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A. Introduction générale
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Les problémes de santé liés a l'alimentation hypieitjue chez 'humain sont en constante
progression : 'obésité et les maladies cardiovias@s touchent des sujets de plus en plus
jeunes. Les femmes en age de procréer sont dotenéga touchées par cette nutrition trop
riche et déséquilibrée. Les données épidémiologiguexpérimentales disponibles indiquent
gu’'une perturbation de I'environnement fcetal indilnez la descendance une susceptibilité a
développer des maladies une fois arrivé a l'agelt@duOr ces constatations sont
essentiellement basés sur des modéles de restriddonutrition. Notre objectif est donc
d’aborder cette problématique par un modele d’exiéasports nutritionnels.

Je vais aborder cette problématique par une reeuka dittérature des données existantes,
humaines et animales avant de faire un rappeksmétabolisme lipidique et détailler le projet
de these et les protocoles expérimentaux, basésursuexcés d'apport en lipides et en

cholestérol.
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1. Lorigine feetale des maladies de I'adulte (DOhad)

1.1. Définition

Le concept dorigine foetale des maladies de Il'adultou « DOHaD »
(www.mrc.soton.ac.uk/dohad/) correspond a linducti par une perturbation du
développement embryonnaire ou foetal, d'une présiigpo a développer des maladies
métaboliques a I'age adulte chez le méme indivi@kite hypothése a été faite suite a des
études épidémiologiques humaines qui ont permidédeontrer que I'incidence des maladies
métaboliques de [l'adulte (obésité, hypertensionsisténce a [linsuline, syndrome
métabolique) est nettement augmentée quand lationtmaternelle a été perturbée a des
périodes critiques du développement feetal (revas PaCe phénoméne d’importance pour la
santé humaine est communément appelé hypothésarkierBprogrammation foetale, DOHaD
ou programmation métabolique. L’hypothese du phg®économe, « thrifty phenotype », a
été émise par Hales et Barker en fo92% faetus développerai in utero un phénotype
d’épargne, d’économie, lié a une insuffisance damppSi en post natal il existe une
abondance de nutrition, le foetus ne serait paspt@daa ce milieu et développerai des
maladies meétaboliques. Un des mécanismes pouvamiue a cette programmation
métabolique est lié au concept de «réponse adaptatedictive ». Cette hypothéese a été
émise par Gluckman et Hanson: les perturbationsopes pourraient induire une «réponse
adaptive prédictive » des geénes qui contrélent évebppement, c’est-a-dire que les
modifications génétiques ne sont pas immédiatefamorables a la survie, mais seront utiles
pendant la période postnatale dans I'environnenpeédictif (restreint si I'environnement
faetal est lui-méme restreifit)L’apport de substrats est essentiel pour la savise et le

développement de I'embryon, puis du foetus. Le qoingde chaine d’approvisionnement, ou
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« supply line %, met en évidence les différentes fenétres de ptibiliéé pendant lesquelles
des perturbations de I'équilibre nutritionnel matdrou néonatal pourraient entrainer des
conséquences a long terme. Les réserves corponetieegnelles, avant méme la conception,
pourraient influencer la maturation ovocytaire, ditionner I'environnement dans I'oviducte
ainsi que les réponses maternelles endocriniertnagtaboliques aux signaux embryonnaires

précoces, qui affecteront ensuite le développemiiryonnaire.

1.2. Etudes épidémiologiques humaines

Initialement il a été constaté un taux élevé detalitd infantile au début du XXeme siecle en
Angleterre associé a un taux €levé de déces addgke par maladies coronariennes chez les
survivants. Cette étude a fait pour la premiére fois le liemre les perturbations de
I'alimentation, la grossesse, le petit poids desseice et le développement de maladies a
'age adulte. Barker et Clark ont montré par I'éude la cohorte du Hertfordshire (16000
hommes et femmes nés entre 1911 et 1930) que leentauquel survient la perturbation de
la nutrition foetale induit des effets différentd’@ge adulte. Ainsi ces auteurs ont montré
gu’une restriction au premier trimestre induisaitpetit poids de naissance, une hypertension
artérielle a I'age adulte puis une prédispositiomx aaccidents vasculaires cérébraux
hémorragiques, alors qu’une restriction au deuxigimestre induisait en plus un diabete non
insulino dépendant et une prédisposition aux mefadioronariennes (et pas d’accident
vasculaire cérébral). Au troisieme trimestre cefauisait une prédisposition a une
hypertension artérielle, une hypercholestéroléenae, une susceptibilité aux maladies
coronariennes et aux accidents vasculaires cérébcatte fois ischémiques (revue ddns
L’étude de la cohorte d’enfants nés apres une eqétiode de famine aux Pays Bas pendant
la seconde guerre mondialmontrait aussi un effet différent en fonction dement de la

grossesse auquel est survenue cette famine. LeeFignontre le moment de la famine par
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Dutch Famine
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A | Late |
B Mid .
(& Early | i . . =birth

Figure 1. Exposition a la famine aux Pays Bas pendtala seconde guerre mondiale,
d’aprés Painter et al’.

A : Femmes exposées a la famine au dernier trimdstta grossesse

B : Femmes exposées a la famine au second trintsteegrossesse

C : Femmes exposées a la famine au premier trimmdetta grossesse

Un rectangle correspond a un trimestre.
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rapport a la naissance, le groupe controle étamiposé des enfants nés avant et aprés cette
période. Neuf cent douze personnes ont été exametiéeterrogées a un age moyen de 50 ans
(Figure 1). Les auteurs ont retrouvé plus de matadioronariennes, d’hyperlipidémie, de
perturbations de I'hémostase et d’obésité en cagpdsition a la famine en début de
grossesse, alors que I'exposition en milieu desgrese induisait plus de maladies respiratoires
obstructives et une albuminurie. En cas d’expasién fin de grossesse, il a été retrouve plus
d'intolérance au glucodelLe point commun de ces étuieSest qu'il y avait des effets
marqués de la sous-nutrition au cours de ces mIjatiémes si ces effets étaient parfois
différents voire contradictoires. De plus, une étuéicente a montré que I'hypersensibilité et
I'inattention des enfants a I'adge de 5 ans aing lgurr propre obésité étaient liee a I'obésité
maternelle avant la conceptfon

Il a été démontré que le petit poids de naissataiel@& a des complications métaboliques a
l'age adulté '° Une étude francaise a montré que les nouveawhyysirophes, une fois
devenus adultes et entre 'age de 22 et 30 anserdviendance a avoir une composition
lipidique plus importante et & prendre plus de pajd’'un groupe d’adultes nés eutrophies

Mais ce petit poids était-il lié a une prématunitduite ou spontanée ou a un réel probleme de
sous-nutrition foetale ? Pour répondre a cette muedtjaiser et al ont réalisé une étude
portant sur des adultes nés entre 1925 et 1949 eteSet a démontré que c’était bien le petit
poids de naissance, inférieur a -2DS par rappompads attendu, qui était lié a la maladie
ischémique myocardique, et non & la prématiritous avons effectué une revue de la
littérature publiée 2007 destinée aux gynécologulestétriciens qui reprend ces éléments
(Annexe 1J°. Par ce travail, nous avons voulu en particullerter les obstétriciens dont le
réle de prévention est primordial. En effet, dessgils qu’ils pourront donner et des mesures

gu'ils pourront faire appliquer peuvent dépendrditainution des syndromes métaboliques
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des générations suivantes. Depuis que cet articitéapublie, de nombreuses études
expérimentales animales et épidémiologiques hurmaioet conforté ces hypotheses,
particulierement en ce qui concerne la périodecpadeptionelle et les régimes alimentaires
enrichis.

Des données précieuses sont issues de la cohbleésihki. 1l s’agit du suivi d’enfants nés en
Finlande entre 1924 et 1933 et entre 1934 et ‘1942 Cette étude a demontré que les
syndromes dépressifs de I'adulte étaient liés apuééclampsie materneffe et que I'anxiété
chez I'adulte était liée au poids de naissance latrapidité du rattrapage du poids apres la
naissanck. Les enfants nés de mére ayant eu une prééclaprgsientaient également plus de
risques d’accident vasculaire cérébta® Le poids de naissance était aussi corrélé awec le
perturbations du bilan lipidique & I'age de 60 “An4'étude épidémiologique francaise
(Cohorte EDEN, MA Charles) devrait apporter égalehtes informations importantes dans
les années a venir. Dans cette étude, l'inclusemrderes a été effectuée avant 20 semaines
d’aménorrhée et le suivi des enfants va se pouss@M moins jusqu’a I'age de 5 ans. Cette
étude a démarré en 2003. Les premiéres publicaibon®tat d’un lien entre I'indice de masse
corporelle avant la gestation, le gain de poidsdpeh la grossesse, les complications
obstétricales et le poids de naiss&héé

L’effet transgénérationnel de ces perturbationsussiaété mis en évidence en particulier
I'étude de la cohorte Hollandaf8eDans la cohorte d’enfants nés de mére exposééainine

in utero, il N’y a pas de diminution du poids deéssance comparé a des témoins, mais une
diminution de la taille, donc augmentation de licelde masse corporelle (IMC). Par la suite,
ces descendants ont développé plus de problémesaugdon cardiovasculaires (maladies
infectieuses, maladies neurologiques, auto-immungs.ll. faut noter que toutes ces
différences n’existaient que pour les descendamtméres exposées in utero a la famine, et

pas pour les descendants de péres exposés inautefamine, méme si cette derniére cohorte
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est beaucoup moins importafiteDe plus 'age moyen de la cohorte étudiée e§Xans, et il
serait intéressant de la réévaluer a un age phluscav Cette transmission transgénérationnelle
a également été mise en évidence chez I'affiffalll est intéressant de noter qu’une étude
épidémiologique humaine (cohorte Hollandaise) a atém® que I'exposition prénatale a la
famine était corrélée avec une appétence partieyiéur les aliments gréds

Les études humaines évaluant les effets a longetattitune alimentation enrichie sont
inexistantes, alors que ce probleme de malnutrigende plus en plus fréquent. Une des
raisons est le caractere relativement récent de sette de troubles nutritionnels et il faudra
probablement plusieurs décennies avant que de®<tsutl le devenir a long terme chez
’'homme puissent étre disponibles. Cependant, diesées tres importantes existent déja

chez I'animal.

1.3. Etudes chez 'animal

1.3.1. Effets d’une alimentation enrichie pendant la gésta

Comme nous venons de le voir, I'essentiel des 6étydgbliées sur la thématique de
programmation foetale concerne les conséquences dastriction alimentaire. Peu d’études
se sont penchées sur les conséquences a longgerd@edescendance d’un régime enrichi en
lipides donné pendant la gestation, mais, comme pav Armitage, elles vont toutes dans le
méme sens : une propension pour la descendancectopiger un surpoids et des maladies
métabolique¥. Un des meilleurs exemples est I'étude de Katat. efui ont démontré en 2003
gue le fait de donner un régime enrichi en lipitthslard) a des rates gestantes induisait dans
la descendance une dysfonction de I'endothéliurnutase®. En 2004 ces mémes auteurs ont
utilisé un régime enrichi en lipides débuté au manue la mise a la reproduction et continué

pendant la phase d’allaitement. Ills ont démontré ks rats issus de meres soumises au
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régime enrichi pendant la gestation, I'allaitemenhensuite, avaient une fonction endothéliale
préservée comparée a des rats ayant eu une mergrenec le régime enrichi uniguement
pendant la gestation et I'allaitement, mais étaigmertendu®. Cette expérience montre bien
le mécanisme de réponse adaptative prédictive séiggé Gluckmait.

Récemment, Howie etalont réalisé une étude chez le rat Wistar en ddnnarrégime
alimentaire dit « High Fat » (HF : 45% de I'énergmus forme lipidique) avant et pendant la
gestation puis jusqu’au sevrage (groupe MHF) oleseent pendant la gestation et jusqu’au
sevrage (Groupe PLHF). Ces animaux et leur desoerdant été comparés a un groupe
témoin. Apres sevrage, les descendants ont retliaonent HF, soit I'aliment standard. Il
n'y avait pas de différence entre les groupes ergueconcerne la taille des portées.
Cependant, les poids de naissance des descentiiatg ignificativement plus faibles dans
les groupes MHF et PLHF par rapport aux contréfed’age adulte, ces mémes rats sont
devenus plus gros que les témoins malgré une alati@m normale. En cas d’alimentation HF
apres le sevrage, tous les rats devennaient pluddaue les témoins, mais les MHF et PLHF
I'étaient encore plus, et ceci était associé ahyperinsulinémie et une hyperlipidémie. Cette
étude a montré que c’est le régime pendant la ti@stqui induisait les conséquences a long
terme, indépendamment du régime prénatal ou apweags®.

Samuelson et al. avaient utilisé un régime ou é@taibduit le sucre afin de se rapprocher du
régime riche en lipides et en sucre que I'on petrbuver chez certaines jeunes femmes des
pays développés. Le régime utilisé (16% de lipid396 de sucre) a été donné pendant la
gestation chez la souris. Les souris issues desmsengs régime étaient moins actives, plus
lourdes et hyperphages. Les auteurs ont constaé®loésité a prédominance abdominale et
une hypertrophie des adipocytes accompagnées dhpeerinsulinémie et d'une
hyperglycémié®. De méme, chez la souris, les descendants deahése ont développé une

hyperphagie et une obésité”
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Ces données évoquent les résultats obtenus danétuse menée chez 'homme (cohorte
Hollandaise) dans laquelle Lussana et al. ont dém@aue I'exposition prénatale a la famine
était corrélée a une appétence particuliére paualiments gras.

La gestation est certes une période fondamentale lgonutrition foetale, mais il existe

désormais de nombreux arguments pour penser queetesles pré et périconceptionnelles

sont également des fenétres de susceptibilité iauptes.

1.3.2. Effets d’'une modification de I'alimentation en mé&le périconceptionelle

McMillen et al. ont publié une revue de la litténat en 2008 dans laquelle les auteurs
revenaient sur les résultats des expériences dersdrition préconceptionelle des brébis
une sous-nutrition importante (70% de diminutios d@ports) 45 jours (durée de gestation
chez la brebis : 146 a 148 joumjant la conception induisait un retard de croiseantra-
utérin, une mise bas prématutéet une hyperactivation de I'axe hypothalamo hypyspire®.
Kwong et al. ont démontré dans un modele de ratrgusous-nutrition protéique tres courte,
au moment de la période pré-implantatoire (de J@,5 de développement par rapport a une
gestation d’environ 25 jours), induisait une dintioo du nombre de cellules du blastocyste et
un retard de croissance se traduisant par un peidsissance rédefit

Watkins et al. ont comparé les effets de deux podes de nutrition chez la souris. Dans le
premier protocole, des souris ont été nourries avecegime pauvre en protéines (9% de
caséine) entre la mise a la reproduction et l'imggdon, ou a partir de la mise a la
reproduction jusqu’a la mise bas. Le groupe témedevait une alimentation normale pendant
toute la durée de l'étude. Dans le groupe de désces nés d’'une mere avec restriction
protéigue pendant touta gestation, le poids de naissance était ideatapx descendants du

groupe témoirt.
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Par contre, parmi les descendants de meres ayaat restriction_avantimplantation, les

femelles ont un poids significativement plus impattque les témoif Les descendants des
deux groupes de restriction ont des tensions elf&siplus élevées que les témdinde
méme régime isocalorique avec restriction protéigniguement donné pendant la phase de
maturation ovocytaire (régime normal a partir darise a la reproduction) n'a pas eu de
conséquence de ce régime sur le poids de naiseateeroissance post natale, mais il existait
un surcroit d’anxiété, et une hypertension artériaksociée a une diminution de taille des
reins et des néphrons dans le groupe sous rastffttLes expériences de Watkins montrent
bien qu’une perturbation de l'alimentation a dessgmuences importantes sur la descendance,
que le régime soit donné uniquement pendant la@erle maturation ovocytaire ou pendant
la période préimplantatoire.

Le rble clé de la période périconceptionnelle dergant été démontré par Maloney et al. : ces
auteurs ont nourri des rates avec un régime dafieie groupements méthyle et acide folique
3 semaines avant la gestation et pendant les Signejours de gestation. Ce régime donné
pendant la phase de maturation ovocytaire et léoge&rpréimplantatoire a eu un impact
important sur le métabolisme glucidique des desamtsd particulierement chez les males qui

ont développé une intolérance au gluébse
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La méthylation du promoteur d’'un géne est le plogvent associé a la repression du gene

cible. Les cytosines de '’ADN peuvent étre méthylpar des enzymes appelées ADN methyl

transferases qui interviennent au niveau de sifgS. @u méme titre que la méthylation de

I’ADN, les modifications post transcriptionellessdeistones contribuent a la régulation spatio

temporelle de I'expression génique. Ces modificetipeuvent faire intervenir I'acétylation ou

la méthylation qui peuvent toucher différents asidminés. L'acétylation est souvent corre
a une ouverture de la chromatine et a I'activatienl’expression des genes. Le degré
méthylation des histones joue un réle primordial laustructure chromatinienne, puisque
monomeéthylation est souvent associée a un étatnatinoine permissif tandis que les form

di- ou tri-méthylées sont globalement reliées &tan répressif.
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1.4. Mécanismes

1.4.1. Epigénétique

Les mécanismes mis en jeu dans lorigine fcetale metadies de I'adulte supposent
I'altération de I'expression de génes clés implijdéns la régulation de nombreuses fonctions
physiologiques comme le métabolisme du glucosdjdagénese, la réponse aux corticoides
et la fonction surrénalienne. Des modificationsgépétiques sont mises en place durant
I'ovogéneése et le développement embryonnaire pedtot Il a été montré en 2011 que le
niveau de méthylation de certains ilots CpG, mesurédes prélevements néonataux sont
corrélés avec l'adiposité a I'age de 9 ans. Une al@gines des maladies métaboliques est
donc une anomalie épigénétique précoce induitégarironnement’. Les auteurs suggérent
méme que le fait de dépister en néonatal ces aresTd® la méthylation pourraient permettre
ce cibler trés tét une population a risque afimutre en place des mesures de prévention,
voire des traitemerits

La méthylation en position 5 de la cytosine desidiéotides CpG est la modification épigénétique
de I'ADN la plus répandue. Lorsqu’elle survient ddes régions promotrices des genes, elle
inhibe leur expression. Puisqu’elle se transmetfalgon stable au travers des mitoses, la
méthylation de 'ADN permet notamment de mainteb@mpreinte parentale des quelques
dizaines de génes qui ne doivent étre exprimés parér d’'un seul allele (maternel ou paternel)
tout au long de la vie. La prépondérance des @& dans les séquences répétées du génome
(séquences rétrovirales endogénes, séquences LfeEpettrait de le protéger de rétro
transpositions inopportuneldne autre modification épigénétique fréquente &shbdification

de la structure tridimensionnelle de 'ADN (la mg@dttion de résidus lysines des histones
entraine la fermeture de la chromatine alors queétylation I'ouvre permettant la

transcription).
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Les génomes ovocytaires et spermatiques sont teus fbrtement méthylés au moment de la
fécondation. Chez la souris, dans les 4 heures ajgiée-ci, une diminution de la méthylation se
produit spécifiguement dans le pronoyau paterngdadir du stade 2 cellules et le mélange des 2
lots d’ADN, la méthylation des blastomeéres dimimwvec les clivages cellulaires successifs du fait
du doublement de la quantité d’ADN. Elle serait dubexclusion nucléaire de la DNA méthyl
transférase qui assure le maintien de la méthylaliiws des phases S. Ainsi, le niveau de
méthylation atteint un minimum au stade morula puremonte au stade blastocyste grace a la
méthylation préférentielle des cellules de la masdielaire interne.

Le lien complexe entre les altérations épigénéticaparues lors de moments cruciaux du
développement (période pré conceptionelle, phaaetidation transcriptionnelle du génome
embryonnaire développement embryonnaire ...) souluénce de I'environnement et la
santé & long terme sont mal corffiud’ Selon des données récentes sur les effets de la
nutrition ou de facteurs environnementaux, il péue supposé que I'exposition en période
préconceptionelle peut induire une altération dépifénome du conceptus, via des
modifications de la méthylation de '’ADN ou des nifmétions des histones au sein méme des
gaméte€™° Des altérations épigénétiques peuvent conduitesdchangements irréversibles
de destinée de cellules souches. Un changemenbgeréde détermination cellulaire peut
modifier le fonctionnement d’'un organe et induimesusceptibilité a certaines maladies a I'age
adulte’. Ce phénomeéne peut étre accentué par la nutgtdou périconceptionelle.

Certains genes sont plus susceptibles que d’aatresariations de I'environnement. Chez la
souris, une supplémentation en folates et autremealos de méthyle durant la gestation
permet de changer le profil d’expression d'allekmnsibles a la méthylation chez la

descendancé®.
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Chez la brebis, I'administration d’'un régime deéditi en groupements méthyle (carencé en
vitamines B et en en folates) durant la semainepgécede et pendant six jours apres la
fécondation (date a laquelle les embryons étaiemstérés dans des receveuses témoins)
induit une hypertension artérielle ainsi qu'un excge poids et d'adiposité chez les
descendants une fois aduffes®. Dans I'espéce humaine, une sous nutrition, une
supplémentation en acide folique, une obésité meller sont associés a des modifications
épigénétique de la progénitafe®

Des modifications épigénétiques liees a I'enviraneet sont donc a l'origine d’altérations a
long terme de l'expression de genes. Cependantddesmées sont peu nombreuses et il
n'existe pas a notre connaissance d’évaluation efésts de I'hyperlipidémie sur les
modifications épigénétiques embryonnaires ou fatal®e plus, la méthylation de I'ADN
n'est certainement pas le seul mécanisme puisqueecsont pas les modifications de la
méthylation qui sont responsables des effets téam@gtionnels observés chez la souris

Agouti (Agouti viable yellow}?.

1.4.2. Différentiation cellulaire

Les différences structurelles et fonctionnelleseobSes en fonction du régime maternel
refletent des régulations a court et a long termd’akpression de genes multiples. Certains
des effets rapportés peuvent provenir d’influereredocrines ou nutritionnelles au moment de
la gastrulation, comme les effets sur I'endocytode sac vitellin rapportés par
Watkins et al*®. Ainsi, des modifications précoces de cellule préeur des différents
feuillets pourraient entrainer des effets permanent la fonction des organes qui en sont

dérivés.
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1.5. Conclusion

Méme si les données épidémiologiques et expérinesntsiaccumulent pour prouver le
principe des origines fcetales des maladies de ItadiDOHad), les données publiées
explorent essentiellement les conséquences degtiess alimentaires. Cependant, on peut
constater que les données concernant une alimantatirichie en lipides et en cholestérol
sont peu nombreuses alors que dans les pays dpesldpexiste un réel probleme de santé
publique lié & une alimentation trop riche. En &ffa proportion d’adultes obéses ou
hypercholestérolémiques augmente régulieremensiAanprévalence de I'obésité en France
est passée de 8% en 1997 a 13% en °30@6 les femmes enceintes n’échappent pas a ce

phénomene.
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2. Généralités sur les acides gras, les lipides etdrolestérol.
Puisque ce travail de thése évalue I'effet d’'unmégenrichi en lipides et en cholestérol sur le
développement, il me semble important de faireappel sur les fonctions et le métabolisme

de ces éléments.

2.1. Les Acides Gras

Les acides gras sont classés en deux catégoriemetion de la présence ou non de doubles

liaisons : les acides gras saturés et les acidesiggatures (dont les acides gras essentiels).

2.1.1. Les acides gras saturés

Des taux élevés d’acides gras saturés dans I'atatien sont corrélés avec un plus haut risque
d’athérosclérose et de maladie coronaire. Les scglas saturés «trans » sont issus de
I'hnydrogénation des acides gras saturés par litnduagroalimentaire. Dans la configuration
« trans » les groupements sont du méme coté deepatutre d’'une double liaison alors
gu'ils sont du coté opposé dans une liaison «.cifl »en résulte que la configuration
géométrique est plutbt droite dans la forme «tsareors qu’elle est courbée dans la
configuration « cis ». La configuration « transesd@cides gras permet de solidifier les lipides,
d’ou leur utilisation dans l'industrie. Leur roléldtere est lié au fait que les acides gras trans
modifient fortement le ratio LDL/HDL. De maniere rg&ale, les acides gras saturés

augmentent le taux de LDL (athérogéne) sans dimieuux de HDL (protectelf)
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Figure 2. Schéma du métabolisme de I'ALA et du LA.
Ce métabolisme nécessite différentes enzymes @sniésaturases et des élongises
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2.1.2. Les acides gras essentiels

Les acides gras « essentiels » sont polyinsatilsésont dits essentiels car les précurseurs que
sont I'acidea-linolénique (ALA) et I'acide linoléique (LA) ne peent étre synthétisés par
I'organisme. Leur apport par I'alimentation est dondispensable. Les principaux dérivés de
'ALA sont l'acide eicosapentaénoique (EPA) et ithe docosahexaénoique (DHA) et
constituent le groupe des omégas 3 (double liasswrie carbone 3). De méme, le LA et ses
dérivés a longues chaines polyinsaturées que &mitdld dihommogammalinolénique et
'acide arachidonique (AA) constituent le groupesdemégas 6 (double liaison sur le
carbone 6).

Les acides gras sont tous source d’énergie. Letesaras essentiels conduisent, en plus
d’étre une source d’énergie, d’'une part a la s\gelte dérivés a longue chaine constitutifs de
toutes les membranes cellulaires (réle structweal)’autre part, a la synthese de médiateurs
bioactifs sous la forme de molécules oxygénéedgaiwides, docosanoides....). Les acides
gras essentiels et leurs dérivés oxygénés régaggiement de multiples voies métaboliques
en modulant certains processus de signalisatioaceitulaire, ainsi que I'expression de genes
cibles via I'activation spécifique de facteurs denscription. L'EPA et ses métabolites ont des
effets directs sur I'inflammation et la réponse iomtaire.

Le métabolisme de I'ALA et du LA,est schématiséglaas principales étapes dans la Figure
ci-contre (Figure 2}. Les deux familles d’acides gras essentiels né sasinterconvertibles,
mais elles entrent en compétition pour la voie égatliration — élongation, ce qui implique un
effet de « balance métabolique » entre ces deuxléamEn situation d’apports alimentaires
equilibrés, la voie de biosynthese des omégas Bégaa I'acide arachidonique. Elle se
poursuit au-dela lorsque cet apport est déficitair@mega 3, conduisant a la synthése d’acide

docosopentaénoique (Z2w6 en compensation de la diminution de synthéselda.D
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Figure 3. Molécule de Cholestérol.
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2.2. Le Cholestérol

La synthése des membranes biologiques dans toesesellules nécessite du cholestérol
( Figure 3).

Celui-ci peut étre fourni par les lipoprotéinescalantes ou synthétisé dans les cellules par
une voie métabolique utilisant 'acétyl-CoA, comladipogénese, dans le cytoplasme.

La synthése du cholestérol se fait dans le cytopdades cellules (en particulier dans I'intestin
et le foie) a partir de I'’hydroxy-méthyl-glutaryled (HMG-CoA) (Figure 4). L'HMG-CoA
provient de la condensation de 3 Acétyl-CoA vended peroxysomes. Les acides gras a
chaines courtes (C8) et la leucine sont aussi de gbstrats pour la synthese du cholestérol.
Dans la circulation sanguine, le cholestérol emstdporté sous forme libre ou estérifié par les
lipoprotéines. Le cholestérol circulant est indisgable pour de nombreuses cellules qui le
captent et l'utilisent pour la synthese de leursnimnes. Le cholestérol des lipoprotéines est
aussi le substrat de la synthese des hormonesd&grdans les glandes endocrines ou de la
vitamine D dans la peau.

Le transport du cholestérol est assuré par lepigiéines : les LDL qui le transportent dans le
sang vers les cellules des tissus périphériquess, anasi les HDL qui le recaptent au niveau
de ces cellules pour le rapporter au foie. Son bcdisane est alors contrdlé par la
70 hydroxylase, enzyme-clé de la transformation dolegiérol en acides biliaires et par le
taux de réabsorption des sels biliaires par leecgntérohépatique.

L’exces de cholestérol dans le sang est a l'origiealépodts de cholestérol dans la paroi des
artéres (athérome). Ces plaques d’athérome engendre diminution des qualités élastiques
des parois artérielles (artériosclérose) qui abautobturation d’'une artére (infarctus), ou a sa
rupture (hémorragie). La régulation du taux du ebw@rol sanguin est donc un facteur

important de la santé de chaque individu.
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Figure 4. Métabolisme du Cholestérol.
D’aprés A. Raisonnier « Lipides et lipoproteine2006, Université Paris VI, avec accord de
l'auteur.
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2.3. Les Lipides

Les lipides constituent une classe de moléculedimues hydrophobes (graisses ou huiles
solubles dans les solvants organiques), constiiésters d’acides gras a chaines moyennes

(=10 C), longues ou tres longues20 C).

2.3.1. Absorption des lipides

Les lipides du chyme (masse alimentaire élaborées da@stomac par la digestion) sont
hydrolysés dans le duodénum par les enzymes paigeres : lipase, phospholipase,
cholestérol estérase. L’hydrolyse des lipides reeane émulsification en gouttelettes grace
aux sels biliaires. Les sels biliaires sont indisadbles a I'action de la lipase pancréatique et
de son cofacteur protéique, la colipase.

Les produits de la digestion des lipides sont demaglycérides, des acides gras, du
cholestérol et des lysophospholipides. Ces nutrisnennt associés aux sels biliaires sous
forme de micelles qui permettent leur absorptionlpdordure « en brosse » des entérocytes.
Dans les entérocytes, les lipides sont synthéfis@suveau a partir du glycérophosphate pour
les phospholipides (voie de KENNEDY) et des monoéfides pour les triglycérides (voie de
CLARK et HUBSCHER). Le cholestérol est en partigggBé dans les entérocytes et en partie
réexcrété vers la lumiére intestinale. Les chyloaris sont synthétisés par les entérocytes et
sont drainés par les chyliferes (vaisseaux lymphas qui déversent la lymphe dans le sang

veineux).
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Figure 5. Constitution d’'une lipoprotéine.

Les lipoprotéines sont classées en cing classes eir densité et leur composition :

Les chylomicrons

Les VLDL (Lipoprotéine de tres faible densité)
Les LDL (Lipoprotéine de faible densité)

Les IDL (Lipoprotéine de densité intermédiaire)

Les HDL (Lipoprotéine de haute densité)
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2.3.2. Transport des lipides : Les Lipoprotéines

Les lipides circulent dans le sang grace a learsdns a des protéines (les apolipoprotéines) et
forment des complexes appelés lipoprotéines. Amsilipoprotéines distribuent les lipides
entre leurs sites de synthese, de stockage, shdidn et d'excrétion, en les orientant plus
particulierement vers les cibles cellulaires spgads.

La structure générale d'une lipoprotéine consistarenoyau lipidique fait de triglycérides et
d'esters de cholestérol, entouré par une coucheptaspholipides, de cholestérol et

d'apoprotéines (Figure 5).

2.3.3. Les chylomicrons (Figure 6)

Les chylomicrons sont formés dans les cellulesidiestin a partir des lipides alimentaires.

Ce sont des gouttelettes lipididiques de grandle &tiriches en triglycérides qui seront source
d’acides gras. Les chylomicrons sont synthétisés des entérocytes. Ils comprennent une
partie centrale riche en triglycérides avec trea fdéesters de cholestérol et une couche
superficielle contenant des apolipoprotéines, thespholipides et du cholestérol libre.

Les chylomicrons sont drainés par les chyliferes. éours de ce transport la couche
superficielle des chylomicrons s’enrichit en apoppotéines d’origine hépatique. L’hydrolyse

des triglycérides des chylomicrons crée une dépiétiu volume central induisant des
déformations. Des replis de la couche périphérigeeforment par accolement de zones
adjacentes et se deétachent dans la circulation $auforme de disques formés de
phospholipides, cholestérol et apolipoprotéinepelite masse (apoC, apoA principalement,
cf infra) constituant des HDL naissantes discoklala préB-HDL. Les édifices résiduels

enrichis en apoB48 et E sont reformés autour desrsesle cholestérol et des molécules
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Figure 6. Métabolisme des chylomicrons.

Les chylomicrons sont synthétisés dans les entt@s@yvant d’étre enrichis en apoliprotéines
au cours de leur transport dans les chyliferes 8uite a des hydrolyses ils se déforment et et
sont transfromés en des HDL naissantes. D’apré&afsonnier « Lipides et lipoprotéines »,
2006, Université paris VI, avec accord de l'auteur.

Les chylomicrons transportent les lipides du tubigestif vers les hépatocytes et les

adipocytes.

50



restantes de triglycérides. Ces « remnants » derigrons de diametre trés réduit (400 a 600
A) sont encore appeléf-VLDL intestinales (de densité VLDL, mais de motdili
électrophorétiqueB) et sont dégradés par le foie qui les capte g@cdes récepteurs

reconnaissant les apoE.

2.3.4. Transformation des VLDL en LDL (Figure 7)

La synthese des VLDL est réalisée de fagcon contoaudes cellules hépatiques permettant la
sécrétion permanente des triglycérides de syntbadegene. Naturellement cette synthese
augmente considérablement apres les repas, panirévun état basal a jeun.

La dégradation plasmatique des VLDL est identiqaelle des chylomicrons, dépendante des
lipoprotéines lipases. Celles-ci sont activéeslgmmapoC-Il présentes a la surface des VLDL
et I'hydrolyse des triglycérides assure un appégulier d’acides gras aux tissus adipeux et
musculaire. Des édifices plus petits, enrichis gpB4.00 et E, se structurent autour des esters
de cholestérol et des molécules restantes de déigtles. Les « remnants » de VLDL ainsi
formés sont des édifices plus petits que les VLa{pelés IDL oB-VLDL hépatiques.

Le métabolisme des IDL suit immédiatement celui ¥PHL. Deux voies métaboliques
peuvent transformer les IDL : la voie des réceptelarlipase hépatique.

Une grande quantité des IDL formées est intermalist dégradée dans le foie via les
récepteurs B/E (récepteur LDL) assurant la recasaaice des apoE sous leur isomorphe
normal E3/E3. Ces récepteurs sont distincts desptéars précédemment décrits pour le
catabolisme des « remnants » de chylomicrons |saeconnaissent les apoE et les apoB100.
Une quantité plus faible de particules IDL est déige dans la circulation par la lipase
hépatique (TLH ou triglycéride lipase hépatiquehtda structure est homologue de celle des

LPL mais qui est exclusivement synthétisée parctdkiles hépatiques. La lipase hépatique
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Figure 7. Transformation plasmatique des VLDL en LO..

Les VLDL synthétisés dans le foie. lls sont dégsade IDL puis en LDL par la voie des

récepteurs hépatigues ou par la lipase hépatiJeesdnt alors captés par les tissus
pérphériques. D’aprés A. Raisonnier « Lipides gbprotéines », 2006, Université paris VI,

avec accord de l'auteur.

Le r6le des VLDL et IDL est de fournir aux tissussdriglycérides (acides gras) en dehors

des périodes alimentaires.
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permet la transformation des IDL en LDL qui doivefdnc étre considérées comme des
produits terminaux du catabolisme des VLDL et dek. ILes LDL fournissent le cholestérol
aux tissus qui ne peuvent pas en synthétiser pous besoins.

La reconnaissance des LDL par leurs apoB100 sadaitveau des récepteurs préecédemment
décrits pour les IDL (récepteur LDL), mais pour |€®DL cette captation bien que
principalement hépatique, a lieu aussi dans tdegesellules de I'organisme. La traversée de

I'endothélium vasculaire par les LDL initie le pessus d’athérosclérose.

2.3.5. LesHDL

Les HDL ont un role complexe : fournir des apopraé aux autres lipoprotéines, échanger
des lipides avec les autre lipoprotéines, rameneholestérol tissulaire au foie.

Les HDL naissantes ont une structure discoidaleposée d’'une couche unique repliée sur
elle-méme, de molécules de phospholipides, de stémt# et d’apolipoprotéines. L’origine
des HDL est mixte, tissulaire et plasmatique :

— le foie sécrete des HDL discoidales essentieltierm@mposées d’apoE ;

— dans la circulation les replis formés a partis é&ments de surface des chylomicrons et
des VLDL, lors de I'hydrolyse des triglycéridesprésentent une source importante d’'HDL
discoidales contenant principalement des apoAapecC.

