicatives
sauf TOLLIPexp ont un effet significatif sur le nombre de morsures en semaine 21 comme

représenté dans le tableau 7 ci-dessous.

Tableau 7 : Anova du modele associé au nombre de morsure en semaine 21

Analysis of Deviance Table (Type II tests)

Response: Bite
LR Chisqg Df Pr(=Chisq)

NC 86.514 1 < 2.2e-16 ***%

sal 36.479 1 1.543e-09 **=

PT 59.829 1 1.035e-14 =##%=

TOLLIPexp 1.089 1 0.296688

TLR7Meth 23.439 1 1.289%e-06 **=

TLR2Meth 241.357 1 < 2.2e-16 *%%

TollipPMeth 6.652 1 0.009902 ==

Signif. codes: 0 *##=' 0.001 “**' 0.01 **' 0.05 “." 0.1 ° " 1

2.2) Temps passé dans la zone intermédiaire chez les poissons agés de 21

semaines

Le temps passé dans la zone intermédiaire a été modélisé avec I'aire de la nageoire caudale,
la conductivité, le poids des testicules, la taille, I'expression relative du géne Tollip,
I’expression relative du géne TLR5 ainsi que la méthylation de TLR7 (annexe 4). Il apparait que
la taille, la conductivité, I'expression relative de TLR5 et Tollip semblent avoir un effet sur le
temps passé en zone intermédiaire en semaine 21 comme représenté dans le tableau 8 ci-

dessous.
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Tableau 8 : Anova du modele associé au temps passé en zone intermédiaire en semaine 21

Anova Table (Type II tests)

Response: PZinterm
sum Sq Df F wvalue Pr=F)

NC 0.00095 1 0.0739 0.811177

sal 1.07351 1 83.5582 0.011757 =

PT 0.00560 1 0.4360 0.576922

Taille 1.81391 1 141.1875 0.007008 =*=*

TOLLIPexp 0.60745 1 47.2813 0.020502 =

TLRSexp 2.58946 1 201.5540 0.004925 ==

TLRMeth 0.19115 1 14_.8785 0.061115 .

Residuals 0.02569 2

Signif. codes: 0 “===" 0,001 **==" Q.01 **=* 0.05 “." 0.1 * "1

2.3) Temps passé dans la zone éloignée et la distance parcourue relative chez

les poissons agés de 21 semaines
Les modeles liés a ces variables réponses n’ont donné aucun effet significatif en semaine 21.

Ceux-ci sont disponibles en annexe 4.

3) Pourcentage de méthylation en fonction des génes d’intéréts

5.1) TLR2

Dans le cadre de ce mémoire, un intron riche en CpG du géne TLR2 a été analysé et 7 sites CpG
ont pu étre analysés efficacement pour I'ensemble des individus testés en comportements.
Pour I'ensemble des individus, la moyenne de méthylation est de 71,03 %, ce qui représente
une méthylation assez élevée (Fig 17). Dix sites devaient étre analysés a la base mais certains
ont dO étre rejetés par suite d’une incertitude d’interprétation des mesures du

pyroséquenceur.

5.2) TLRS

Un intron riche en CpG du gene TLR5 a été analysé et 5 sites CpG ont pu étre analysés

efficacement pour I'ensemble des individus testés en comportements. Pour I'ensemble des
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individus, la moyenne de méthylation est de 89,85%, ce qui représente une hyperméthylation

(Fig 17).
5.3) TLR7

Un intron riche en CpG du gene TLR7 a été analysé et 7 sites CpG ont pu étre analysés
efficacement pour I'ensemble des individus testés en comportements. Pour 'ensemble des
individus, la moyenne de méthylation est de 91,67%, ce qui représente une hyperméthylation

(Fig 17).
5.4) TLR9

Le promoteur riche en CpG du gene TLR9 a été analysé et 6 sites CpG ont pu étre analysés
efficacement pour I'ensemble des individus testés en comportements. Pour I'ensemble des
individus, la moyenne de méthylation est de 81.81%, ce qui représente également une

hyperméthylation (Fig 17).
5.5) TOLLIP

Dans le cadre de ce mémoire, un intron riche en CpG du gene Tollip a été analysé et 7 sites
CpG ont pu étre analysés efficacement pour I'ensemble des individus testés en
comportements. Pour I'ensemble des individus, la moyenne de méthylation est de 85,96%, ce
qui représente une hyperméthylation (Fig 17). De plus, Le promoteur riche en CpG du géne
Tollip a également été analysé et 8 sites CpG sur les 9 ont pu étre analysés efficacement pour
I’ensemble des individus testés en comportements. La moyenne de méthylation est de 2,83%,

ce qui représente une hypomeéthylation (Fig 17).
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Figure 17 : Pourcentage de méthylation en fonction des différents genes d’intéréts des 14 individus testés en comportement
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Discussion

La courte durée de vie du Nothobranchius furzeri en fait une espéce idéale pour étudier et
comprendre le vieillissement. Cette étude a pour but d’établir un référentiel concernant
I'agressivité de ce poisson en fonction de I'age ainsi qu’une évaluation du taux de
méthylation/expression du TLR pathway a un stade agé. Un référentiel phénotypique a été
établi par I'étude répétée de 14 individus males a cing stades de vie différents (wph
5,9,13,17,21). Ce référentiel comporte des variables comportementales concernant
I'agressivité ainsi que des variables morphologiques. Le référentiel épigénétique a été établi
sur les 14 individus males agés de 21 semaines post-éclosion(wph) ayant été testés en
comportement. Ce référentiel comporte les valeurs de méthylations de bases nucléotidiques
CpG de 5 génes du TLR pathway potentiellement impliqué dans le processus de vieillissement.
Concernant le référentiel génétique, seulement 2 des 5 génes candidats ont pu étre analysés
guant a leur expression relative pour les 14 individus males agés de 21 semaines. Seul I'objectif
spécifique d’agressivité en fonction de I'dge a pu étre atteint lors de la réalisation de ce
mémoire. Le nombre de poissons disponibles initialement n’a pas permis d’étudier I'évolution
des génes du TLR pathway au cours du vieillissement autant du point de vue de la méthylation

gue du point de vue de I'expression.