Les HDL discoidales riches en phospholipides peusiemrichir en molécules de cholestérol
gu’elles soustraient aux cellules périphériques.e Lanzyme plasmatique, la Lécithine
Cholestérol Acyl-Transférase (LCAT), estérifie oeslécules excédentaires de cholestérol qui
cessent d’appartenir a I'enveloppe périphérique HIBE et migrent au centre des édifices,
transformant les HDL discoidales en HDL3 sphériques HDL3 a leur tour sont capables de
capter des molécules de cholestérol membranaiepréls nouvelle action de la LCAT se
transforment en édifices de plus en plus richesesiers de cholestérol. Les HDL2 ainsi

obtenues ont une densité plus légere et un diampktsegrand que les HDL3.
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Les HDL fournissent des apoprotéines aux autrespligtéines et raménent le cholesté

tissulaire au foie.
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La captation du cholestérol membranaire par les HEdlise ce que I'on appelle le transport
« reverse » du cholestérol car les HDL2 ainsi fasngont en grande partie reconnues et
dégradées dans les cellules hépatiques par l'iédiaine de récepteurs qui reconnaissent les
apoA-| présentes dans la structure des HDL. Leestétol ainsi retourné au foie est éliminé
dans la bile ou dégradé en acides biliaires.

Dans ce transport « reverse » de cholestérol, seeltaines HDL ne contenant pas d’apoAll
mais constituées d’apoA-l, appelées lipoparticulgsA-1, sont capables d’induire ce
mouvement du cholestérol hors des cellules.

Une fraction d’'HDL2 peut se retransformer en HDL&us I'effet cumulé de deux étapes
métaboliques. La premiére de ces étapes est m@gh@e un groupe de protéines appelées
Cholesterol Ester Transfer Protei@GETP) qui effectue un échange des molécules dsdte
cholestérol des HDL2 par des molécules de triglgedr venant de lipoprotéines riches en
triglycérides, essentiellement des VLDL. Cette atta pour effet d’enrichir les HDL2 en
triglycérides et les VLDL, en esters de cholestérol

Dans une deuxieme étape la lipase hépatique hydratgs molécules de triglycérides et
retransforme les HDL2 en HDLS3, édifices de dengiités lourde et de diamétre plus petit.

Il faut noter que si ces transformations apparaissgcliques, on manque encore de données
sur I'importance de ce cycle, et on ne sait pak s®i produit de facon permanente ou
accessoire en fonction des autres événements rigtasodes lipoprotéines, notamment ceux

induits par les repas.
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2.3.6. Les apoliprotéines

Les apolipoprotéines sont des glycoprotéines desenamléculaire tres variable constitutives

des lipoprotéines.

Leurs tailles varient de 550000 daltons pour I'apo®a 6500 pour I'apoC-I.

— Les apolipoprotéines A-lI n'existent a jeun quiaiveau des HDL ou elles représentent
65 % des apolipoprotéines ;

— Les apoB100 se répartissent exclusivement danbpleprotéines de basse densité : elles
représentent 100 % des apolipoprotéines des LDhnetfraction mineure (30 %) dans les

VLDL ;

— Les apoC (C-I, C-II, C-lll) et les apoE, se réEment entre les VLDL, IDL et les HDL ;

— Les chylomicrons sont constitués d’apoA-I, Adl, E d’origine hépatique et des apoB48

et apoA-1V d’origine exclusivement intestinale.

2.4. L’athérosclérose

L’athérosclérose est une maladie déterminée peoratitution de dépbts lipidiques (plaques
d’athérome) sur la paroi des arteres de gros ealiui en réduisent la lumiére et leur font
perdre leur élasticité. Ces dépbts peuvent allEyyla obstruer des vaisseaux avec nécrose en
aval, engendrant des infarctus tissulaires (coeenveau...). Cette pathologie est ainsi a
I'origine de la principale cause de mortalité dées pays développés. La formation de ces

plagues est complexe.
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Figure 8. Mécanisme de formation des plaques d’athé@me : Infiltration des artéres par

les LDL.

Le stress oxydatif et les modifications enzymatieatrainent une libération de fragments
lipidiques toxiques qui vont entrainer I'apparitienl’activation de récepteurs des leucocytes
sur les cellules endothéliales. Ces fragments itjpies sont également captés par des
macrophages qui se transforment en cellules spleae(3'apré$?)

58



2.4.1. Activation endothéliale

Les turbulences du flux sanguin naturellement priéae niveau des bifurcations artérielles
exercent des forces qui activent 'endothélium. telules endothéliales activées expriment
alors des molécules d’adhésion cellulaire (CAMs) lalefamille des sélectines (E- et P-

sélectines) lesquelles favorisent le chimiotactiste® monocytes et lymphocytes sanguins. La
paroi soumise aux turbulences perd également rgBigtés athéroprotectrices naturelles,

principalement par diminution de la synthése dnaxyde d’azote (NCY.

2.4.2. Infiltration lipidique

L’activation de I'endothélium entraine une augmeatade la perméabilité vasculaire. Ceci
favoriserait linfiltration de lipides dans I'espacsous-endothélial. Les lipides et les LDL,
retenus sous l'effet d’interactions ioniques lipmgines / protéines matricielles, subissent
alors des modifications oxydatives (0xLDL) et/owgmatique®’. L'oxydation des LDL est

une étape déterminante du processus d’'athérogenese.

2.4.3. Composante inflammatoire

L’oxydation des LDL débute par l'attaque des ligden particulier polyinsaturés par les
radicaux libres intracellulaires. Cette premiétagie entraine une réaction en chaine qui va
aboutir a la dégradation et la libération de fragtadipidiques cytotoxiques dans les tissus. Il
y a également formation de peroxydes lipidiquest dascumulation est aussi cytotoxique
(Figure 8). L’accumulation de LDL dans lintima i I'expression de facteurs d’adhésion
leucocytaire et de chemokines qui entrainent lerutement de monocytes et de

lymphocytes T. Les monocytes qui dérivent des np@ges expriment a leur tour des
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Figure 9. Mécanisme de formation des plagues d’athéme: Recrutement des
monocytes et inflammation.

Les récepteurs présents sur I'endothélium vonierdr le recrutement de monocytes qui se
différencient en macrophages qui vont libérer dgkines et d’autres molécules pro
inflammatoires entrainant I'inflammation et la destion des tissus. D’apré$

L'inflammation est une des clés de I'athérogénése.
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récepteurs (Scavenger Receptors (SR) et Toll Ligeeptor (TLR)) qui vont reconnaitre et
capter des LDL oxydés. Les macrophages activeete@trdes cytokines chémo-attractives
pour les monocytes sanguins et se transformenebules spumeuses. Les lymphocytes T,
eux aussi recrutés au sein de la plaque, sontIésnpar les macrophages. lls sécréetent des
cytokines de type 1 (IFN IL1 et TNF) qui, de méme que I'exces lipidique des cellules
spumeuses, déclenchent I'apoptose des macrophdgesentre nécrotique se constitue. Les
médiateurs et les radicaux libres libérés par lexrophages apoptotiques contribuent a
I'entretien et & 'amplification de I'inflammatiSf{Figure 9) Cette composante inflammatoire
de l'athérosclérose est telle que Hansson et aiderent que cette maladie est une maladie
inflammatoire®®, Ainsi pour certains auteurs, interférer avenfl@immation peut étre une

cible thérapeutiqé 2

2.4.4. Capsule fibreuse

L’endothélium activé et les cellules inflammatoireemmandent la dédifférenciation des
cellules musculaires lisses vasculaires dméaliaen cellules sécrétrices. Elles migrent vers
I'intimaou elles proliferent et sécretent des protéinesiongtes, constitutives d’'une chape de
cellules musculaires lisses et de collagene aurikyste » et stabilise la |ésion sous formes de

plaque&®.

2.4.5. Sclérose

Les plaques peuvent présenter une calcificatiotralylsique a base d’hydroxyapatite et d’'une
matrice organique de collagene de type | et de NQWRs Collagen Bone-—associated
Proteins). La calcification rend la plaque rigigep déformable et susceptible de se roffipre
67 Au cours de nos expériences, le marquage desigdadiathérosclérose a été réalisé en
utilisant de I'huile rouge (voir Matériel et MétheYd Ce colorant marque spécifiguement les

lipides.
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Figure 10. Evolution en pourcentage des taux de Tglycérides (TG), phospholipides
(PL) et acides gras non estérifiés (NEFA) pendanaigestation.

Ce calcul est fait par rapport au taux de basa derhme non enceinte (100 sur les axes
d’ordonnéesy.
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3. Métabolisme lipidique durant la grossesse et transfts trans-
placentaires des lipides

La grossesse induit des modifications physiologigugortantes pour que le corps s’adapte a
ce nouvel état et permette un développement noemahe croissance fcetale optimale. Le
métabolisme lipidique ne fait pas exception : celuévolue pour s’adaptation aux besoins

maternels et foetaux qui sont importants quantégatent et qualitativement.

3.1. Métabolisme Maternel et Fcetal

Le faetus dépend majoritairement de I'apport makgroer ses besoins en lipides et le role de
la lipogenése foetale est négligeable. Le feetusl@st entierement dépendant de l'apport
maternel pour les acides gras a longue chaBet w6.Le métabolisme maternel doit donc
s'adapter pour répondre aux besoins de l'unit@ptatentaire. Pendant les deux premiers tiers
de la grossesse, lI'augmentation du poids mateonelspond essentiellement a I'accumulation
de masse adipeuse de réserve. En cas de jelnwjtéalipolytique du tissu adipeux est
augmentée et les acides gras et le glycérol sams ahétabolisés dans le foie en corps
cétoniques et en glucose qui passent aisementriigreaplacentaire. Au dernier tiers de la
grossesse, l'activité lipolytique est augmentéeémonse aux besoins accrus du foetus qui
accumule plus de 90% des lipides présents a terams tbs 10 dernieres semaines de
grossess& ®° Les produits de la lipolyse contribuent & la fation de triglycérides qui sont
transférés aux lipoprotéines sanguines. Ainsi & tplasmatiques de triglycérides, acides
gras non estérifies et phospholipides circulantgrantent régulierement tout au long de la
grossesse (Figure 10).

Le feetus a également un besoin d’apport en d’adm®hexaenoique (DHA), en particulier

pour son développement cérébral et rétinien.
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Les besoins du feetus en DHA ne peuvent étre cauyant 'alimentation maternelle seule
chez la plupart des femmes. Une synthése de nav@assible mais c’est surtout une
mobilisation des réserves maternelles qui permeapport suffisant au feetus. Le placenta
joue un réle crucial dans la mobilisation des néseret letransport des acides gras vers le
foetus par une multitude de mécanismes, incluamtamsport actif par le syncitiotrophoblaste,
un transport intracellulaire et un relargage dwédottal. Ce processus de mobilisation et de
transport actif permet de pallier un éventuel déhatritionnel maternel. Ainsi il serait plus
efficace d’adapter I'alimentation maternelle decdfagrogressive avant la grossesse afin de
faire les stocks nécessaires que d’augmenter den fagassive les apports en fin de

grossessé.

3.2. Métabolisme placentaire

Au niveau de la membrane microvilleuse la lipopr@élipase induit le catabolisme des
triglycérides et seuls les acides gras libres saptés par le placenta. Les acides gras doivent
ainsi traverser la membrane microvilleuse, le stinoy d'une épaisseur d'enviromurh puis la
membrane basale afin d'atteindre la circulatiorafeet.es acides gras se déplacent au sein des
membranes et peuvent changer de position par ns#earde « flip-flop » transmembranaite

De plus un transfert sélectif des acides gras guerchaine existe par l'intermédiaire de
transporteurs spécifiqu¥s®® En particulier, un certain nombre de FABP (Fattjd Binding
Proteins) ont été identifiées au niveau du cytoptast de la membrane cellulaire qui
facilitent le transfert des acides gras. Les trarteprs FATPpm, FAT/CD36 et FATP sont
associés a la membrane plasmatique et le récgptEAT Ppm est spécifique a la membrane
microvilleuse du placent%. La protéine jouant un réle majeur dans le trartsge I'acide
docosahexaenoique (DHA) est FATP4 dont I'expressiest corrélée au passage

transplacentaire actif et préférentiel de cet agiae®,
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De plus, I'enrichissement en DHA et AA constaténaweau du foetf “est aussi lié a un
transfert préférentiel & travers la membrane mitemse’™.

Le peroxysome proliferator-activated recepetor gamiPPAR) est une protéine agissant
conjointement avec les FATP et I'Adipophiline. PPABSt tres fortement exprimé dans le
trophoblaste. Il est impliqué dans la difféerenaatitrophoblastique et permet également
d’augmenter la capture des acides gras essensels tligands sont les acides gras a chaine
intermédiaire et longue, ce qui comprend donc ¢ides gras essentiels omégas 3'&t 6

Dans le syncytiotrophoblaste, les acides gras smhstockés sous forme de triglycérides, soit
oxydés ou métabolisés par le placenta. Les acideslipres passent la membrane basale pour
diffusion passive et par transport spécifique p&te couplés a I'albumine dans la circulation
foetale. En raison de la présence de récepteulesudieux membranes, les échanges se font
dans les deux directions (materno-foetale et fosaternelle)” "® bien que le bilan soit
nettement positif pour le foetus. La figure ci-censchématise les échanges placentaires

d’acides gras chez la femme (Figure 11).
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Figure 11. Schématisation des échanges d’acides gtaans-placentaire.

Les acides gras sont présents dans le sang asdes sous forme estérifiée (Triglycerides
(TG), phospholipides (PL), esters de cholestérdl)(Gu sous forme non estérifiée (Acides
Gras Non Estérifies (NEFA)).

AA : acide arachidoniqgue, DHA : acide docohexaeneid.es proportions indiquées sont des
pourcentages par rapport aux acides gras totaapré la revue de littérature de HaggArty
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Figure 12. Evolution des taux de cholestérol, trigicérides et glucose au cours de la
gestation.

D'aprés Wells et &f. Ces auteurs retrouvent une augmentation degdéigtles en milieu de
gestation ce qui n'est pas le cas dans I'étude ideduchi.
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3.3. Métabolisme lipidique pendant la gestation du lapin

3.3.1. Métabolisme lipidique pendant une gestation normale

Le taux de cholestérol plasmatique diminue touloag de la gestation, passant d’'un taux de
base de 0,54+/-0,12 g/L a 0,10+/-0,02 g/L a J2@adtation. Il en est de méme pour le taux de
triglycérides qui passe de 0,45+/-0,13 g/L & 0,466 g/L*°. La glycémie subit les mémes
variations (7,07+/-0,59 mmol/L avant le coit & ;20,73 mmol/L & J28Y ( Figure 12 ). Les
tendances sont les mémes dans I'étude plus ancienkentoudis’.

L’évolution de la plupart des parametres biochiregjau cours de la gestation normale est
comparable a ce qui peut se voir chez la femmeimtiecé\insi pour ces auteurs, la lapine est
un modeéle de choix pour I'évaluation de pathologiestationnelles et leurs comparaisons

avec la femm@.
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Lapine non Lapine non Lapine Lapine Placenta | Placenta | Lapereau Lapereau
gestante gestante gestante gestante régime | régime |régime régime enrichi
régime sous régime | régime sous régime | standard | enrichi | standard
standard enrichi standard enrichi
Plasma | Foie | Plasma | Foie | Plasma | Foie | Plasma | Foie Plasma | Foie |Plasma | Foie
Triglycérides
Hg/g tissu 11 1,6 6,4 4 2,78 3,51 16,02 13,61
Cholestérol
Hg/g tissu 2 2,7 0,8 18 4,48 0,79 2,67 3,29
Acides Gras
Libres mg/g 2 2,5 2,3 8 4,35 10,42 52 9,42
tissu
HDL mM 1,14 0,72 0,21 0,69 0,29 0,26
LDL mM 0,58 7,83 nd 0,87 1,27 2,24

Tableau 1. Evolution des taux de triglycérides, CHestérol, et acides gras tissulaires, et des

HDL et LDL plasmatiques chez les lapines.
Le régime enrichi est & 0,2% de cholestérol. Tabfa# d’aprés I'article d&.
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3.3.2. Métabolisme lipidique pendant une gestation sougimé enrichi (0,2% de

cholestérol).

Dosages lipidiques maternels :

Montoudis et al. ont montré qu’un régime enriche@®,2% de cholestérol induit a J30 (fin de
gestation) une augmentation des taux d'HDL et delesitérol total chez les méres sans
augmentation des LDL ou des acides gras [fbres

Métabolisme lipidique hépatique :

Marseille-Tremblay et al. ont montré que la gestatentrainait une augmentation de la
concentration plamatique des triglycérides sanst efignificatif sur les taux d’acides gras
libres ou de cholestérol hépatiques. Le régimecknin cholestérol pendant la gestation
entraine une plus grande augmentation du tauxdaagras libres hépatiques. Cependant, le
taux de triglycérides hépatiques des méres etagesdaux décroissait sous régime enfithi
Les résultats sont réesumeés dans le Tableau 1.

Montoudis et af® ont observé dans le foie des lapines gestan&sn sous régime standard,
une réduction de 42% de l'activité de TACAT (Adgba Cholesterol Acyl Transferase) et une
augmentation de celle de 'HMG Co A reductase de4%), sans modification de celle de la
cholestérol-7alpha-hydroxylase. Le régime enriclai pas eu d’influence sur l'activité de
’ACAT hépatique, mais a réduit de facon signifieatl’activité de 'HMG Co A Reductase et
de la cholestérol 7 alpha hydroxylase comparéest@uwins. Le foie des meres compensait
'augmentation des apports en cholestérol en diembhu’expression de I'HMG Co A
reductas®. L'expression de la Fatty Acid Synthase (FAS)tédiminuée au niveau du foie

des méres, mais aussi des laper&aux
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3.3.3. Métabolisme lipidique du placenta de lapins sougim& enrichi (0,2% de

cholestérol).

Peu d’études ont été publiées pour évaluer le robsate lipidique placentaire de la lapine.
Marseille-Tremblay et al. en 2087ont utilisé le régime enrichi & 0,2% de choledtétiisé

par I'équipe de Montoudis qui induit un retard devigsance d’environ 15% chez les
lapereau¥’. Ces auteurs ont montré que la supplémentatiochefestérol entraine une
augmentation des taux d’acides gras libres etiglgydérides placentaires d’un facteur 2, alors
que le cholestérol placentaire est diminué fa( Fableau 1).

Le régime enrichi augmentait également I'expressid®s SREBPs (Sterol Regulatory
Element-Binding Proteins) placentaires, et lesasoes SREBP 1 et 2 ont une translocation
nucléaire plus importante chez les animaux sourosr#gimé”.

Le régime enrichi entrainait également une augnientade l'activit¢ de 'HMG Co A
reductase placentaire d’environ 4%%Or l'augmentation de l'activité de 'HMG co A
Reductase en fin de grossesse en conditions namalgas été retrouvée chez les humains et
les babouins suggérant que le métabolisme placemaicholestérol chez le lapin est différent
de celui des primat&s®°

L’activité de 'ACAT n’a pas été détectée au niveauplacenta et I'activité de la cholestérol 7
alpha hydroxylase n’est pas différente des ténfdins

Méme si la fonction exacte et les genes activedggaBREBP ne sont pas biens connus, |l
semblerait que I'action de ces facteurs de trapson soit tres importante, et indépendante de

celle de la fatty acid syntase (FAS) et de 'HMGA&eductas®.
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3.4. Influence d’une supplémentation en omega 3 auscdera grossess$e

Il existe une pression médiatique et agroalimeatair faveur d’'une augmentation des apports
en omega 3 dans l'alimentation. Nous avons voulwisaquelles étaient les données
concernant cet apport durant la grossesse. Noussainsi publié en 2009 un article de revue
de la littérature sur la questfn Force est de constater que si les preuves d'unéficé
semblent exister chez I'adulte et chez I'animabhagkst pas le cas chez la femme enceinte.
Les études animales suggerent une tendance enrfaveme action favorable sur le
développement cérébral foetal. La quantité d’onda rapport omega 3 / omega 6 idéaux ne
sont pas déterminés. Il semblerait que la consoromee poisson frais deux fois par semaine
soit bénéfiqgue. Si nombreuses études sont donae@cmettre en place, tant chez I'animal
que chez la femme afin de répondre a ces questiomss n’avons pas abordé cette

problématique au cours des travaux présentés ici.
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B. Objectifs, Projet de thése et Organisation du
travall
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Comme nous venons de le voir dans la premiereepddi ce mémoire, la thématique de
I'origine foetale des maladies de I'adulte est deegremiére importance.

L’'objectif de ce travail de These est d’évaluer lesnséquences d’une alimentation
hypercholestérolémique et hyperlipidique (HH) damm&ant et pendant la gestation sur le
développement embryonnaire, foetal, et la survepuwaaladies a long terme.

Ainsi, la premiére étape de cette these a été disicle modele expérimental optimal. Apres
revue de la littérature notre choix s’est porté lsumodele lapin et sur un régime enrichi en
lipides et en cholestérol (HH).

Au cours d'un premier protocole expérimental (Exgrérze 1), nous avons voulu d’abord
déterminer I'impact physiologique de l'alimentatitwypercholestérolémique hyperlipidique
donné avant et pendant la gestation. Pour cela aemss mis en place un régime enrichi a
partir de 'adge de 10 semaines, et mis les lapinksreproduction a 18 semaines. L'équipe de
Montoudis avait montré qu’une régime enrichi enlesi@rol pouvait étre a I'origine d’un petit
poids de naissance, mais il n’existait aucune dersencernant la période prénataleet ils
n‘avaient pas non plus décrit I'évolution post tetde la croissanée Nous avons donc
réalisé une surveillance échographique de la @odss des foetus puis une surveillance post
natale prolongée jusqu’a I'age adulte du poidsladiension arterielle et du bilan biologique.
Ceci est particulierement original car n’avait jasnéte fait.

Du fait des phénotypes observés il nous est apparua période pré et péri conceptionelle est
déterminante puisque les anomalies surviennenttéteau cours du développement. Nous
avons voulu savoir s'il existait une modificatioa Bexpression de génes a J2, au moment de
I'activation de la transcription embryonnaire cHeZapin. Pour cela, nous avons utilisé un
réseau d’ADNc disponible dans notre laboratoirelé&dié au développement embryonnaire

chez le lapin pour rechercher des genes difféléarient exprimés.
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Cette premiere partie a fait I'objet d’'une pubiioa jointe in extenso a ce manuscrit.

Je vais présenter ensuite des données non enctilgégsuissues du méme protocole
expérimental : la mise en évidence de la surexiprese ’ARNmM de I'adipophiline lors de la
TME nous a amené a étudier I'expression de ce glms la suite du développement
embryonnaire (J5,5, stade blastocyste). Nous aeossite voulu déterminer la localisation
cellulaire de [Il'adipophiline au sein des embryons daux moments différents du
développement, a J2 et J5, par une approche imnuiolaigique.

Nous avons également fait un protocole expérimetméd proche du précédent mais en
débutant I'alimentation HH au moment de la misa éeproduction (Expérience 2). Ceci nous
permet de connaitre I'influence respective de alntation HH au cours de deux périodes
(avant et pendant la gestation) sur le développemen

Je vais détailler dans un premier temps les méatenéthodes communs aux expériences 1
et 2. Je présenterai dans un second temps lesienqgeEs 1 et 2 en précisant alors leurs
matériels et méthodes spécifiques. Enfin, je fara discussion globale de I'ensemble des

résultats, suivie de mes conclusions et des pdigpsc
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C. Matériels et Méthodes communs aux
experiences 1 et 2
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Une grande partie de la facon dont nous avons géoest décrite dans l'article que nous
avons publi&’. Cependant, ce format ne permet pas de rendreteatiepcertains détails. Le
chapitre suivant permet ainsi d’apporter des rgmsgnents précieux sur la facon dont ont été

conduites les expérimentations.

1. Ethique

Si 'Homme utilise les animaux a des fins expéritatas il doit s’efforcer de respecter
certaines regles essentielles dont « l'absence aldeur et de peur ». Il convient donc
d’organiser la recherche animale avec le respeciadeégle des « 3R »: «Réduction,
Remplacement, Raffinement ».

« Remplacement » consiste a remplacer tant que &arpeut I'animal par une méthode
alternative. Ceci n’est pas possible pour notrél@rnatique ou nous étudions la gestation.

« Réduction » consiste a essayer de diminuer leor@dianimaux utilisés.

« Raffinement » correspond a la diminution de laffsance animale : diminuer la gravité des
interventions chez I'animal, lutter contre la daulecontre la peur, I'inconfort. Ce terme peut
également se réferrer au raffinement du questioenepour étre slr de répondre a la question
posée.

Toutes les expérimentations ont été faites en daeec les « International guiding principles
for biomedical research involving animals » puldiéear la « Society for the study of
reproduction » et également en accord avec le efean Convention on animal
experimentation ». Les chercheurs travaillantaieement avec les animaux sont titulaires de
I'autorisation délivrée par les services vétériesirLe protocole expérimental a été approuvé

par le comité scientifique et éthique local (ProtedQuPro86).
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Critéres de choix généraux d’'un modeéle animal :

Taille (petit mais suffisamment grand pour permeetes études physiologiques

métaboliques)
Docilité, maniabilité, contention
Elevage et hébergement facile

Génétigue connue

Homologies fiables avec les maladies humaines

Analogies avec 'hnomme aux niveaux anatomique,sfahygique, métabolique ¢

physiopathologique

Disponibilité des lignées

et

v

ot

Dans le cas d’études pharmacologiques : corrélgt@rmacocinétique entre I'homime

et I'animal

Colt
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2. Choix du modele

2.1. Le modeéle animal idéal

De facon générale, la recherche chez I'Homme estitée par [I'impossibilité
d’expérimentation pour des raisons éthiques etique$ évidentes. La culture cellulaire
permet de répondre aux hypothéses mécanistiques meaipermet pas de reproduire la
complexité physiopathologique des maladies, limitastendue des hypothéses testables. En
conséquence, le modéle animal offre une alternafivgpermet de reproduire un évenement
physiopathologique, de contrdler certaines vargbled’obtenir des données statistiques dans
un court laps de tem{s Pour les conséquences des anomalies du métabdiisidique et
I'athérosclérose, I'étude comparée des modeéles aninde maladies humaines aide a
comprendre les mécanismes impliqués dans la patledé ces maladies et fournit des outils
de développement de stratégies curafiveSependant, le modéle animal idéal n’existant
pag®, le choix du modéle dépend de nombreux paramétoes,le premier est la ressemblance
physiologique entre I'animal et 'homme pour leg#pbménes étudi&s* %

Dans le cadre de cette these, il fallait choisianimal présentant un métabolisme lipidique et
des caractéristiques de physiologie de gestationpacables a 'Homme. La présence de
cholestérol dans le régime, visant a induire uhérasclérose, était aussi un critere important.
Dans ce chapitre, nous présentons les differentelas animaux expérimentaux disponibles,
en présentant en particulier les caractéristiqeekedr métabolisme lipidique et la possibilité
ou non d’induire dans ces espéces des lésionsédtattiérose. Nous finirons par le modele

choisi pour cette these, le lapin dont la physi@agt décrite en détail.
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Inconvénients du modéle rat :

Métabolisme lipidique différent, résistance aH@&tsclérose
Petite taille ne permettant pas la surveillandeographique avec les appareils dpnt
nous disposons
Mise en route du génome embryonnaire et Métabeliembryonnaire différent de

celui de I’'homme (cf infra)
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2.1.1. Rat

Les relations continues entre rats et hommes eetiéine réalité commensale sous-jacente, les
rats ayant colonisé le monde suivant le méme sclygredes hommes. Les rats sont proches
de ’'homme car sociaux, tres adaptatifs, omnivadesméme qu’ayant un métabolisme et une
physiologie comparables. Le rat de laboratoireuespilier de la recherche physiologique et
métabolique depuis la création de la premiére Bgnéinstitut Wistar dans les années 1$20
Cependant il existe des différences significatmese le métabolisme des lipoprotéines du rat
et celui de I'homme. L’élimination des chylomicronst des VLDL circulants est
particulierement efficace chez lefatEn effet, le rat normal est résistant a I'athéié®se, ce

qui a conduit & I'idée qu'il n’était pas un modatgapté a la recherche cardio-vascufaire
Pourtant, il est possible d’induire I'athérosclé&roshez le rat, en utilisant des régimes
extrémement enrichis ou des lignées hyperlipigééscsonnées dans les années 1990. Le rat
devient alors un modéle biologique intéressant, enénles lésions d’athérosclérose obtenues
sont réduites. Un des avantages de ce modéle, ladgmisjue de notre étude, est que le

placenta du rat est de type hémochorial, commé&btzpta humain.
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Inconvénients du modeéle souris :

Défi technique (petite taille), donc suivi échqreque anténatal difficile et peu
d’échantillons biologiques disponibles (sang, s

La CETP (Protéine de Transfert des Esters de Gtiotd) est absente

Les HDL sont prédominantes dans le plasma, comfénae certaine résistance a
I'athérosclérose

Mise en route du génome embryonnaire et Métabelismbryonnaire tres différents

de celui de ’'homme (cf infra)
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2.1.2. Souris

En tant que modele expérimental, la souris estdvestageuse pour les raisons suivantes:
c’est un mammifére de petite taille permettant levage facile, avec une gestation courte
(19 jours), une puberté précoce (6-8 semaines),lamgue durée de reproduction (jusqu’a
2 ans). La fécondation est facile a repérer (bomch@aginal). La placentation est
hémochoriale, comme chez 'Homme. Les portées dadgr taille permettent I'obtention de
grands groupes facilitant les analyses statistiqies plus I'animal est docile, facile a
manipuler. Enfin, il existe une synténie (ensemb& génes dont l'organisation sur le
chromosome est restée relativement conservée @sjpeces au cours de ['évolution)
chromosomique avec le génome humain. Le génonmenéstement séquence, permettant une
information génétique extensive et nombreuses déigmEferentes de souris sont disponibles.
La souris est ainsi devenue l'espece la plus @aélipour les études d’athérosclérose car
certaines lignées présentent une grande variétésims athéromateuses induites (depuis la
simple infiltration de cellules spumeuses jusqléa esions matures).

Cependant ces souris ne miment pas toujours parfait les conditions humaines et

présentent certains inconvéniéfit
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Inconvénients du modeéle porc :

La grande taille des porcs adultes et les diffésutle gestion qui en découlent sont|des

facteurs tres limitant: hébergement, grande quantd’agents pharmacologiques
expérimentaux a administrer, difficultés de marapoh, codt. L'échographie est

extrémement difficile du fait de la paroi épaissele la taille de I'animal. L’intervalle inte

générationnel est trés long (puberté vers 5 mastagion de 3 mois et demi, 2 portées
an).
L’autre inconvénient majeur est la placentationesgi epitheliochoriale.

Manque de connaissances sur le dévehoppiefoetal.

=

par

92



2.1.3. Porc

Le modéle porcin présente de nombreuses analogeesI'aomme et les avantages généraux
suivant8® % %: des organes comparables a ceux de 'lhomme emetéde taille, physiologie,
histologie et développement. Certaines maladiealmétjues évoluent également de facon
comparable. Le meilleur exemple est I'existencend’athérosclérose spontanée. La taille de
I'animal permet aussi I'imagerie des vaisseaux aleenatériel humain standard (évaluation
coronaire directe) et des préléevements itératiecitintillons biologiques. Il est également
possible d’obtenir de grandes populations, mais &alt tres élevé. Il existe de plus une
homologie de séquence et structure chromosomiqee Blhomme, et le séquencage du
génome est bien avancé (outils génétiques et pnigées en progres constant). En regard de
la recherche sur I'athérosclérose, le porc prédestavantages spécifiques suivahfs: % %/

son métabolisme (profil lipoprotéique) est simia&r ’'homme, il est omnivore, son systeme
cardiovasculaire est trés proche (anatomie corersamilaire, données hémodynamiques). De
plus, le porc développe spontanément des lési@ibatosclérose avec I'age et la topographie
et morphologie des lésions d’athérosclérose séatdroches de I’homme.

La croissance rapide et la taille du porc domest@maturité constituent des facteurs limitant
son utilisation (90-118 kg a 6 mois et 363-454 kgaturité). Le développement des porcs
miniatures et des micro-porcs peut permettre dedoconer certains de ces inconveénients.
Ainsi, dans la lignée de mini-porcs Giuzhou, leslts$ pesent 14kg, et ils pesent 40 a 80kg
dans la lignée Yucatdh contre prés de 300kg pour un porc Large WhitdtadGependant le

mode de placentation reste un élément limitant.
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2.1.4. Lapin

Le lapin remplit les conditions habituellement risgg pour une utilisation en recherche : sa
taille permet un élevage en cages de petites dailée durée de gestation est courte (30-
31 jours) avec des portées pouvant aller jusqu&dinaine d’individus. Le suivi post-natal,
en particulier la pesée et les prises de sangose pas de probleme particulier en raison de la
taille de I'animal. De plus, comme détaillé ci-dmss, ce modele permet d’obtenir facilement
un grand nombre d’ovocytes ou d’embryons. Le cdatide I'ovulation étant facile, la
programmation des expériences l'est d'autant. Lau des embryons de lapin est bien
maitrisée. Enfin, le lapin est un modele dont énét est démontré pour I'étude des effets a

long terme du régime hypercholestérolémique et foprévention de I'athérosclérdde

Métabolisme lipidique

Le métabolisme lipidique du lapin est trés procleecelui de 'Homme. Le lapin est trés
sensible a l'introduction de lipides et de cholettélans son alimentation, ce qui permet
d'induire rapidement une hyperlipidémie et une hefpelesterolémie avec une concentration
élevée de LDL dans le sang. Il a dailleurs étéubeap utilisé comme modeéle pour
I'athérosclérose et les cardiomyopathies. En eftet]Japin présente les caractéristiques
suivantes : athérosclérose spontanée et induipmpribtéines porteuses de I'ApoB et
chylomicrons, LDL et VLDL similaires a celles dehédmme dans leur composition

chimiqué® ® Le foie des lapins, comme celui de 'homme, pibdes VLDL porteuses de

I’ApoB100. La Protéine de Transfert des Esters Hel€stérol (CETP) qui joue un role central
dans I'athérosclérose, est abondante dans les gagen’homme et du lapin.

e

Concernant I'étude de la gestation, il a déja &éritdqu’'un régime enrichi en cholestérol
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Photo 1. Tractus génital d'une lapine.
L'utérus est bicorne bicervical permet facilemeimtdoduire des embryons dans les trompes
par les pavillons sans risque d’interversion.
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(0,2%) débuté 7 jours avant la mise a la reprodoogit poursuivi jusqu’a la mise bas induit
une diminution de 15% du poids des laper&auRe retard de croissance est associé & une
diminution de la synthese de cholestérol par le ti# la lapine gestante et par le foie fcetal.
Cette diminution est compensée par une augmentdéda synthése placentditeLe fait que

le modele lapin ait déja été utilisé et publié pmtoudis et son équipe dans des conditions
expérimentales proches de ce que nous vouliores faec des conséquences importantes sur

le foetus et le nouveau-né, est fondamental daciwi de notre modéle.

Anatomie des organes génitaux internes

L’utérus est bicorne et bicervical donnant des ihigés de transfert embryonnaire in utero
par voie chirurgicaf€ ou nort® permettant le développement in vivo de plusieorsceptus
issus de 2 conditions expérimentales différentestét et contréle par exemple), sans risque

d’interversion (Photo 1).

Folliculogénése chez la lapine

La croissance folliculaire chez la lapine est uocpssus continu qui présente des vagues de
croissance suffisamment rapprochées pour garamé@ présence quasi permanente de
follicules pré-ovulatoires matures. En l'absencataauli (coit ou stimulation hormonale), les
follicules pré-ovulatoires se maintiennent de gdurs, entrainant I'atrésie de tout follicule
en croissance atteignant un diameétre de i00 L'atrésie des follicules matures permet le
renouvellement folliculaire en I'espace de 35 &B0red™. Par conséquent, la lapine posséde,
en théorie, la capacité d’'ovuler & tout moment de sycle de reproductidff. En saillie
naturelle, I'ovulation est normalement induite paccouplement qui entraine le pic de LH.

L’ovulation suit d’'une douzaine d’heures ce picld%
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Continunus saliva secretion
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Physiologie de la digestion, Caecotrophie

La physiologie digestive du lapin a été détailléasiune revue de la littérature effectuée par
Rees Davies et af° et représente une limite du modéle.

Dans les conditions naturelles, le lapin est uivdoé : il ne mange que les feuilles des
plantes. Cette alimentation est donc naturellenpanivre en calories et riche en fibres non
digestibles. Le schéma ci-contre illustre les défdes étapes de la digestion du lapilgure

13) 1% La physiologie digestive du lapin est marquée lpataecotrophie. Il existe dans le
colon une séparation entre les déchets non di¢esh les déchets pouvant subir un nouveau
processus de digestion, les caecotrophes. Loraslsage dans la partie distale du colon, ces
particules sont recouvertes de mucus, et émisd&pas ou elles sont directement récupérees
pour étre ingérées. Elles ne sont pas machéesnetidas assure une certaine protection de
l'acidité gastrique. Cependant, a lintérieur dueaatrophe, la fermentation bactérienne
continue avec formation d’acide lactique. La prdducde lactates par les caecotrophes va en
guelque sorte tamponner le milieu gastrique eteledire moins acide. Le bol gastrique
contenant les caecotrophes passe alors dans tiimtsl’'action des enzymes secrétées par le
pancréas et le foie va entrainer la digestion atdorption des électrolytes, acides aminés,
acides gras volatils, vitamines, de protéines dind microbienne mais surtout d’enzymes
d’origine microbienne comme de lI'amylase qui vométiorer le processus digestif. Ce
mécanisme de double digestion ne peut étre régliséi I'aliment de base est riche en fibres.
Ce phénoméne est important a connaitre car toutdificadion de l'aliment de base peut
s’accompagner d’'une perturbation de ce cycle er aes conséquences graves sur la santé du

lapin*®®

. Ainsi il n'est pas exclu que le fait de donner négime enrichi & un lapin ait des
conséquences plus importantes que supposé : utie gdas aliments non digérés lors du

premier passage digestif peut I'étre lors du seqassage.
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Figure 14. Distance phylogénétique entre espéces.
Analyse du géne NCOAL, d'apreé¥. Les lagomorphes (dont fait partie le lapin) (enge)
sont plus proches des primates (en bleu) que s@nlieles rongeurs (en vert).

Le lapin est un animal phylogénétiquement plus peate 'Homme que les rongeurs
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Phylogénie

La distance phylogénétique qui sépare les prindgegongeurs est supérieure a celle séparant
les primates du laptfi* % Ranwez et al. ont réalisé une analyse molécutseséquences
nucléotidiques de plusieurs espéces grace a ladmsiennées EnsEMBY®. Plus de 3000
exons d’'une taille supérieure a 400 paires de baseété inclus dans I'analyse. Un exemple
des arbres phylogénétiques obtenus pour I'exon dlgéhe NCOA1l (Human Nuclear
Receptor CO-Activator 1) est montré ci-contre dusite bien que la distance entre
lagomorphes et primates est inférieure a la dist@mtre rongeurs et primates (Figure 14). De
plus, le génome des muridés (rat, souris, hamstgdhie plus vite que celui des mammiferes
de plus grande taille.

Le génome lapin est donc plus proche du génome inwpe celui de n’importe quel rongeur
ou autre animal domestique. Si I'objectif est diéea les conséquences d’'une perturbation
environnementale sur I'expression de genes humaimsartir d’'un modéle animal, il est

important d’utiliser le modéle dont le génome esplus proche possible de I'humain.
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2.1.5. Activation du génome embryonnaire

Chez les mammiferes, 'embryon se forme a partidelex lots de chromatine tres différents :
celle hyper compactée par les protamines du spepid® et celle sous frome de
chromosomes arrétés au stade métaphase Il de yivoapres la fécondation, I'ovocyte
activé doit absolument remodeler ces deux génoraesdriptionellement inactifs provenant
des gametes male et femelle en un génome dipladggaotent et fonctionnel. Le
développement dépend donc strictement de I'héritagéernel en ARN et en protéines
présents dans I'ovocyte et surtout accumulés atsabel la période de croissance folliculaire
et peu pendant la période de maturation, avanulaion. La durée de vie de ces transcrits est
tres variable. Leur remplacement aprés la fécoodathplique une transition avec la mise en
activité des genes exprimeés directement a partigghome de I'embryon. L’ensemble des
étapes qui constitue le passage d'un controle meltex un contréle embryonnaire du
développement est initié a un moment variable depdaode pré-implantatoire, selon les
especes. On se réféere a ce phénoméne en utilisatgrihe « Maternal to Embryonic
Transition» ou « Transition Materno Embryonnairé BME) °° Le stade embryonnaire
analysé en biologie moléculaire au cours de céiset est le stade de la mise en route du
génome ou Transition Materno Embryonnaire.

L’activation transcriptionnelle du génome embrydmaae fait en deux phases : une phase
dite mineure correspondant a une activité trapgorinelle réduite et une phase dite majeure
durant laquelle il y a une augmentation rapideadeyhthese de transcrits. Si la phase mineure
débute au méme stade de développement chez tonmitemiferes (stade 1 cellule), le début
de la phase majeure différe selon les espécesli(®esechez la sourt§®, 4-8 cellules chez

I'Homme'?’, 8-16 cellules chez le lagif).
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La transition materno-embryonnaire consiste en wocgssus progressif et séquentiel
permettant le transfert du contréle du developpénmeaternel au contrbéle zygotique, (et
comprend :

la dégradation de transcrits et pr@®ispécifiques de I'ovocyte dont le maintjen
serait délétére a la suite du développem®nt

le remplacement des transcrits matenpat des transcrits embryonnaitts
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A patrtir de 13, certains des ARN et protéines ndaweent synthétisés sont indispensables a la
poursuite immédiate du développement de I'embry@atte TME est dépendante de la
disponibilité et de I'activité des composants denlachinerie transcriptionnelle de base mais
aussi de I'évolution de la structure des noyawespa fécondation. En effet, au cours des
cycles cellulaires, les génomes maternel et pdtsui@ssent une réorganisation intense de la
structure chromatinienne, réorganisation qui ctunstun €lément clé dans la régulation de la
transcription embryonnaire. Cette régulation impdigdes mécanismes de déméthylation et
d’acétylation de 'ADN™,

Dans toutes les especes, l'activation du génonlesemodifications épigénétiques ont lieu
avant les premieres étapes de différenciation legkuau stade blastocyste. La souris est le
modele animal le plus utilisé pour étudier la meseroute du génome. Cependant, dans ce
modele, la transcription débute de facon brutale, association avec des altérations
épigénétiques elles aussi brutales. Chez de nosdsesspéces de mammiféres, la phase
majeure d’activation du génome apparait retardéegpgort a celle observée chez la souris, y
compris chez le lapi®. Pour évaluer le mécanisme de ces modificatiorigégptiques,
Bellier et al. ont analysé la translocation nucka&it la phosphorylation de la partie carboxy-
terminale de la ARN-polymérase Il chez la sourikedapin. Ces évenements se produisent au
stade 2 cellules chez la souris et 8-16 cellulesz db lapin et semblent des déterminants
majeurs de la transition materno-embryonrtair&Chez le lapin, une activité transcriptionelle
est détectée dés le stade 1 cellule, mais le nisteqpression génique reste faible jusqu’aux
stades 8-16 cellules. Ce n’est qu’a partir de adestjue la transcription embryonnaire devient

indispensable au développemé&fit
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Figure 15. Schéma des différents types de placentat.

La placentation épithéliochoriale (ruminants) seaceérise par la simple apposition de
I'épithélium trophoblastique du chorion feetal api@élium utérin. L’invagination des
capillaires dans les epithéliums trophoblastiquesnaternel réduit la distance entre les
circulations fcetales et maternelles. Lors de laguitation endothéliochoriales (carnivores),
I'invasion du trophoblaste entraine une destructied’épithélium utérin. Le trophoblaste se
différencie souvent en cytotrophoblaste et en siyptiphoblaste. Enfin, la destruction par le
trophoblaste de I'épithélium utérin et des vaisgeawaternels entraine la formation du
placenta hémochorial (rongeurs, primates), oudphioblaste est directement baigné par le
sang maternel. Suivant les espéces, le tropholdagpeésente sous la forme d’une structure a
trois couches différenciées en cyto et/ou synciifgfioblaste. D’aprés®,
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2.1.6. Métabolisme embryonnaire

Les connaissances du métabolisme embryonnairepsocellaires. Les besoins métaboliques
de I'embryon de lapin sont différents de ceux dedryons de rongeurs et semblent plus
proches de ceux de I'embryon humain, ce qui jestijue I'embryon de lapin soit
préférentiellement utilisé pour nos travaux.

Aux stades précoces, la voie d’utilisation du geedans le cycle de Krebs chez les rongeurs
est bloquée au niveau de la glucose-6 phosphateéisse, ce qui fait que le milieu de culture
doit contenir du pyruvate qui est directement sditile. Par la suite, a partir du stade 8 cellules,
le glucose devient la principale source d’énergi¢’embryon de sourts®. Ce n’est pas le cas
chez I'humaift*’ ni chez le lapitt® chez qui le glucose peut étre directement utitiéé le
début du développement, méme si le pyruvate restessaire® ?° En ce qui concerne les
acides aminés, les besoins de 'embryon humainpwmrrelui de lapin, sont plus importants
que pour I'embryon de soutté ***?2 Enfin, le métabolisme lipidique de I'embryon pré-

implantatoire n’a, & notre connaissance, pas athét

2.1.7. Placentation

La placentation du lapin est similaire, mais noentiue a celle de I'Homme. Les deux types
de placentas sont discoides et hémochoriaux. « Elémnial » signifie qu’il y a une invasion

de I'endomeétre par le chorion et que les villosité®riales baignent dans le lac sanguin
maternel. Les difféerents types de placentation gwasentés en Figure 15. L’invasion de
'endometre par le chorion chez le lapin se fait ypga mécanisme de fusion, celui de 'homme
par un mécanisme d’intrusion. Les principales ddifees sont donc que le placenta du lapin

est hémodichorial et labyrinthique alors que celude I'Homme est
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Définitions :

Invasion par substitution (ou déplacemdnd), souris) : une fois au contact de
membrane basale, le trophoblaste émet des prolargeneytoplasmiques qui facilitent
décollement des cellules épithéliales qui renteaniapoptose avant d’étre phagocytées
placenta est hémotrichorial.

Invasion par fusion (lapin) : le syncitmphoblaste fusionne avec les cellules utér
formant un syncitium transitoire qui péneétre la rbemme basale. Ce processus s’appare
la migration des cellules trophoblastiques binuedegui aboutit a la formation d'y
syncytium intercalé parmi les cellules épithélialegrines caractérisant le place
synépitéliochorial des ruminants.

Invasion par intrusion (carnivores, rhésusnme) : le syncitiotrophoblaste s’insere e
les cellules épithéliales utérines avant de lesgptyer. Au cours du processus
trophoblaste établit des jonctions cellulaires fd@somes) avec les membranes plasmic
des cellules utérines.

Absence d’invasion : 'endometre et le cborsont séparés par une couche épithél

Le placenta est épithéliochorial (porc).
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hémomonochorial et villed%®. Le placenta du porc est lui épitheliochorialuceles rongeurs
hémotrichorial, avec une invasion réalisée part#utisn ou déplacement. Parmi les modéles
expérimentaux, le lapin a donc le placenta anatoemeent le plus proche de I’homme,
exclusion faite des primates et du cochon d’inde.plus, le développement du placenta au
cours de la gestation subit des modifications hgmachiques comparables a celles du
placenta humafi*. Les courbes de croissance foetales et placentirdapin NZW sont
comparables aux courbes humaines pour lesquellemissance placentaire est plus rapide
pendant la premiere moitié de la grossesse queapetalseconde ou c’est le foetus qui a une
croissance plus rapitfé. Les modifications structurales placentaires awrsale la seconde
partie de la gestation sont également similaireslies décrites chez 'Homme : la capacité
d’échanges augmente avec le terme sans augmeritagontante de la taille du placenfa

De plus, McArdle et al. ont démontré une relatiatreela structure du placenta et I'expression
de genes tels que ceux contrdlant le systeme rénargiotensionse —aldostérone, faisant du
modeéle un lapin un candidat idéal pour I'étude gdathologies placentaires et de la pré-

éclampsie en particuliéf>.

2.1.8. Morphogénése embryonnaire

Une revue de la littérature publiée en 2003 par deesurgiens pédiatres montre que la
morphogenése post implantatoire de I'embryon dilapt proche de celle de I'hnomme selon
les crittres de Carnedfé Ainsi, le lapin est un modéle de choix pour I'ysa et la

compréhension de la survenue des malformationddseta
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2.1.9. Suivi échographique anténatal

Un des objectifs de ce travail de thése est noftesmunt d’évaluer les conséquences a long
terme des perturbations environnementales, mais digvaluer les perturbations précoces.
La méthode non invasive qui permet un suivi lordjital de la croissance foetale est
I'échographie. La sonde d’échographie se compoot®@nte un émetteur et un récepteur
d’ultrasons. Il « émet » durant un laps de temps @oute » ensuite les sons réfléchis. Un
appareillage électronique complexe transforme diimfation recueillie (difféerence entre les
ultrasons émis et recus) en une image interpréfabléopeérateur. Ainsi ce qui ne renvoie pas
d’'ultrason apparait en noir et correspond auxidies, et ce qui renvoie le plus d'ultrason
(tissus solides, o0s) apparait en blanc. Entre dex d’échelonnent tous les niveaux de gris en
fonction de la capacité des tissus a renvoyerltessons vers la sonde.

La taille du lapin, sa manipulation aisée et laldades foetus permettent un suivi
échographique comme cela a été démontré précédendams notre équip€. La réalisation
pratique de ces échographies est détaillée dasectaon Matériels et Méthode (Chapitre D).
De plus, une équipe italienne a montré que I'amalyss flux Doppler utérins, ombilicaux,
aortiques et de la veine cave était réalisable Ehé&pin®®. L'analyse hémodynamique par la
mesure des Doppler chez la femme enceinte et sts fest un élément de prise en charge
courant des grossesses compliquées de retardidsasree intra-utérins et de prééclampsie.
Au moment du début des travaux présentés dansthete, I'échographie des rongeurs n’était
pas développée. Depuis, ont été développés desedlppavec des sondes spécifiques aux
petits animaux, a haute fréquence et de faible spolvant ces progres techniques,
I'échographie animale se réalisait avec des agpadastinés a l'imagerie humaine ou
vétérinaire. De plus, la réalisation de I'échogiapbhez les rongeurs est beaucoup plus

difficile de par la petite taille de I'animal et dloetus. La précision des mesures nécessite
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d’avoir des sondes avec une résolution spatiake fine, et des fréquences d’émission des
ultrasons trés éleveées. En effet, plus la cibleumrgesest grande, plus la qualité de I'image et la
précision des mesures est bonne et plus la fréquesichaute, mieux on peut observer une
cible proche de la sonde. La possibilité de réalies échographies chez le lapin renforce

I'intérét de ce modéle dans I'exploration des plathies gestationnelles.

2.1.10. Outils disponibles et expertise du laboratoire

Le modele lapin est bien connu de notre laboratdaet pour ce qui est des contraintes
d’élevage que pour l'utilisation en recherche surdproduction. La culture d’embryons, le
transfert d’'embryons sont des techniques maitriséaslisées de facon courante.

Un réseau d’ADNc dédié a I'embryon pré-implantaoar été établi dans I'unité. Cet ouitil

permet d’analyser les modifications d’expression denes a différents stades du
développement pré-implantatoire. Cet outil a dégaudilisé pour I'analyse de la dynamique
d’expression des genes dans I'embryon développéivim et de ses modifications par la
culture in vitro (Thése Roger Léandri, Universitari® XI, 2009)*?°. Ce réseau permet

d’analyser 2022 contigs. Un réseau plus étendueestours de mise au point. La puce
commercialisée par Agilent qui permet désormaisalevrir environ 67% du génome (13798

genes) littp://www.sigenae.org/index.php?id=J)6@était pas développée au début de cette

these.

Paramétres biochimiques des lapines en dehors dedtation

L’article de référence concernant les parametreshiiniques des lapins de la souche NZW
est celui de Mizoguchi et®l Les données disponibles avant cette étude émimiennes et
peu nombreusé % Mizoguchi et al. ont étudié de nombreux paraegtParmi ceux qui
nous intéressent le plus dans le cadre de cette,thetons que le taux de cholestérol de base
est de 0,54+/-0,12 g/L. Le taux de triglycéridesdes0,45+/-0,13ng/L. La glycémie de base

est de 7,07+/-0,59mmolt.
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2.1.11. Le lapin Watanabe

En 1975, Kondo et Watanabe ont découvert un lag@ile mutant avec un taux de cholestérol
remarquablement élev&. Ils ont isolé la mutation et développé la ligné@/atanabe
Heritable HyperLipidemic » (WHHL) dont les sujetgépentent une hyperlipidémie
congénital&®. Ces lapins présentent une anomalie du réceptexr L&L responsable
d’altérations pathologiques du métabolisme du dtétel, et par voie de conséquence,

d’athérosclérosé 3

lIs constituent un modele animal pour la malagiagénitale humaine
de I'hypercholestérolémie familiale, qui est recoarmepuis longtemps comme un important
facteur de risque d’athérosclérdbe

Ces lapins développent une hypercholestéroléemimethypertriglycéridémie, avec des taux
environs 8 & 14 fois supérieurs aux controles, quelsoit 'agt®. A l'autopsie, & 'age de 5
mois, les lapins WHHL présentent des lésions sp@es d’athérosclérose aortique dans
100% des cas et des lésions interdigitées de xaweththez 60% des individus apres 16
mois'®2. Ces lésions consistent en un épaississementaintifes cellules spumeuses et une
composante fibreuse, comparables aux lésions asemhez I'homnf ainsi que chez le
lapin NZW sous régime hypercholestérolémiant. lisdation des WHHL a notamment permis
la caractérisation du role des LDL dans I'athérasxdé® et le développement de molécules
hypocholestéroléemiantes (inhibiteurs de la 3-hygt®xmethylglutaryl-CoA (HMG-CoA)
réductase et statines).

Mortensen et al. ont comparé le profil lipidique lat prolificité de lapines Watanabe
homozygotes, hétérozygotes et New Zealand WhiteANgendant la gestation aprés mise a
la reproduction avec des males Watanabe homozydotess lapines WHHL hétérozygotes

avaient les mémes taux de lipides plasmatiqueslepi¢apines NZW et ont développé de

minimes lésions d’athérosclérose a partir de Idge ans. Malheureusement ces auteurs
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Rat Souris Porc Lapin
Avantages Inconvénients Avantages Inconvénients Avantages Inconvénients Avantages Inconvénients
Phylogénie Proche Proche Eloigné Tres proche
Manipulation Aisée Aisée Difficile Aisée
Elevage Facile Facile Difficile, Facile
couteux
Alimentation Omnivore Omnivore Omnivore Herbivore
Métabolisme lipidique Eloigné de Eloigné de Proche Proche
I'homme, I'homme,
résistance a résistance a
I'athérosclérose I'athérosclérose
Métabolisme Eloigné Eloigné Proche
embryonnaire
Durée de Gestation 22j 20j 115j 31j
Implantation J5 J5 J14 J6,5 (Homme J6)
Placentation Hémochoriale Hémochoriale Epitheliochoriale Hémochoriale
Mise en route du génome Brutale Brutale, Phase Majeure : Comparable,
embryonnaire Phase majeure : 4 cellules progressive
2 cellules Phase
majeure :8-16
cellules
Suivi échographique oui Echographe oui Echographe Oui Tres difficile, oui
anténatal spécifique spécifique voire dangereux
Prolificité oui oui oui oui

Tableau 2. Récapitulatif des principaux avantagesténconvénients des modeles animaux

utilisables.
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n'ont pas décrit les poids des lapereaux ni levede a long terme. La prolificité des lapines
WHHL homozygotes était de 14% inférieure a celle Bpines NZW. Shiomi et al. avaient
déja observé que la taille de la portée et le nentd® lapereaux atteignant la période de
sevrage chez les lapines WHHL homozygotes étaiifgigtivement diminués chez les lapines
NZW et les lapines WHHL hétérozygot&s

A notre connaissance, ce modéle de lapin n'a janédés utilisé pour I'étude de la
programmation foetale. Il serait donc intéressanir pmtre laboratoire d’étudier ce modele.
Nous n’avons pas fait nos expériences sur ce maadeld n’était pas disponible dans notre

lapinerie.

2.1.12. Conclusion

Du fait de la placentation hémochoriale, du métsba lipidique et embryonnaire proche de
I’'humain, du réseau d’ADNc dédié disponible, ddddle de I'animal qui permet de réaliser
une surveillance échographique de la gestation,ladesimilitude de la morphogénese
embryonnaire post-implantatoire avec I'homfieet des données existantes & partir d’un
modéle similair&" ° ( Tableau 2 ), le lapin nous parait étre le meillmodéle pour évaluer
l'influence de I'alimentation hyperlipidique hypd&@estérolémique sur I'expression géenique

embryonnaire, le développement fcetal et le dévelognt de maladies a long terme.
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3. Régime

Pour les raisons expérimentales qui viennent d'ééerites, notre choix s’est porté sur le
lapin. Le régime normal du lapin contient peu g¢edis. A notre connaissance, la premiere
étude de I'effet d’un régime hypercholestérolémigaadant la gestation a été publiée en 1997
par I'équipe de Herret. L’expérience a été faite chez le rat en utilisamrégime enrichi de
2% de cholestérol et 1% d’acide cholique. Ce réganeduit des modifications biochimiques
maternelles sans retentissement feetal. Par la sditetoudis et af’ 3 138 et Napoli et af®

ont utilisé le modele lapin déja utilisé comme medadulte d’athérosclérose (New Zealand
White) pour évaluer l'effet d’'un régime hyperchaéslémique sur le développement feetal.
lIs ont ainsi créé le premier modéle d’athérogénéstale, induite par I'alimentation
maternell€®. Dans cette derniére étude, les quantités deekp{8%) et de cholestérol (0,1 &
0,2%) dans l'alimentation ont été ajustées afinbtéair les concentrations plasmatiques
désirées par les auteurs, correspondant a desntmatmns plasmatiques de cholestérol de
femmes enceintes d’une de leurs études précédentest-a-dire 150 & 350mg/dL alors que
les taux de base (avant régime) était de 58mg/dinsxette étude faite sur des lapins New
Zealand White nourris avec un régime débuté 2 semaavant la mise a la reproduction et
poursuivi 2 semaines aprés la mise bas, Napolil.ebrd non seulement démontré qu’un
régime enrichi en lipides et cholestérol entrainais |€ésions d’athérosclérose feetale, mais ils
ont montré que l'administration simultanée d’anyidants (cholestyramine, vitamine E)
permettait de les réduife Mountoudis et al. ont réalisé une étude chez ldpms New

Zealand White en utilisant un régime enrichi ave2%® de cholestérol, débuté une semaine
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avant la mise a la reproduction. Ce régime indighbune hypercholetérolémie chez les
lapines gestantes et induit une diminution du paldsnaissance des lapereaux d’environ
159", Dans cette étude il n'y a pas eu de suivi posttues lapereaux.

L’objectif pour nous était d'utiliser un régime Happipidique et Hypercholestérolémique
(HH) qui devait induire une hyperlipidémie et ungpércholestérolémie sans induire
d’avortement. Etant donné qu’il était tres diffectl’adapter le régime au quotidien en fonction
de résultats de dosages sériques chez les lapins.avons choisi d’utiliser un aliment enrichi
a 0,2% de cholestérol et 8% de lipides (régime p&f)rapport au régime témoin (C), proche
de celui décrit par Napoli et &, mais contenant plus de fibres qui sont indispelesaau
lapin (14% contre 4% chez Napoli et al.). Il fagakement noter que Napoli et al. ne
détaillaient pas le reste de la composition alirmieat dite « standard ». Des résultats
préliminaires dans notre laboratoire avec util@atie cet aliment HH ont confirmé qu’il était
compatible avec une viabilité néonatale conforménaem résultats de Montoudis et®alet

contrairement & ce qui avait été montré dans dekcptions ancienné?’.

L’aliment correspondant a nos besoins, riche @ddiy cholestérol et en fibres n’existait pas
dans le commerce. Tous les aliments ont donc é&papés dans l'unité expérimentale de
Castanet-Tolosan. Les proportions de lipides (82tpecholestérol (0,2%) utilisées dans notre
étude correspondent a ce qui est utilisé danstéadiure et sont tres élevées pour le lapin qui
est normalement folivore alors que la quantité ideléds dans l'alimentation humaine peut
dépasser 30%. De plus, au-dela de 8% de lipide&tait pas possible de produire un aliment
au sein de 'INRA de Toulouse pour des raisonsrteldgiques. Il aurait été possible d’aller
jusqu’a 16% de lipides en ajoutant des lipideswethiblestérol a des croquettes achetées dans
le commerce. Dans ce cas, nous n'aurions pas sglricomposition globale des croquettes,

en particulier pour la composition en protéinesudl@vons donc décliné cette solution.
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En effet, avec un tel taux de lipides, les cromqsette gardent pas leur forme. L’aliment
fabriqué contient également une forte proportiofiilses (14%) afin de couvrir les besoins de
I'animal, qui est identique dans l'aliment enriehil’aliment controle.

L’huile de soja (Sigma) et le cholestérol (Sigma) été utilisés comme source de lipide et de
cholestérol pour enrichir l'aliment de base. L'leuidle soja était le supplément utilisé par
Palinski et at*. Le reste de la composition de I'aliment étaiictment identique entre
I'aliment HH et I'aliment Contréle C. L’aliment Higourvoit ainsi une quantité d’énergie de
16% supérieure a I'aliment C. L'aliment est égalatnm&che en fibres, indispensables au lapin
(voir chapitre 2.1.4 sur la physiologie digestive thpin). Les deux aliments étaient
disponibles sous forme de granulés et distribudadm. Les aliments étaient régulierement
peseés afin de pouvoir determiner les quantités@eg et ainsi calculer les quantités d’energie

et de lipides ingéreés.

4. Préléevements sanguins

4.1. Technique de prélevement

Les prélevements sanguins ont été réalisés apeqwuih de jelne au niveau de la veine
périphérique de l'oreille. Aprés repérage du vassaine légere dépilation est effectuée en
regard du point de ponction. La dilatation de Imgeest obtenue par réchauffement manuel de
I'oreille et utilisation de « wintergreen oil » (ka1 essentielle de Gaulthérie, aux vertus
antalgiques, anti-inflammatoires et vasodilatajce/n cathéter de 22G est alors placé dans le
vaisseau (Photo 2). Tous les échantillons ont étéaillis sur des tubes EDTA de 5ml. Les
tubes ont ensuite été centrifugés a 3000 tours/pgndant 15 min dans I'heure suivant le
prélevement, puis les échantillons ont été repamigplusieurs aliquots et stockés a -20°C

jusqu’a analyse.
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Photo 2. Pose du cathéter sur une oreille de lapin.
Ce cathététer peut étre utilisé pour prélevemengisa ou prise de tension artérielle
niveau de I'artéere centrale de l'oreille.
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Dans notre étude, les prélevements sanguins namefe réalisés avant le sevrage en raison
de la petite taille des oreilles et de la veinaptérique de l'oreille a cet age. Pour les lapins
prélevés plusieurs fois au cours de I'expérienagisnchangions de coté a chaque fois. En
utilisant cette technique, les échecs de préléevesrénaient exceptionnels. Il a été constaté de
facon épisodique des hématomes, sans consequencd’gomal. Dans les quelques cas

d’échec sur la veine périphérique, l'autre oreallété ponctionnée.

4.2. Méthodes de dosages des métabolites

Les taux plasmatiques de cholestérol total, HDLdettriglycérides ont été mesurés par
technique immuno enzymatique (Roche DiagnosticseBaSuisse) déja validée chez le
lapin**> Le dosage du glucose et de linsuline ont étésfan utilisant un Autoanalyser
(Chemical Profile Analyser CPA, Coultronics, MarggnFrance) avec des kits commerciaux

(Glucose quant, Roche Diagnostic, Mannheim, Gerpnamartir de plasma.
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Photo 3. Préparation de la lapine pour faire I'échgraphie.
La lapine est allongée sur le dos, abdomen ragéégldans la boite de contention.
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5. Surveillance foetale : 'échographie

La croissance fcetale et placentaire a été anapaeééchographie trans-abdominale a J9, J14,
J21 et J28'. Les lapines étaient placées en décubitus doesss dne cage dédiée afin de
limiter les mouvements, sans anesthésie (Photo 3).

Les échographies ont été réalisées a I'aide d’'lmographe Philips HDI 5000 (Philips, Best,
The Netherlands) équipé d’'une sonde de 5 a 7,5Mhzessie était localisée, et les deux
foetus les plus proches de la vessie, dans chagoe atérine, ont été mesures, ce qui fait 4
foetus par lapine. Les mesures incluaient : laetdill sac gestationnel (J14 et J21), la longueur
et I'épaisseur du placenta (J9 et J14), la longeele diametre abdominal transverse du feetus
(J9 et J14), le périmetre abdominal, la longueuladéte, le diamétre bipariétal, la fréquence
cardiaque (J14 et J21), la longueur et la largas rkins (J28). Des exemples de photos

d’échographie sont présentés (Photo 4).
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Photo 4. Exemples de clichés d’échographie fcetale thpine.

A. Placenta (fleche du haut) et embryon C. Mesure du diamétre bipariétal (BIP) a
(fleche du bas) a J14. La mesure de J21
'épaisseur et de la largeur du placenta ==
ainsi que la longueur cranio-caudale de §
'embryon sont indiquées entre les croix.

D. Membre avec vue passant par une patte
aJzl.

B. Mesure du périmétre abdominal a J21.
Le vaisseau visible en mode Doppler
(fleche) est la veine ombilicale qui sert de
repére pour cette mesure.

E. Placenta a J21.
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6. Autopsies et analyse histologique des aortes

6.1. Examen post mortem
Aprés euthanasie, le foie, les reins, la graistarsnapulaire et périrénale ont été prélevés et

pesés. La graisse peri rénale et connue commetugtdiniele reflet de I'adiposité générale.

6.2. Analyse des aortes

Apres laparotomie, l'aorte est exposee, les artef&sentes sont sectionnées. L'extrémité
supérieure est la crosse aortique, et I'extrémifirieure la bifurcation iliaque. Elle est alors
ouverte en deux dans le sens longitudinal, et Rdées du PBS. Aprés nettoyage et excisions
des tissus graisseux l'aorte est fixée dans dudtmtdémyde 1% pendant 24h a 4°C. Les aortes
sont ensuite colorées avec de I'huile rouge pentldure, puis lavées dans I'éthanol 70%
pendant 20 minutes. Les aortes sont alors examméesdscopiquement pour rechercher les
lésions d’'atéhrosclérose.

Apres fixation entre deux lames, les aortes sordtqgmaphiées. Les photos sont alors
analysées a l'aide du logiciel Image J afin de tjfianla proportion de la surface aortique

atteinte d’athérosclérose.
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7. Analyses statistiques

Les analyses des données longitudinales ont étés fa l'aide du logiciel SAS utilisant le
Modéle “PROC Mixed” pour analyses répétédsavec les femelles et la durée
d’expérimentation comme co-facteurs. Cette anafydenné un résultat global ainsi que des
analyses ponctuelles. Le test ANOVA ou le t tesBtielent ont été utilisés pour I'analyse des
données post mortem a l'aide du logiciel XLStat 0Des analyses de comparaison de
guantification de gRT-PCR ont été realisées ad'ald test t de Student. Un p<0.05 a été
considéré comme statistiquement significatif. Tassrésultats ont été exprimés en moyenne

+/- SEM (Erreur Type=SD/racine carrée de n).
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D. Expérience 1 : Effets d’'un regime enrichi en
lipides et en cholestérol HH ou C debuté en
période pré pubertaire sur la mere, I'expression
de genes embryonnaires, le développement foetal
et la survenue de maladies a long terme
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L'objectif était d'évaluer le régime HH vs C débué&h période pré-pubertaire sur le

développement embryonnaire, la gestation et lactheksoce.

1. Matériels et Méthodes

1.1. Protocole expérimental (Figure 16)

Les femelles ont été nourries soit avec l'alimemt, loit avec l'aliment C, a partir de 10
semaines jusqu’a la fin de la période d’'allaitemeatmise a la reproduction a été effectuée a
'age de 18 semaines. Au cours de ce protocolerempatal, les lapines ont été reparties en 3
groupes.

a. 16 femelles (8 HH et 8 C) ont été euthanasidéga de 18 semaines pour évaluer I'effet
du régime donné depuis I'age de 10 semaines.

b. 30 lapines (16 HH et 14 C) ont été saillies redkement a 18 semaines. La croissance
foetale a été surveillée par échographie a J9,J214et J28. 4 femelles HH et 2 femelles C ont
été euthanasiées a J28 de la gestation (22 sendiamgs) pour collecter les foetus et les
placentas.

c. Les 24 femelles restantes ont mis-bas naturelénies portées ont été équilibrées des la
naissance afin d’'avoir des portées de 6 laperefmmant 4 sous groupes. Le sexe des

lapereaux n'a pas été pris en considération.
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HH: Hyperlipidiqgue Hypercholestéroléemique (SC0,2%)

VS
C: Contrble
4 Exp. 1 > G
Salllie Mise-bas
16HH 12HH Sevrage J176 J19%
14C 12C Allait )
. dltiemen
Gestation Sy
24HH : ><1.SCHJ-L ......................................................
PP, AN o] L SO PO o N PO SO o P e ST .
22C @ i 7 HH:HH :
10s 18s T T T T Adoptions TA,
Echo croisées Prises
de sang
examen examen examen examen
post-mortem post-mortem  post-mortem post-mortem
8HH et 8C 4HH et 2C
HDL, Chol,
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Figure 16. Protocole Expériment&xpérience 1 : régime HH ou C débuté a 10 semaines,

poursuivi jusqu’au sevrage puis régime HH reprismge adulte pour tous les lapins (J176 a
J195).
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Les 4 sous groupes sont :
*Descendants de méres nourries par le régime HHll@tés par une meére
nourrie par un régime HH (HH-HH).
*Descendants de méres nourries par le régime HHll@tés par une meére
nourrie par un régime C (HH-C).
*Descendants de meres nourries par le régime Clatéa par une mere
nourrie par un régime HH (C-HH).
*Descendants de meére nourries par le regime datéal par une mére nourrie
par un régime C (C-C).
La croissance des lapereaux a été surveillée jasge€vrage, moment ou les animaux ont été
euthanasiés (un mois d'age). Un petit groupe derégux (26) a été conservé pour
surveillance a long terme. Ce groupe a recu l'atin@ jusqu'a 176 jours, puis le régime HH
jusqu'a 196 jours, moment de I'euthanasie. Dangroepe, le poids, la quantité d’aliments
ingéreés et la pression artérielle ont étés mesiedacon hebdomadaire.
Des prélévement sanguins ont été realisés chemédess a 11 semaines soit juste aprés la
mise sous régime, a 17 semaines soit juste avaniska la reproduction, a 19 semaines soit
a mi-gestation et 25 semaines (sevrage) avec doshgeholestérol total, de I'HDL, des
triglycérides, du glucose et de I'insuline.

Chez les descendants, ces dosages ont eu liegeadég30, 171 et 196 jours.
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Photo 5. Enregistrement de la tension artérielle das l'oreille d’'une lapine (courbe
rouge).

La zone sur fond noir est la sélection de la ma&i#epartie de la courbe. Suite a cette
sélection s’affichent les tensions max., min. eynfen mmHg), en haut de I'écran.
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1.2. Mesure de la pression artérielle

La pression artérielle a été mesurée au nivealaderk centrale de l'oreille sur des animaux
non anesthésiés selon la méthode précédemmentetfécille a mesurée chez es lapins
alaage aduulte, a I'age de 176 et 195 jours.

Un cathéter de 22G est alors placé dans lartérel’ateille (Photo 2). La tubulure
d’acquisition connectée au capteur de pressiofixést a ce cathéter. La meilleure partie de la
courbe d’acquisition (Photo 5) est sélectionnéeuttisée pour le calcul des valeurs
minimales, maximales et moyennes de la tensionadgdine par un logiciel spécifique
(AcgKnowledge, Biopack systems, Goleta, USA).

La valeur de tension artérielle moyenne normaleeistes publications de Kate Denton est de

7,5mmHg (elle ne donne pas les valeurs systoligtidistoliques)®.
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Photo 6. Embryon de lapin au stade Blastocyste (B, Taille réelle 3 a 5mm.