1) Taux de survie du Nothobranchius furzeri

En 2003, I'article de Valdesalici et Cellerino a définit I'espérance de vie maximale de la souche
GRZ comme étant de 12 semaines (Valdesalici et Cellerino, 2003). Cette publication est une
référence dans le domaine et est citée dans la majorité des articles traitants de
Nothobranchius furzeri. Cependant, dans le cadre de cette étude, les résultats montrent que
14 individus sur les 20 poissons testés initialement ont vécu au moins vingt-et-une semaine.
Cette différence de vie moyenne pourrait indiquer une augmentation de I'espérance de vie de
la souche GRZ en laboratoire entre 2003 et 2020. Les individus de la souche GRZ descendent
tous de la méme population prélevée dans les années 70. Pour cette lignée, la force de
sélection principale de leur environnement d’origine a disparu dés la deuxieme génération
élevée en laboratoire. De plus, les conditions stables de vie en laboratoire associées avec un

brassage génétique tres faible augmentent le taux d’homozygotie de la souche au fil des
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générations (Platzer et Englert, 2016). Une sélection artificielle due a ce nouvel
environnement a pu se réaliser sur les individus vivants plus longtemps, ce qui pourrait étre
une piste pour expliquer I'augmentation de I'espérance de vie entre 2003 et 2020. Cette
sélection peut étre expliquée en considérant, comme expliqué plus t6t dans I'introduction, le
vieillissement comme le résultat de compromis énergétiques (Kirkwood et al., 1991 ; Lemaitre
et al., 2015). En milieu naturel, les individus avec le meilleur fitness par rapport a leur
environnement maximisent leurs chances d’assurer leur descendance (Cellerino et al., 2016).
L'allocation d’énergie en milieu naturel dédié a la reproduction est en général élevée laissant
ainsi moins d’énergie pour la maintenance et cela a pour conséquence un développement
rapide du vieillissement. (Kirkwood et al., 1991 ; Lemaitre et al., 2015). En laboratoire,
I’énergie dépensée pour la reproduction, la recherche de nourriture ou bien la compétition
est en général quasi nulle. Comme conséquence, une énergie plus faible serait investie dans
la reproduction car la pression de sélection serait moins forte. De cela découlerait plus
d’énergie investie dans la maintenance, retardant ainsi le vieillissement chez Nothobranchius

furzeri.

Une autre hypothése d’influence sur le ralentissement du vieillissement résiderait dans la
différence de design entre ce mémoire et celui de 'article de Valdesalici et Cellerino. Dans leur
étude, les individus étudiés vivent en communauté dans un bassin tandis que lors de la
réalisation de ce mémoire, les individus ont vécu dans des bassins individuels des maturité
sexuelle (5 semaines). Cela pourrait expliquer en partie la différence entre les deux espérances
de vie. Les males n’ont donc aucunes interactions avec leur congénéres et un apport constant
en nourriture, ce qui n’est jamais le cas en milieu naturel. De plus, I'agression entre males,
comportement fréquent dans I’environnement naturel de ce poisson, n’est plus possible due
a leur isolement (Reichard et al., 2009). Des lors, plus d’énergie pourrait étre allouée dans la
maintenance et donc cela retarderait le vieillissement. Peut-étre qu’une étude de l'influence

sociale de ces poissons sur le vieillissement pourrait étre intéressante.
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2) Test d’agressivité MIA

L’étude du comportement agressif a été rendu possible grace au design expérimental et grace
au test MIA réalisé sur les 14 individus males jusqu’en semaine 21. Le test MIA a déja été
utilisé notamment pour de nombreuses espéces de poissons tel que le poisson-zébre (Danio
rerio), I'épinoche a trois épines (Gasterosteus aculeatus), |'espece Brycon amazonicus,
I'espéce Pelvicachromis pulcher ou encore le poisson de combat siamois Betta splendens
(Norton et Gutiérrez, 2019 ; Norton et al., 2011 ; Ramos et al., 2021 ; Scherer et al., 2016 ;
Serra et al., 2017). Ce test peut étre utilisé pour mesurer |'agressivité car il a été reconnu que
I'image reflétée dans le miroir est interprétée comme celle d’un congénére ou d’un rival pour
le poisson (Balzarini et al., 2014). Cependant, il existe des différences dans les réponses
hormonales et génomique lorsqu’un poisson combat un vrai adversaire ou sa propre image
dans un miroir. Etant une image dans un miroir, les poissons testés ne connaissent pas de
victoire ou de défaite sur leur opposant, ce qui peut deés lors influencer les réponses
hormonales ou génomique (Teles et Oliveira, 2016 ; Balzarini et al., 2014). Du point de vue du
bien-étre animal, des combats entre poissons n‘ont pas été réalisés. Dans le cadre de ce
mémoire, le design de I'aréne a été adapté par la création de zones ainsi qu’en disposant le
miroir le long d’'un des c6tés sans aucune inclinaison. Une étude récente a montré que
finalement les poissons pouvaient étre plus stressés par I'image dans le miroir que par un
individu réel (Hubend, Horky, et Slavik 2021). Le stress plus élevé pouvant alors s’expliquer par
une frustration du poisson due au comportement non-naturel de son image dans le miroir
(Elwood et al., 2014). Cependant, les combats entre individus entrainent également un lot de
stress et méme parfois des blessures pour les poissons. Des lors |'utilisation du MIA fait sens

tant du point de vue du stress que du point de vue du bien-étre animal.

3) Analyse de I’agressivité avec I’age

Jusqu’a aujourd’hui, la recherche a permis de découvrir la gliose, la réduction de la
neurogenése ainsi que la neurodégénérescence chez Nothobranchius furzeri comme signe de
vieillissement commun avec les mammiféres (Valenzano et al., 2006 ; Tozzini et al., 2012). La
neurodégénérescence est un terme souvent repris car également attribuée a la neuro-
inflammation elle-méme liée aux TLRs (Okun et al., 2011 ; Mattson et Arumugam, 2018). En

effet, il est désormais accepté que les TLR ont une implication dans le processus de
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vieillissement et plus particulierement dans la neuro-inflammation. En réalité, il existe un
croisement des mécanismes moléculaire de la senescence cellulaire ainsi que de I'induction
de I'inflammation par I'activation de certaines voies de signalisation comme celle de TLR/NF-
kB et bien d’autres (Moskalev et al., 2020). De sorte que désormais le terme « inflamm-aging »
est communément utilisé (Franceschi et al., 2000). Des chercheurs ont su prouver un
changement d’expression des TLR avec |’age chez les macrophages en réponse a un pathogéne
(Liang et al., 2009). Ce changement pourrait rejoindre une autre hypothése qui est celle des
endotoxines. Celle-ci stipule que les endotoxines seraient la cause ou auraient une
contribution importante dans la neurodégénérescence (Brown, 2019). En réalité, Les TLR
jouent un role de médiateurs pour la neuro-inflammation. En réponse a un pathogéne, les
astrocytes et la microglie entrainent une surexpression des cytokines pro-inflammatoires ainsi
que de la voie TLR4/ NF-kB. Cette neuro-inflammation et ultimement la neurodégénérescence

liée peut étre réduite en utilisant un inhibiteur de TLR4 (Zhang et al., 2018).