Photo 7. Embryon de lapin au stade 48hPC : 16-20lkdes. Taille réelle : 0,5mm.
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1.3. Protocole de super ovulation et collecte d’embryons

Les lapines ont recu 5 injections sous cutanéga=&H (Stimufol®, Merial, Lyon) pendant
3 jours avant la mise a la reproduction : deuxcinpms de 5ug le premier jour & 12h
d’intervalle, 2 injections de 10ug a 12h d'intetedke deuxiéme jour, et une injection de 5ug
le troisieme jour, suivie 12h apres d’une injectam 30Ul d’HCG (Chorulon, Intervet) juste
avant la saillie. Les embryons (soit a J2 soit &)J6nt été recueillis par flushing des
oviductes avec du PBS immédiatement apres I'eutfianbhes embryons ont été répartis en
deux groupes en fonction de leur morphologie pas gersonnes expérimentées pour
homogénéiser ces groupes. Seuls les embryons de ¢y », c'est-a-dire avec une
morphologie normale (non fragmentés, réguliersban stade de développement pour le
terme) ont été utilisés pour I'analyse moléculaires autres embryons n’ont pas été utilisés
(Groupe “B”). Au sein des embryons issus de lapi@eson retrouve 321/402 embryons
detype A soit 79,8%, contre 255/346 type A soit 78%sein des embryon issus de lapines
HH (p=0,04)(p<0,05).

Pour 'analyse transcriptomique, les lots de 20 s a J2 de type A ont été faits lapine
par lapine de I'expérience 1 et congelés. Poualime en RT-PCR les embryons de Type A a
J2 issus de plusieurs lapines ont tous été poaliss pongelés par groupes de 10 a -80°C
jusqu'a utilisation alors que les embryons a J5rd été photographiés et congelés
individuellement (Photo 6). En effet a ce stadenbeyon est environ 10 fois plus volumineux
qu'a J2 (Photo 7) et contient plus de 96€llules*® Une analyse individuelle est donc
possible a J5,5 alors que cela ne I'est pas a J2.

Pour I'analyse immuno histologique, les embryonséia receuillis a J2 et J5, et triés selon

les mémes criteres morphologiques.
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Echantillons Eiologiques

Dépoéts d'ADN A B
sur membrane

EXTRACTION D’ARN \

l REVERSE TRANSCRIPTION

" MARQUAGE . l_

HYBRIDATION Acquisition d'image .| &=

Comparaison A vs B
et analyse de données

|

GENES DIFFERENTIELLEMENT EXPRIMES

Figure 17. Principe d’analyse du transcriptome parcriblage différentiel.
Il s’agit de comparer le niveau d’expression deegésiu sein de deux échantillons, ici A et B.
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1.4. Biologie moléculaire

1.4.1. Le réseau dédié

Principe d’un réseau :

La technologie des réseaux d’ADN consiste en laidabon et l'utilisation de réseaux de

milliers de séquences d’acides nucléiques, ADNmlgonucléotides fixés a des substrats
solides tels que lames de verre ou filtres de nyles réseaux permettent de mesurer
simultanément I'expression de milliers de genesndgénome. Cette maniere d’étudier
'expression du génome s’appelle I'étude du trapsmme. Les expériences utilisant les
réseaux d’ADNc en vue de l'analyse d’au moins deaxscriptomes correspondent a des
hybridations comparatives concernant des popukt@dARN accumulées dans différents

tissus, a différents stades du développement amisca différents traitement (Figure 17). On

parle alors de criblage différentiel.

Réseau utilisé :

Le réseau utilisé pour nos expériences a été moau par Roger Léandri au cours de sa
thése dans le laboratoire : la technique d’hybidtlasuppressive soustractive a été utilisée
pour construire deux banques de ADNc d’embryonslagen enrichies en séquences
exprimées lors de deux étapes clés du développepréamplantatoire, I'activation du
génome embryonnaire (TME) (stade 8-16 cellules ¢thédapin) et I'apparition des premiéres
différenciations cellulaires au stade blastocysts He la différenciation du trophectoderme
alors que les cellules pluripotentes se trouvenhisaau de la masse cellulaire interne. La
banque TME a été construite en soustrayant les AilNstade 4 cellules (avant la TME) de

ceux d’embryons de stade morula précoce (16-32iles)l stade suivant immédiatement
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Protocole d’extraction a I'aide du RNeasy MINI KIQIAGEN, Courtaboeuf, France).
A chaque échantillon, correspondant & un lot d’gimis, est ajouté 350ul de tampon de |
contenant 2% de B2 mercaptoethanol. Les tubesadorg vortexés pendant 1 minute pour
casser les membranes et homogénéiser. On ajoutel@lméme volume d’éthanol 70%.
homogénéise par pipetage et on dépose la totalitédolhme sur la colonne placée sur|un
tube de 2 ml puis on centrifuge 15 secondes a 80DfAdette I'éluat et on remet la colonpe
sur le tube.
Nous avons utilisé une phase de traitement a lasBNBNase free DNAse set, QIAGEN,
Courtaboeuf France): Ajout de 350ul de tampon RWi Ia colonne. On centrifuge 15
secondes a 8000g, et on jette I'éluat. On plaamlanne sur un tube conique et on ajoute
80ul de DNase diluée (10ul de DNAse, soit 30Ul #l7@e RDD) et on incube a 25-301C
pendant 15minutes. On ajoute ensuite 350ul de RMYlascolonne, et on laisse agir
minutes a température ambiante. On centrifuge téneles a 8000g et on jette I'éluéat et le
tube. On met alors la colonne sur le tube de 2oomni par le kit. On dépose alors 500 ulide
tampon RPE. On centrifuge 15 secondes a 8000gttnljéluat et on remet la colonne sur
le tube. On dépose a nouveau 500 pl de tampon BREgentrifuge 2 minutes a vitesse
maximum pour sécher la colonne. On place alorslianoe sur un tube de 1.5 ml, on ajoute
30 ul d’H,0 RNase «free », on laisse en contact une minuteguucentrifuge 1 minute [a
8000g. Cette étape est réalisée deux fois pouolume d’extraction total final de 60ul.
produit d’extraction est alors conserve a -80°C.
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la TME. La banque FD, pour First Differenciatioa,été construite en soustrayant les ADNc
du stade morula tardive (32-64 cellules) du stathstbcyste (Thése Roger Léandri,
Universite Paris XI, 20093,

Une fois les 2 banques établies, elles ont étéesdfes et comparées entre elles et avec des
banques de données d’'EST de lapin afin d’assertthles EST en contigs. Pour chacun des
contigs obtenus, 'ADNc le plus représentatif (emnte de couverture du contig) a été
identifié. 2000 représentants de ces contigs @ntlébosés sur une micromembrane de nylon.
Ceci constitue un réseau dédié a la période embayan pré-implantatoire d’environ 2000
genes uniques. L’ensemble des génes ont été classéslusters en fonction de I'évolution
de leur expression aux stades 4 cellules, moruladastocyste. Une analyse fonctionellle a
egalement été réalisée a lintérieur de chaquetarlude métabolisme du cholestérol
n'apparait que pour 4 genes d’un des clusters.ofal, tseulement une vingtaine de géenes ont

un rapport avec le méetabolisme lipidique et leatmélisme du cholestérol.

1.4.2. Analyse du transcriptome par le réseau dédié

L’ARN total a été extrait de 4 lots indépendant28eembryons recueillis a 48h post-coitum,
sur des lapines ayant subi chaque régime, apr&s suplation, a I'aide du RNeasy Mini Kit
(QIAGEN, Courtaboeuf, France) selon les instrudidii fabriquant (voir ci-dessous). Pour
cette analyse, les 20 embryons de chaque lot patemind’une méme lapine. Plusieurs lots
ont été utilisés pour pallier la variabilité entoés et la variabilité de la technique. Le nombre
d’embryons par lot était de 20 car la quantité d¥ARar embryon est faible (2,5 a 5ng
d’ARN total par embryon a ce stade). Au stade J&ghis avons réalisé la méme méthode
d’extraction que pour les stades précoces. La shfitgence étant I'absence d'utilisation de

carrier car les ARN sont présents en plus grandetié a ce stade.
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Figure 18. lllustration des étapes de la RT- PCR gbale.
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Chaque produit d’extraction a ensuite été amppté deux procédures indépendantes : une
amplification exponentielle par reverse transcoiptfRT) et PCR globale et une amplification
linéaire par transcription in vitro aboutissantagsinthése d’ARN antisens (ARNa). Il a été
montré dans le laboratoire que l'utilisation suaghe échantillon de ces deux procédures
permet d’évaluer les effets des méthodes d’amatific et de détecter un plus large spectre
de genes différentiellement exprimés avec un nordl&ehantillons plus faible que lors de

I'utilisation d’'une seule méthode (Thése LC Bui,ivgmsité Paris XI, Année 2007).

RT-PCR globale

L’objectif de la RT-PCR globale est d’amplifier tegon exponentielle tous les ARN qui ont

éte extraits et dont le principe est rappelé enreig.8.
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La composition des mix RT, Tailing et PCR1 estiiée ci dessous, les quantités indiqu
correspondent a 1 tube et sont exprimées en pl.
Mix RT: réactif (concentration initiale):

dNTP (1mM) 0,2
Amorce
Tc(7.35pg/ml) 0,087 5-GCG-CCG-CGG-CCG-CTT-TTT-TTTFI-TTT-TTT-T-3’
DTT (0.1mM) 0,25
Tampon 5x RT 0,93
RNasine (40U/ul) 0,25
H.0 0,25
Mix Tailing : réactif (concentration initiale):
H.0 1,6
dGTP (20mM) 0,4

Tampon 5x TdT 2
Tdt enz (terminale deoxynucleotidyl transferase){18) 1
Mix PCR 1 : réactif (concentration initiale):

Tampon 10X 5
Amorces:
Tc (10pmol/ul) 1 5'-GCG-CCG-CGG-CCE-GTTT-TTT-TTT-TTT-TTT-T-3

Cc (10pmol/pl) 1 5-GCC-GTC-GAC-GCGT-CCC-CCC-CCC-C-3
Ttr (20pmol/pl) 4,5 5-GCC-GTC-GAC-GCGET-3'
Ctr (20pmol/ul) 4,5 5-GCG-CCG-CGG-CTT-3

BSA (1mg/ml) 8,5

H20 11,25

Taqg Gold Star (5U/ul) 3

Mix PCR 2 : réactif (concentration initiale) :
Tampon 10X 5

Amorces

Ttr 20 pmol/ul 5
Ctr 20 pmol/ul 5

dNTPs 20mM 1,25
BSA 1mg/ml 8,5
H20 9,75
Taqg Gold start 3

ges

Protocole de RT :

Il faut commencer par vortexer le mix de RT, pwsitdafuger 30 secondes a 12800g. D
un tube de 0,5ml, déposer 2ul d’ARN et 2ul de mexRiIr. On chauffe 2 minutes a 65°
puis on centrifuge a nouveau 30 secondes a 12&D@daisse alors reposer a tempéral
ambiante pendant 3 minutes puis on place sur glace.

Pendant ce temps on prépare le mix d’enzymes dePRUr cela il faut diluer I'Aviarn
Myeloblastosis Reverse Transcriptase (AMV RT, Imogen, Cergy-Pontoise, Frang
(15U/ul) en en prenant 0,5ul auquel on ajoute 2dgiimix RT. On prend 0,4ul de
mélange auquel on ajoute 0,5ul de Superscriptdinmélange contient donc deux enzyn
de transcription inverse. On dépose alors 0,9 dedmix d’enzymes dans chaque tube e

ans
C,
ure

e)
ce
nes
on

mélange délicatement sans faire de bulle. On gecéchantillons 30 minutes a 42°C puis

10 minutes a 65°C. On termine par une centrifugati® 30 secondes a 12800g9.
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Protocole de Tailing :
On ajoute la TdT (1pl a 15U/ul) (Terminal deoxyrastldyl Transferase, Promega,
Charbonnieres, France) au mix de tailing et I'omtexe délicatement. On centrifuge 30
secondes a 12800g. On ajoute 5ul de ce mélangelparavec un pipetage doux. On laisse
alors le mélange 1 h a 37°C, puis 10 minutes a 66tCtermine par une centrifugation 30
secondes a 12800g.
PCR1:

On ajoute la Tag ADN polymerase au mix PCR et onexe légerement. On centrifuge 30
secondes a 12800g, on ajoute dans chaque tubeddatmle RT 40ul de mix PCR avec un
pipetage doux et on place une goutte d’huile efasar Le programme utilisé pour la PCR
est le suivant: 94°C pendant 10 minutes puis 1%sya 96°C pendant 2 minutes, 63°C
pendant 50 secondes et 72°C pendant 6 minutesnkte fPCR la température redescend a
4°C.
PCR 2 :
On vortexe légerement le mix PCR2, puis on cergef@0 secondes a 12800g. On préléve
37,5 pl de mix PCR2 dans lequel on dépose 12,5ptatiuiit de PCR1. On homogénéise par
un pipetage doux. On centrifuge alors 8 minute2&0Qg. On place une goutte d’huile etjon
centrifuge 3 minutes a 12800g. On place alorsubsd sur la plaque de la machine PCR
selon le programme suivant: 15 cycles a 96°C p#nd2 minutes, 63°C pendant 50
secondes et 72°C pendant 6 minutes. En fin de B@&ripérature redescend a 4°C.

Les produits de PCR obtenus sont purifiés a l'alde Kit QIAquick PCR purification

(Qiagen, Courtaboeuf, France).

Purification de ’ADN amplifié par le kit QIA quickurification kit (QIAGEN, Courtaboeut,
France):
Ajout de 5 volumes de Tampon PB a 1 volume dédhamtde PCR puis dépbt sur la
colonne placée sur un tube de 2ml. Il faut alorgrdeger pendant 30-60 secondes a 10000g.
On jette I'éluat et on remet la colonne sur le fyhes on ajoute de 75ul de tampon PE sur la
colonne. Il faut a nouveau centrifuger 30-60 seesnd 10000g, on jette I'éluat, puis pn

centrifuge 1 min & vitesse maximum. On jette I'€luwdn place la colonne sur un tube|de

1,5ml, on ajoute 30ul d’#D sur la membrane au centre de la colonne et sselaine minute
en contact. Enfin, on centrifuge 1 minute a 100@Dg.répéte a nouveau avec 30ul d’HRO
pour obtenir un volume d’extraction total de 60uaméliorer le rendement d’extraction. ©On
conserve le produit purifié a -20°C.
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Figure 19. Principe de la transcription in vitro.
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Transcription in vitro :1l s’agit de transformer ’ARN extrait en ADNc pane transcription

inverse, Le principe est rappelé en Figure 19.

Protocole d’ARNa Transcription in vitro MessageAnfkRNa Kit (Ambion, Applied
Biosystems, Courtaboeuf, France):

Synthése du brin d’ADNCc : On ajoute 1pl d’'amorces T7 oligo d(T) et 12pl ¢OHaux
ARN. Le mélange est incubé 10 minutes a 70°C, poitexé et placé sur glace. On réalise
un mix a température ambiante contenant (pour ehagpe) : 2ul de Tampon de RT 10X,
1ul de Ribonucléase inhibitor, 4ul de dNTPmix el d@i reverse transcriptase. On mélange
ce mix et on centrifuge brievement. On ajoute 8&itd mix dans les tubes qui ont été placés
sur la glace, on agite, on centrifuge brievemepigblace 2h a 42°C au bain marie.
Synthese du 2eme brin d’ARN Sur glace : on ajoute a 20ul d’ADN simple brin olotg
précédemment 63ul d’'H20, 10ul de tampon 10X « sestrand buffer », 4ul de dNTPmi
2ul de ADN polymerase, 1pl de RNAse H. On mélangie pn centrifuge et on laisse au
bain marie 2h a 16°C.

Purification de I’ADNCc :préparation de la colonne « phase lock gel » patrifugation : on
ajoute 100ul de phenol/chloroforme a la colonnerevortexe 1 minute. On dépose ensuite
200p! du produit issu de la synthése du 2eme hiascolonne et on centrifuge 5 minutes a
16000g. On préléve la phase aqueuse et on préethdélc en ajoutant 2ul de glycogene a
5ug/ul, 50ul de NH40Oac 5M froid, et 375uL d’éthah®D% froid. On laisse ce mélange [2h
a -20°C, on centrifuge 20 minutes a 16000 g a 4tCjette le surnageant. On rince le culot
en ajoutant 500ul d’éthanol 70° froid. On centrdugjors 10minutes a 16000 g a 4°C ef on
jette le surnageant. On seche le culot sous lampd'@de d’'un bloc chauffant & 25°C. On
met ensuite en suspension ce culot obtenu dans d&{4D, on place 10 minutes |a
température ambiante avec agitation et centrifagaapide.

In vitro transcription (ARNa) On prend 16ul d’ADNc double brin purifié. Par tulmm
ajoute un mix composé de 4ul de chacun des produit@nt : T7 ATP soln (75 uM), T
GTP soln (75 puM), T7 UTP soln (75 pM), T7 CTP s6Id uM), T7 tampon de réaction
10X, T7 mix d’enzyme. On mélange puis on centrifu@a laisse alors le mélange 14h a
37°C. On ajoute ensuite 2ul de DNAse 1, on mélatgm laisse 30 minutes a 37°C au bain
marie. Puis on ajoute 60ul de solution d’élution.
Purification ARNa :on ajoute au produit obtenu 350ul de tampon datibn ARNa, on
meélange puis on ajoute 250ul d’éthanol 100%. Orosep/00 uL de produit obtenu sur
filtre, on centrifuge 1 minute a 10000g, et ongdtéluat. On ajoute 750ul de tampon |de
lavage, on centrifuge 1 minute a 10000g, on je&ridt. On transfere le filtre dans un
nouveau tube de 2ml et on réalise I'élution avettgO nuclease free chauffée a 50°C :|on
laisse le filtre et 'eau en contact pendant 2 resua température ambiante, puis|on
centrifuge 1 minute a 10000g. On recommence exatterta méme opération avec| a
nouveau 50ul d’'kD, et centrifugation 1 minute & 10000g. Le prodigiution est quantifié
par mesure de la densité optique a 260nm puis oag80°C.

X P
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Marquage des sondes amplifiées ADNCc :
Il faut dénaturer les brins d’ADNCc et utiliser damiorces aléatoires (hexameéres) qu’'une ADN
polymerase va utiliser pour se fixer et synthétisernouveau brin d’ADN en utilisant les

nucléotides présents dans le milieu de réactiom ltlonest marqué par la radioactivité.

Marquage des sondes amplifiees ADNCc:
Il faut mettre 500ng d’ADNCc obtenu précédemmentsdam tube eppendorf 0,5ml. On ajoute
1ul de random primer9 (Biolabs, ref 512545) a 448/l et on compléte avec de I'eau pour
obtenir un volume total de 32 pl. On réalise alone phase de dénaturation pendant 8
minutes a 95-100°C.
Pendant cette phase de dénaturation, on réalisgxuoomposé pour chaque tube de: 5ul de
tampon NEB 10X, 5ul de mix dNTP(-dATP) 10mM, 5uld&TP*, 2,5 pl d’HO.
Apres la phase de dénaturation, on mélange les tetben centrifuge tres rapidement. On
laisse incuber 2-3 minutes a 50°C. On ajoute audrixnarquage 4 ul d’ADN polymerase,
fragment de Klenow (5U/ul). Aprés 3 minutes a 5@tCajoute le mix marquage additionné
d’ADN polymerase a chaque tube et on place a 5@&@i@nt 30 minutes. On arréte ensuite
la réaction en ajoutant 2ul d’EDTA a 0,5 M dansqeieatube.

On place ensuite les tubes dans de la glace oiCa -4

Purification de la sonde marqguée sur colonne de &ffihadexOn ajuste 1ml de G50 dans
une seringue de 1ml. On rince la colonne avec lealudmilliQ. On centrifuge cette colonne
2 minutes a 0,1g. On rince a nouveau la colonne ag6ul d’HO milliQ et on centrifuge
nouveau 2 minutes a 0,1g. Il faut renouveler I'aién jusqu’a obtenir 150ul en sortie de
colonne. On ajoute alors 52ul de sonde marquéejet ¥H,0 milliQ. On centrifuge |
colonne 2 minutes a 9,3g. On prend alors 1ul dé€aull@'éluat auquel on ajoute 2ml de
liquide scintillant et apres 10 minutes de misecentact on mesure la radioactivité. ©On
congele alors les sondes ainsi synthétisées.
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Marquage des sondes ARNa :
L'objectif est de reverse transcrire 'TARNa obtean ADNc en utilisant des nucléotides

radioactifs.

Marquage des sondes

Synthese de la sonde marquékettre 500ng d’ARNa dans un tube eppendorf 0,30m.
ajoute 1pl d’hexameres a 500ng/ul et on complete de I'eau pour obtenir un volume total
de 25ul. On incube 10 minutes a 70°C puis on acglace.

Marquage de la sond@n réalise un mix de marquage contenant, pour eade : 10ul dé
tampon de RT 5X, 5ul de DTTO,1M, 2,5uL de mix dNFBA(TP) 10mM, 2,5ul d’ HO. On
ajoute 20ul de ce mix & chaque tube auquel on @j&utl de alpha dATEP. On
homogénéise puis on incube 5 minutes a 25°C. Outejbul de superscript 1l Reverse
Transcriptase a 200U/ul par tube. On réalise alargycle de 10 minutes a 25°C puis |50
minutes a 42°C et 15 minutes a 70°C (ThermocyciemBtra). On peut alors passer a 4°C
puis ajouter 1ul de RNase H a 2U/ul, et on laiesaber 20 minutes a 37°C (Thermocygler
Biometra). On place ensuite les tubes dans deatzeg|
Purification de la sonde marguée sur colonne de &fihadexOn ajuste 1 ml de G50 dans
une seringue de 1ml. On rince la colonne avec Inti@ milliQ. On centrifuge cetts
colonne 2 minutes a 0,1g. On rince a nouveau lanc@ avec 150ul d’}® milliQ et on
centrifuge a nouveau 2 minutes a 0,1g. Il faut veeter I'opération jusqu’a obtenir 150ul
sortie de colonne. On ajoute alors 52ul de sondeguwa et 98ul d’ KO milliQ. On
centrifuge la colonne 2 minutes a 9,3g. On prendsdlul des 150ul d’éluat auquel on ajoute
4ul de liquide scintillant et aprés 10 minutes deeren contact on mesure la radioactiv
On congele alors les sondes ainsi synthétisées.

U
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Hybridation des sondes marquées avec la membrane :
Le principe est d’hybrider les acides nucléiquedasents sur la membrane avec les ADNc

marqués issus des échantillons.

D

Préhybridation:ll faut commencer par humidifier avec de I'eau i@llla membrane d
nylon. Elle est ensuite déposée sur une feuillpageer pour absorber I'exces d’eau milliQ et

placée dans un tube en verre de 12ml (spots vexttieur du tube). On y ajoute 2ml de

tampon Clontech préchauffé a 68°C. On place atopetit tube dans un grand tube en verre
Hybaid et on réalise la préhybridation en laissambembrane a 68°C pendant 48h.
Hybridation : Pour dénaturer les sondes, on fait bouillir 150 produit obtenu
préecédemment pendant 3 minutes puis on place 2tesindans la glace. Aprés une
centrifugation de 30 secondes a 1000g on placatdé dans le tampon de préhybrydation| et
on hybride au four a 68°C pendant 24h.
Lavage:Laver par 4 fois la membrane en ajoutant danseté fube 10ml la solution 2X
SSC, 1% SDS préchauffé a 68°C sous agitation dperslant 30 minutes puis une fois ayec
10ml de solution 0,1X SSC 0,5% SDS pendant 30 raguRincer en bac les membranes
dans du SSC 2X. Les faire sécher sur du papier Marapropre.
Exposition en cassette FujiflmExposer les filtres en cassette pendant une enigyant
pris soin de faire un plan de disposition des mamés. Puis scanner I'écran au Fuji Bas
5000. L'exposition peut durer jusqu’a 72 heurasésiessaire.
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Analyse des résultats
Les signaux ont été guantifiés grace au logiciel  S&én
(http://mulcyber.toulouse.inra.fr/projects/agscaaf)ant analyse statistique par Analyse de
variance. Aprés quantification, les signaux d’hgthtion ont été transformés en log et
normalisés avant analyse. Pour cela nous avonailtéagur des données centrées réduites.
Cela revient a considerer que la somme des sigimanx de chaque membrane est identique
a celle de n’importe quelle autre membrane et gaectarts entre les signaux forts et faibles
sont de méme ampleur quelle que soit la condititanalyse différentielle a été réalisée par
un test ANOVA avec le logiciel GenAnov4’. Pour chaque sonde du réseau, I'équation
utilisée était la suivante :

Yik =4 + D+ M + R+ ik
ou Yik est I'intensité de la sonde du réseau et p la moyees intensités exprimees mesurées
par la sonde. DM;et R, sont respectivement 'effet du régime i, la méthdamplification
j, et les répétitions biologiques & est le risque d’erreur résiduel comprenant 'iatéion

de tous ces facteurs.

1.4.3. Slot Blot

Principe : Une fois des genes candidats obtenuss agons tenté de vérifier la différence
d’expression entre les conditions expérimentalesup& étape intermédiaire d’hybridation
des sondes candidates sur le matériel amplifiéespandant aux embryons de chaque
condition. Il s’agit de déposer sur une membrane pnéparation d’ADNc issue des
échantillons a analyser. On hybride ces dépots dessondes spécifiques radiomarquées de
’ADNc que I'on cherche a analyser. Apres révélation mettra en évidence des bandes plus

ou moins intenses en fonction de la concentrat®BADNc d’intérét dans I'’échantillon.
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Nous avons déposé sur une membrane Brights®lus (Ambion) les ADNc issus de la RT-
PCR globale précédemment décrite, obtenus a pl#iRN extraits de lots d’embryons, puis
nous avons préparé les sondes correspondant aes démeréts.

Pour les genes choisis, nous avons réalisé unactrit des plasmides a partir des clones qui
ont constitué le réseau et qui contenaient les esémps candidates. La purification de
plasmide avec le kit Wizard plus (Promega, Chari#es, France) a pour objet I'extraction
rapide d’'un plasmide (<20000 pb) d’'une bactérieeh@vec une pureté suffisante pour

séquencage, ligation ou PCR.
Une fois les plasmides extraits et purifiés selea fcommandations du fabriquant (Kit

WIZARD plus (Promega, Charbonniéres, France)aulk fréaliser une amplification par PCR

des inserts plasmidiques puis synthétiser les sorakoactives.
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Protocole PCR plasmidiguel’enzyme utilisé pour I'amplification est la Tage cchez
QBiogen. Le mix est composé de 39,8ul gH 5ul de tampon 10XMgCI2, 1ul d’amorc
NP1 et NP2 a 10uM, 2ul de dNTPmix (10nM) et 0,2¢1lTdq. On y ajoute 1l de plasmi
concentré a 50ng/ul. Le programme de PCR estlausui 94°C pendant 5 minutes, puis
cycles de 30 secondes a 94°C, 30 secondes a 661Qmetute a 72°C. On realise u
purification des produits de PCR a l'aide du kitRP@urification (QIA quick purification kit
Qlagen, Courtabeuf, France). On termine par 10 tega 94°C avant stockage a 4°C.

Pour la synthése des sondes radioactiopautilise le kit Rediprime de Amersham. On ¢
de 50ng de matrice issue de la PCR. On y ajouié&la pH8 pour un volume total de 47

es
de
30

art
i

Une phase de dénaturation a 100°C pendant 2 miesta®galisée avant de placer le tube 2

minutes dans la glace et de centrifuger. La tétalu volume est transféré dans un t
Rediprime, remis en suspension et on y ajoute ¢xyducléotide radioactif : 3ul de dTC
P*2. On incube 15 minutes & 37°C puis on place swegla

Il faut également préparer une colonne de seph&f@ledans un tampon TE pH8 puis rin¢

cette colonne avec 1ml de tampon TE pH8. Il faudgacette colonne humide en mettant
morceau de parafilm a la sortie de la colonne.

Préhybridation de la membrané faut insérer la membrane dans le tube, en mites@n de
placer les dépdts d’ADN vers l'intérieur de celui-©n ajoute alors 5 millilitres de tampg
ExpressHyb (Clontech-Takara Europe, St Germairage, IFrance), et on place le tout d
le four a hybrider a 68°C pendant 30 minutes.

Séparation de la sondsur la paillasse de radioactivité il faut metare 50 pl de sonde sur
colonne cephadex G50, éluer avec 250 pl de Tamigtutidn TE fourni dans un tube falca
de 15ml (Fraction 1). On place alors la colonnesdan nouveau falcon et on élue
nouveau avec 300ul de TE (Fraction 2). On effecloes un comptage de cpm/min

compteur B de la fraction 2 en mettant 3ul de deétédans un tube spécifique.

L’hybridation de la membrane se fait ave€ &dm/ml de tampon.
Hybridation :on commence par dénaturer le volume nécessairendie pendant 5 minutes
100°C. On met alors la sonde radioactive directerdans le tube a hybridation sans enle
le tampon de pré-hybridation. On met a hybridetdaiwne nuit & 68°C. Le lendemain il fa
rincer la membrane en réalisant 3 ringages : len@e30 minutes a 65°C avec du SSC
contenant 0,1% de SDS, puis deux autres de 15 esinait65°C avec du SSCO0,2X
0,1%SDS. Aprées cela on retire la membrane du tiigddation et on la laisse sécher ti
légerement sur un kleenex, on la scelle sous glestet on réalise I'exposition dans u
cassette.
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1.5. Quantification de 'ARN de génes embryonnaires

Nous avons quantifié 'ARN des génes mis en évidepar I'analyse du réseau par PCR
guantitative en utilisant le SYBRgreen. Le SYBRagreest un agent qui est non fluorescent
lorsqu’il est libre, mais qui le devient lorsquaist intercalé entre deux brins d’ADN. Lorsqu'il

est excité a une longueur d'onde de 494nm il vatgma une longueur d’onde de 521nm.

1.5.1. Extraction de 'ARN

Méthodologie utilisée :

Pour cette partie de nos travaux, 'ARN total a &téait avec le kit Picopuf¥ (Arcturus,
Applied Biosystems, Courtaboeuf, France) en suiNanprotocole du fournisseur. Ce kit
utilise un support de silice qui a une haute fokmsique permettant de fixer les acides
nucléiques qui, apres ringages, seront ensuits gidee a un solvant a faible force ionique. I
permet de réaliser des extractions sur des éclaastitontenant de faibles quantités d’ARN.

Il peut exister des difféerences de rendement detréetion et RT entre les différents
échantillons. La normalisation est une étape peamiede prendre en compte ces différences.
Pour cela on peut quantifier le transcrit d’'un géite< rapporteur » présent au sein du tissu
pour lequel on est certain que les conditions expntales n'ont pas d’influence, ou utiliser
un rapporteur exogéne. Ce rapporteur exogene teeges dans le tissu analysé et ne peut
donc pas étre influencé par les conditions expériates. Au début de cette these, il n’'y avait
pas de géne rapporteur stable connu chez le Bpjuis, Mamo et al., ont décrits trois génes
qui pourraient servir de génes rapporteurs : Ywhi2afz et Hprt1*®. Cependant, il existe des
différences pour ces genes en fonction des conditio vivo ou in vitro et il n'est pas
démontré que le régime alimentaire que nous ussioa pas d’effet sur ces génes. De ce fait,
nous avons donc décidé d'utiliser un rapporteurgére dont on est sdr qu’il ne sera pas

modifié par les conditions expérimentales.
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Dans le cadre de cette these nous avons choisilisfutla luciférase comme décrit
précédemment dans notre laboratiteNous pouvons controler précisément la quantité de
transcrit de luciférase introduite dans I'échaotill puis faire le rapport entre la quantité du
transcrit d’'interét et la quantité mesurée du rajguo.

Le rendement de I'extraction est contrélé par meslgrI'absorbance a 260nm d’un aliquot de
chaque échantillon (Nanodrop). La quantité d’ARNbeyonnaire est négligeable comparée a
la quantité de carrier. Le fait de connaitre largit@ de carrier récupéré par rapport a ce qui
était mis au début permet de connaitre le rendentetiextraction. Ainsi, nous avons évalué

gue 50 a 80% de ’ARN avait été récupéré.

1.5.2. Reverse Transcription :

Il s’agit de transformer les ARN obtenus aprés astion du tissu a analyser en ADNCc
monocaténaire grace a I'action d’une transcripiagerse.

L’amorcage d’'une RT peut se faire par un oligo dds amorces aléatoires ou des amorces
dessinées pour un gene specifigue. Les moléculesads servent alors de matrice a une
réaction de PCR. Nous avons utilisé une méthode mraitement des échantillons avec une

désoxyribonucléase et avec des amorces aléatoires.

Protocole de RT :
Pour chaque tube, le volume d’échantillon utiligehd du résultat de I'extraction. On y

ajoute 1ul de «random primers » (amorces aléadoge on compléte avec de I'eau pour

obtenir un volume total de 12ul. On place alorstigmes sur une plaque chauffante a 65°C
pendant 5 minutes. On termine en placant les éilbast5 minutes dans la glace. On ajoute
alors a chaque tube 8ul de mix de RT composé daepda 5X (4ul), DTT 0,1 (1pul),
dNTP10nM (1ul), RNase inhibiteur (1pl) et SupedcBfpl). Les tubes sont alors placés 5
minutes a 25°C au bloc chauffant puis 1h a 50°Gaan marie et 15 min a 70°C sur plaque.
Le volume des échantillons est alors réajustédifibtenir une préparation contenant le
maximum d’ARN d’embryon parl0ul. Les échantillomsisensuite stockés a -20°C.
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Les contraintes pour dessiner les amorces sostileantes :

Taille de I'amplicon de 200 a 300 paires de bases
Ne pas contenir de séquences inversées répétéestrpineraient un repliement de I'amo

sur elle-méme

ce

Etre spécifiques de I'amplicon souhaité, avoir terapérature d’hybridation correcte (entre

50 et 60°C) et proche pour les deux amorces. tgpdeature d’hybridation détermine
stabilit¢ des hybrides une fois I'appariement amencatrice réalisé. La températt
d’hybridation dépend de la composition en basesaligenucléotides des amorces. Ce
température est légéerement inférieure (de 5°C) audli est la température de der
dénaturation

% de GC de I'ordre de 40 a 50% afin d’avoir uneatération plus facile.

la

ire

{te
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1.5.3. Dessin des amorces ou « primers »

Les amorces ont été dessinées grace au logiciaePixpress (Applied Biosystem) a partir
de la séquence des inserts de ADNCc.

Les amorces ont ensuite été testées sur ADNc dubfdste et de foie de lapin. En paralléle,
les plasmides ont été utilisés comme témoins ifsle PCR. On a alors fait migrer le
produit de PCR et un marqueur de poids molécu(adter) sur gel. Ainsi, on a pu vérifier

gu’elles amplifiaient bien la séquence voulue.

1.5.4. Constitution des gammes

Une gamme constituée de solutions de la molécufegedét en concentrations croissantes
(diluées de 10 en 10) permet d'établir une droiégatbnnage reliant mathématiquement le
CT de sortie avec le Log de la concentration destisas. Lors de la quantification des
échantillons, le CT mesuré est reporté sur cettitedid’étalonnage qui permet alors de
déterminer la concentration de la solution d'intet&s gammes peuvent étre établies par
dilution de ADNc issus de matériels biologiquestgrét, mais du fait de la faible quantité
d’ARN contenus dans I'embryon, nos gammes sontittdées de materiel amplifié a partir
des inserts de ADNCc clonés dans des plasmides.

Afin de réaliser les gammes il faut connaitre lagleeur de chaque amplicon présent dans les
plasmides (dans notre cas entre M13R et M13F, anarniverselles présentes dans tous les
clones) et connaitre le nombre de molécules présatdns la solution initiale. Le calcul du
nombre de molécules d’amplifiat dans une solutienfat par la formule : nombre de
molécule = (Concentration*N)/(Taille de linsert %) o N est le nombre d’Avogadro,
N=6,023 16° et la concentration donnée par le biophotométrel'@currence, dans notre

cas, la longueur de I'amplicon va de M13R a M13Fomi été choisis comme zone d’amorce
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Figure 20. Plasmide pGEM-T Easy (Promega).

Les sites de liaisons M13 sont situés de partaitck de la séquence insérée :
pUC/M13 Forward 2959-2975

pUC/M13 Reverse 176-192

Le mix de PCR (Mix Tag TAKARA, TAKARA Bio, St Gernra en Laye, France) e
composeé de (concentration initiale puis pour 1 Yube

H.0 34,25l
Tampon 10X 5ul
M13R (10uM) 1,5ul
M13F (10uM) 1,5ul
DNTP mix (10mM) 4l
Taqg (5U/ul) 0,25ul

Auquel on rajoute 0,5ul de solution diluée de pliaena 50ng/pl. Puis on réalise une P
dans les conditions suivantes : 94°C pendant 5 tesnguis 35 cycles : 94°C 30 seconc
60°C pendant 30 secondes, 72°C pendant 1 minuteeBObndes. On passe ensuite
échantillons 10 minutes a 72°C avant de termir)°&.

CR
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pour la PCR. Ainsi il est effectué une série detdihs d’'un facteur 10 & partir de la solution
initiale pour laguelle on connait précisément largiié de molécules présentes.

Dans notre étude, une fois des génes candidatermésidence par le réseau, nous réalisons
une extraction des plasmides a partir des clone®mjuservi a constituer le réseau et qui
contiennent les séquences candidates. La condentrdtl produit de chaque tube est
determinée par la densité optique a 260nm mesuaeerp spectrophotometre. La densité
optique est mesurée en unité d’absorbance (UA)@A Torrespond a 50ug d’ADN double
brin par ml.

Pour chaque plasmide, une PCR est réalisée emauntilies amorces universelles M13R et
M13F. Ces amorces étant présentes dans tous lesscloela permet d’étre sir de pouvoir
amplifier toutes les séquences situées entre aas amorces, quelle que soit la séquence
(carte du plasmide : Figure 20).

Un microlitre de produit de chaque tube de PCRakests déposé sur un gel d’agarose a 1,2%,
en paralléle avec une gamme de poids moléculaitg pérification de la qualité de
I'amplification et de la taille du fragment mesureé.

Une purification du produit de PCR est ensuiteiséal (QIA quick purification kit, QIAGEN,
Courtaboeuf, France).

Une fois les gammes validées, un aliquotage degiso$ est effectué. Nous avons ensuite

réalisé les expériences sur les échantillons exgértiaux.
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1.5.5. PCR

Pour I'amplification de 'ARN de I'Adipophiline, & séquences des amorces étaient les
suivantes : forward primer (5-AGA TGG CAG AGA AGGTG TGA AG-3’) et reverse
primer (5-CCC CTG TGATTG TGT TGG CTA C-3)).

Le mix de PCR était composé, par tube, de 12,5 8yte Green PCR Master Mix (Applied
Biosystem), 0,25%I| de UNG a 1U/ul, 1,75ul d’'H200e25ul de chaque primer a 100nM. Le
programme de PCR commence par 2 minutes a 50°C ljaation de 'UNG puis 95°C
pendant 10 minutes pour dénaturation des ADN evamn de la Taqg. Il y a ensuite 45
cycles comprenant une phase de 15 secondes a 8btGignaturation et 1 minute a 60°C
pour hybridation des primers et élongation. |l ersuite I'établissement de la courbe de
fusion ; la machine descend aux environs de 65%€mbnte progressivement jusqu’a 94°C :
la fluorescence est mesurée tous les 0,8°C. La é&mnpe redescend alors a 20°C. La
machine utilisée est une ABI Prism 7000 sequentectien system (Applied Biosystem,
Pleasanton, Ca).

L’'analyse du réseau dédié laissait suggérer uhérdifce d’expression d’un facteur 1,5 entre
les embryons issus de méres HH et les C. Pour @tomt@ nombre d’échantillons necessaire
pour montrer que la différence entre deux lotssagtificative, nous avons utilisé la formule
de Calcul d’Effectif utilisé en épidémiologie polar mise en place d’effets cliniques. Cette
formule qui permet, avec une puissance de 80% deenem évidence une différen@ éntre
deux conditions avec une variance?)( est n=(3%/62)x7,85. Pour obtenir les éléments
nécessaires a cette formule, nous avons réaliséP@ke quantitative en utilisant 4 tubes
contenant une quantité d’ARN N et N/1,5. Pour cetays avons extrait ’ARN de pools de 4
lots 10 embryons (Kit Picopure). Nous avons quéntd produit d’extraction par analyse au

biophotomeétre et calculé le rendement d’extractimmme décrit précédemment.
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Nous avons alors conduit une RT-PCR quantitative4stubes contenant une quantité N
d’ARN (761ng) et 4 tubes contenant une quantité,N(b07ng). Chaque échantillon étant
analysé en triplicate. La gamme Adipophiline uéiisa permis d’obtenir I'équation y = -
3,5786x + 38,568 avec Rz = 0,998. Le résultat dgulantification de ces échantillons nous
donne le nombre de copies d’adipophiline initidl=17325 +/-4300. Le nombre de copie
dans les tubes N/1,5=13115+/-3100. La différendeedirs deux séries d’échantillons n’est
pas significative (p>0.05). La série d'échantilldisa permis de calculer la varianse(c® :
ecart type au carré=43%Y0La différence’ souhaitée par rapport aux échantillonsdesi-
(N/1,5) soits = 17325-(17325/1,5)=5775.

L’effectif nécessaire minimum est donc ns{/32)x7,85= (2x4308)x7,85/(5775)=8,7. Il faut
donc au minimum 9 échantillons de chaque condigapérimentale pour montrer une
différence d'un facteur 1,5. L'expérience porteand sur 10 lots de 10 embryons issus de
mere HH versus 10 lots de 10 embryons issus de @étdhaque groupe d’embryons analysé
provenait d’au moins 6 lapines différentes. Lahmndblogie de la collecte d’'embryons a éte

décrite plus haut (« Protocole de super ovulaticzolecte d’embryons »).
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2. Etude Immuno histologique des embryons

L’objectif était de visualiser la localisation de protéine Adipophiline au sein des cellules a
différents stades du développement et d'évaluercddocalisation avec d’éventuelles
gouttelettes lipidiques.

Un total de 6 femelles ayant le protocole experimeh (Régime HH vs C depuis I'age de 10
semaines) ont recu le protocole de super ovulgiigitedemment décrit avant mise a la
reproduction a 18 semaines pour un recueil desyambrpar flushing des ovidutes a J2 (2
lapines HH et 1 lapine C) et a J5 (2 lapines HH keipine C).

Tous les embryons ont été manipulés de la mémae fait® ont d’abord été traités avec de la
pronase diluée a 5% 37°C (Pronase P5147, Sigma-Aldrich Chimie S.d.gbn, France)
afin d’éliminer la zone pellucide et le manteau mrewyx, puis ils ont été fixés dans une
solution de paraformaldéhyde (PFA) 2% pendant 8tutes, puis rincés dans le PBS (15
minutes a température ambiante). Les embryonsténtrésuite permeéabilisés dans le Triton
100X a 0,5% pendant 30 minutes a température amebidm saturation des sites non
spécifigues a alors été effectuée en PBS/BSA 2% genlh. On a alors réalisé une
incubation a 4°C pendant une nuit avec l'anticogsnaire (Adipophilin guinea pig
polyclonal antibody, référence GP40, PROGEN BiatdghHeidelberg, Allemagne) au 1/100
dilué dans du PBS/BSA 2%.

Apres rincage en PBS (deux fois 10 minutes) a teatpee ambiante, I'incubation avec
'anticorps secondaire marqué Cy5 dilué dans du-BB8& 2% au 1/200 a été realisée
pendant 1 heure a température ambiante (IgG amtegwig (anti F(ab’)2), Ref: 706-176-
148, Jackson ImmunoResearch, Newmarket, Angletebetle étape est suivie d’'un ringage

dans le PBS (2 fois 15 minutes a température artd)iatiune coloration au Nile Red dilué
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Nile Red: Fluochrome qui émet dans le rouge Idis@insere dans une membrane
phospholipidique. L'absorption se fait a 450-500 eniémission & 553 nm (rouge).
Cy5 : Marqueur fluorescent soluble dans I'eau daralle des cyanines. La Cy5 est excijée
au maximum a 649 nm et émet au maximum a 670 nagértintain).
DAPI : la 4',6'-diamidino-2-phénylindole est une léoule fluorescente capable de se |ier
fortement a I'ADN. Quand le DAPI absorbe la lumieré elle émet une fluorescence blgue

brillante. L’absorption se fait a 358 nm et I'éniigsa 461 nm (bleu).
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au 1/500 dans le PBS (le Nile Red est un marquesintembranes phospholipidiques, fourni
par Sigma-Aldrich Chimie S.a.r.l. Lyon, France) (Bthutes a température ambiante) et d'un
nouveau ringcage dans le PBS (2*5 minutes a tempérambiante).

Le marquage de I'ADN a été effectué au DAPI a lacemtration de 1ug/ml grace a une
incubation pendant 30 minutes a température amdyiantvi d’'un nouveau ringage (2 fois 15
minutes a température ambiante). Enfin, on a ale post-fixation au PFA 2% pendant 15
minutes a température ambiante afin de mieux ceesér marquage des échantillons jusqu’a
'observation. Les embryons ont été alors rincéssdie PBS a température ambiante et
montés entre lame et lamelle avec du citifluor ignilde montage pour immunofluorescence)
(Biovalley, Marne la vallée, France) pour obsexwati

Dans toutes les expériences, il a été préalablewsiité qu’'aucune réaction croisée n'a eu
lieu entre les différents marqueurs utilisés (amps secondaire anti-guinea pig, DAPI, Nile
Red). lls ont été testés seul puis simultanémeint dé verifier qu’ils ne marquent pas
systématiqguement les mémes structures, mais uneptdorsqu’il y a co-localisation.

Ensuite, les échantillons ont été observés avemignoscope inversé Axio Observer Z1
(Zeiss) équipé d'un systéeme d’illumination struétufApotome) et d'un objectif Plan
Apochromate 63X (Ouverture numérique=1,4). Tempscaliisition: DAPI 10ms,

Adipophiline 400ms, Nile Red 120ms.
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3. Reésultats de I'expérience 1 (Article) : le régime yperlipidique
hypercholestérolémique donné a des lapine avant tanception
affecte I'expression de génes chez I'embryon, induiin retard
de croissance et augmente la susceptibilité¢ des desdants a
I'obésitée.

Tous ces résultats sont détaillés dans I'articks@nté in extenso ci dessous.

3.1. Résumeé des résultats

Toutes les femelles ont eu une croissance simigitee la mise sous régime et la mise bas.
Elles présentent une hypertriglycéridémie, une rofp#estérolémie et une résitance a
linsuline. L’analyse transcriptomique a mis end&ance une surexpression de '’ARNm de
I’Adipophiline au stade de I'activation transcriptmue du génome embryonnaire, ce qui a
ete confirmé par gRT-PCR. Pendant la gestatiomgtard de croissance a été observé dés J9
a I'échographie. Lors de I'euthanasie réalisée@di2gestation de 4 lapines HH et 2 lapines
C, la tailles des portées n’était pas différenteeckes deux groupes. Les feetus des lapines HH
étaient plus Iégers que ceux des lapines C (P<p,0@1poids des placentas et des difféerents
organes n’étaient pas significativement differeftar contre, le ratio poids fcetal/poids du
placenta était significativement plus petit au seéingroupe HH (5,06+0,20 vs. 5,9%0,24,
P<0.01).Le poids de naissance et I'adiposité @imiinuée de facon significative dans le
groupe HH vs C (p<0,05). Au moment du sevrage,yilavait plus de différence de poids
entre les différents groupes alors qu’apres, malgi alimentation normale, les lapereaux
HH-HH et HH-C sont devenus plus lourds que lesreqax C-C et C-HH (p<0,0001). A
'age adulte les lapins issus de mere HH avaiesttansion arteriellle plus élevée que les C-
C. Apres mise sous régime HH pendant 3 semaing®ilge C-C avait une augmentation de
la tension artérielle significative, contrairement groupe HH-HH, et il n'y avait plus de
différence entre HH-HH et C-C.
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3.2. Article 1.

Article: « Hyperlipidic hypercholesterolemic diet in prepubertal rabbits affects gene
expression in the embryo, restricts fetal growth ad increases offspring susceptibility to
obesity”

Available online at www.sciencedirect.com

=.” ScienceDirect Theriogenology
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Abstract

Maternal hypercholesterolemia has been shown to lead to fetal intra-uterine growth retardation (IUGR) in rabbits. The effects
of along term maternal hyperlipidemic and hypercholesterolemic diet on embryo, fetal and post-natal development, have not been
addressed so far.

Rabbat does were fed either a hypercholesterolenue (0.2 ) hyperlipidic (8% ) (HH) or a control (C) diet from 10 weeks of age.
Sixteen does (N = 8 HH and N = 8 C) were euthanized at |8 weeks to assess the effect of the diet on dams before mating.
Embryes from 18 females (N-= 9 HH and N = 9 C) were collected from the oviducts at the 16-20 cell stage (embryonic genome
activation stage) for gene expression analysis (micro array and quantitative RT-PCR ). Tharty females (N = [f HH and N = 14
C) were mated naturally and fetal growth was monitored by ultrasound. Six of them (N = 4 HH and N = 2 C) were euthanized
at D28 of gestation to collect fetuses and placentas. Finally, the remaimng 24 does delivered at term and litters were cross fostered
and equilibrated in number to create 4 groups according to the biological dam and the foster dam (C-C, C-HH. HH-C, HH-HH).
Growth was monitored until weaning. A subset of 26 offspring from the 4 groups was fed the control diet until 25 weeks of age
and then fed the HH diet for three weeks.

All does had similar growth rales and bodyweight. Transcriptomic analyses evidenced an overexpression of Adipophilin in HH
embryos al the stage of embryonic genome activation. This was confirmed by quantitative RT-PCR. Duning pregnancy, [UGR was
observed from D9 by ultrasound and subsequently, fetal weight at 28 days, birthweight and fat deposition in newborn offspring
were sigmficantly decreased in HH (P = 0.05). After weamng, there was no sigmificant difference for weight between HH-HH
and HH-C offspring and both groups became significantly heavier (P < 0.0001) than C-C and C-HH offspring. During the 3 weeks
when offspring were fed the HH diet. the differences in [eed intake were no longer significant between groups but the differences

# Corresponding author: Tel: +33 1 34 65 25 58; fax: +33 1 3465 23 64,
E-mail addréss: pascale.chavatte @jouy.inrafr (P. Chavatte-Palmer).

0093-601 X% — see front matter @ 2010 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi: 10.1016/].theriogenology 2010.08.015
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in body weight remained. At post-mortem, offspring from HH does had significantly more abdominal and inter-scapular fat than

offspring from C does (P < 0.05).

These data illustrate the importance of maternal nutrition before and during gestation in the establishment and control of the
growth trajectory of the conceptus and in the onset of disease in adult life.

@ 2010 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: Rahbit; Lipids; Programming: Embryo

1. Introduction

Epidemiological studies in humans have demon-
strated that the incidence of metabolic diseases in adults
such as hypertension, insulin resistance and the meta-
bolic syndrome is markedly increased when maternal
nutrition is altered at eritical periods of fetal or even
embryonic development [1]. This phenomenon, which
can severely affect human health, iz referred to as
metabolic programming. Rodents (mice and rat) and
also ruminants (sheep) are used as animal models to
analyze the underlying molecular mechanisms where
the long lasting effects of perturbations brought to the
environment of early developing organisms are sus-
pected to induce a “predictive adaptive response” of
genes that control the genetic program of development
[2]. The focus has mainly been on maternal nutritional
restriction related to the intra uterine growth retardation
(IUGR), of marked concern in neonatology. Excess fat
intake has also become, however, an important matter
of health concern in most western countries where the
average diet includes now more than 32% of calories
derived from fat, with a high proportion of saturated
fats [3]. The influence of excess dietary fatty acids
during pregnancy on children’s health remains largely
unknown [4].

Maternal lipid metabolism and placental lipad trans-
fer in humans have been reviewed [3]. During preg-
nancy in humans, the fetus is largely dependent on
maternal supply for its lipid needs (especially long
chain N-3 and N-6 fatty acids) and fetal lipogenesis is
negligible. The increase in maternal weight in the first
two rimesters 1s essentially due to adipose tissue
growth. Lipolytic activity increases in the adipose tis-
sue in the case of food restriction, resulting in the
mobilization of fatty acids and glycerol which are me-
tabolized in the liver to ketone bodies and glucose
which easily cross the placenta. In the last third of
pregnancy, lipolysis increases in response to increased
fetal needs (the human fetus stores more than 90% of its
term lipids within the last 10 weeks of pregnancy) [6.7].
Triglycerides are either transferred to plasma lipopro-
teins or a small proportion can be catabolized to free

fatty acids. Finally, cholesterol can be transferred to the
fetus through the placenta but the efficacy of this trans-
fer appears to depend on gestational age [3.8].

Rodents are often used as models to evaluate the
effect of excess lipids in the maternal diet [3]. Indeed,
the placentae of rodents, lagomorphs and primates are
relatively permeable to fatty acids compared to that of
other species since free fatty acids and ketoacids can be
readily transferred from the maternal compartment to
the fetus(es). In rats, a high saturated fat diet adminis-
tered to the dam just prior to breeding (10 days) and
during pregnancy has been reported to alter aortic fatty
acid composition and decrease small artery relaxation
in response to acetylcholine in offspring fed regular
chow [9], with females being more severely affected
than males [10]. It has also been shown in Virgin
Wistar Rats that a maternal high fat diet administered
from the age of weaning or only during pregnancy and
lactation to dams can induce a markedly obese pheno-
type in male and female offspring, independent of post-
natal nutrition [11].

The rabbit was classically used in the past as an
experimental animal model of atherosclerosis and car-
diomyopathy [12]. It has received a new interest in the
study of the long lasting effects of a hypercholester-
olemic diet and the prevention of atherosclerosis [13—
15]. This 1s because the lipid metabolism in this species
1s closer to that of humans (high circulating LDL) than
the other aforementioned species. Moreover, lago-
morphs, to which the rabbit belongs, possess a hemo-
chorial placental structure which is more similar to that
of humans than the placenta of rodents (and even more
so than the pig and the sheep). This is a decisive
advantage when the scientific hypothesis to be tested is
related to placental nutriment transport and feto-mater-
nal exchanges [16,17]. The biology and physiology of
this species have been characterized in detail since
its use as a pioneer model at the emergence of mam-
malian experimental embryology at the turn of the
20th century [18].

In rabbits, a maternal hypercholesterolemic diet
(0.2%, with no excess mn lipids), given from 7 days

184



. Picone er al. / Theriogenology xx (2010) xxx 3

Table |
Ingredients and chemical composition of Control (C) and
Hypercholesterolemic Hyperlipidic (HH) diets.

C HH
Ingredients (g per 1000 g)
Wheat 140,00 13131
Barley 160,00 15007
Bran 110,00 103.18
Alflafa 140,00 13131
Sunflower 165.00 15476
Soybean meal 95.00 R R
Beet pulp 124.00 11631
Straw 3500 3283
Dicalcium Phosphate 10.00 038
Salt 500 469
CMV 15.00 1407
Lysine 0.50 047
Methionine 0.50 047
Sovbean oil 60.03
Cholesterol 201
Chemical composition
Digestible Energy (MIkg) 11.53 054
Crude protein (%) 18.08 1696
Fat (%) 203 8.05
Crude fiber {(55) 14.20 1332
Starch (%) 19.43 1822
Ca (g/kKg) 502 7.52
P (g/kg) 6.67 626
K ighkg) 999 937
ADF (%) 1653 1551
NDF (%) 29.70 27.86
Lignin (%) 357 335
Methionine (g'kg) 359 337
Methionine+cystine (gikg) 579 637
Lysine {g/kg) 8.55 8.02

prior to mating to term. induces [UGR al term (—15%
of body weight) [16], in association with a decrease in
cholesterol synthesis in the maternal and fetal liver
somehow compensated for by an increase i synthetic
activity mn the placenta [19]. The aim of this work was
to evaluate the effects of a maternal hyperlipidic hy-
percholesterolemic diet administered for a long time
(from the prepubertal period) at different developmen-
tal stages. 1.e.. embryo, letus. newhorn. weaning and
adult using a rabbit model.

2. Materials and methods

The experiment was performed in accordance with
the International Guiding Principles [or Biomedical Re-
search involving Animals as promulgated by the Soci-
ety for the Study of Reproduction and in accordance
with the European Convention on Animal experimen-
tation. Researchers involved in the work with the ani-

mals possessed an amimal experimentation license de-
livered by the French veterinary services. The slaughter
of the animals was performed at the local expenimental
slaughterhouse according to the protocol approved by
the local ethics committee (Southern Parisian Regional
Ethics Committes) and the veterinary services. The
whole expeniment was approved by the local scientific
committee for animal use.

2.1 Diet

The high cholesterol high fat diet (HH diet) was
aimed al inducing hyperlipitdemia, hypercholesterol-
emia and atherosclerosis without inducing abortion in
the does. As it was nol possible to monitor cholesterol
plasma levels on a regular basis in order to adjust
cholesterol concentrations i the diet, a 0.2% choles-
terol, 8% fal diet was used (N6/N3 = 6.86), close to
what was described previously by others [15]. Prelim-
inary experiments with this diet had indicated that it
was compatible with neonatal viability in contrast to
what had been shown in one early study [20]. All diets
were in the form of pellets. They were prepared in the
experimental unit of Castanet-Tolosan. Soybean oil
(Sigma) and cholesterol (Sigma) were used as fat and
cholesterol sources for the HH diet. The rest of the diet
was strictly 1dentical, so that the HH diet also provided
16% more energy than the control diet (Table 1).

2.2. Animals

The experimental protocol is detailed in Figure 1.
Altogether, 64 New-Zealand does of INRA 1007 line
were used. They were housed individually in the same
building with a temperature and light controlled envi-

10 week old females

7N

Control or  HH diet
Diet from 10 weeks |
of age ==
Breeding at 18 weeks
Colkection af MIT
embryas

Food intake, adiposity, arterial pressura, blood
parameters

Transcrptomics in & superovulated subgroup

—

Calloction of MZT

embryos

— gRT-PCR in asuperovulated subgroup

 Ultrasound fallow- |

up -+ |
Placenta and fetuses [—=  Evaluation of fetal and placental growth
an 028 i
- Cross-fostering, welght gain, plasma parameters
Meonatal
and
nnst-wearylng Food intake, weight gain, adposity, anterial pressure.
growth ™ blood parameters

Fig. 1. Experimental Protocol for Experiments | and 2.
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ronment. All does were fed either a hypercholester-
olemic (0.2%) hyperlipidic (8% ) (HH) or a control diet
(C) from 10 weeks of age. Diets were delivered at
libitum, and food intake and bodyweight were moni-
tored weekly. The light regimen was changed from 8 to
16 h per day, a week before breeding, and this was
maintained until weaning. New-Zealand, INRA 1007
line males were used for mating. Weaned offspring
were (ransferred to an 8 h light per day environment
and housed individually.

The 64 does were used for different experiments as
detailed below:

—Sixteen virgin females (N = S HHand N = 8 C)
were euthanized at 18 weeks o assess the effect of the
diet.

—Eighteen females (N =9 HH and N = 9 C) were
superovulated by 5 subcutaneous administrations of
pFSH (Sumufol®, Merial, Lyon) for 3 days before
mating: twice Spg on Dayl at 12 h intervals, twice 10
pg on Day 2 at 12 h intervals, and once Spg on Day 3,
followed 12 h later by an iv administratnon of 30 [U
HCG (Chorulon, Intervet) at mating time (natural mat-
ing). Emhryos at the 1620 cell stage (emhryonic ge-
nome activation stage) were recovered from oviducts
flushed with PBS at 48h post coltum, immediately after
euthanasia. Embryos were carelully selected according
to their stage and morphology by experienced embry-
ologists to obtain homogenous groups of only “normal”
(at the right developmental step for the time) 16-20 cell
stage embryos without cell fragmentanion, or cell ex-
clusion, and with regular sized cells were used for
melecular biology analyses (group A embryos). Re-
tarded embryos (group B) were discarded. For transcrip-
tomic analyses, each sample comesponded to 20 group A
embryos from one individual HH or control female. For
gRT-PCR analyses. group A embryos from at least six
different HH or control females were pooled in batches of
10 embryos and subsequently dry frozen and stored at
—80 “C untl use. Donor females for ranscriptomic and
qRT-PCR experiments were distinct, they were fed with
the diets at different periods of tme.

—Thirty females (N = 16 HH and N = 14 C) were
mated naturally at 18 weeks of age. Fetal growth was
monitored by ultrasound. Six of them (4 HH and 2 CC)
were euthanized at 28 days of pregnancy (22 weeks of
age) to collect fetuses and placentas.

The remaining 24 does delivered naturally and litters
were cross fostered at birth and equilibrated to reach 6
pups per doe, forming 4 sub groups:

—offspring from dam fed with the HH diet suckled by

a foster mother fed with the HH diet (HH-HH);

—offspring from dam fed with the HH diet suckled

by a foster mother fed with the C diet (HH-C);

—offspring from dam fed with the C diet suckled by

a foster mother fed with the HH diet (C-HH):

—offspring from dam fed with the C diet suckled by

a foster mother fed with the C diet (C-C).

Sex was not taken into consideration for cross-fos-
tering as offspring were sexed only at weaning. Neo-
natal growth was monitored and animals (dams and
offspring) were euthamized al weaning (one month). A
subsel of offspring from the 4 groups (“post-weaning”
group. n = 26) were kept for long term monitoring.
They were fed control chow until 176 days of age (5
months) and subsequently the HH diet for 3 weeks prior
to euthanasia at 196 days. Weight, food mtake and
blood pressure were monitored weekly in these last 3
weeks.

2.2. Blood sampling

Blood samples were drawn in the morning from
amimals fasted overmght. Blood was obtained from the
peripheral ear vein after gently rubbing the ear with
wintergreen oil in order to induce some vasodilatation.
In does, samples were obtained at the beginning of the
experiment (10 weeks old), one week prior to breeding
(16 weeks of age) and at mid-gestation. Blood was
drawn from offspring at euthanasia (weaning) or at 4
months of age for the "Post-weaning group” and sub-
sequently at euthanasia 3 weeks later. All samples were
collected in 5 ml EDTA coated vacutamers. Samples
were centrifuged within an hour of collection and su-
pernatant stored in several aliquots at —20 °C until
analysis.

2.4. Mean arterial pressure

Blood pressure was measured in the ear artery in
non-anaesthetized does and Post-Weaning offspring us-
ing previously described methods [21]. Briefly. rabbits
were placed mn a plexiglas custom-made cage where the
ears were accessible for the operator. The ear was
surgically prepared and a small ear artery catheter in-
serted. Mean arterial pressure (MAP) was measured by
connecting the ear artery catheter to a pressure trans-
ducer placed al the level of the rabbit’s heart (Biopack
systems, Goleta, USA) and recorded vsing specific soft-
ware (AcgKnowledge, Biopack systems. Goleta, USA)
after the pressure had stabilised.

2.5. Micro-array analysis of embryos

Target amplification, labeling and microarray hy-
bridization were performed as described by Leandri et
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al [22]. Briefly, total RNA was extracted from 4 inde-
pendent pools of 20 embryos from each diet. Each
RNA sample was subsequently amplified and labeled
by two independent procedures (global RT-PCR or
aRNA in vitro transeription). The 16 resulting hybrid-
1zation targets (4 pools or biological repetiions, 2 di-
etary conditions, 2 amplification methods) were hybrid-
1zed to our rabbit embryo dedicated array [22]. After
quantification, hybridization signals were log-trans-
formed and normalized before data analysis. Differen-
tial analysis was performed by ANOVA with Genanova
software [23]. For each array probe, the equation used
was the following:

Y,ijk = K + D,‘ + Nij + Rk + Sijk

where Yy, is the array probe intensity and p the mean
of intensities of expression measured for the probe. Dy,
M;, and Ry, are respectively, the effects of the analyzed
Diet 1, the amplification Method j. and the biclogical
Repetition k. ey, is the residual error including all
interactions between these factors.

2.5. Real time quantitative RT-PCR

RNA extraction, recovery rate estimation, cDNA
synthesis, PCR amplification, and data normalization
by exogenous luciferase reporter RNA quantification
were performed as described previously [24]. The use
of a carrier RNA (165-285 carrier Roche diagnostic)
makes it easy to estimate the recovery rate after RNA
extraction and to equalize the amount of starting mate-
rial involved in the cDNA synthesis step. Results were
normalized using an exogenous luciferase transcript to
avold any diet effect on the reporter. For Adipophilin,
primer sequences were as follows: forward primer (5'-
AGA TGG CAG AGA AGG GTG TGA AG-3") and
reverse primer (3'-CCC CTG TGA TTG TGT TGG
CTA C-3'). The number (n) of samples needed to
evidence a difference (&) between two conditions with
a variance (o) was determined as n = (2a°15%) x 7.85
when a 80% power 1s required.

2.6. Feral monitoring

Fetal and placental growth were monitored by ultra-
sound on Day 9, 14, 21 and 28 of pregnancy as de-
scribed elsewhere [253]. The abdomen was clipped prior
to the first examination and when needed on subsequent
examinations. The does were laid down on their backs
m a custom-made case. Using a Philips HDI 5000
ultrasound (Philips, Best, The Netherlands) equipped
with a 5 to 7.3 MHtz probe, the urinary bladder was
located and the two fetuses closest to the bladder were

measured in each horn (each side). Measurements in-
cluded fetal sack length and width (D9 and D14), fetal
length and width (D14), placental length and width
(D14 to D21), abdominal perimeter, head length and
width, biparietal diameter and heart rate (D14 to D21)
and kidney length and width (D28). Due to the rapid
fetal growth, it was not possible to follow one single
measurement throughout pregnancy.

2.7. Post-natal monitoring

Does gave birth naturally and the date of birth was
recorded. They were left alone with the pups for the
first 24 h. Pups were weighed the next day and identi-
fied using ear labels (Boucles Simplex baby, Chevillot,
Albi, France). They were weighed each week until
weaning. After weaning, animals were housed individ-
ually so as to monitor food intake.

2.8, Post-mortem examinations

At post-mortem, liver, kidneys, interscapular and
perirenal fat were collected and weighed. The fetal
aorta was exposed and the branching arteries were cut
off. The aorta was slit open, thoroughly washed with
cold sterile PBS to remove adherent blood cells. After
dissection of excess fat, they were fixed in 1% formal-
dehyde for 24 h at 4 °C. All aorta were secondary
stained with o1l red O for 1 h and washed with ethanol
(70%) for 20 min to visualize atherosclerotic lesions as
described elsewhere [26].

2.9 Assays

Total cholesterol, HDL and triglycerides were mea-
sured with an enzyme immunoassay (Roche Diagnostics,
Basel, Switzerland) previously validated in the rabbit
plasma [27]. Non-esterified fatty acids (NEFA), glucose
and urea concentrations were determined using an Auto-
analyser (Chemical Profile Analyser CPA, Coultronics,
Margency, France) with kits (NEFA C, Wako, Chemical
GmBH, Neuss, Germany; Glucose quant, Roche Diagnos-
tic, Mannheim, Germany; Urea Roche Diagnostic, Mann-
heim, Genmany) on rabbit plasma.

2.10. Statistical analysis

Statistical analysis of longitudinal data was performed
using SAS software using a PROC Mixed model for
repeated analyses [28], with dam, foster dam and time of
experiment (serial experiments) as cofactors. This analysis
provides an overall stanistical analysis together with the
analysis of individual time points. ANOV A, student t or
Mann-Whitney tests were used for the analysis of post-
mortem data using XLStat 2008 software. Statistical anal-
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yais of gRT-PCR results was performed by Student t-test.
P < 0,05 was considered as statistically significant. All
results are expressed as means = SEM.

3. Results

3.1. The HH diet administered from before puberty
induces high adiposity and dvslipidemia bus not
obesity in dams at 18 weeks

Weight gain was not significantly different between
HH and C dams although the mean weekly energy
intake during the 10-17 week period was higher in HH
compared to C does (11.84 = 0.34 vs. 10.88 + (0.39
MI. respectively, +8.8% energy, P < 0.05). Mean
weekly lipid intake was significantly higher for HH
does compared to C does (total of lipid intake from 10
weeks to delivery: 878 = 4.74 g vs. 250.25 = 8.27 g,
P < 0.001) and subsequently blood lipid parameters
were increased. Body and organs (kadneys, liver, fat)
weights were not statistically different at 18 weeks
(mating age). Blood plasma parameters are described in
Table 2. At 18 weeks, lipid metabolite concentrations
were significantly higher in the HH group compared to
C controls (P = 0.05). Aortic atherosclerotic lesions
were observed in all HH does at post-mortem, mainly
localized in the acrtic arch and covering 7.79 £ 1.74%
of the aortic surface.

3.2. The HH diet administered from before puberty
induces abnormal gene expression n 8-16 cells

embivos at the matermal to zygotic transition stage
iMZT)

Altogether, 346 embryos were recovered from the
HH dams and 402 from the controls. Embryos were

Table 2

sorted according to morphological parameters (see Ma-
lerials and methods). There were significantly more
group A embryos in the C group compared to the HH
group (3217402 (70.8%) vs. 2557346 (73%). P =< 0.05).
Differential screening of the dedicated microarray with
the 16 targets (2 groups. 2 amplificaion protocols, 4
repetitions) corresponding (o 48hPC group A embryos
recovered either from HH or from C females evidenced
Adipophilin with a significant (P <= (.01) diet effect.
Adipophilin was found Lo be overexpressed (ratie about
1.5} in HH embryos. Because this protein is involved in
lipid droplet formation and plays a role in lipid storage
[20-31]. our attention focused on its expression in HH
embryos. Quantitative RT-PCR experiments were thus
set up using different pools of HH and C embryos
recovered from different HH and C females, respec-
tively, to confirm the transcriptomic results. Because
both the expression level in contrel embryos and the
difference between HH and control embryos were ex-
pected to be low, we first set up a pilot experiment
starting from 4 embryome RNA samples. For each
sample, we quantified Adipophilin transcripts from 2.3
and 3.5 equivalent embryos thus mimicking a 1.5 fold
difference in transcript quantity. In our gRT-PCR
conditions, and taking into account the biological
variability between samples., we determined that 9
samples were to be analyzed to evidence a 1.5 fold
difference (with a 80% power). Therefore we carried
out a quantitative RT-PCR experiment starting from
[0 batches of 10 embryos for each dietary condition.
As shown in Figure 2, qRT-PCR analysis confirmed
that Adipophilin expression was higher in HH than in
control embryos (P < 0.03). The mean quantity of
Adipophilin transcripts was highly variable among

Mean + SEM fasting plasma total cholesterol, HDL: triglycerids, insulin and glucose concentrations in dams according to age and diet. C:

control does, HH: treated does, NIY. not determined.

Group Age (weeks)
1l Wesks 18 Weeks (pre-breading) 20 Weeks (mid-gestation) 25 Weeks {weaning)

Total Cholesterol (mal/1) C 309 1.77 165 + 0.15 358+ 203 138 =014

HH 7.57 £ 1.43% 17.31 + 1.62¥% 1926 + 2.84% 12,99 + 2.82¥
HDL (molfl) C 075015 091 = 0.09 104 = 0.10 0.81 = 0.06

HH 1.30 + 0.12% 1L30 £ 0.11# 140 = 0.13* 127 = 0.18%
Triglycerides (mal/l) C 0.30 = 0.10 064 = 0.04 083027 0.55 £ 0.06

HH LO8 = 0.15% 161 0234 L&l =034 1.17 = 0.30%
Glocose (mal/l) C 6.19 £ 0.16 674 £0.21 6.96 + 0.30 7.02 £ 0.22

HH 652022 682 = 0.19 TAT =045 745 £ 069
Insulin (mol/1) C 022008 NI 021 £ 001 022 x 0.06

HH 0.18 £ 0.03 ND 0.46 £ 0.00% ND

# Indicates.a significant difference between the two groups (P < 0.05).
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Fig. 2. Quantification of Adipophilin in pools of 10 batches of 10 embryos for the HH group (HHI to HH10) and C group (C1 to CLO) at 48h
post coitum. Results are expressed as Adipophilinfluciferase ratio = SEM in each sample.

control samples. with only few samples displaying a
higher level of expression. In contrast, HH samples
displayed a higher but less variable expression of this
gene.

3.3. The HH diet administered from before puberty
induces IUGR in affspring

3.3.1. Dams

Nine out of 12 versus seven out of 12 does became
pregnant in the C and the HH group. respectively.
There was no statistical difference between groups for
glycemia at any time. Nevertheless., at 20 weeks (mid-
gestation) in fasted animals, insulin concentrations
were significantly higher in HH fed does compared to C
(046 = 0,09 vs. 0.21 = 0,01 mol/l; P == (0.05) (Table 2).
At mid-gestation, total cholesterol and HDL concentra-
tions were significantly higher in HH compared w C
does (Total cholesterol: 19.26 = 2.84 vs. 3.58 + 203
mol/l; P =2 0,001 and HDL: 1.40 = 0.13 vs. 1.04 = 0.10
mol/l; P <2 0.03 respectively), whereas wiglyceride con-
centrations were not statistically different between
garoups.