Récemment, la neuro-inflammation a été prouvé comme étant un facteur clé interagissant
avec des corrélats neurobiologiques du trouble de dépression majeure comme
I'appauvrissement de la sérotonine cérébrale ou encore le déreglement de I'axe
hypothalamus-hypophyse-surrénaline (HPA) (Troubat et al., 2021). La sérotonine est, comme
vu dans la partie introductive, impliquée dans de nombreux comportements notamment dans
I'agressivité (Dierick et Greenspan, 2007). Une déficience en sérotonine a été prouvée chez
des individus plus agressifs ainsi que chez les personnes atteintes de la maladie d’Alzheimer
(zarros et al., 2005). De plus, une augmentation de I'agressivité est généralement associée aux
maladies neurodégénératives comme Alzheimer (Davies et al., 2018). Dans le méme ordre
d’idée, un article récent a été publiée en 2017 sur I'influence de la consommation de boissons
sucrées sur le comportement agressif. Cert article mets en valeur par une analyse
transcriptomique que la consommation a long terme de boissons sucrées dérégulerait les
voies transcriptionnelles des réponses inflammatoires dans le cerveau. Cette étude démontre
méme que la consommation a long terme de boissons sucrées depuis I'enfance jusqu’a I'age
adulte favoriserait le développement d’'un comportement agressif modulé par une
dérégulation des réponses inflammatoires dans le cerveau (Choi et al.,. 2017). Ces réponses
inflammatoires sont elles-mémes régulées par les TLR. Il serait donc tres intéressant de voir si

le vieillissement pourrait avoir le méme effet en effectuant une analyse du méme type.
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Dans ce mémoire, L'effet significatif de I'dge a été prouvé de maniere statistique pour le
nombre de morsures. La réduction du nombre de morsures observé en semaine 21 laisse
supposer une diminution de I'agressivité. Il a été prouvé chez Nothobranchius furzeri une
altération liée a I’age de ’ARNm des genes liés a la sérotonine. Ces modifications liées a I'age
ont de nombreuses similitudes avec celles présentent chez ’homme ou les rats (Evsiukova et
al., 2021). Il est désormais prouvé que Les TLR sont des régulateurs de la fonction du cerveau
et, par conséquent, des changements synaptiques et comportementaux inadaptés en plus de
I'activation de la microglie et des réponses inflammatoires, (Liu, Wu, et Li 2019). Le
vieillissement et le changement d’expression des TLR avec lI'dge pourrait influencer
ultimement I’expression des genes liés a la sérotonine. Les TLR pouvant entrainer une neuro-
inflammation qui peut a son tour entrainer un appauvrissement de la sérotonine et influencer
le comportement. Peut-étre que la diminution de I'agressivité en semaine 21 serait lié a un
changement du comportement lié au vieillissement et aux TLR. Cependant rien ne nous
permet de 'affirmer dans le cadre de ce mémoire. |l serait intéressant dans une étude future

de s’attarder sur les TLR, le vieillissement ainsi que la sérotonine.

Dans la thése d’Alessandra Carion, une diminution de I'agressivité a été observé avec |'age
chez Kryptolebias marmoratus (Carion, 2020). Cela pourrait correspondre a la diminution
observée en semaine 21 chez Nothobranchius furzeri. Cependant, cette augmentation
d’agressivité par le biais des morsures a deux stades vieux s13 et S17 puis la diminution en S21
est assez particuliére et n’a pas été décrite dans la littérature. Il est plus probable que cela soit
lige au faible nombre d’individus testés et a la variabilité inter-individuelle discutée

ultérieurement.

Concernant la latence avant la premiere morsure ainsi que le temps passé en zone éloignée,
rien de spécialement intéressant ressort des analyses mis a part I'effet de la conductivité sur
la zone éloignée. Ce qui n’est pas vraiment explicable étant donné que cette variable était
censée étre controlée et que celle-ci ne peut en aucun cas expliquer la présence du poisson
ou non dans la zone éloignée (ou alors cela voudrait dire que la conductivité n’est pas similaire
en tout point de I'arene de test). L’existence d’une diminution de la salinité en semaine 9 doit

exercer une influence dans I'analyse et donc étre détecté comme un effet potentiel.
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4) Distance parcourue relative avec I’age

Grace a l'analyse effectuée sur la distance parcourue relative en fonction de I'dge, il a été
possible de mettre en évidence que les individus testés sous MIA ont parcouru plus de
distance en semaine 13 que durant les autres semaines. La figure 16 montre une certaine
tendance d’augmentation progressive de la distance parcourue jusqu’en semaine 13 suivie
d’une diminution progressive jusqu’en semaine 21. Cette augmentation de la distance
parcourue de la semaine 5 a la semaine 13 serait expliqué par le passage du stade juvénile au
stade adulte. Le développement des muscles lors du passage d’un stade a I'autre entrainerait
alors une amélioration des capacités a nager (Heid, 2018). Ce qui est intéressant dans cette
étude c’est de voir la diminution de la distance parcourue jusqu’en semaine 21. La
comparaison avec le nombre de morsures pourrait étre pertinente malgré le fait que le
nombre de morsure en s17 est encore assez élevé. Une diminution de la locomotion chez les
Nothobranchius furzeri agés a déja été démontré a de nombreuses reprises (Genade et al.,
2005 ; Valenzano et al., 2006 ; Reichard et al., 2009 ; Heid, 2018). En réalité ce n’est pas propre
a cette espéce car il y a une baisse des performances physiques liées a I'dge chez de
nombreuses autres especes dont ’hnomme (Baker et Tang, 2010 ; Gilbert et al., 2014 ; Arnold
et al., 2017 ; Hamezah et al., 2017). Chez 'homme vieillissant tout comme chez le poisson
zébre ou encore ici le Nothobranchius furzeri, la diminution des capacités physiques est en
partie attribuée a la sarcopénie et donc a la perte de masse et de force associée (Lushaj et al.,
2008 ; Terzibasi et al., 2008 ; Gilbert et al., 2014). La structure anormale des muscles associés
a la sarcopénie serait la cause d’une fréquence accrue de courbure de la colonne vertébrale
chez le poisson-zébre agé (Gerhard et Cheng, 2002). Cela est sans doute le cas aussi pour le
killifish turquoise étant donné que cette courbure de la colonne vertébrale est aussi observée
aux stades agés (Terzibasi et al., 2008). En plus de tout cela, en vieillissant, la dépense
énergétique pour se déplacer est de plus en plus importante. Cela améne les individus a moins

se mouvoir (Ortega et Farley, 2015).