3.3.2. Offspring

In utero growth was impaired as early as 9 days of
gestation with fetal vesicle measurements heing signif-
icantly decreased in HH does (vesicle perimeter: 379 +
0.5 vs. 40 = 0.4 mm, P = 0.05, length: 12.65 + (.19
vs. 13.27 £ 0.15; P < 0.05 and width: 11.35 £ 0.15
mm vs. 12.29 * 0.14; P < 0.001). On D14, fetuses
from HH does were significantly shorter than fetuses
from C does (fetal length 10.78 £ 0.17 mm vs. 11.64 +
(L18 mm. P <= (L001). However, there were no differ-
ences between groups on Day 21. On Day 28, placental
length was greater in the HH group (17.69 £ 0.41 mm
vs. 16,47 20,9 mm, P < .03}, but placental width was

smaller (979 + 0.49 mm vs. 1139 £ 075 mm. P <
0.05) compared to the C group. Mean fetal abdominal
perimeter, which is considered to be decreased when
the fetus is lean, were smaller in the HH compared to
the C group (10.10 £ 0.34 mm vs. 1040 = 0.44 mm,
P = 0L05). There were no statisiical differences be-
tween groups for cardiac area, fetal heart rate and
kidney measurements. At post-mortem examination on
D28, mean litter size was & = | (range 6-10) in the 4
HH does versus 8 and 9 in the 2 controls. Fetuses from
HH females were significantly lighter than controls
(P <2 0,001) (Fig. 3. There was no sigmficant difference
for the placental, liver and kidney weight related to
total weight of the fetus. In contrast, the fetus to pla-
centa ratio (F/P) was sigmificantly lower in HH off-
spring (3.06 = 0.20 vs. 5.9 = 0.24, respectively, P <
0.01).

45

L B HH
[ I
5
W o
=5
§ w

Fetus Flacenia

Fig. 2. Mean = SEM fetal and placental weight at 28 days of
pregnancy. Fetuses from HH females (N = 32) were significantly
lighter from contral (N = 17).
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Table 3
MNumber of offspring born, survival rates and organ weights at birth.
Group
C HH P wvalue
Number of pregnant/non pregnant females of12 T2 NS

Mean = SEM length of gestation (days) 31 =032 322053 P =005

Tatal number of offspring T8 44

Number of offspring per doe that delivered 86T(T-11) 729 N5

Mean = SEM birth weight (g) 419 £ 0.78 Ne=x091 P=005

Mean offspring measurements at birth

Perirenal far /hody weight ratio 027  0.04% 0.15 = 0.01% P=005
Kidney/body weight ratio 1.08 = 0.09% 103 = 0.04% NS
Liver/body weight ratio 706+ 0.51% 645 = 0.29% NS
Survival rate at birth 87.70% 52.30% NS

3.4. Effect of maternal diet during suckling

Birth parameters are described in Table 3. The birth
weight of HH pups was significantly reduced compared
to C, despite the fact that mean gestation length was
longer in the HH group (P =< 0.05). The survival rate at
birth tended o be lower in the HH but the difference
was not significant between groups. Twenty-four off-
spring of each group were euthanized and autopsied at
birth. Perirenal fat (absolute weight and relative to total
body weight) was significantly lower in HH pups (P <
0.03). There was no significant difference for kidney
nor liver weight (absolute weight and relatve to total
body weight).

The mean survival rate until weaning was not sta-
tistically different between groups. Although HH off-
spring were lighter at birth, a rapid catch-up growth
oceurred so that body weights were nol significantly
different between groups al weaning, whatever the diet
of the dam (Fig. 4). There was. however, a wide range
of variation mn the weights of growing pups from both
groups.

Pups were euthanized at weaning. There were no
statistical differences for organ welghts between groups
and no atherosclerotic lesions were found on any of the
aortas. As shown in Figure 3, fasting plasma concen-
trations of glucose were not different between groups,
but total chelesterol was significantly higher in C-HH
offspring compared to HH-HH offspring. Both C-HH
and HH-HH groups had significantly higher total cho-
lesterol concentrations compared to C-C and HH-C
(P = 0.05), and there was no significant difference
between C-C and HH-C. For HDL., there was no sig-
nificant difference between groups. For triglycendes.
concentrations in the HH-HH group were sigmbcantly
higher than in HH-C and C-C groups (P < (L.035).

3.5, Post-weaning development

Eighteen males (7 C-C, 3 C-HH. 5 HH-C and 3
HH-HH) and 8 females (5 C-C, 1 C-HH, | HH-C and
| HH-HH), all born on the same day, were kept until
adulthood. Due te the low number of females. 1t was
not possible to compare sex effects between males and
females. Statistical analyses were run on all amimals

800 | _ .
700 | AHH-HH o HH-C il
| TCAHHY e Cen 4 “
600 | b P
5 500 | 53 is
¥
£ 400 " K
2 : ’
300 i . !l ;
=83
200 g 0! i .
a i -
100 - 1§
UL .
0 5 0 15 20 25 30
Age (days)

Fig. 4. Individual weight (g} of pups from birth o weaning according
to group. Groups are classified as:

HH-HH: offspring from dam fed with the HH diet suckled by a foster
maother fed with the HH diet:

HH-C: offspring from dam fed with the HH diet suckled by a foster
mother fed with the C diet:

C-HH: offspring from dam fed with the C diet suckled by a foster
mother fed with the HH diet;

C-C: offspring from dam fed with the C diet suckled by a foster
mother fed with the C diet.
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Fig. 5. Comparison of mean *SEM fasting plasma concentrations
(Glucase, Total Cholesterol, HDL, Triglveerides) at | month of age.
Groups are classified as:

HH-HH: offspring from dam fed with the HH diet suckled by a foster
mother fed with the HH diet;

HH-C: offspring from dam fed with the HH diet suckled by a foster
mother fed with the C diet:

C-HH: offspring from dam fed with the C diet suckled by a foster
mother fed with the HH diet;

C-C: offspring from dam fed with the C diet suckled by a foster
mother fed with the C diet:

and then on males only. Post-weaning growth curves
are shown in Figure 6 for the 4 groups.

ANOVA analysis showed a significant effect of the
miaternal diet, and to a lesser extent, of the suckling

4000
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diet. There was no significant difference between the
HH-HH and the HH-C groups al any ome, but both
groups were significantly heavier than C-C and C-HH
groups from 3 months of age (P < 0.0001). Finally,
C-HH were significanily heavier than C-C offspring
(P = 0.05).

AL 176 days of age, HH-HH offspring ate more
(P = 0.05. P = 0.07 for males only) than all other
groups. Altogether, over the peried from weaning to
the onset of HH diet feeding. offspring born from HH
dams (HH-HH and HH-CC) ate significantly more
than offspring from C does (C-C and C-HH) (P <
0.05 for the whole group and for males only). During
the 3 weeks when offspring were fed the HH diet. the
differences in feed intake were no longer significant
between groups.

AL 176 days of age. systolic blood pressure was
significantly ncreased in HH-HH vs. C-C and not
different between the other combinations, nor when
males only were considered (Table 4 for C-C and
HH-HH). Systolic, diastolic and mean arterial blood
pressure significantly inecreased in C-C. C-HH and
HH-C offspring (P = 0.01) during the period when
the animals were fed the HH diet. In contrast, only
MAP was increased in the HH-HH animals (P <
(.05). Consequently, there were no longer any sta-
tistical differences between groups al the end of the
treatment.

HH dint |

132 147 162 169 476 183 190 196

Age (days)

Fig. 6. Offspring growth from birth to D196 (mean =SEM). Groups are classified as:

HH-HH: offspring from dam fed with the HH diet suckled by a foster mother fed with the HH diet;
HH-C: offspring from dam fed with the HH diet suckled by a foster mother fed with the C diet;
C-HH: offspring from dam fed with the C diet suckled by a foster mother fed with the HH diet;
C-C: offspring from dam fed with the C diet suckled by a foster mother fed with the C diel.

There was not significant difference between the HH-HH and the HH-C groups at any time, and both groups were significantly heavier than C-C
and C-HH groups from 3 months of age (P < 0.0001), Finally, C-HH were significantly heavier than C-C offspring (P == 0.05).
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Table 4

Mean = SEM arterial blood pressure from D171 to D196 in post-
weaning CC-CC and HH-HH offspring fed the HH diet between
D171 and D196,

Group Arterial blood Age (days)
pressure 171 196

ccLcc Systolic 134 + 2% 151 + 20
Mean 1nT+2 132+ 1*
Diastolic 91 +2 171t

HH-HH Systolic 146 + 12* 166+ 7
Mean 117+ 11 136 + 5°
Diastolic 08 = 10 120+ 3

CC-CC, offspring from dam fed with the C diet suckled by a foster
mother fed with the C diet: HH-HH: offspring from dam fed with the
HH diet suckled by 2 foster mother fed with the HH diet.
* Indicates a significant difference between groups for the same
parameter (P < (L.05),
® Indicates a significant difference between 171 and 196 days of
age (P = 0.05).
b Indicates a significant difference between 171 and 196 days of
age (P = 0.01).

Blood biochemistry parameters (glycemia, non-es-
terified fatty acids and urea) were not significantly
different between groups in any combinaton.

At post-mortem, there were no statistical differences
m organ weights between the 4 groups. However, when
analyses were run comparing groups according to ma-
ternal diet only, liver and lkidney/total body weight
ratios were lower in offspring from HH dams (HH-C
and HH-HH) compared to offspring from C dams (C-C
and C-HH) (2.3 = 0.1% vs. 2.7 £ 0.1%; 040 = 0.01%
vs. 044 + 0.01%: respectively, P =2 0.05). Fat mass
(perirenal + interscapular fat pads) was significantly
higher in offspring from HH dams vs offspring from C
dams (146 = 8 g va. 118 = 5g. P < 0.03). The same
was true when only males were considered. No athero-
sclerotic lesions were obgerved.

4. Discussion

The ornginality of our study compared to previous
ones on the effect of a hypercholesterolemic hyperlip-
idic (HH) diet during pregnancy using the rabbit model
18 that we analyzed the effects of the diet from the very
early embryo o the physiological effects in the adult
offspring.

In summary, the hyperlipidic hypercholesterolemic
diet administered during the preconceptional period
and throughout gestation induced atherosclerosis in
does and hyperinsulinasmia without changes in glucose
levels (indicative of insulin resistance) at mid-preg-
nancy. Embryonic gene expression was affected as

early as the 8-16 cells stage (especially Adipophilin
expression which was confirmed by gRT-PCR) and
subsequently fetuses developed IUGR. ITUGR new-
borns that survived caught up before weaning. After
weaning, although they were given a control diet, they
became overweight. especially due to an increase in fat
mass. As adults, their blood pressure was increased, but
they did not develop atherosclerosis.

This decrease in nsulin sensitivity could have been
a mechanism to increase the provision of energy sub-
strate for the fetus by means of higher plasma concen-
trations of glucose and free fatty acids thus shunting
nutrients o the embryo. The normal maternal glucose
concentrations indicate that glucose availability was
apparently not increased to the fetus through this mech-
anism. Since the placental glucose transporter SLC2AL
(formerly GLUTI) is not insulin dependent. it is also
unlikely that the high maternal insulin concentrations
induced an increase in glucose transport to the fetus.
Nevertheless, it was recently shown in rabbit does that
the placental SLCSAL (previously SGLT1) protein ex-
pression was decreased and that the translocation of
SLC2AI from the cytoplasmatic pool to the cell mem-
brane surface was affected by maternal hypercholester-
olema [17].

The transcriptomic data indicate the important role
of the pre- and peri-conceptional diet. Cholesterol con-
centrations were high during the peri-conceptional pe-
riod which may explain the effects observed on the
embryos. Plasma glucose and nsulin concentrations,
howewver, were not different between groups just prior
to breeding. The gRT-PCR results confirmed the higher
expression of Adipophilin in HH embryos than in con-
trols that was expected according to the transcriptomic
analysis. However, a highly helerogeneous expression
level of Adipophilin was observed in control embryos.
Since embryos obtained from at least 6 females were
mitially pooled before embryos were sampled 10 by 10,
it 1s possible that only a few embryos expressing very
high levels of Adipophilin are responsible for such a
high variaton i control embryos. On the opposite,
pools of HH embryos were more similar, which may
result either from a higher proportion of “high express-
ing embryos” or from a less heterogeneous population
of embryos all expressing intermediate levels of Adi-
pophilin. Further experiments performed on individual
embryos would make it possible to decide between
these two possibilities; this however cannot be done at
this stage due to the low level of transcripts to be
quantified. Contrarily to fetuses analyzed in this study,
early embryos used for gene expression analyses were
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ohtained from superovulated does. We thus cannot for-
mally exclude an effect of superovulation on gene ex-
pression. If any, such an effect would however be
different according to the diet since both HH and C
females were superovulated in our experimental design.

Adipophilin expression has not been previously doc-
umented in 816 cell stage embryos. Adipophilin usu-
ally colocalizes with the surface of neutral lipid drop-
lets in a wide range of cells and tissues that store or
synthesize lipids. Lipid droplets are known to be
present in early embryos, where they are considered to
play important role in energy metabolism during oocyte
maturation, fertilization and embryo early develop-
ment. They also were shown to be sensitive in their size
and number to modifications of embryo environment.
Especially, the in vitro versus in vive environment [32]
and the addition of serum to the in virre environment
[33] are known to affect lipid droplets. Very nterest-
ingly, the analysis of lipid droplets proteome in early
drosophila embryos showed their involvement in the
sequestration of maternal proteins during the maternal
to embryonic transition, until they are needed by the
embryo. Among those proteins, maternal histones are
sequestered in lipid droplets during oogenesis and pro-
gressively transferred to nuclei while development pro-
ceeds [34]. Since a conserved functional association of
proteins constitutive of lipid droplets has been de-
scribed between drosophila and mammals [31], it may
be hypothesized that medifications n the available
amount of adipophilin may impact maternal proteins
and especially histone storage and delivery for further
development. This may thus indirectly affect some epi-
genetic process that would result in long term effects on
development.

Maternal diet during pre-implantation development
acts as a signaling input to the early embryo to regulate
its future growth. Disturbances in pre-implantation de-
velopment have been reported to induce various phe-
notypes including obesity [35] and hypertension [36]
in the offspring. Disrupting the growth of the embryo i
vive prior to implantation modifies the cell allocation in
the blastocyst [37]. Embryo culture in vitre has also
been reported to restrict fetal growth and modify pla-
cental morphogenesis [35] and nutrient sensing regula-
tory systems are present in many critical tissues during
early development [38]. Watkins et al [39], illustrated
the importance of maternal nutrition during early em-
bryo development in the establishment and control of
the growth trajectory of the conceptus and in the onset
of disease in adult life. The range of adverse outcomes
identified following a low protein maternal diet during

the preimplantation period was broad, affecting growth,
cardiovascular physiology, behavior and organ allom-
etry. However, to our knowledge, most studies focused
on protein restriction or modifications in growth fac-
tors. One study, using a hyperhipidic diet in the rat,
described the same long term effects as those shown
here, but they did not demonstrate different effects
when the diet was only administered from the time of
breeding and subsequently inferred that pre-conception
diet did not have a significant effect. In the present
study, growth restriction in offspring from hypercho-
lesterolemic does was observed as early as DO of ges-
tation, confirming that the peri-implantation period is a
key period for the future embryo development. Mon-
toudis et al [16], using does fed a hypercholesterolemic
diet, showed that a large increase in serum cholesterol
and triglycerides concentrations was induced in the
fetuses of hypercholesterolemic does, in association
with reduced birth weight and lipid accumulation in the
placenta. The reduced fetal to placental ratio observed
at 28 days of pregnancy also indicates a reduced pla-
cental efficiency.

In IUGR pups, catch-up growth was rapid, with
hypotrophic offspring reaching a similar weight as con-
trols at the time of weaning. Rapid post natal growth
can be detrimental following growth restriction mn ani-
mals [40-42] and in humans [43—46]. In the present
experiment, body weight and blood pressure differ-
ences between groups disappeared when adults were
fed the HH diet, suggesting a programmed “protection”
(Predictive Adaptive Response. PAR) during the fetal
life as proposed by Gluckman and Hanson [2.47].
Overall blood pressure values were high both in con-
trols and treated animals, suggesting that the rabbits
were stressed by the procedure. Since there is an ele-
ment of restraint stress involved in the procedure used
to measure MAP in the current study [48], the increase
in MAP in the HH-HH group may reflect an increased
stress response and not a change in resting MAP.

No atherosclerotic lesions were observed at weaning
in the offspring. Atherosclerotic lesions have been seen
in young human adults and, occasionally, children. The
earliest lesions of atherosclerosis, fatty streaks, are al-
ready present in fetal arteries, and maternal hypercho-
lesterolemia during pregnancy greatly increases their
number and size [4.49]. Since aortic fatty-streak for-
mation is related to hypercholesterclemia, it seems
logical that fetal lesions would regress in infancy, as
observed here, when cholesterol concentrations are
low [4].
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Adult rabbit offspring from dams fed the HH diet
were heavier and had higher food intake. It is not
possible to know, however, if they were heavier be-
cause of increased appetite, or if the metabolically
programmed excess weight induced a greater food in-
take [50].

The data presented here illustrate the importance of
maternal nutrition during the preconceptional period
and during pregnancy in the establishment and control
of the growth trajectory of the conceptus and in the
onset of disease i adult life. The results stated in this
paper confirm the results from Howie et al [11] in rats
and show the harmful effect of a high cholesterol high
lipid diet, fed to the mother for a long time prior to
conception, on the fetal and post-natal development.
They also indicate that maternal nutrition affects em-
bryo gene expression in the very early stages of preg-
nancy. More studies are mandatory on oocytes and at
different stages of embryo development to better un-
derstand the mechanisms involved in the observed ef-
fects in this rabbit model.
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Sur expression au Sous expression al
sein des embryong sein des embryons
HHvs C HH vs C
Adipophiline Anova
p=0,00476
Regucalcine Anova
p=0,00698
MAPK 7 Anova
p=0,00079
PAPOA Anova
p=0,00064

T Test p<0,01
MGN Anova
p=0,00165

T Test p<0,01
FGF BP1 Anova
p=0,00114

T Test p<0,01

Tableau 3. Génes présentant un effet régime sigraéitif d’apres I'analyse de variance
sur les résultats de transcriptomique.
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3.3. Données complémentaires de I'expérience 1.

L’analyse transcriptomique sur le réseau dédiérmigede mettre en évidence une différence
d’expression de plusieurs genes entre les embrngsns de méeres HH et de mére C. Nous
avons essayé d’étudier I'expression des 6 génes lgsguels la p value était la plus
significative: FGF BP1 (Fibroblast Growth Factom8ing Protein de type 1), MGN (Mago
Nashi-like protein) et MAPK7 (Mitogen Activated Retne Kinase 7)avec une tendance a la
sous-expression et PAPOA (Poly A Polymerase AlpRa&gucalcine et Adipophiline avec
une tendance a la sur-expression par rapport alryems issus de meéere C (Tableau 3).
Cependant les p values étaient a la limite etdpparts d’expression entre le groupes étaient

faibles.
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Séquences des inserts présents dans les plasmigidsés pour mettre au point les amor
et les gammes. Les amorces testées sont surligresedeux amorces d'une méme paire 9
de la méme couleur.

Clone lcao0045.9.01.c 5.1 : MGN
ACGCGGGAAGAGAATAATTGATGACAGTGAAATTACCAAAGAAGATGATGCTTTGTGGCCTCCTCCTGACCGAGTGGGCCGG
CAGGAGCTTGAAATCGTTATTGGTGATGAACACATTTCTTTCACAACATCGAAAATTGGTTCCCTTATTGATGTCAATCAGTCC
AAGGACCCAGAAGGCTTACGAGTATTTTATTATCTTGTCCAGGACCTGAAGGITIGGICTICAGTICITATIGGATTACACTTC
AAGATTAAACCAATCTAGATGGAATATTGCTGTGGACATGGGGGGGTTGGAGTAGTTTTTAATGACCATTATCAAGAAATTT
TTGTGTATATCAGGGCAATTTTTTAAGTAAATGACAAATTATTGTCTTTAA CAACTGTG

Clone Icao0024.a.10.c_5.1 : FGF BP1
ACGCGGGGGAGACAGCTGCAACCTGCACCTCGCCTGGCTTTGGGGATTGCBEGGATCTGCAGACACAGGACTGGTGCCCGC
CCAGCTGAGCCATGTGGACCCGCACTCTCACCCTGCTCTCCGTCCTCCTBEGTTGCTCAGGGGCTCCTGACAGAGGCCCAA
AGTGGAGAACAGGATGAAGGGAATTTGGAGGCGGAGCAGGATGGGTGGGTTCTCTGGAGAAGCCTGTGATAGTGTCCACA
AGCCCGCCAACCCAGGTCATTGTCACTGGCAGCTTTGTGAGCAGAGACCABCCAAATGCAATGTGACCGTGACCAGGCAGG
AGGCAGGAGTCAATCTCCAGGTCCATTGTGTTCGACTGGACCACGAGATTTCCTGTGTCTTTGGTGGTGACCCTACTGAGTGC
CTACTCTATTTGAGCAGTGACAAGGTCTACTGGAGACAAATTGGCTGGCACTGCGCCGCTTGAACCACATCTGTGAGGACTC
CAAGGCCATCCTGGAGACCAGGGTGTGTGGT

Clone lcao0026.c.05.c_5.1: Regucalcine
ACTTTGATCAAGTAGACATCTCCAACGGTTTGGATTGGTCCCTGGACCACAAATCTTCTACTACATTGACAGCCTGGCTTACT
CTGTGGATGCCTTTGACTACGACCTGCAGACAGGACAGATCTCCAACCGGEAAGTATTTACAAGCTGGAGAAAGAAGAACA
AATCCCAGATGGAATGTGTATTGATACTGAAGGGAAGCTTTGGGTGGCCTGTACAATGGAGGAAGAGTGATTCGCTTAGAT
TCTGAAACAGGGAAAAGACTCCAAACTGTGAAGCTGCCTGTTGACAAAACAACTTCATGCTGCTTTGGAGGGAAGGACTACT
CTGAAATGTACGTGACCTGTGCCCGGGATGGGCTAGACCCCGACAGTCTTAAGGCAACCTGAAGCTGGTGGGATTTTCAA
GATAACTGGCCTGGGGGTCAAAGGAATTCCCCCCTACTCCTACGCGGGCH&CAATAGGTGTTCTTTCCTGCCAGAGAAAGC
TTTGGAGACAATGAAGGAATTCTGGGGCCAAAATGTCAATCAGTCAGAAAAAGGAATCAATGATTTTGTTAACCAGGTTGCA
GTTCCATTTAATTTTTAACAAAGAATGACAACACACCCCTTGATAATACAC TGTAAGACCTTTTGTAAAATGTGCTATAGAAA
TGCAAGCCTCTTGATTCTCTGAAAATTGGTTGGGAGCGAGAGGGGGTGAGERATGGGATGATATCTGTTCTTTCTTCTGCATT
CCATATTCAGCATACCTAAAGCTTC

Clone lIcao0028.b.08.c_5.1 : Adipophiline
ACGCGGGGGCTCTGCACGTCCGAGCTGCCCGCGGGATTCGACTGCTCGCIIHCCCATCGATTCCTTTCTCCAGGAAGAAAAA
ATGGCATCCGTTGCAGTGGACCCACAATTGAGTGTGGTGACTAAGGTCGCAACCTTCCCTTGGTGAGCTCTGCATATGACCT
CGTGTCCTCAGCTTGTGTCAATACAAAGGATCAGTATCCCTACTTGAAGTCGTGTGTGAGATCGGCAGAGAAGGGTGIGAAG
ACCATGACCTCCGTGGCCATAACAAGTGCTCTGCCCATCTTCCAGAAGCTBAGCCACAAATTGCTGTTGCTAATACCTATGC
TTGTAAGGGACTAGACAGGATTGAGGAGAAATTGCCTATTCTGAATCAGCAAACAACCCAGGTTGTTGCCAGTGCCAAAGGT
GCTGTGACCACTACTGTGACTGGGGCCAGAGTTTCTGTAGCCAACACAATACAGGCGETGGTGGACAAGACCAAAGGAGCAG
TGACTGGTGGTGTGGAGAAGACCAAGTCCATGGTCAATGGCAGCATTAACKRAGTCTTGGGAAGTCGGATGGTGCAGTTTGT
AAGCAGTGGAGTAGAAAATGCACTCACAAAATCAGAACTGTTGGTTGACCAATACCTCCCCCTTACTGAGGAAGAACTAGAA
AAAGAAGCAAAAAAGGTTGAAGGATTTGATGCGGTTCAGAAGCCAAGTTATTATGTTAGACTGGGGTCCCTGTCTACTAAGC
TCCGCTCACGTGCCTACCAGCAGGTTCTTGGTAGGGTTAAAGAAAGCTAGEAAAAAGCCAAGAGACCATTTCTCAGCTTCAT
TCTACTGTTCACCTGATTGAATTTGGCAGGAAGAATGTGCATAGTGCCACBNAAAAATCAGGATGCTCAGGGATAGCTCTAT
CTCTCGTGGGTGGAGTGAAAAAGAACATTTGCCACGATTATACTGATTAGTCCACTGTGCCGACCACATGAAGTCAGTTACTC
GCCGGGAACAGCTT

Clone Icao0032.e.07.c_5.1 : MAPKY
ACGCGGGGGAAATCAAGACAAATAACAGCATGCATTCAAAAAGACAGAATT CAGGAATTATCCATCAGTGCTTAGAATGGG
GCTAACGGAAGTGCTGAGATCTAGCAAAGGTTAGAACATGATGTAGACCGTCACCCACTGTAAATGTTTGCAAACGGCTACA
TGTTAAGTCCACAGGAGTATTTCAGAACTCTGTGAACGTCAGAGCCTTGGCTTGGCCTTGAGGCTTTGCATTTTGTAGGTGG
GAAGAGACGTGACAATCCTAGTTCATTAGACCATAGACCCAGAGCCTTACATTTGATGCATTTTGTTTTAAAAATAGGCCTC
GITTCTCAGCTTCATCTGCAGTTCTATGTGAAGATTGATAAATCAGTTTTTACTTGTTTTATTAATAAA ACGTAATTTGGATATC
TTGAGTTGATGGTTTTGTGATTTAGCTGGGTAAACTATCTTTGTAACAGATAAGTTATTTATAAAAATTAAAAAACTTATATTC
T

Clone Icao0035.a.03.c_5.1 : PAPOA
TTCCATCGGCCGCCCCGGCATGTACGCGGGGTGACTGGGCGGTGCCGGBBGATACCAATCCGTTTCCAGTTACAATGCAT
GGATCACAACAAACACAGCCGCCGCATAAGCACTGTGGCATTACTTCTCCCATCAGCTTACCAGTCOCAACGAGACCGACT
GCATACTCACACAGAAACTGGTTGAGACCCTGAAACCCTTTGGGGTTTTTBAGAGGAGGAGGAGCTGCATCGCAAGATTTT
AATTTTGGGAAAATTAAATAACCTGGTTAAAGAGTGGATACGAGAAATCAGTGAAAGTAAGAATCTTCCGCAATCTGTGATT
GAAAACGTTGGAGGAAAAATTTTTACATTCGGATCTTACAGATTATGAGT

CES
ont
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Photo 8. Résultats du slot blot pour I'adipophiline
C : Contrdle, HH : régime hypercholestérolémiqupdniipidique, R : Nombre de Répétition.
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35.00 -
30.00 -
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20.00 - qPCR3 «
15.00 - aPCR4 m
qPCR5 ®
10.00 -
5.00 -
0.00 . . .
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00

gPCR1 gPCR2 gPCR3 gPCR4 gPCR5
Pente 3,691 3,614 3,76 3,882 | 4,406
1fpente 0,27083 | 0,2767 0,266 | 0,257 | 0,227
efficacité | 0,86608 | 0,89104 | 0,8448 [ 0,808 | 0,6864

Figure 21. lllustration de linstabilité d’'une gamme au cours du temps. Exemple de
MAPK?7.
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3.3.1. L’analyse en Slot Blot n’a pas permis de confirtesrrésultats du réseau déedié

La premiere étape de confirmation de la différatiegpression des génes a été réalisée par la
réalisation d’'un SLOT BLOT d’ADNc. Pour I'Adipopliile, il n'y avait pas de différence
mise en évidence par cette technique (4 répétitihhs's 4 répétitions C) (p=0,7) (Photo 8).

Il s'agit probablement d’'un manque de sensibiliggld technique pour prouver de petites
différences d’expression. Pour montrer de petitéférdnces, il faut de nombreux
échantillons. On peut également remarquer visuelldmne variabilité d’intensité des dépots:
CR1 parait beaucoup moins fort que CR3, et HHR1nmdort que HHR2. Il n’est pas
possible par cette méthode de savoir si les diffé@e sont dues a la variabilité de la méthode
ou a la variabilité des échantillons. De ce faiisi@’'avons pas analysé les autres génes par

cette méthode et notre choix s’est porté surdasation de RT-PCR quantitatives.

3.3.2. L’analyse par gRT-PCR confirme la sur-expression’d&N adipophiline par des

embryons J2 issus de meres sous régime HH

Les genes candidats comportent de fortes répd&itidm nucléotides, rendant aléatoire
I'efficacité des amorces avec formation de diméoes des PCR. De plus, les embryons que
nous analysons contiennent de faibles quantitéRN'/2,5ng par embryon a J2, et 40 a 80ng
par embryon a J5). Nous n’avons pas pu réussir #reanau point des conditions
expérimentales permettant de quantifier de facahldi et reproductible I'expression de la
plupart des candidats au sein des embryons a 48kcpiium : Regucalcine, MAPK7, Papoa,
MGN, FGFBP1. Les gammes doivent étre stables auscou temps pour permettre une
bonne reproductibilité des expériences. Or, nowssiconstaté 'augmentation de la pente et

la diminution de l'efficacité de la qPCR au coutstdmps pour plusieurs génes (Regucalcine,
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Problémes rencontrés lors de la mise au point BERgoour les génes suivant :

Regucalcine, MAPK7, Papoa, MGN, FGFBP1.

MGN: Probléme de dessin des amorces. NombreuxrdgmBamorce.

Regucalcine, FGFBP1: Amorces difficiles a dessinees CT de sortie de
échantillons sont en dehors de la gamme, ne pemtgis une quantification. Instabilité
la gamme qui ne donne pas des résultats reprotudtime PCR a I'autre (Figure 21).

MAPK7, Papoa: Amorces difficiles a dessiner. Ibgif# des gammes.
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Figure 22. lllustration des profils de gammes obtams pour I'analyse de I'ARN de
I'adipophiline (A) et Luciferase (B).
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FGFBP1, MAPK7, PAPOA) (Figure 21). Il y a 6 jour®chrt entre les gPCR1, 2 et 3, un
mois entre gPCR3 et 4 et 2 mois entre qPCR4 etriremtd que les points sont bien alignés,
avec une pente montrant une bonne efficacité de PEB2 attendu, -3,62 et -3,52 obtenus
pour luciférase et adipophiline respectivementcale bons coefficients de determination (R2
proches de 1). Ces gammes permettent des quatmifisale 9 a 937000 copies pour TARNmM
de I'adipophiline et 20 a 2 millions de copies pBARNmM de luciférase.

Le transcrit d’adipophiline semblait sur-exprimé sein des embryons issus de méres HH
(ratio environ 1,5). Or, L’Adipophiline est une péme impliguée dans la formation des
gouttelettes lipidiques et joue un rble dans lelsige des lipides. Pour ces raisons, notre
attention s’est focalisée sur ce transcrit. Nousnavpu mettre au point une RT-PCR
guantitative afin de confirmer ce résultat (Fig@®. Concernant les solutions de gamme
d’adipophiline et du transcrit rapporteur lucifé¢gagous pouvons constater que les points de

Ct de sortie surviennent a intervalles réguliees tourbes de quantification obtenues.
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Figure 23. lllustration des CT de sortie des échaiilons.
Echantillons « HH » (Rouge) par rapport aux écliang « Contréles » (Bleu) au sein de
gamme adipophiline.
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La Figure 23 illustre les résultats de la gPCR aldipophiline.

Les quantités absolues de molécules de transdpibpiltiline au sein des echantillons HH et C
sont 2321+/-180 vs 1205 +/-250 copies respectivém@a résultat de sur-expression de
ladipophiline a été confirmé aprées normalisatiorar pluciférase : I'expression de
'adipophiline est plus importante dans le groupge ¢lue dans le groupe C : 0,02+0,001 vs
0,012+0,002 (p<0,05) (Figure 24). Il est eégalematdressant de constater que la quantité
moyenne de transcrit d’adipophiline est trés vaeiabans le groupe C avec certains
échantillons montrant un haut niveau d’expressidn. contraire dans le groupe HH,

I'expression d’adipophiline est plus importante snaioins variable

3.3.3. L’analyse par gRT-PCR montre que le régime HH niihglus de sur-expression de

I'adipophiline au stade blastocyste

Au stade blastocyste (J5,5), I'analyse a portél€uembryons HH et 10 embryons C pris
individuellement et sélectionnés avec des criténesphologiques identiques (taille, aspect,
régularité) grace aux photos prises au momentclierle Au contraire du stade 48h PC, nous
avons retrouvé une sous-expression de l'adipoghidin sein des embryons HH : 0,101+/-

0,006 vs 0,148 +/- 0,01; p<0,01, IC 95% ]-0,0701G] (Figure 25).
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Figure 24. Quantification de transcrit de I'’Adipophiline & 48h post-coitum.
10 lots de 10 embryons des groupes HH (HH1 a HH1@ (C1 a C10), apres normalisation
par le rapporteur exogene, 'ARN luciférase. Chapoe a été analyse en triplicate.

0.25 4
0.2 -
0.15 -
0.1 -

0.05 -
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HH c
Figure 25. Quantification du transcrit de I'adipophiline au stade blastocyste.

10 embryons issus de mere HH vs 10 embryons issusede C aprés normalisation par le
géne rapporteur exogene (luciférase).
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Groupe HH Groupe C

DAPI+
Nile
Red

+

DAPI
+ Nile
Red

Photo 9. Embryons issus de méres nourries par legéne HH ou C, a J2.

Vert : Adipophiline, Bleu : noyau (DAPI), Rougeipides (Nile Red). Axio Observer Z1
(Zeiss) équipé d'un systeme d’illumination struétuapotome et d'un objectif Plan
Apochromate 63X (Ouverture numérique=1,4). Tempscqlisition: DAPI 10ms,
Adipophiline 400ms, Nile Red 120ms.
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3.3.4. L’analyse immuno- histologique montre une plus geamuantité de gouttelettes

lipidiques au sein des embryons HH au stade J2edpérience 1

L’'analyse a porté sur 17 embryons issus de meresias par le régime HH et 10 embryons
issus de meres nourries par le régime C (protoegperimental 1: régime HH vs C depuis
'age de 10 semaines). L'analyse met en évidengdipophiline dans les deux groupes,
cependant sans différence notable (Photo 9 A)m#equage est diffus, sans localisation
préferentielle. Cependant, ce qui est frappant’assence de visualisation de gouttelettes
lipidiques dans le groupe C alors que I'on en daihs I'embryon HH (Photo 9 B). Ceci a été
retrouvé au cours de deux répétitions différentes ajue les embryons des deux groupes ont

été manipulés en méme temps et que le marqua@s ddnictionné sur les embryons HH.
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Groupe HH Groupe C
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+
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Photo 10. Embryons issus de méres nourries par légime HH ou C, a J5.

Vert : adipophiline, Bleu : noyau (DAPI), Rougeipitles (Nile Red). Axio Observer Z1
(Zeiss) équipé d'un systéme d’illumination struétuapotome et d'un objectif Plan
Apochromate 63X (Ouverture numérique=1.4). Tempscaliisition: DAPI 10ms,
Adipophiline 400ms, Nile Red 120ms.

210



3.3.5. L’analyse immunohistologique montre la plus grangeantité de gouttelettes

lipidiques présentes chez les embryons HH de Igapee 1 au stade blastocyste

L’analyse a porté sur 35 embryons issus de meresias par le régime HH et 30 embryons
issus de meres nourries par le régime C (protoegperimental 1: régime HH vs C depuis
'age de 10 semaines). L’analyse montre que laépret Adipophiline (marquage vert) est
localisée autour des gouttelettes lipidiques (maggurouge) qui sont en quantité plus
importante dans les embryons du groupe HH (PhoroO® plus on note une localisation de
ces gouttelettes a proximité des noyaux (marquaifel[bleu) (Photo 11) qui n’existe pas au

sein des embryons du groupe C, et surtout au nidedrophectoderme.
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Groupe HH Groupe C
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E DAPT+
Hile Eed
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Photo 11. Cellule issue d’'un embryon du groupe HHteC au stade blastocyste J5,
agrandissement de la Photo 10.

On visualise nettement les gouttelettes lipidig(resige) qui se localisent autour du noyau
(bleu). En A on visualise nettement I’Adipophiligai dessine une couronne et qui entoure les
gouttelettes (Fléche, B). Axio Observer Z1 (Zeigsjuipé d'un systeme d’illumination
structuré apotome et d’'un objectif Plan Apochron@¥ (Ouverture numeérique=1,4). Temps
d’acquisition : DAPI 10ms, Adipophiline 400ms, NRed 120ms.
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E. Expérience 2. Régime HH ou C a partir de
18 semaines apres la naissance, moment de la
mise a la reproduction
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HH: Hyperlipidique Hypercholestérolémigue (SCO0,2%)
VS
C. Contrdle a partir de la saillie

— EXp. 2 =

Mise-bas
Sa”“e gg;ﬁ Sevrage
lGestation l A”a'tem?_g;[ |
10 HHZ2 DR A 9.C2-HH2. . "
100 o . AT 18HH2:-C2.  Pas de suivi apres sevrage
18s T T T T Adoptions
Echo croisées
examen
post-mortem
i i HDL, Chol, }
TG, Glug, Ins
178 20s 25s

Figure 26. Protocole Expérimental. Expérience 2 :égime HH ou C débuté a 18
semaines, poursuivi jusqu’au sevrageR?as de suivi a long terme.
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1. Matériels et Méthodes
Vingt femelles ont recu soit le régime HH (HH2, ©xXkoit le régime Témoin (C2, n=10) a
partir de la mise a la reproduction a 18 semaiiégu(e 26). Par la suite, le protocole
expérimental a été le méme que dans I'expériencdelsuivi du poids et de la prise
alimentaire des meres, le suivi échographique stiild post natal des lapereaux, les prises de
sang ont éteé réalisé de la méme facon a 17 semaisasavant la mise a la reproduction faite
a 18 semaines, a 19 semaines (mi-gestation ) sei@aines (sevrage). Les lapereaux ont été
répartis en portées de 6, formant 4 sous groupepratocole expérimental est schématisé en
Figure 26.

Descendants de meres nourries par le régime HldRages par une mére nourrie par
un régime HH2 (HH2-HH2).

Descendants de meres nourries par le régime HldRages par une mére nourrie par
un régime C2 (HH2-C2).

Descendants de meéres nourries par le régime Qs par une mere nourrie par un
régime HH2 (C2-HH2).

Descendants de meéres nourries par le régime Qs par une mere nourrie par un
régime C2 (C2-C2).
Tous les animaux (meres et descendants) ont é&s méseuthanasiés au sevrage selon le

protocole détaillé dans le Matériels et Méthodesmains.
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Age (semaines)

Groupe 17 semaines 20 semaines 25 semaines

(juste avant mise (mi-gestation) (sevrage)

sous régime)
Cholesterol c2 1,81 £0,15 1,75 + 0,23* 1,76 £0,7*
Total

(mmol/L) HH2 1,85 + 0,09 5,43 +1,23 11,00 + 3,01
— c2 1,14 +0,09 0,76 + 0,05* 0,69 + 0,08*
(tueiL) HH2 1,07 +0,06 1,04 + 0,05 10,94 + 0,09
Triglycerides  C2 0,46 + 0,03 0,95 +0,27 0,87 + 0,09
(mmoliL) o 0.57 +0.05 0.82+0.07 1.07 +0.17

llis c2 7.24 0.32 7.66 £0.4 8.57 +0.4
(tueiL) HH2 7.54 +0.41 8.36 +0.64 8.69 + 0.55
Insuline c2 0,25 +0.05 0.38+0.02 0,24 + 0.04*
(mmoifl) HH2 0,32+0,10 0,69+ 0,23 0,56 + 0,06

Tableau 4. Expérience 2: Moyennes + SEM des conceations a jeun de: cholestérol

total, HDL, triglycérides, insuline et glucose dedemelles en fonction de I'adge et du
régime.

C: régime contrble, HH: régime hypercholestérolaraigyperlipidique, ND: non détermine.
*indique une différence significative entre les deuoupes (p<0,05).
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2. Reésultats de 'Expérience 2: Le régime HH donné amoment
de la mise a la reproduction n’induit pas de retard de
croissance intra utérin mais induit de I'athéroscléose chez les
descendants.

Dans cette expérience, l'alimentation hyperchoteséénique hyperlipidique est donnée a

partir de 18 semaines, age de la mise a la reptioduc

2.1. Le Régime HH administré a partir de la mise a lprogluction induit une
dyslipidémie, de I'athérosclérose, sans obésitz ¢bs meres

La prise hebdomadaire de poids pendant la gestat@ait pas significativement différente
entre les deux groupes de meres (HH2 et C2). Coofrservé avec I'expérience 1, les lapines
sous régime HH mangeaient moins, mais ingéraiemtplus forte quantité de lipides pendant
la gestation (poids moyen de lipides ingérés paragee: 801 +98g vs 226 +38(; p<0,01). Les
taux de cholestérol total et d’'HDL étaient sigratiezement plus élevés a mi-gestation dans le
groupe HH2 (5,43+1,23 vs 1,75+0,23mmol/L; p<0,01114+0,05 vs 0,76+0,05 ; p<0,05)
mais glycémie, insulinémie et triglycéridémie niétd pas différentes ( Tableau 4 ). Des
Iésions athérosclérotiques n’'ont été observéesdame la moitié des méres autopsiées au

moment du sevrage. Ces lésions couvraient 0,11%0de?la surface des aortes.
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Expérience 2

Cc2 HH2
Nombre de femelles 9/10 9/10 NS
gestantes
Nombre de lapereau 48 66
obtenus
Nombre de lapereau 5,33 7,62
par femelle (2-7) (6-10) PR
) . 42,3 42,5
Poids de naissance +-11,7g +/-7.4g NS
Taux de survie a la 85.32% 92.05% NS

naissance

Tableau 5. Expérience 2. Issue de la gestation :

Vesicule Foetale a J9

500
;‘4‘00

<300

2200

S
0001

Jour de gestation

Mbre de descendant et survie.

Taille de l'embryon

0.0
B0
=200
Epw
(&}
21000
500
000

Age gestationnel (jour)

Figure 27. Mesure par échographie de la vésicule fate a J9 et des longueurs
embryonnaires a J14 et J211l n’existe aucune différence entre les deux gesuplH2 et

C2.
Poids des lapereaux Exp2
1000.00

2

£ 10000 -

=]

o
—=r—(C2-C2
—=— C2-HH2

10.00 T T .
2 a 14 20 20 3
Age (jours)

Figure 28. Suivi du poids des lapereaux jusqu’au seage (expérience 2)Echelle de

poids en log (g).
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2.2. Le Régime HH administré a partir de la mise a larogluction n’induit
pas de retard de croissance intra utérin (RCIU)

Aucun RCIU n’a été retrouvé par échographie. Lanpére de la vésicule foetale, et les
longueurs embryonnaires a J14 et J21 n’étaiendiffésentes (Figure 27).

La taille des portées était plus petite dans leigeoC ( Tableau 5 ). Le taux de survie n’était
pas statistiquement différent ( Tableau 5 ). Il alait pas non plus de différence entre les

groupes pour le poids total (42,3 + 11,79 vs 427541).

2.3. Le régime HH a partir de la mise a la reproductiomuit des lésions
aortiques dans la descendance au sevrage

Au sevrage, des lesions d’atherosclérose ont étéukees au niveau des aortes de 3 de 40

lapereaux, 2 dans le groupe HH2-HH2 et 1 dansdepy HH2-C2 (Photo 12).

2.4. Au sevrage, il n'existe pas de difference de patsil existe une
hyperlipidémie chez les lapereaux sous meres HH

Le poids des differents groupe de lapereaux n'est différents pendant la période

d’allaitement (Figure 28). L'autopsie n'a pas méntte différence entre les deux groupes
pour le poids total et le poids des différents oega

La concentration plasmatique de cholestérol tdtit plus élevée dans le groupe HH-HH2 vs
C2-C2 (7,64 £1,26 mmol/l vs 4,26 £0,59mmol/l; p<®),@t dans le groupe C-HH2 vs C-C2

(8,2 £1,07mmol/L vs 4,26 +0,59 mmol/L; p<0,05). L@mncentrations plasmatiques de HDL
n'étaient pas différentes entre les différents pesuet les glycémies a jeun n’étaient pas
différentes entre les différents groupes. Les comaBons plasmatiques de triglycérides
étaient plus basses dans le groupe C-C2 companégmape C-HH2 (3,91 +0,72mmol/l vs

1,76 +0,35mmol/l; p<0,05Figure 29).
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Dosages chez les lapereaux a J30

20 - B HH2-HH2
18 - OHH2-C2
16 - BC2C2
14 * BCZ-HH2

Figure 29. Bilan biologiques au moment du sevrage.

* indique une différence significative : p<0,05

Athérosclérose
(rouge)

Photo 12. Aortes prélevées au sevrage, expérier&ceColoration a I'huile rouge.
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F.Résumé des résultats
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Expérience 1 Expérience 2

Meres Gestation Hyperchaolestéralémie oui oui
Hypertriglycéridemie oui oui
Hyperglycemie nan nan
Fesistance a linsuline (el nan
sevrage Athérosclerose 100G 50%
Lapereaux Croissance foetale HH=1 HH=LC
FPoids de naissance HH=E HH=1
Atheroscléroze rrom ol
Foids au sevrage HH=C HH=C

Tableau 6. Comparaison des principaux résultats olenhus avec le régime HH lors des
parties communes des expériences 1 et 2.

Expérience 1 : régime débuté a 10 semaines, migsesproduction a 18 semaines.
Expérience 2 : régime et mise a la reproductioB aemaines.
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L'originalité de cette étude comparée aux étudedcdatentes sur l'effet du régime
hypercholestérolémique (HH) est que nous avonsyséales effets depuis le stade
embryonnaire précoce jusqu’a I'age adulte, en paigsa un suivi échographique anténatal.
Nous avons montré que ce régime HH débuté plusisemsaines avant la conception et
poursuivi pendant la gestation et I'allaitementuhadhez les méres une athérosclérose et une
hyper insulinémie gestationelle sans augmentatsngtycémies (insulino résistance).

Nous avons également montré que l'expression géniegt modifiee des le stade de
I'activation de la transcription du génome embryains (48h post-coitum, 8-16 celllules) : la
sur-expression de l'adipophiline a été confirmée gRII-PCR. Cette sur-expression est
transitoire puisqu’a un stade plus tardif (J5)xpeession est diminuée. La quantité et la
répartition des gouttelettes lipidiques est égal@ndé@férente, plus abondante dans le groupe
HH aux stades J2 et J5 avec une localisation\aaunidu trophectoderme et périnucléaire au
stade J5.

Nous avons montré que le régime HH induit un RCi&cpce et un petit poids de naissance
lorsque ce régime est débuté plusieurs semaineg Evaonception, ce qui n'est pas le cas
lorsque le régime est débuté au moment de la mlaeréproduction (Tableau 6). Pour ces
lapereaux nés avec un plus petit poids, le ratiyapke poids post-natal a permis de retrouver
un poids moyen égal aux témoins au sevrage, masiten ces lapins sont devenus en
surpoids par exces de tissus adipeux malgré uneeiation normale. lls sont également
devenus hypertendus, sans qu'aucune lésion d'atiérose n’'ait pu étre décelée

macroscopiquement.
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G. Discussion globale
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1. Difficultés rencontrées

Au cours du déroulement de ces expériences, nausaté confrontés a plusieurs difficultés.
En ce qui concerne l'animalerie, une épidémie sdésiarée au sein de I'élevage avec une
mortalité importante. La lapinerie a également deamgé et pendant ce temps la aucun animal
n'a été mis a la reproduction. Ainsi, il a fallpéder plusieurs séries d’animaux.

Concernant l'aspect biologie moléculaire, la pyyade difficulté est liee a la rareté du
matériel biologique, vu les difficultés et les dela’obtention des embryons en nombre
suffisant. La quantité d’ARN au sein des embryoedapin au stade de la mise en route du
génome rend difficile la mise au point d’une Q-Pfzle et reproductible : chaque embryon
contient entre 2,5 et 5ng d’ARN totaux. Ainsi, engui concerne les autres genes suspects
mis en évidence par le réseau d’ADNc dédié noussessayé de jouer sur plusieurs points.
Nous avons essayé de dessiner plusieurs fois decesn Or ces genes possedent de fortes
répétitions de séquences. Les amorces avaienttdodance a dimeriser et a ne pas amplifier
correctement la cible. Non seulement la quanti#dRiN total est faible dans les embryons aux
stades étudiés, mais I'expression des genes e&stnéline assez faible. Ainsi lorsqu’une
amplification correcte était obtenue, il n’étaispare que la quantification précise ne soit pas
possible rendant impossible toute interprétatiaes difficultés étaient moindres pour un des
transcrits, I’Adipophiline. En étudiant ce qui étaonnu sur ce gene, il nous apparu comme
un excellent géne candidat sur lequel il fallaitrtpo nos efforts. Pour démontrer

statistiguement qu’une faible différence est sigative il faut augmenter les tailles des
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échantillons. Pour faire le calcul d’effectif nésaire nous avons utilisé la formule de calcul
de puissance utilisée en épidémiologie, par exemple calculer le nombre de patients
nécessaires a inclure par exemple dans une étutdieam®nt vs placebdous avons d’abord
mis au point une PCR test dans laquelle nous aptat® des tubes avec une quantité N
d’ARN d’adipophiline et des tubes avec une quantifgN. L'analyse du résultat nous a
permis d’avoir les éléments nécessaires au cald@lus avons ainsi pu démontrer pour que
pour montrer une différence d’'un facteur 1,5 efggedeux groupes il fallait 10 échantillons
de chaque condition. Comme chaque échantillon é&astitué de 10 embryons, il fallait donc
avoir 100 embryons morphologiquement corrects igeusieres sous régime HH et 100 issus
de méres sous régime Contréle. Il était donc intpgéta rassembler les embryons car il était
impossible d’obtenir 100 embryons corrects pour sade lapine.

En tant que médecin, étre confronté a ces diffisuttropres a la recherche fondamentale aura
été quelque chose de trés enrichissant. Renfoecdien entre la médecine, la recherche
clinique et la recherche fondamentale, est unents/ations principales qui m'ont fait me

lancer dans ce projet de these.
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2. Choix du modéle

La critique principale qui peut étre faite a nostpcoles expérimentaux est le choix du
modele lapin et du régime.

Les raisons qui nous ont fait choisir ce modélemahisont expliquées en début de ce
mémoire. Il n’en reste pas moins qu’une des limgascipales est que le génome du lapin
n'est actuellement que partiellement séquencé ainbtation de ce génome est donc
incompléte. De plus, la membrane a ARN utiliséecoavre que 2000 contigs. Ces points
seront résolus dans un avenir proche puisque laeségge a été récemment complété

(Rabbit Genome project www.broadinstitute.org/community/science/projecisinmals-

models/rabbit/rabbit-genome-project), I'annotatcdingénome lapin est en cours et une autre
membrane couvrant plus de contigs va étre réalisée.

L’'autre élément criticable de notre modeéle estdacotrophie. Un élément qui n'a pas été
étudié au cours de ces expérimentations est la @sitign des déjections des lapins. Nous

n‘avons pas de données sur la caecotrophie et &Gendans la digestion des lipides.
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3. Reégime alimentaire

Le régime alimentaire normal du lapin est tréesg#léidu régime humain. L’objectif était
d’étudier I'effet de I'hypercholestérolémie et dRyperlipidémie liee a I'alimentation bien
gue la quantité de lipides ingérée par le lapirt b@n inférieure a celle ingérée par les
hommes. La composition que nous avons choisiesgseide la littérature.

On pourrait cependant se demander si les pertarizatjue nous avons observées ne sont que
le reflet d'un régime tout simplement pas adapté cat animal, plus qua
I'hypercholestérolémie elle méme. Or, si I'on séeré aux études sur I'athérosclérose, le
meétabolisme lipidique proche de I'humain fait dyite un modele de choix pour cette
pathologie. Ainsi, c’est bien I'effet de I'hyperdkstérolémie que nous avons observeé.

L’huile de soja a été choisie car elle fournit wmlvatio d’acides gras essentiels. De plus, elle
contient également des acides gras polyinsat@té®ans notre étude, I'effet du cholestérol et
de ces élements sont donc confondus.

Un des inconvénients du soja est qu’il contientlegoestrogénes. Sa consommation expose
donc a des taux d’hormones potentiellement impor@gui peuvent interférer avec le
développement feetal ou post natal. L'excés d’ogstmies peut induire par exemple des
anomalies du developpement sexuel chez les malse vmpacter la croissanc&
Cependant, si les phyto-oestrogenes sont abonddates les graines, la quantité présente
dans l'huile de soja est tres faible voire nulldosela base de données du United States
Departement of Agriculture (USDA 2002) citée daasrapport de I'Agence Francaise de

Sécurité Sanitaire des Aliments (AFSSAhttp://www.afssa.fr/Documents/NUT-Ra-

Phytoestrogenes.pdf
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4. Apports de la comparaison experience 1- expérien@

La différence essentielle qui existe entre I'expéce 1 et I'expérience 2 est le moment du
début du régime. Dans I'expérience 1 le régime @4HC) est débuté a 10 semaines apres la
naissance, en péeriode pré pubertaire. Dans I'exapézi 2 ce régime est débuté au moment de
la mise a la reproduction. Or les effets physiaiogs sur la gestation sont différents (Figure
31). En patrticulier, lorsque le régime débute au munde la mise a la reproduction, il N’y a
pas de RCIU. Ceci met en évidence le role majeua gériode pré et péri conceptionnelle. I
a été réecemment montré que l'obésité maternelleopeeptionnelle est associée a des

altérations du métabolisme mitochondrial chez lexcgtes et les zygotes de soliis
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Le régime peut avoir une influence sur l'ovocytej sur I'embryon dans sa période
préimplantatoire. D’autres études sont nécessairestade ovocytaire et a d’autres stades du
développement embryonnaire pour mieux comprendsemécanismes impliqués dans les
évenements observés dans notre modele expérimental.

L'étude de Howie et al. publiée en 2009 suggeérelgy®riode périconceptionnelle n'a pas
plus dimportance que la gestation elle-méme eépetidamment de la période post natale.
Dans son modele expérimental développé chez laViatar, Howie a donné un régime
contrble, ou un régime « high fat » (HF) depuisderage des femelles jusqu’au sevrage de
leurs ratons, ou a partir de la mise a la repraedngusqu’au sevrage de leurs ratons. A partir
de la naissance, tous les animaux ont recu le mmégume alimentaire controle. Les résultats
de Howie montrent un petit poids de naissance etuupoids a I'age adulte des rats nés des
meres ayant eu un régime HF, quel que soit le mbthedébut du régime.

Le point commun entre cette étude et la n6tre’eBet de « programmation de I'obésité ».
Cependant I'absence de role clé de la période poégmionelle peut étre due a plusieurs
eléments. Tout d’abord le modéle animal est differela placentation, le métabolisme
lipidique, la mise en route du génome embryonnaeefont de facon différente entre le
modele rat choisi par Howie et le modele Lapin qoas avons utilisé (Cf. justification du
modele). Ensuite il est possible que I'ovocyterhéme n’ait pas la méme sensibilité au
régime : il pourrait étre « résistant » dans le eledat, et « sensible » dans le modéle lapin.
Ceci mériterait d’autres expérimentations.

Cardozo et al*®® ont publié en 2011 une revue de la littératureaestive sur le lien entre
syndrome meétabolique de la femme et sa qualité ytaiwe. Cet article démontre tant chez

'animal que chez I'humain, que I'obésité et laistmnce a l'insuline sont associés a des

défaut d’ovulation et des anomalies du développémeryonnaire précocé
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Une étude du liquide folliculaire prelevé au momedaes ponctions d’ovaires dans le but de
fecondations invitro a montré qu’en cas d’'indicentgsse corporelle éleve, les concentrations
intra foliculaires d’insuline, de lactate, de tyigérides et de C-Reactive Protein (CRP, qui est
un marqueur de l'inflammation) étaient élevées awee concentration diminuée de steroid
hormon binding protei®. La concentration élevée de CRP peut indiquerinfi@mmation

ou un stress oxydatif qui peut altérer la qualitéaytaire. Dans le cadre de I'infertilité de la
femme, il est bien établi que la qualité ovocytales patientes ayant une obésité ou un
syndrome métabolique (dans le cadre d’un syndroeseoslaires polykystiques) est moindre
gue pour les autres patientes. Cependant, la §ualdcytaire est un marqueur de succes de la
fecondation in vitro, mais il n'y a pas d'étudessémt la corrélation entre faible qualité
ovocytaire et devenir a long terme des enfants.

L’expérience 1 débute des avant la puberté. Celfecsitue aux environs de 12 semaines.
L'impact du régime sur l'ovocyte est donc peut été a cette peériode critique du
développement. On ne sait pas si des lapines eep@andant 8 semaines avant la mise a la
reproduction au régime HH, aprés la période pubertauraient développé les mémes
conséguences que dans notre expérience. Les catipie liées aux grossesses pendant
'adolescence décrites par JM Wallace sont liéescandlit entre les besoins de la mere pour
sa propre croissance et les besoins du conceptusspa développement qui induirait une
diminution de la taille du placenta, sans modifmatmajeure de sa fonction, a l'origine de la
diminution de taille du conceptta Afin de savoir si le moment précis du régime rzguport

a la puberté a un réel impact, il faudrait décddemise sous régime, en démarrant par
exemple vers 14 semaines avec une mise a la regiramdwers 22 semaines.

Des travaux réalisés dans le laboratoire ont évaéseconséquences du régime HH sur les
ovaires. Des analyses histologiques ont montré lguegime HH induit une importante
atrésie folliculaire (M2 Ann-GAel Cordier, donnéasn publiées). Cet effet visible peu

laisser supposer I'existance d’anomalies génétiquespigénétiques.
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5. Effets physiologiques du régime

5.1. Effets des régimes sur les meres

Les régimes utilisés n’ont pas induit d’obésitézles meres mais une perturbation des bilans
lipidiques, ce qui était I'effet recherché.

Dans I'étude de Mizogushi qui évalue les « normeées bilans biologiques chez les lapines
New Zealand White (méme race que la notre) en dediopendant la gestation, il n'est pas
fait mention de I'aliment ingéré ni de sa compositet I'insulinémi n'a pas été étudi@eDe
plus les prises de sang n’'ont pas été faites ameawn@ges gestationnels, rendant difficile une
comparaison. Cependant, on peut noter que, damslédée Mizogushi et al., il y avait une
diminution des glycémies au cours de la gestatiors aju’elles sont stables sur la méme
période de temps chez leurs témoins non gestagttgsie nos lapines ont des glycémies qui
ont tendance a s’éléver jusqu’a la mise bas danddex groupes (HH et C) sans qu'il y ait de
différence significative entre ces deux derniemuges. De plus, l'insulinémie est plus élevée
dans le groupe HH vs C a I'dge de 20 semaines @statjon, expérience 1). Elle n'est pas
plus élevée au cours de la gestation dans I'expeézi@. Cette augmentation de I'insulinémie
avec des glycémies normales est le témoin d'unelimsésistance. Les causes de
l'insulinorésistance pendant la gestation ne sast lmen connues. Il peut s'agir d’'un défaut
gualitatif du recepteur de I'insuline, empéchantaiaon de l'insuline, d’'un défaut quantitatif
de ces récepteurs ou d'une anomalie de la voiegalsation qui succede a la fixation de
insuline a son récepteur. D’aprés Damm et al.nél semble pas s’agir de la premiére
hypothése, la liaison insuline — recepteur n'est ptérée pendant la grossesse Pour
Buchanan et al, un des mécanismes induisant urie derla sensibiilité a l'insuline est

I'adiposité maternelle et I'effet d’hormones platzres™”.
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Les deux hormones placentaires semblant jouer lenimiportant dans l'insulinorésistance
sont 'hormone lactogene placentaire (hPL) et leném Placental Growth Hormon (hPGH)
sans que les mécanismes moléculaires liés a cemhes soient conntré.

Barbour et al. ont montré que les mécanismes dsulinorésistance sont multifactoriels,
impliquant une diminution de la capacité de I'insal d’induire la phosphorylation de son
récepteur, une diminution de I'expression de IR8rkulin Receptor Substrate-1) et une
augmentation de la quantité de la sous unité p8a & 3-kinase, ce qui réduit I'activité de
cette enzyme®. Tout ceci aboutissant & une diminution de lasi@ation de GLUTA4 vers la
surface membranaire, et une diminution du passatge-cellulaire du glucose (Figure 30).
L’Adiponectine qui est une hormone produite partiesus adipeux qui joue un rdle important
dans l'insulino sensibilité est diminuée chez lagmtes présentant un diabéte gestationnel et
sa sécretion diminue au cours de la grossesse.indiautdon est donc corrélée avec la
survenue de l'insulino resistance observée au abeita deuxiéme partie de la grossesse. Le
gene codant pour cette protéine n’est pas sur deartg utilisé, on ne sait donc pas si
'expression de ce géne est modifiée par le régitexpression de PPAR qui est, entre
autres, un facteur de transcription lipogéniquejinlie au cours de la grossesse entrainant
ainsi une augmentation de la lipolyse et de l'imsarésistance. Ce gene est présent sur le
réseau utilisé mais son expression n’apparait wabfige par le réegime HH.

L’ensemble de ces mécanismes induit une augmemtaés glycémies et des taux acides gras
libres circulant. Ainsi, I'inflammation, la diminigin de I’Adiponectine, 'augmentation de la

lipolyse contribuent & I'insulinorésistartc®
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Figure 30. Résumé des mécanismes potentiels de séance a l'insuline normal dans le
muscle squelettique en fin de grossesse et dansligbete gestationnel de la femme avec
interruption des systemes enzymatiquegroix).

La voie normale de stimulation par l'insuline dangport du glucose dans le muscle implique
l'activation de la protéine récepteur de l'insulipe va entrainer la phosphorylation de IRS-1
et IRS-2 au niveau de résidus (pY). IRS-1 recratedus unité p85, sous-unité régulatrice de
la Pl 3-kinase, ce qui entraine la phosphorylatittn phospholipides membranaires avec
production de phosphoinositol-3 ,4,5-phosphate 3RIFCette production de PIP3 est
nécessaire pour l'activation de Akt et la signéibbsa pour la translocation de GLUTA4.
D'aprés Barbour et &,
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Concernant les taux de cholestérol et de trigldedyi les résultats de nos dosages sont
systématiguement supérieurs a ceux de Mizogushgnypris dans le groupe Contréle. Le
seul point commun est la diminution des concemtngtiretrouvées en fin de gestation. Ces
différences de dosages peuvent s’expliquer de ealtsifacons. Tout d’abord la nature de
'aliment donné par Mizogushi et al. n’est pas ammnet les auteurs ne précisent pas si les
prises de sang ont été effectuées a jeun, ménwdasiest trés probable car les résultats des
dosages de Mizogushi sont plus faibles que leesdDans notre étude, les prélevements ont
ete faits le matin aprés une nuit de jedne. Enatigurtout, la méthodologie utilisée pour les
dosages est peut étre différente. Nous avonséutili® technique par « enzyme imunoassay »
(Roche Diagnostics, Basel, Suisse) alors que Migoigale facon surprenante, ne précise pas
la méthode de dosage.

Le point le plus important reste qu'il existe ureelte différence entre le groupe C et le
groupe HH au cours de nos deux expériences et’ueldtion globale des dosages est

comparable méme si les valeurs absolues ne lgpasnt
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5.2. Impact du régime sur le développement placentaire

Dans notre étude, la diminution du ratio poidslfptads du placenta a J28 de la gestation
indique une diminution de « I'efficacité » du plat® Montoudis et &, en utilisant des
femelles nourries par un régime hypercholestéral@miont démontré qu’'une augmentation
du cholestérol et des triglycérides sérique foetdait observée, associée a une diminution du
poids et une accumulation de lipides au niveau ldueptd®. Les données de I'équipe de
Marseille-Tremblay et al. chez le lapin montraigptavec un régime enrichi a 0,2% de
cholestérol donné a des lapines gestantes, ladipsg est principalement réalisée au niveau
du foie maternel, alors que le placenta joue ue cfd dans la synthése du cholestérol : il y a
une décroissance de la quantité de HMCoA-Redudt@gmatique, sans modification de
'THMGCoA-Reductase placentaire, avec une augmenmtatde [|'expression de Sterol
Regulatory Element Binding Proteins 1 et 2 (SREB&)s le noyau des cellules du placenta
sous régime enrichi en cholestérol. L'expressiodadEatty Acid Synthase (FAS) n’est pas
modifiée par le régime dans le foie des meres ptdeenta, mais diminuée dans le foie des
lapereau®. Marseille-Tremblay et al. ont donc démontré aquielacenta joue un réle majeur
dans la synthése du cholestérol pendant la gestaltios que la lipogénése est principalement
assurée par le foie ; le placenta ne répond pag augmentation du cholestérol plasmatique,
mais le foie diminue l'activité de HMG-CoA Reduatgsenfin, SREBP-1/2 peuvent moduler
le métabolisme du cholestérol et des lipides inddamment de HMG-CoA reductase et de
FAS®?, Ces génes ne figurent pas sur le réseau ut#isg dos expériences.
Marseille-Tremblay a également étudié la corrétagatre le métabolisme lipidique maternel
et placentaire au sein de placentas humains a f&rrhes femmes présentant un taux elevé

de cholestérol plasmatique avaient un taux éleMéde de Apo-B100 et de triglycérides.
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Cependant, les taux de cholestérol étaient norndams le sang foetal au niveau du cordon
ombilical. Dans le placenta, les taux de FAS eS&EBP-2, impliqgués dans la lipogénese,
étaient significativement augmentés alors que fesgion de SREBP-1 et HMG-CoA
reductase, impligués dans la synthése du cholésteietaient pas modifiés par
I'hypercholestérolémie maternelfé L’expression du récepteur des LDL oxydés (OLR1)
était également augmenté au sein des placentasna tie femmes présentant des taux de
cholestérol plasmatiques augmeht®<r nous avons rapellé le role délétére des LDydéx
dans l'athérosclérose. De plus, Wang et al. onttraogue I'expression de I’Adipophiline
était augmentée dans les macrophages par les Lpdég®’. Jones et al. ont évalué I'effet
d’'un régime enrichi en lipides débuté 8 semainestila mise a la reproduction jusqu’a 18
jours de développement embryonnaire chez la soorgtrant que le régime induit une
augmentation du transfert transplacentaire du gleia d’acides aminés neutres, liés a une
augmentation de I'expression de leurs transporfglacentaires (GLUT1, SNAT). Cependant
cet auteur n’a pas étudié le devenir des concepipssés a ce régirfé

Il pourrait donc exister un lien entre les perttidozs lipidiques maternelles, le placenta et nos
observations qui sont une diminution du rappordpdietal/poids placentaire, un retard de
croissance et 'augmentation de I'expression deéipaphiline (par I'intermédiaire des LDL
oxydeés). Il serait donc intéressant de travailler des génes candidats liés au métabolisme
lipidique qui s’expriment au niveau du placentarniales genes candidats, on pourrait
travailler sur les genes liés a I'adipophiline (FEARXR), aux protéines en rapport avec le
transport d’acides gras (FABP), mais aussi Fattid Ayntase (FAS), SREBP, HMG Co A

reductase...(Travaux en cours par A. Tarrade).
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5.3. Impact du régime sur le développement foetal

La culture de I'embryon in vitro peut altérer laoisisance et la morphogénese
embryonnair€® et placentair®®. Ceci peut étre expliqué par I'existence de nommbre
systemes de régulations nutritionnelles présentesudes tissus & des moments critiques du
développement précate

Watkins et al., en 2008, ont illustré I'importande l'alimentation maternelle durant le
développement embryonnaire pour le contrble etylsadhique de croissance du conceptus
ainsi que sur le risque de développement de malagli€age adulte. Les conséquences
néfastes de la restriction protéique durant laggéripré-implantatoire sur le développement
sont multiples et concernent la croissance globlalephysiologie cardiovasculaire et le
comportemerif. Cependant ces études évaluent essentiellememeffigs d’'une restriction
protéique.

Dans des travaux réalisés suite a cette théseyilavait pas de différence entre les
concentrations de leptine au cours de la gestatimz les méres HH par rapport aux C
(Master 2 Ann Gael Cordier, données non publié&ls®z le rat, un traitement néonatal par la
leptine en cas de RCIU reverse la susceptibilitte@elopper un syndrome métabolique et
restaure un phénotype adulte nortffal le défaut de leptine en cas de RCIU peut donc
participer a la mauvaise programmation métaboligaenduisant par exemple une résistance
a la leptine a I'dge adulte. La Leptine étant uonertone régulant notament I'appétit, ceci
pourrait expliquait I'excés d’ingestion constatéslde groupe HH-HH (Expérience 1).

Ozil et al. ont montré dans notre laboratoire gimeezcdes embryons de souris, une
perturbation des oscillations calciques embryomsaijuste apres la fécondation induisait une
diminution du taux d'implantation embryonnaire nmélgin développement normal jusqu’au

stade blastocysteé®’ De plus, un pourcentage non négligeable de géniroa 20% étaient
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dérégulés par cette diminution des flux calciquese&in de I'embryon précoce. Cependant, il
n'existe pas de différence de poids entre les seanx du groupe témoin et du groupe
« oscillations calciques modifiées » a terme. Iy rd pas eu de suivi postnatal des
souriceauxX®’ Les oscillations calciques qui surviennent apeé$écondation sont un des
mécanismes essentiels de [I'activation embryonnaltette étude demontre qu’une
perturbation au moment de la transition maternorgarmaire peut entrainer des anomalies
de I'expression génique embryonnaire et du déveogmnt.

Une seule étude utilisant un régime hyperlipidigbez le rat a montré des effets similaires a
notre travail, c'est-a-dire une tendance a l'oBésié la descendance, mais l'effet de la
supplémentation n'a pas étudié lorsqu’elle est denaniquement a partir de la mise a la
reproduction et cette étude n'a donc pas pu démondreffet délétere du régime
préconceptionndd. Dans notre étude, nous avons pu démontrer quetded de croissance
apparait des J9 de gestation, soit juste apreplBimiation qui est a J6,5, confirmant que la
période préimplantatoire est un élément clé potutler développement de 'embryon.

Nous n’avons pas pu réaliser d’évaluation de léssamce de facon longitudinale de chaque
lapereau pendant toute la gestation, les diffisuléEhniques nous empéchant d’étre certains
de bien mesurer le méme lapereau d’une part etrd’gart, les parties mesurables de chaque
foetus n’étaient pas strictement identiques au cdouremps. Il est possible que l'utilisation
de sondes dédiées a I'expérimentation sur petithaarx nous permette dans I'avenir un
meilleur suivi échographique prénatal. Poliscalebat publié un article sur I'échographie
chez la lapine gestarit& En utilisant une sonde microconvexe de 5,5 & fiZMette équipe

a pu caractériser les flux Doppler au niveau da@erombilical, de I'aorte, de la veine cave,
a l'aide d’'index de mesures utilisés habituellemamdz la femme (pic systolique, vélocité
diastolique, index de pulsatilité, index de résise. Les analyses ont été faites tous les 4
jours a partir de J10 de gestation. Les flux utglacentaires ont également été évalués.

L’évolution de ces index au cours de la gestatiomtnait que les pics systoliques et les flux
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Photo 13. Acquisition en mode Triplan Angio 3D du [acenta de lapin a J21.
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diastoliques augmentaient au niveau utérin et aaabiblors que les indices de résistance et
de pulsatilité diminuaient pour les vaisseaux foetars qu'ils étaient stables au niveau utero
placentaire. Ces éléments n'ont pas été étudi€édpans de notre travail. En effet, les sondes
utilisées sont des sondes adaptées a la femmeaaddegtaille et lourdes. Les sondes telles
gue celles utilisées par Polisca n'étaient pasodigpes. Nous nous sommes donc focalisés
sur les biométries plutdt que sur les flux en mbdgpler. Il serait néanmoins intéressant de
faire ce travail au sein de notre population d’'étde facon a voir si le retard de croissance
intra utérin est associé a des anomalies des Doppieme c’est le cas lors des retards de
croissance intra utérin d’origine vasculaire ch@Zdmme. Des travaux sur lI'analyse de la
vascularisation du placenta de lapin en mode 3Bwase sont en cours de mise au point au
laboratoire (Photo 13. Thése O. Morel, M2 E. Leeatier).