Une explication qui pourrait rejoindre la tendance observée avec le nombre de morsure serait
gue les poissons agés ont moins d’énergie a dépenser pour effectuer des mouvements tels
qgue les morsures ou le déplacement. Dans les grandes caractéristiques du vieillissement, on
retrouve les dysfonctions mitochondriales, la sénescence cellulaire ou encore I'altération de

la communication intercellulaire (Lopez-Otin et al., 2013). Ces processus, qui impactent
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I'organisme entierement, engendreraient une allocation d’énergie plus importante dans le
maintien des individus agés plutot que dans la dépense d’énergie pour des morsures ou un

déplacement.

ey, 7 ®

5) Agressivité et variabilité inter-individuelle

Dans le cadre de cette étude, il a été possible de remarquer une diversité dans les réponses
des individus au fil du temps. Les répétabilités calculées pour chacune des variables d’intéréts
se situent entre 0-30% sauf pour la distance parcourue relative. Cela signifie que les mesures
prises entre chaque individu ne représentent que 0-30% de la variance totale du test. Les
estimations de répétabilité obtenues ne sont pas assez importantes que pour affirmer la
présence d’une individualité, celle-ci nécessitant une répétabilité de 30% (Bierbach et al., 2017
; Schuster et al., 2017). Cependant, c’est le cas pour la distance parcourue relative. Dans le cas
de cette analyse en fonction de I'age, les poissons sont différents les uns des autres par
rapport aux réplicas (age) du méme poisson. Pour les autres variables, le faible nombre
d’individus disponible a influencé la qualité de I'analyse et donc le rejet de I'individualité n’est
pas forcément représentatif de la réalité. Mais il est tout de méme important que dans ce
mémoire, il existe une individualité pour la distance parcourue relative mais pas pour le
nombre de morsures ou la latence avant la premiére morsure. Dés lors, ces deux composantes
de l'agressivité analysées ici ne permettent pas d’affirmer que I'agressivité est un trait de

personnalité.

Toutefois, comme I'agressivité est un trait de personnalité, il devrait étre cohérent dans le
temps (Stamp et Groothuis, 2010). Or ce qui est observé dans les résultats est une variation
de l'agressivité en fonction de I’'age. En prenant I'exemple du poisson 59, celui-ci voit son
nombre de morsures augmenter de maniére réguliere jusqu’a avoir une diminution assez
importante en semaine 21. Certains poissons tendaient a faire plus de morsures que d’autres
a certains moments de leur vie mais cela changeait radicalement d’une semaine a |'autre
montrant que dans le cadre de cette expérience et sur ces 14 poissons, |'agressivité n’est pas
continue dans le temps. C'est pourquoi en général les études comportementales nécessitent

un grand nombre d’individu pour limiter au maximum la variabilité inter-individuelle.

Toutefois, il serait également possible que ce comportement agressif représente un

comportement artefact. Il a été prouvé que le contact social était important au
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développement d’un trait de personnalité (Bierbach et al., 2017, Freund et al., 2013a). Pour
le poisson-zébre par exemple, I'environnement social peut avoir un impact sur la variance
phénotypique de I'agressivité (Moore et al.,. 1997 ; Wolf et al., 1998 ; 1999 ; Wilson et al.,
2009 ; McGlothlin et al., 2010). Cependant, Nothobranchius furzeri n’est pas une espéce vivant
en banc et il a été prouvé que les poissons solitaires présentaient des niveaux d'agressivité

plus élevés que les poissons élevés en groupes sociaux (Thoré et al., 2020).

L’habituation pourrait également expliquer le manque de continuité dans I'agressivité chez les
individus testés. L 'habituation au cours du temps est généralement associée a une diminution
de la réponse comportementale a la suite de la reconnaissance des stimuli procurés par le test
(Winandy et Denoél, 2013). Cependant, I'"habituation peut également étre soumise a des
variations entre individus de sorte que certains individus n’apprennent pas de la méme
maniére et donc, avec une différence du taux d’habituation entre individus (Bell et Peeke,
2012). Cela expliquerait donc pourquoi on observe une diminution du nombre de morsures
chez certains individus en semaine 21 alors qu’il augmente pour d’autres. Il existe aussi la
possibilité d’'une interaction entre habituation et effet du vieillissement sur ce poisson, ce qui

traduirait un certain apprentissage.

De plus, la variabilité inter-individuelle comportementale pourrait étre vu comme un des
mécanismes originels a I'existence de I'écologie comportementale expliquant le
comportement animal d’un point de vue évolutif et fonctionnel. Dans ce cas, la variabilité
observée durant ce test comportemental d’agressivité pourrait étre vue comme de la
plasticité comportementale, mécanisme permettant de s’adapter au mieux a des variations

environnementales (Thoré et al., 2018).

En somme, La variabilité inter-individuelle combiné avec une certaine habituation pour
certains individus est une hypothése pour expliquer ces différences dans le nombre de

morsures traduisant une différence d’agressivité de ces poissons lors de leur vieillissement.
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6) Analyse de I’agressivité en S21

Les analyses effectuées sur les 10 individus en semaine 21 ont permis de détecter des effets
pour le nombre de morsures ainsi que pour le temps passé en zone intermédiaire. Tout
d’abord, il a été trouvé que, le niveau de méthylation des géenes TLR2, 7 ainsi que la partie
promotrice de Tollip ont un effet significatif sur le nombre de morsures observé en semaine
21. Dans la littérature, une étude sur des souris knock-out TLR2 a prouvé que cela induisait un
comportement schizophrénique chez ces mémes souris avec notamment des troubles
cognitifs, des comportements anxiogénes ou encore un retrait social (Park et al., 2015). Chez
les poissons étudiés lors de cette analyse, il est possible qu’une expression plus faible du gene
TLR2 entrainerait un comportement anxiogene et donc un nombre de morsures moins
élevées. Cependant, rien ne permet d’affirmer cela et il manque des données pour les
semaines précédentes. Concernant TLR7, sa suppression entraine une réduction de
I'agressivité et de I'anxiété encore une fois chez les souris (Hung et al., 2018). Encore une fois,
sans données de comparaison avec les autres semaines de test, il n’est pas possible d’affirmer
guoique ce soit. Pour ce qui concerne Tollip, la seule littérature scientifique qui mentionne un

lien avec I'agressivité et le comportement est la these d’Alessandra Carion (2020).

L'aire de la nageoire caudale ainsi que le poids des testicules peut cependant avoir un impact
sur I'agressivité méme si cela n’est pas prouvable dans le cadre de ce mémoire. L'étude de
Alward et al., a démontré que la taille influencait la notion de dominance chez les poissons
territoriaux de sorte que les males plus gros soit plus susceptible d’étre les males dominants.
Dans cet article, les individus de I'espece étudiée (Astatotilapia burtoni) qui sont qualifiés de
males dominants ont comme caractéristiques une grande taille, des couleurs plus prononcées
ainsi que de testicules plus lourdes que les autres males (Alward et al.,. 2021). Ce qui pourrait
donc expliquer I'effet significatif de I'aire de la nageoire caudale ainsi que le poids des
testicules dans cette analyse en S21. Cependant, les données brutes ne vont pas dans ce sens.
En analysant celles-ci, il apparait que les individus ayant effectué le plus de morsures en
semaine 21 n’ont pas les valeurs les plus élevées pour le poids des testicules ainsi que pour

I'aire de la nageoire caudale.

Pour le temps passé dans la zone intermédiaire, les effets significatifs sont la taille, la

conductivité, I'expression relative de Tollip ainsi que celle de TLR5. L’effet de la conductivité
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de I'expression de Tollip ainsi que TLR5 n’a pas vraiment de sens dans cette analyse. Il est peu
probable qu’il existe un quelconque effet réel de ces variables sur le temps passé dans la zone
intermédiaire. En ce qui concerne la taille en revanche, il est possible que celle-ci ait influencée
le temps passé en zone intermédiaire. Grace aux données brutes, il est possible d’observer
gu’effectivement, la proportion du temps passé en zone intermédiaire est plus élevée chez les
poissons de plus grande taille. Il est effectivement intéressant d’observer que les poissons
mesurant plus de 5 cm en semaine 21 passe plus de temps en zone intermédiaire plutét qu’en
zone proche. Un lien peut également étre établi avec le fait que ces mémes poissons réalisent
moins de morsures que les autres. Cela irait donc dans I'idée que chez les poissons grands et
vieux sont encore moins agressifs que les autres poissons du méme age chez Nothobranchius
furzeri. Cependant, il est impossible de prouver cela dans cette analyse, mais une étude plus

approfondie allant dans ce sens pourrait potentiellement étre intéressante.

Cette analyse a été réalisée sur un échantillon de petite taille. Il est fort probable que dans ce
cas-ci les effets significatifs soient en réalité des variables qui ont été captées comme
associées a la variable réponse étudiée mais pas comme causale a celle-ci. Et cela est

notamment d’autant plus probable que I’échantillon est petit.

7) Caractérisation épigénétique

La méthylation de cing génes a été analysée sur le cerveau de 14 individus males agés de 21
semaines. Ces séquences géniques sont des parties riches en CpG de deux promoteurs, et de
guatre introns. Les promoteurs ont été choisis car leur méthylation peut influencer
directement les taux d’expressions géniques, ce qui peut influencer I'expression d’un
phénotype (Schiibeler, 2015). Les introns ont été choisis car leurs patterns de méthylation
sont impligqués dans I'épissage alternatif des ARNs messagers transcrits a partir des séquences
géniques. Ces épissages déterminent les produits des génes et in fine, I'expression de
phénotypes (Jones, 2012). Ces séquences ont été étudiées sur 5 genes : Tollip, TLR2, TLR5,
TLR7, TLRS.
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6.1) TLR2

TLR 2 serait accompagné d’un changement de signalisation avec le vieillissement (Bailey et al.,
2019). Son role est connu entre autres dans la reconnaissance des composants chez la
bactérie Mycobacterium tuberculosis et dans l'induction de signaux pro-inflammatoires
(Underhill et al., 1999). Une hyperméthylation a été retrouvée chez TLR2 notamment en
présence de la bactérie Fasciola gigantica chez le buffle menant a une répression de la
transcription de TLR2 (Mei et al, 2019). Dans ce mémoire, une hyperméthylation a été
observée chez les individus agés de 21 semaines. Cela rejoindrait I'idée qu’il y aurait un
changement de signalisation ave I’age car moins de récepteur de type TLR2 présent entrainant
ainsi une cascade de réaction menant potentiellement a une neurodégénérescence (Bailey et
al., 2019). Mais rien ne permet d’affirmer cela étant donné que I'on ne connait pas le taux de
méthylation de ce géne a un stade plus jeune pour les Nothobranchius furzeri testés. De plus
la partie analysée est sans doute différente de celle utilisée dans les autres recherches

associées a la méthylation de TLR2.

6.2) TLRS

Le TLR5 est connu pour sa capacité a reconnaitre les protéines des flagelles bactériennes
(Olivieri et al.,, 2013). L'hyperméthylation observée dans ce mémoire indiquerait une
répression de transcription de TLR5 chez les Nothobranchius furzeri agés de 21 semaines.
Mais dans la plupart des études, TLR5 est associé a une augmentation de son expression liée
avec I'age (Mark et al., 2012 ; Qian et al., 2012). Il a méme été prouvé récemment que la sur
expression de TLR5 jouerait un réle dans la maladie d’Alzheimer (Herrera-Rivero et al., 2019).
Une étude sur la méthylation de TLR5 a prouvé que la méthylation du second site CpG du
promoteur du gene TLR5 entrainait une diminution de I'expression de celui-ci affectant la
résistance de porcelets a E. coliF18(Chao-Hui et al., 2018). Le résultat observé dans ce
mémoire va a I’encontre des résultats obtenus dans la littérature concernant I’expression de
TLR5 avec l'age, ce qui laisse supposer que les résultats obtenus dans cette étude sont
différents de la réalité ou alors différent chez Nothobranchius furzeri. Encore une fois, un effet

réel ne peut étre mis en valeur car il n’y a pas de données disponibles a un stade plus jeune.
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6.3) TLR7-TLR9

Ces génes sont réunis car leurs endosomes respectifs peuvent reconnaitre les molécules
d’acides nucléiques virales (Takeuchi et akira, 2009). Cependant, ils ont également leur
spécificité. TLR7 a été identifié dans I'implication de la neurodégénération lié a la maladie
d’Alzheimer (Lehmann et al., 2012). TLR9 quant a lui, voit son expression significativement
augmenter dans les muscles squelettiques de souris agées (Lyu et al., 2019). Une étude a
trouvé que certains sites CpG spécifiques du promoteur de TLR9 sont hyperméthylés dans des
régions du cerveau de patient atteint de la maladie d’Alzheimer comparés a des cerveaux de
personnes saines (Sun et Li, 2018). Le méme phénomeéne est observé dans ce mémoire méme

si aucun point de comparaison n’est possible.

Comme discuté plus tot, l'inflamm-aging et I'immunosenescence sont des signes du
vieillissement. Il apparait que les cellules dendritiques joueraient un role central dans
I'inflamm-aging humain (Gupta et Agrawal, 2013). Justement, il a été trouvé que TLR7 et TLR9
se retrouvaient sur les cellules dendritiques plasmacytoides (pDCs) qui sont des capteurs innés
qui produisent de I'lFN-a en réponse aux infections virales. Avec le vieillissement, il a été
prouvé qu’a la fois les réponses de TLR7 et TLR9 étaient altérées (Stout-Delgado et al., 2008).
Plus spécifiquement, les pDCs voient leur stimulation via TLR7 réduite comparé aux jeunes

adultes (Splunter et al., 2019).

L’hyperméthylation observée durant ce mémoire sur les individus testés pourrait indiquer une
répression de la transcription de TLR7 et TLR9. Ce résultat pourrait avoir une implication dans
le cas d’'une neurodégénérescence di a I'dge ou un inflammaging, ayant pour conséquence
une altération du niveau d’expression de ces deux genes. Cependant, des données plus

complétes sont nécessaires a ce sujet.

6.4) TOLLIP (toll interacting-protein)

Tollip est une protéine exprimée partout et conservée chez les vertébrés (homme, souris, rat,
poisson zebre, Xenopus) et les vers (TLI-1 chez Caenorhabditis elegans). Cette protéine sert de

molécule adaptatrice dans la voie de signalisation des récepteurs Toll-like (Bulut et al.,., 2001).

Une étude en lien avec le vieillissement a pu déterminer qu’une déficience en Tollip pouvait

accélérer la mort des neurones liée a des maladies neurologiques telles que la maladie
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d'Alzheimer (Chen et al., 2017). Selon la thése d’Alessandra Carion, il y a une différence entre
les individus non-agressifs ayant une méthylation de la partie promotrice du géne Tollip de
13,93% contre 55,22% chez les individus agressifs (Carion, 2020). Dans ce mémoire, on
observe une hypomeéthylation de la partie promotrice de Tollip associé a une diminution de
I'agressivité en semaine 21. Le manque de données de comparaison a un stade plus jeune et
I'impossibilité de créer un systeme avec des individus agressifs vs non-agressifs ne permet pas
de conclure quoique ce soit. Par rapport a nos données, la partie intragénique est
hyperméthylée. Concernant cette hyperméthylation, cela pourrait aller dans le méme sens
que l'article de Chen et al., avec une déficience de Tollip due a I’hyperméthylation de la zone
intragénique. Cependant, aucune cause a effet ne peut étre émise dans le cadre de ce
mémoire. Une étude plus détaillée de la méthylation totale de I'ensemble des genes analysées
sur plusieurs stades de vie chez le killifish turquoise pourrait étre tres informative quant a une
possible régulation épigénétique du vieillissement cérébral du poisson lié a

I'immunosenescence, I'inflamm-aging et a la neurodégénérescence.

Finalement, il serait intéressant a I'avenir de creuser plus en détail les analyses des génes TLR
tout en les mettant en lien avec I'agressivité étant donné que de plus en plus d’évidence
suggere une relation entre agressivité et systéme immunitaire (Wang et al., 2018). Quelques
études ont démontré une corrélation positive entre des cytokines pro-inflammatoire et les
traits agressifs provenant de troubles psychiatriques (Coccaro et al., 2015 ; Mommersteeg et
al., 2008). L’agressivité tend a étre modulé par la réponse immunitaire chez le rivulus des
mangroves tout comme chez 'homme (Carion, 2020). Comme cela a été discuté dans la
section 3 en ce qui concerne les liens entre comportement agressif, TLR et vieillissement, il est
probable d’observer la méme chose chez Nothobranchius furzeri mais le peu de données

disponibles ne permet pas de I'affirmer.
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Conclusion

La réalisation de ce mémoire a permis d’établir deux référentiels distincts liés au vieillissement

chez Nothobranchius furzeri dans nos laboratoires.

Premiérement, un référentiel phénotypique reprend les résultats du test d’agressivité MIA
réalisée sur plusieurs individus a cing stades de leur vie ainsi que les mesures morphologiques
associées a ces poissons en fin d’expérience. Le référentiel d’agressivité permet de souligner
une variabilité inter-individuelle élevée dans la réponse au test réalisé. Une variabilité des
réponses pour le nombre de morsures et la distance parcourue relative a également été
établie entre les différents stades de vie étudiés. La différence pour le nombre de morsures
est traduite par une augmentation du nombre de morsures en semaine 13 et 17 puis une
diminution de celui-ci a I'dge le plus avancé. Pour la distance parcourue relative, une
augmentation graduelle a été relevée jusqu’en semaine 13 puis une diminution. L’analyse de
la mortalité des individus a permis de suggérer une augmentation notoire de 'espérance de

vie de la souche GZR en laboratoire a I’'heure actuelle.

Finalement, un référentiel de méthylation et d’expression relative de séquences géniques a
été établi chez les poissons dgés de 21 semaines. Cing séquences géniques différentes du TLR
pathway ont pu étre caractérisées et peuvent étre étudiées a I'avenir sur des stades de vie
moins avancés de cette espece. Des effets de la partie promotrice de Tollip, TLR2 ainsi que
TLR7 ont été captés sur le nombre de morsures en semaine 21. C'est pourquoi une future
recherche sur I'effet des TLR sur le comportement agressif des individus agés de I'espéce
Nothobranchius furzeri est une piste prometteuse pour élucider le vieillissement du systéme

immunitaire, I'inflamm-aging et leurs influences sur I'agressivité.
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Perspectives

La base de données élaborée dans la partie comportementale de ce mémoire est une source
potentielle de nombreux approfondissements sur I'étude du comportement agressif de
Nothobranchius furzeri. Un plus grand nombre de poisson a tester pourrait étre intéressant
pour approfondir le sujet de sorte a pouvoir en prélever assez a chaque stade en vue des
analyses statistiques et biomoléculaires. De plus, ces individus pourraient étre analysés
directement en pyroséquencage et en gPCR, ce qui permettrait de lier phénotype,
méthylation et expression relative. Une future étude sur une diminution du nombre de
morsures a un age avancé tout en liant cela a une analyse de la méthylation des génes du TLR
pourrait aboutir a des conclusions intéressantes. De méme qu’une étude visant a étudier
I'effet des TLR sur la sérotonine tout au long du vieillissement. Vis-a-vis des méthylations
analysées, une étude supplémentaire sur des ages moins avancés serait idéale pour estimer
leur évolution lors du vieillissement. Ce mémoire a tout de méme permis la caractérisation de
plusieurs aspects du vieillissement de Nothobranchius furzeri dans notre laboratoire, étape

préliminaire aux futures études qui y seront réalisées sur ce modéele.
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Annexe

Annexe 1 : Séguences des amorces utilisés pour le pyroséguencage

Séquence amplifiée Type de primer Séquence
TLR2 intron 1 Forward TGAATTTAGATAAATAGGGTTGTGAAA
Reverse AACTAAAAACCAAAAACCAAACTAA
Sequencing GTAGTTGGTTTTTTGATTTTTTTA
TLR5 intro 3 Forward GATAGATGTTTTTTTATTTAGTTTGGAGAT
Reverse ACTCCAAAAAATCCCACAAAATACA
Sequencing AGTTTGGAGATTTTTTATTTTTTAA
TLR7 Intron 5 Forward TGGTATATTTATTATTTTTGTAGGGTTAAG
Reverse TCCCTCATCACCCACTCA
Sequencing GGTTAAGTTTAAAGGTTATGG
TLR9 promoteur Forward AGGAATTTTGAGTTTAATATGTAGGTTG
Reverse ACAAAAAACAACTTTCCCAATTTCA
Sequencing TGAGTTTAATATGTAGGTTGA
TOLLIP intron 2 Forward ATTGAGTGTTAGATTGGAGAAGT
Reverse TCACTAAACCAAAACCCAATCC
Sequencing TGTTAGATTGGAGAAGTT
TOLLIP promoteur Forward GGTTTTAAAAGGAGATTATAGAAGTTGT
Reverse CTACCTTCACCCAAAACA
Sequencing AAAGGAGATTATAGAAGTTGTA
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Annexe 1 : Séguences analysées en pyroséquencage apres traitement bisulfite

Location

Séquence

TLR2 intron 1

TLR5 intro 3

TLR7 Intron 5

TLR9 promoteur

TOLLIP intron 2

TOLLIP promoteur

GTTGTAGAYGTGATYGTTGTAGAGTTTTGATATTTAGAGTAAATTAG

TYGTTTTAYGTTTTYGGGTYGTTGTTYGTTTTTTGATAGAYGTAAAGG

AAAYGTYGTT

ATAATTTTTTAGTTTTTTTTGATTTYGATTGTTTTYGGTYGTTTYGTTAT

TTTAGTTTGTTAGTTAATYGTTTTTATTGTGA

TYGTTTGTATTTTAAGAGYGTAGTTTAYGAYGTATTTGTGGTTTAYGAT

AAAGATGATTTYGTYGTAT

AYGTGAAAATAGTTTTTTATTTTTATTTTTTGTATTAGTAYGGAAAAT

GTTTAGTTTYGAAAAGATTGATAGATTTATGTYGTATTTTTATTTAATA

TTTATGGATTTAATYGTTTTTGT

TAAAGGATATGATYGTATYGGYGGTGTTAGATGAGYGTYGGATTTATT

TATATTTTAAGGGAGTTTTAYGAGTAGTAGGTGTGTGGAGGATGTTAT

AGAGTTTATATAATTTTTAATTGGGTTYGTT

GATATTYGGGAGAYGGTATGGYGATTATTATGAGTATTTAGAGAGGAT

AGGTAAYGYGTATTYGAGTTTTTTGTTATGGAAATAATAAATATTTAGTT

TTTAGTYGGATTTTYGGATAAYGTTTTTTTTTATT
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Annexe 3 : Tableau récapitulatif des amorces utilisées en gPCR

GOl N° amorce Forward Reverse

1 CAGCTACAATCCAGCGTGTT TCACTGCTGCTGGTAAGGAC

TOLLIP 2 CCCACAGACCAGCATCATAG CTCACATGCAGCATCTCCTT

3 CATTCGGTTGGTTGTGAAAG GTGGGATTAGCCATCCAGTT

TLRS 1 GGTCCAAAGATGAGCCCTAA AGGAAGTCTCTGGCCTCAAA

2 TCAGCGATTCTCCAGATGAG TCTGTTAATGCTGGGAGCAG

1 GGAGATGTGCAGTCATTTGG CTCTGGGAAAGGTTGTCGAT

TLR7 2 GGGAGATGTGCAGTCATTTG CTCTGGGAAAGGTTGTCGAT
3 GGAGATGTGCAGTCATTTGG GATGCTCTGGGAAAGGTTGT

TLR2 1 ATCCTCATCCTCTCCCTGTG AGTCAGGTCATTGTCGGTCA

2 ATCCTCATCCTCTCCCTGTG GACCAGTCAGGTCATTGTCG
TLR9 1 GGCAACAGGAGGTTTCAACT TGCTGAACCATGAAGAAAGC

2 GTTCCTGGCCTTTCGTGTAT CGTTTACCACCTCACATCCA

House keeping
genes
TBP 1 CGGTTGGAGGGTTTAGTCCT GCAAGACGATTCTGGGTTTG
ACTB-1 1 CCTTCCTTCCTCGGTATGG AGGTGGGGCAATGATCTTAATC
GAPDH-1 1 AAAGTCGGAATCAATGGATTTGC TTAGTCGGGTCCCTCTCGTG
eEF1A-1 1 GTGGAAGTTTGAGACCAGCAAG CAACACCAGCAGCAACAATC
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Annexe 4 : Choix des variables dans les deux analyses statistiques.

Choix des variables explicatives pour I’analyse 1

La conductivité (notée Sal), la température, la taille ainsi que I'dge (timepoint) étaient a ma

disposition pour cette analyse. Une charte des corrélations a permis de mettre en valeur une

corrélation négative significative entre la température et la taille (figure 1 supplémentaire).

De plus, en faisant le graphe de I’évolution de la taille en fonction de I’dge (qui est une variable

prise par défaut), on y observe une corrélation positive comme sur la figure supplémentaire

ainsi que timepoint.
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Figure supplémentaire 1 : Charte de corrélation de I'ensemble des variables explicatives pour I'analyse 1
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Figure supplémentaire 2 : Graphe représentant I’évolution de la taille en fonction de I’dge chez les 14 individus testés.

Choix des variables réponses pour I’analyse 1

Huit variables réponses potentielles étaient a ma disposition lors de cette analyse. Sur base
de I’ACP (fig 3 et 4 supplémentaire), on peut observer que les variables qui ont les plus grosses
contributions dans les deux dimensions principales (et qui explique 67,6% de la variabilité)
sont RTDM (distance parcourue relative), PZinterm(proportion dans la zone intermédiaire),
Bite(morsures), LFB (latence avant la premiere morsure), Pzeloign(proportion dans la zone
éloignée) et Pzproche(proportion dans la zone proche). Cependant, PZproche posséde une
corrélation significative de 0.64 (fig supplémentaire 5) avec Bite. Cela est logique car le
poisson est dans la zone proche quand il effectue une morsure envers le miroir. Malgré les
nombreuses corrélations entre PZinterm et LFB avec les autres variables, le choix s’est tout de
méme porté sur LFB. Finalement, Il a été décidé de ne prendre que les variables RTDM, LFB,

Bite et PZeloign qui couvrent donc bien les deux axes principaux de I’ACP.
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Figure supplémentaire 3 : ACP des variables réponses de I'analyse 1
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Figure supplémentaire 4 : Contribution des variables de I’ACP selon les 3 premiéres dimensions.
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Figure supplémentaire 5 : Charte de corrélation de I’ensemble des variables réponses pour 'analyse 1

Choix des variables explicatives pour I’analyse 2

Le choix des variables explicatives concernant les mesures épigénétiques et d’expression se
sont basées en premier lieu sur la disponibilité suffisantes des données. C'est pourquoi dés le
début, les géne TLR5, TLR9 ainsi que la partie intragénique de tollip ont été écartés car
possédant trop de Na. Il a été décidé de ne garder dés lors que les génes avec suffisamment
de données pour pouvoir faire I'analyse, c’est-a-dire la méthylation de TLR2 (TLR2Meth),
TLR7(TLR7Meth), la partie promotrice de Tollip (TollipPMeth) ainsi que les expressions
relatives de Tollip (TOLLIPexp) et TLR5 (TLR5exp). Malgré cela, la taille de I’échantillon a d

étre réduite a 10 individus pour pouvoir lancer I'analyse.

Concernant les variables explicatives comportementales, une ACP a été réalisée sur les 6
variables a ma disposition. Il en ressort que la température (Temp), la taille, la conductivité, le

poids des testicules (PT), I'aire de la nageoire anale (NA), I’aire de la nageoire caudale (NC),
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I'aire de la bande jaune (BJ) ainsi que le poids des testicules divisé par le poids du poisson (T/P)
contribuent principalement dans les deux premiers axes de I’ACP. Ces deux axes principaux
expliquent 60,7% de la variabilité (fig supplémentaires 6 et 7). La variable taille ainsi que Sal
sont choisies car elles ont une contribution importante pour chacune des dimensions. NA est
écarté apres ce choix car corrélé a la Taille (0.70). Ensuite BJ et NC sont corrélées a hauteur
de 0.95 (fig suppplémentaire 8). NC est alors choisi car cette variable contribue plus que BJ
sur le deuxieme axe de I’ACP. PT est corrélé a T/P, mais posséde une plus grande contribution
que T/P dans la premiére dimension et est donc retenu. Il a donc été décidé de ne prendre
qgue les variables NC, PT, Taille et Sal. Ce qui fait qu’au final, I'ensemble des variables
explicatives pour cette analyse est NC, PT, Taille, température, TLR2ZMeth, TLR7Meth,

TollipPMeth, TOLLIPexp ainsi que TLR5exp.
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Figure supplémentaire 6 : ACP des variables explicatives de I'analyse 2
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Figure supplémentaire 7 : Contribution des variables de I’ACP selon les 3 premiéres dimensions.
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Figure supplémentaire 8 : Charte de corrélation de I’ensemble des variables explicatives (MIA) pour I'analyse 1
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Choix des variables réponses pour I’analyse 2

Huit variables réponses sont a nouveau analysées sous ACP pour pouvoir faire un choix sur
celles-ci. Les variables qui ont les plus grosses contributions selon les deux premiers axes de
I’ACP et qui expliquent donc 82,7% de la variabilité sont : RTDM, Bite, PZinterm, PZeloign,
PZproche. Il a été décidé a la vue de I'ACP ci-dessous (fig supplémentaire 9 et 10) de ne
prendre que les variables PZinterm, Bite, RTDM ainsi que PZeloign. PZproche ayant déja été
écarté auparavant due a une corrélation positive avec les morsures, elle est a nouveau rejetée.

La charte des corrélations de ces variables est disponible a la figure supplémentaire 11.
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Figure supplémentaire 9 : ACP des variables réponses de I'analyse 2

2020-2021 Boulez Aurélien 123



RTOM

Ymax

Bite

PZprache

PZinterm

PZeloign

PZrefuge

LFB

—_ ] (2]
= = =
= = =
] ] ]
L L

® -
® .
L

(s

%}

.62

14

7B

39

&to1

Figure supplémentaire 10 : Contribution des variables de I’ACP selon les 3 premieres dimensions.
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Figure supplémentaire 11 : Charte de corrélation de I'ensemble des variables explicatives (MIA) pour I'analyse 1

2020-2021

Boulez Aurélien

80

000 o008

124



Annexe 5 : Structures des modeéles et transformations des variables

Variable Analyse 1
Morsures
Latence avant la

premiére morsure

Temps passé en zone

éloignée

RTDM

Variable Analyse 2

Temps passé en zone

intermédiaire

Morsures

Temps passé en zone
éloignée

RTDM

Test

MIA

MIA

MIA

MIA

MIA

MIA

MIA

MIA

Modeéle

mnb14 <- glmer.nb(Bite~timepoint+(1|Fishnumber), data=test3,

control=glmerControl(optimizer="bobyqga"))

M34B <- Imer(LFB~timepoint+(1|Fishnumber), data=test3, REML=T)

M7A <- Imer(PZeloign~timepoint+Temp+Sal+(1| Fishnumber), data=test3, REML=T)

M5 <- Imer(RTDM~timepoint+(1 | Fishnumber), data=test3, REML=T)

Mod4B <- Im(PZinterm~NC+Sal+PT+Taille+TOLLIPexp+TLR5exp+TLR7Meth,

data=testFinale)

Mod23B <- gIm(Bite®NC+Sal+PT+TOLLIPexp+TLR7Meth+TLR2Meth+TollipPMeth,

data=testFinale, family = "poisson")

Mod3BB <- Im(PZeloign~®NC+Sal+PT+TOLLIPexp+TLR5exp+TLR7Meth+kellipPMeth,
tha{@ZinterimaNp+Taille+Temp+TOLLIPexp+TLR5exp+TLR7Meth,
sarigtFinale)

Im(RTDM~Taille+NC+Sal+PT+TOLLIPexp+TLR7Meth+TLR2Meth,

data=testFinale)

Transformation

Log(glm)

Log

orderNorm

orderNorm

Log(glm)

orderNorm
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