Chez la femme, il a été démontré que les niveaasnmhtiques de leptine sont corrélés avec
I'existence d’un retard de croissance fo&talA la naissance, les niveaux de leptine maternels
sont plus faibles chez les enfants avec RCIU coéspatx enfants de poids norf&l Or,
'excés d’acide linoléique du régime maternel paduire une réduction du taux de leptine de

la descendance comme décrit chez [E%at
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5.4. Effet du régime sur la croissance post natale

Au sein des lapereaux nés avec RCIU dans I'expggidn une prise de poids rapide a été
constatée menant a un rattrapage du poids des ngnaoi moment du sevrage. Or une
croissance post natale rapide en terme de poidke daille, ou des deux, induit un syndrome

métabolique chez I'animdf*"

mais aussi dans I'espéce huméifié’® Jaquet et di’’ ont
montré chez 'homme que la rapidité de cette camiss post natale est corrélée avec le
développement de maladies métaboliques qui appardiges I'age de 22 ans. Méme s'il n'y
avait pas d'excés de poids a I'age de 6 ans, #taxiune plus grande adiposité chez les
anciens nouveaux nés hypotropties'’® L'étude du rattrapage post natal du poids d’'une
cohorte d’enfants nés avec un retard de croissang®ntré que le rattrapage post natal
permettait une normalisation du poids a I'dge deanrsans modification de la résistance a
insuline mais avec un taux de leptine plus éles&,qui n’excluait pas des conséquences
délétéres a long terrf8 Dans I'avenir les interventions pédiatriques dewrse baser sur la
gestion de cette prise de poids, en sachant qoeieent et la méthode idéale ne sont pas
encore connus, la fenétre idéale ne devant étteopi précoce, en étant particulierement
prudent avant I'age de un*&h ni trop tardive (avant la pubert&)

Les lapins adultes nés de meres nourries par ieneéglH avant et pendant la gestation
étaient plus gros et mangeaient plus (expériencd &¥t difficile de dire s'ils étaient plus
gros parce gu'ils avaient plus d’appétit ou si pagjae la programmation métabolique d’exces
de poids induisait de plus grands besoins. Dansttude épidémiologique humaine (Famine

Hollandaise), les taux moyens d’énergie absorlasepioportions de protéines et de glucides

n'étaient pas différents entre les groupes expos& non  exposeés.

257



258



Cependant, les personnes exposées a la faminebah dk grossesse étaient plus sujettes a
avoir un régime plus riche en lipides que les augg@upes. Il s’agissait de la premiere preuve
chez I'humain que la nutrition prénatale pouvaieeter les préférences alimentaires, qui
pouvaient elles mémes induire un profil « athéragém» a I'age adulté Comme vu plus
haut Howie et al. ont montré également que le régatimentaire pendant la gestation
« programmait» I'obésité de I'adulte quelle quet $alimentation post nataféd Jungheim et
al. ont retrouvé des résultats similaires aux 0ti€ette équipe a utilisé un régime
hyperlipidiqgue chez la souris. En cas de gestatioexistait un retard de croissance et un
exces d’ARNm de Igf2r au niveau du placenta. Lescededants montraient ensuite une prise
excessive de poids associée a une intoléranceusosgl, une hypercholestérolémie et un
excés d'adiposité & I'ade de 13 semdifles

Il faut noter que les poids de naissance des lapgréémoins de lI'expérience 1 et de
'expérience 2 ne sont pas identiques alors quetddkes de portées sont comparables.
Plusieurs explications peuvent étre données. T@aliodd un effet saisonnier : lors de la
premiere expérience, la mise bas a eu lieu augmnips. Dans I'expérience 2, celle-ci a eu lieu
en automne. Bien que les conditions de températude lumiere soient régulées, il n’est pas
exclu que des écarts aient eu un impact expligleamifféerence entre les deux groupes.
Ensuite, I'épidémie de myxomatose qui est survenueours de I'expérience 2 a induit une
forte mortalité dans la lapinerie. Il n'est pas laxque les lapines mortes dans les deux
groupes soient les plus faibles, avec des laperdauplus petits poids. Cependant, aucune
différence de mesure n'avait été observée a l'éapbge dans les deux groupes. Il est
possible que cela n’ait joué que sur la prise déspte fin de gestation.

Il existe donc bien des arguments expérimenta@pielemiologiques faisant le lien entre un

régime maternel inadapté pendant la gestationeebbasité a 'age adulte de la descendance.
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5.5. Effets du régime sur la tension artérielle a I'éapulte

Les tensions artérielles de nos lapins étaientajgmbent élevées, a la fois dans les groupes
HH et dans le groupe contréle et encore plus éeukez les lapins HH. En effet, au repos, la
pression artérielle moyenne était aux environ 10rgnddns notre étude alors que cette
pression est aux environs de 7,5mmHg pour Dentoal ¥t. Ceci suggére un stress des
animaux par la procédure. En effet, Denton et @ll.roesuré la pression artérielle aprés 30
minutes de stabilisation, ce qui n'est pas le @asdotre étude. Au vu du nombre de lapins a
analyser et en raison du fait que nous n'avionsumuweul appareil de mesure, il était
impossible d’attendre un tel délai et nous avotendt jusqu’a une stabilisation des courbes
de pression, soit quelques minutes seulement. X Plenton et al. réalisaient une moyenne
sur 15 minutes, ce qui n'est pas le cas chez riaugrise de tension artérielle dans notre
étude peut ainsi étre source de biais. En effet¢lai entre la pose du cathéter et la mesure de
la tension artérielle est trés court (moins de But@s). Il existe donc certainement un effet du
stress lié a cette pose dans les mesures effectGéesme les conditions expérimentales
étaient identiques pour tous les lapins, les réwultestent comparables. Cependant nos
résultats de tension artérielle ne sont pas corbferaa d’autres études dans lesquelles le

délai est plus long ou alors pour lesquelles utieeaméthodologie a été effectuée.
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Dans l'avenir, il faudra prendre soin d’augmengedélai entre la pose de cathéter et la prise
de tension, de maniére a analyser des animaux tnessés. Le laboratoire est en train
d’acquérir un systéme de mesure par télémétriesySEme permet de mesurer la tension
artérielle du lapin a distance : une fois le captmsé, le lapin est laissé dans sa cage sans
contention ni manipulation, diminuant le stres$igéfa I'animal.

Malgré ces limites méthodologiques, la tensionrefté moyenne est plus élevée chez les
lapins issus du groupe HH. Cette observation peggérer une réponse au stress plus
importante et non une augmentation de la tensitatigite de base. Ceci a déja été observée
par O'Regan et al., en 2008 chez le rat: I'injettdle dexaméthasone in utero induisait une
diminution de la tension artérielle de base mais angmentation de la tension artérielle en
cas de stress plus importante que chez les téHfioiis Denton et al. ont montré que les
lapereaux nés de meéres hypertendues étaient pisigu& d’étre eux aussi hypertendus, bien
que cela concernait essentiellement les femellesietes males semblaient « protégé&»
Dans notre étude, la difféerence de poids et l&difice de tension artérielle qui existaient a
'age adulte malgré un régime standard depuis\eage ont disparu apres réintroduction du
régime HH, suggérant une « protection » (Réponssptative Prédictive, RAP) programmée

dés la vie foetale comme proposé par d’autres aditeli?

5.6. Effets du régime sur I'athérosclérose

Des lésions macroscopiques aortiques d’athéroseéomt été vues chez les meéres sous
régime HH de I'expérience 1, qui ont eu I'expositiau régime la plus longue. Ces lésions
n'ont pas été observées chez les meéeres sous rddiinele I'expérience 2. Ce résultat
semblerait logique, au vu des durées d’expositiorégime HH. Cependant, si on suppose un
mécanisme inflammatoire surajouté créant des Iésadeurs lapereaux du fait de I'épidémie,

celle-ci n'a pas eu les mémes conséquences chegles.
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Aucune lésion athérosclérotique n’'a été observéa@uent du sevrage chez les lapereaux de
I'expérience 1. Par contre des |ésions ont étéueées au sein des lapereaux de I'expérience
2. De telles lésions ont déja été décrites chepulees hommes adultes et méme chez des
enfants. Les lésions les plus précoces peuvent nédraeretrouvées dans certaines arteres
foetales et I'hypercholestérolémie maternelle, méngporaire, pendant la grossesse accroit
le nombre et la taille de ces lésibils'®*. Etant donné que les lésions aortiques sont émsél

a I'hypercholestérolémie, il semble logique que ¢&sions régressent ensuite pendant
'enfance car les taux de cholestérol sont pluslési Ceci peut-étre expliqué par 'induction
d’'un état ou des genes « athérogénes» surexpriamésles parois vasculaires des vaisseaux
foetaux secondairement a I'hypercholestérolémie rmelte ou aux lésions précoces. Napoli

et al. 4

ont proposé que de tels genes existeraient etieseraactivés par
I’hypercholestérolémie ou un processus se mettamtiace pendant la formation des lésions
aortiques secondaires a I'hypercholestérolémie. étesles chez le lapin démontrent que
laugmentation de ces lésions, identiques a celles chez le foetus humain, est associée a
I'hypercholestérolémie et sont indépendantes deedias génétiques parentatfx

Hansson et al. ont démontré que I'athéroscléroseires maladie inflammatoif® Or cette
composante n’a pas été étudiee dans nos populakolapins. Il est possible que la nutrition
ait un impact sur 'immunité et la réponse inflamamee, qui fait qu'un groupe de lapin va
développer des plaques et l'autre non. Il seramcdmtéressant d’évaluer la réponse
inflammatoire, I'état oxydatif et les populatiorysriphocytaires dans les deux groupes. Ainsi
il a été montré chez la souris que des antigenésepts dans les plaques entrainent
I'activation de lymphocytes T et contribuent adanation de I'athéroscléro¥e

Yamashita et al. ont démontré que le fait d'immeanig mére avec des anticorps anti LDL
oxydés diminuait le risque que le conceptus déymages lésions d’athérosclérdseinsi,

Palinski et al. vont jusqu’a émettre I'hypothésélgperait possible de programmer la réponse

immunitaire post natale afin de diminuer I'athétésnsé®.
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Dans notre étude aucune lésion athéroscléroticuétd’ retrouvée chez les lapereaux de mere
sous régime HH de I'expérience 1. Cependant, dasng d'athérosclérose ont été retrouvée
chez des lapereaux de mére sous régime HH de tierpé 2. Plusieurs hypothéses peuvent
étre formulées pour expliquer cela. La premiereoktygse est liee au moment auquel a débuté
le régime. On peut supposer que pour I'ovocytdaied’étre soumis a un environnement
athérogene va préparer I'embryon ou le feetus quaixai developper des mécanismes de
protection contre le développement de I'athérosskér Ceci serait compatible avec la théorie
du phénotype éconorife Nous n'avons aucun élément scientifique a ce jmur prouver
cette hypothese. La deuxiéme hypothese est emédmeantale. En effet, il faut noter qu’au
cours de la deuxiéme expérience est survenue udéndéie de myxomatose au sein de la
groupe un facteur inflammatoire lié a une infectioon symptomatique se surajoute a
I’hypercholestérolémie et favorise la survenuelds®ns aortiques.

Une source de biais dans notre étude concernexée das lapereaux. En effet, nous avons
bien évidemment équilibré les portées a la naiss@our que chaque mere ait un nombre
identiqgue de lapereaux a nourrir. Du fait de la taldé élevée dans I'expérience 1, ces
equilibrages de portées ont été faits quasi questitiment. Il n'est pas exclu que ces
changements aient un impact sur les lapereaux.oti® trigueur il aurait également fallu
equilibrer les portées en fonction du sexe et flgestatistiques en différenciant males et
femelles. Cela n’a pas été fait pour plusieursoras il N’y a pas eu de sexage a la naissance,
mais plus tard, au moment du sevrage. Ce sexdgdifisile et peu d’expérimentateurs
savaient le faire a la naissance. Par la suitaamon des sous groupes et de la mortalité
induite par les abattages pour autopsie et lessnspntanées, les effectifs étaient trop petits
pour faire une analyse statistique. A I'avenir,skxe des lapereaux devra étre déterminé

précocément. Ceci est d’ailleurs déja le cas pssptotocoles actuellement en cours.
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Figure 31. Différences physiologiques constatéestenl’expérience 1 et I'expérience 2.
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6. Expression de I'Adipophiline

6.1. Analyse transcriptomique par la puce ADNc dédiégRI-PCR

Les résultats de gRT-PCR confirment ce qui étaihtnéopar I'analyse transcriptomique: une
plus grande quantité de transcrit de I’Adipophilane sein des embryons issus de méres HH
gue dans les embryons issus de mére C a 48h PGnhleyons analysés au stade 48h PC
provenaient de 6 femelles différentes et étaiessamblés afin de faire des lots de 10
embryons. Il est donc possible qu’il existait uned expression de transcrits d’adipophiline
dans un faible nombre d’embryons induisant unedgarariabilité de I'expression observée
dans le groupe C. A I'opposé, les pools d’embryldhk recueillis et manipulés de la méme
fagcon montraient une variabilité bien moindre, h&su d’'un plus grand nombre d’embryons
a forte expression de transcrit d’adipophiline ouure population d’embryons moins
hétérogénes exprimant tous un niveau moyen dectibid&adipophiline. Afin de répondre a
cette question, il faudrait pouvoir analyser lesograns de fagon individuelle. Ceci n’a pu
étre réalisé car la quantification que nous avoise rau point n’est pas assez sensible pour
diminuer d’un facteur 10 la quantité de transceit’@chantillon.

Cette surexpression est provisoire puisqu’il n'&xiplus la méme différence au stade
blastocyste (J5,5). Au contraire, on trouve unessapression de transcrit d’adipophiline a ce
stade plus tardif, comme si 'embryon précoce egmsin environnement hyperlipidique se
préparait a devoir capter et stocker des lipidegjuat ce stock effectué, la transcription

diminuait par une sorte de rétrocontréle négatif.
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Contrairement aux foetus qui ont été suivis en éapiie et en post natal dans notre étude,
les embryons utilisés pour l'analyse transcriptamicpnt été recueillis aprés stimulation
ovarienne et non aprés ovulation naturelle. On exgt plonc pas exclure formellement un
impact de cette stimulation hormonale. Toutefas,émbryons issus des deux régimes HH et
C ont été recueillis apres un protocole de stinmdaidentique : s'il y avait eu un effet lié a
cette hyperstimulation il devrait donc étre idenéglans les deux groupes.

Notre travail démontre donc qu’un régime hyperliygdhypercholésterolémique peut affecter
I'expression génique embryonnaire a un stade né&sope, dés la période de mise en route du
génome.

L’expression de I'adipophiline n'a jamais encoré étudiée sur des embryons a un stade
aussi précoce. L'Adipophiline est une protéine @ekba qui a d'abord été clonée a partir
d'une bibliotheque d'ADNc d'adipocyte de sotifispour laquelle il existe une grande
homologie inter-espéce de cette protéine. La pret@dipophiline se localise a la surface des
gouttelettes lipidiqgues neutres dans les adipomtemns une vaste gamme de cellules et de
tissus qui stockent ou synthétisent des lipidesteGeotéine qui appartient a la famille de la
Périlipine (famille PAT : Perilipin Adipophiline P47). Les membres de cette famille jouent
un réle majeur dans le contrdle du stockage etutiédation des triglycérides.

La présence de gouttelettes lipidiques est coresssdéomme jouant un rble important dans le
stockage d’énergie des la période de maturatiorcydame et ensuite au moment de la
fécondation et du développement embryonnaire pe2db@ également été montré que leur
nombre et leur taille sont influencés par 'envimement. En particulier, I'environnement in
vitro versus in vivd® et I'addition de sérum & I'environnement in vitfd sont connus pour
avoir un impact sur les gouttelettes lipidiques.f@gon tres intéressante, I'analyse protéique
des gouttelettes lipidiques au sein des embryorsaphile montre leur implication dans la

séquestration de protéines d’origine maternelleglget la transition materno-embryonnaire
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jusqu'a ce qu’elles soient utilisées par I'embry®armi ces protéines, des histones maternels
sont séquestrés dans les gouttelettes pendangBoese et progressivement transférés vers le
noyau au cours du développement embryontfiirEtant donné qu'il existe une conservation
de fonction des protéines constitutives des gaitedd lipidiques entre la drosophile et les
mammifére$®, on peut faire I'hypothése que la fonction des tgettes lipidiques est
conservée. Si cette hypothese est vraie, alors meslifications dans les quantités
d’Adipophiline pourraient avoir un impact sur Ilpsotéines d’origine maternelle et en
particulier sur le stockage des histones et I&dréition pour une utilisation ultérieure.

Le régime maternel durant la période pré-implaitatagirait comme un signal pour le jeune
embryon afin qu’il régule son propre développemddés perturbations au stade pré-
implantatoire ont été rapportées comme pouvantiiedine obésité* et une hypertensidh

dans la descendance.

6.2. Immunofluorescence indirecte

Les marquages réalisés sur les embryons montremtlegl gouttelettes lipidiques sont
présentes en plus grande quantité dans les embiydngue dans les témoins dés J2 et
guelles se localisent ensuite autour des noyaux ckdlules du trophectoderme (stade
blastocyste : J5,5). Ceci montre bien le stockggdidue au sein de ces embryons issus de
meére ayant recu le régime hyperlipidique hyperdtél®lémique. La quantification de la
protéine n'a pas été effectuée car nous n‘avons@essi a mettre au point un western blot :
la protéine libre est trés instable dans le cywpk et plusieurs auteurs ont eu les mémes
difficultés. I'Adipophiline qui n'est pas liée agigouttelettes lipidiques est dégradée dans des
protéasomes’ ¥t 192193 hans notre expérience, le fait que I'on mettedeidence plus de
protéines par immunofluorescence et moins d’ARNmMgRT-PCR au sein des blastocystes

soumis a un environnement HH peut étre due a wmlisation des protéines qui sont dans
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les membranes des gouttelettes lipidiques et daringrdégradées par les protéasomes et un
rétrocontréle négatif qui diminue la transcriptidine solution serait de mettre les embryons
en culture et de bloquer cette dégradation par @182 (protéine inhibant les protéasomes)
comme proposé par Orlicky et’af. Cependant cette mise en culture induirait deis ljai
nous éloigneraient des conditions physiologiquatestévénements observés in vivo.

Comme vu un peu plus haut, chez la drosophilehi®nes maternels sont séquestrés dans
des gouttelettes lipidiques pendant 'ovogéneseagressivement transférés vers le noyau au
cours du développement embryonniteCette observation est cohérente avec celle qug no
constatons puisque nous pouvons remarquer la $atialn des gouttelettes plus proches du
noyau dans le groupe HH. Ce phénomene doit biefeBunent avoir lieu dans les embryons
du groupe contréle, mais en bien moindre importathcdait de la plus faible quantité de
gouttelettes et est donc moins visible. Ceci albé@me que le décalage de I'expression

temporelle de I'adipophiline entraine une diminntde la quantité de transcrits a ce stade.

6.3. Formation des gouttelettes lipidiques

En raison de la présence de I'Adipophiline et deli@uses goutellettes lipidiques, il me
semble important de faire un rappel sur la forrmatle goutellettes lipidique&igure 32).

A partir des données biochimiques et morphologiaidenues principalement chez la levure
et les plantes, un modéle dominant de la formal®igouttelettes lipidiques a émergé. Selon
ce modeéle, les lipides neutres sont synthétisés lenfeuillets de la bicouche membranaire
du réticulum endoplasmisque (RE): les lipides remuts'accumulent entre la membrane
luminale et la membrane cytoplasmique de la biceyghospholipidique. La majorité des

preuves a l'appui de ce modeéle est dérivée desrierpés utilisant la microscopie

électronique®**® Comme les lipides neutres s'accumulent et s'amtéda bicouche se

distend localement sous forme d’'un bourgeon ddéfphneutres entouré d'une monocouche de
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phospholipides. Finalement, ces bourgeons se d&tactians le cytosol formant des
gouttelettes lipidiques naissantes ou restent &ssaei RE. Dans de nombreuses études, il
apparait que les gouttelettes lipidiques se troumen seulement au niveau des membranes
du réticulum endoplasmique, mais aussi & proxiogs mitochondries et des péroxysotiies

197 Les protéines PAT sont probablement sous formeodeplexes préformés dans lesquels
les lipides neutres nouvellement synthétisés ganistérés. Les protéines de I'enveloppe se
fixent a la surface des agrégats de lipides paségsences peptidiques spécifiques ou par des
interactions hydrophobes. Pendant la premiére heerla synthese accéléerée de TAG, les
gouttelettes lipidiques associées a S3-12 rest@parées des gouttelettes associees a la
périlipine qui sont dans la zone péri-nucléaireutétis, apres des périodes de traitement
plus longues, les gouttelettes lipidiques assoc#€33-12 deviennent plus grandes et se
rapprochent du noyau. L’'allongement des temps aiéetnent se traduit également par un
anneau de gouttelettes situé entre la périphésaydettelettes lipidiques associées a S3-12 et
les gouttelettes lipidiques associées a la Pérdipt qui sont recouvertes avec les deux
protéines. La composition des protéines manteagodételettes lipidiques change pendant
gue les gouttelettes lipidiques s’agrandissentaturent. S3-12 et TIP47 se retrouvent autour
de minuscules dépdts de lipides neutres en péiphirs adipocyte® 9 Quand ces
gouttelettes croissent, elles migrent vers le eedés adipocytes et acquiérent I'’Adipophiline
tout en perdant progressivement TIF47Comme les gouttelettes s'agrandissent encore,
Périlipine remplace d’autres protéines du manteaugduttelettes lipidiques. Les plus
importantes gouttelettes lipidiques sont recousestulement de Périlipiti. Enfin, lorsque

les adipocytes sont éloignés des conditions quirfsent la synthese de TAG, S3-12 revient a
sa distribution plus diffuse, laissant la Perilpirseule a la surface des gouttelettes
lipidiques®® 1l existe donc un ordonnancement spatial et teeifmu processus de formation

des gouttelettes lipidiques. La maturation des tgteites implique la coordination de
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redistribution des protéines PAT. Il existe égaletres réserves préexistantes de protéines
PAT avant le chargement du substrat des adipoc@es. pools de protéines contribuent
probablement a la capacité des adipocytes a effelztisynthése rapide des TAG.

Il peut également y avoir un remodelage des gaited lipidiques des adipocytes en réponse
a la stimulation des adipocytes par @eagonistes adrénergiqd&€%”®® un petit nombre de
grandes gouttelettes lipidiques se fragmente en rauakitude de minuscules gouttelettes
microlipidiques qui se dispersent dans tout le pigeme. Périlipine A entre en concurrence
avec Adipophiline pour la liaison a des gouttekettpidiques et est plus efficace pour
atténuer la lipolyse que I'Adipophiline. Néanmoidgs études similaires ont montré que la
surexpression d’Adipophiline dans une variété diiles en culture augmente également le
stockage triacylglycérd!*?® Ces études montrent que I'Adipophiline, comméé&ilipine

A, accumulent les triacylglycérols et les protegdmt'activité des lipases cytosolique.

Le mouvement observé et le remodelage dynamiquegalgtelettes lipidiques suggérent que
bien que des gouttelettes lipidiques sont inclusesis la membrane du réticulum
endoplasmique, elles en sont expulsées pour dedesirstructures distinctes. Le contact
transitoire de gouttelettes lipidiques matures ayecitres organites a été suggeéré par des
études montrant le contact des gouttelettes lipghcavec des péroxysomes chez la lefire

et peut permettre de déplacer des lipides et degipes entre les gouttelettes de lipides et

d'autres compartiments : les gouttelettes de lfpatks cellules de mammiferes, ainsi que des

embryons de drosophile, se déplacent le long destabules en utilisant la dinéift2*2
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6.4. Adipophiline dans le Trophoblaste et Placenta

Au sein des blastocystes, les zones dans lesqledlesodifications entrainées par le régime
HH étaientles plus flagrantes étaient situées dansophectoderme. Or cette structure
embryonnaire va ensuite donner le placenta. Lanfaue de nutriments par la mere est
obligatoire pour le développement intra-utérin detds et sa croissance. Parmi les éléments
nutritifs essentiels, les lipides venant de lipa@imes sont utilisés comme substrats pour la
croissance du feetus, comme source d'énergie, emeoprécurseurs de la synthése des
hormones stéroidiennes. Les nutriments sont tratgspde la circulation maternelle vers la
circulation foetale a travers le trophoblaste vitleBien que les triglycérides ne passent pas
directement & travers la barriére placentiita présence d’une lipoprotéine lipase dans les
cellules trophoblastiques permet I'hydrolyse ebskaption des triglycérides du plasma
maternet*>**> En revanche, les acides gras peuvent traversenéenbranes de surface du
trophoblaste par simple diffusion et transport Ife&gi grace a la médiation de protéines de
transport membranaires et cytosoliffdes® %7 L'absorption et le transfert transplacentaire
des acides gras sont essentiels pour le développeainefoetus. Les récepteurs nucléaires
peroxisome proliferator-activated receptor-(PPARNSlent I'absorption des lipides par les
adipocytes et favorisent la différenciation du troplaste. Bildirici a montré que
I’Adipophiline est exprimée au sein du trophoblagileeux humain et que cette expression
d’Adipophiline est renforcée lors de la différerima in vitro du trophoblaste humain
primairé*® Il a également constaté que I'exposition du tobfdste humain en culture avec le
ligand de PPAR (la troglitazone) a entrainé une augmentation eoimation-dépendante de
I'expression d’Adipophiline. Une semblable augmeéaitaa été retrouvée avec LG268, un
ligand de RXR, le partenaire hétérodimérique de RPAnfin, Bildirici et al. ont démontré

gque PPAR et RXR activés par leurs ligands stimulaient iNéi&t transcriptionnelle du
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promoteur de I'adipophiline dans les cellules C¥tldans la lignée de cellules placentaires
JEG3. L'expression d'adipophiline est renforcées Ide la différenciation du trophoblaste et
est stimulée par PPAR et RXR. L'augmentation deplfession de l'adipophiline peut
contribuer a la fixation des acides gras par legigg’®. L’expression de I'’Adipophiline, est
régulée par des acides gras dans la lignée ceuBiEWO placentaire et dans le primaire
trophoblaste humain. Cette régulation est spéafigucertains acides gras ployinsaturés a
longue chaine (LCPUFAS) tels que AA, 'EPA et DHFobin a déja montré une capture
préférentielle dans les cellules des LCPUFAs dass¢llules BEWO. Ces LCPUFASs se sont
révélés étre préférentiellement transportés derdallation maternelle par le placenta vers le
foetus™. Les effets des acides gras sur TARNm de I'adiplipe sont largement similaires a
ceux observés pour les niveaux de protéines AdippphEn revanche, les effets différentiels
de 'ARNmM et de la protéine Adipophiline ont étésebvés aprés la stimulation par des
agonistes synthétiques de PPAR et RXR. En pariclidigoniste PPARaugmente TARNmM

de l'adipophiline dans les cellules BEWO, alorsilgo'y avait pas d’augmentation de la
protéine Adipophiline apres un traitement de ceBUBEWO avec des ligands synthétiques
pendant 24 h. Cela pourrait étre attribuable a gponse différente dans le temps de
'expression de la protéine Adipophiline apres siation par des ligands synthétiques par
rapport aux acides gras, ou a une traduction mieimau a un niveau plus élevé de
dégradation des protéines.

Les résultats de Toliff indiquent que les agonistes synthétiques de PPARX® sont
capables d'induire 'augmentation du niveau d’ARNenl'adipophiline sans nécessairement
augmenter la quantité de lipides dans les cellBasis lipide, la protéine Adipophiline ne
serait pas stabilisée et soumise a dégradations l[deans retrouvé une réponse comparable
au stade blastocyste avec une sous expression diA&Nisiblement une augmentation dela

présence de laprotéine en inmmunohistochimie.
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Contrairement aux adipocytes, le trophoblaste rpest constitué de cellules qui accumulent
des lipides. Par conséquent, le réle de I'Adipaphkildans le trophoblaste pourrait étre
différent de son réle dans d'autres types cellegaites données de Tobin sont conformes aux
rapports récents qui montrent une absorption aaesd CPUFAs, mais pas des acides gras a
chaine courte dans les cellules COS-7 lorsque péphiline est surexprim®. Ces
LCPUFAs sont préférentiellement transportés paiplicenta et sont essentiels pour la
croissance du feetus et du développefient?: ?*£n outre, dans les macrophages, la
stimulation de I'expression de I'Adipophiline pramde stockage des triglycérides et du

cholestérdl®®,
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H. Conclusions
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Nous avons démontré que le régime hyperlipidigugehsholestérolémique débuté avant la
conception induit :
* Chezles meres:
o0 une hyperlipidémie et une hypercholestérolémie sh#asité
o0 de l'athérosclérose
* Chez les embryons :

o Une perturbation de I'expression de génes au moaetiaictivation de la
transcription embryonnaire. L’adipophiline, impli&gidans le métabolisme
lipidique est sur exprimé a J2, sous exprimeé a Jb.

0 Une accumulation de goutellettes lipidiques auauiveu trophectoderme

* Chez les feetus

o Un retard de croissance intra utérin précoce

o Une diminution de I'adiposité

o Une inversion du rapport poids fcetal/ poids plaaent

* Alanaissance :
0 Un petit poids de naissance
* Ausevrage :

o Une hypertriglycéridémie et une hypercholestéroééntiez les lapereaux
HH-HH

o Un rattrapage pondéral post natal rapide indépdraahaliment maternel

* Chez l'adulte :
0 Un surpoids

o De I'hypertension artérielle
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Le régime débuté au moment de la mise a la reptiothune retrouve pas les perturbations
physiologiques décrites quand le régime est débutnt la conception. Cependant les

lapereaux ont eu tendance a développer de I'attiérose.

Les résultats présentés ici illustrent I'importadeela nutrition maternelle pendant la période

préconceptionelle et pendant la gestation pourdesgance du conceptus in utero mais aussi

jusqu’a I'age adulte et pour le développement didieas a long terme.
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|. Perspectives
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Le travail réalisé pour cette These met en éviddimgortance de la nutrition durant la
période préconceptionelle et pendant la gestatienmodele expérimental que nous avons
developpé est deja a la base de plusieurs trawetules perspectives de recherche sont
également nombreuses. Je vais présenter ici lewipaux axes qui pourraient étre

développés.

Digestion chez la lapine :

La particularité de la digestion chez la lapineegtr'la caecotrophie mériterait d’étre mieux
explorée. En effet nous n’avons pas analysé la osiipn en lipides des caecotrophes ni des
selles dures des lapines. On ne connait donc ek @st I'absorption lipidique réelle ni a
guel moment elle se produit, et si la ré-ingesti@s caecotrophes joue un rbéle dans cette

absorption.

Modification de I'expression du génome embryonnaire

Le fait que le génome du lapin soit désormais cetephient séquenceé et que I'extension du
réseau dedié 30 000 génes sera bientot réalisgeeiex d’aller plus loin dans I'analyse des
modifications de I'expression des genes au stadéadmise en route du génome. Cela
permettra également de cibler des génes du mé&aimlipidique absent du premier réseau
utilisé. Maintenant que nous avons montré que Fesgion de l'adipophiline est modifiée,
une autre approche serait celle d’analyser dessgesredidats, dont les protéines pourraient
egalement intervenir dans le métabolisme lipidiguexpression du géne codant pour 'THMG
Co A reductase, gene essentiel de la synthese dlestérol serait intéressant a étudier,

d’autant que ce géne est absent du réseau utiliséuas de cette these.
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Role des Males :

Il serait intéressant d’évaluer la part du péeresdas phénomenes observés. Il pourrait étre
proposé de donner un régime HH ou C a des malds letur faire féconder des femelles soit

C soit HH pour voir I'impact sur le développemeastél.

Enfin les spermogrammes des males sous régimeesoturs d’analyse, les recueils ayant

déja été effectués.

Impact du régime sur I'ovaire et les ovocytes :

Nous avons pointé dans cette these le role derladeépréconceptionelle. Pour aller plus

loin, il serait intéressant d’analyser les effaisrélgime sur 'ovogenése et sur I'expression de
genes ovocytaires. Au cours de cette thése, jeuaidi de nombreux ovocytes au stade
précoce et au stade M2 d’embryons tout venant gtréigimes HH et C qui vont servir a

I'établissement d’'un réseau. Ce réseau pourra @@ihsé pour analyser les différences

d’expressions géniques entre difféerentes conditicegpérimentales. L’analyse des

modifications épigénétiques ovocytaires devrailegant étre réalisée.

Impact du régime sur 'embryon :

Il a été démontré dans le laboratoire que des umilde culture pouvaient avoir un impact sur

'expression de certains génes. Il serait doncrestant de mettre en place une étude in
vitro en cultivant des embryons dans des milieditédimment enrichis en lipides.

Une analyse des modifications épigénétiques embajicgs pourrait également donner des

informations importantes concernant la mécanistepmiquant les phenomeénes observeés.
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Athérogéneése :

Nous avons mis en évidence une réponse différemtagpport a I'athérogénése. Il serait
intéressant d’aller plus loin dans I'analyse deflimmation qui joue un réle fondamental
dans la genese des plaques d’athérosclérose. Qnapsesi envisager de recommencer
I'expérience 1 mais en ajoutant des antioxydaetsapprochant de I'’étude Montoudis efal
gui a montré que cela pouvait diminuer I'impactrdgime sur I'athérosclérose. Sur le méme
modele il serait intéressant de voir si cela « radise » I'expression de génes embryonnaires

perturbés et si la croissance fcetale et le poidsmsance sont modifiés.

Evaluation foetale
L’analyse échographique (notamment Doppler) daié @oussée grace aux améliorations

technologiques récentes.

Conséquences transgénérationelles :

Les conséquences transgénérationnelles du régire B suivi de la gestation des
descendants des lapines mises sous régime perdgestiation pourraient nous donner des
informations intéressantes. L’analyse des ovaiesslabereaux soumis in utero au régime HH
de leur mére pourrait également étre intéress#amtpériode foetale étant le moment ou se

constitue le stock d’ovocytes primordiaux.
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Transfert d’embryon :

Des transferts d’embryons ont débuté: des embrgbmse mere HH seront recueillis et
transférés dans l'utérus d’'une mere C et récipnogue. Les conséquences physiologiques
(croissance, ovaires) seront analysées. Il segaesgant de voir si le fait d'implanter un
embryon issu d’'une mére recevant le régime HH deplusieurs semaines (protocole de
'expérience 1) sur une mére controle empéche faesue d’'un retard de croissance ou la

survenue de I'obésité.

Alimentation hyperlipidique et infertilité :

Le probleme de l'infertilité ne fait pas strictenbguartie de la problématique abordée dans ce
travail de thése. Cependant cette thématique nlush effet possible de I'environnement.
Aux USA parmi les femmes entre 20 et 39 ans, 258t eo surpoids (IMC entre 25 et 29.9),
28% sont obeses (IMC>30), et 6% ont une obésitdier(IMC>40). Nous avons réalisé a
une revue de la littérature illustrant les problen@infertilité lies a l'alimentation et
complétant ce qui est écrit ci-dessus (Annex&)es dosages hormonaux a différents temps
d’'une expérience reprenant le protocole de I'exgpée 1 ont été réalisés et sont en cours
d’analyse. Il semblerait que des perturbations lomates (décalage du pic de LH soient
présents). Ces éléments donneront des indicatisriesconséquences du régime en terme de

fertilité (M2 AG Cordier).
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Lien avec la recherche clinique :

Enfin, il est important de réfléchir a des étudamhines permettant de faire le lien entre ce
qui a été décrit dans ce travail fondamental gir&ique clinique. J'envisage de mettre en
place une étude clinique dont I'objectif seraitfaiee le lien entre un bilan lipidique prescrit &
plusieurs moments de la grossesse, les complisatiaternelles (hypertension, diabete), la
croissance feetale, le poids de naissance, I'andlys#acenta (poids, expression de genes), et
I'évolution du poids de I'enfant jusqu’a I'age de& an. Par la suite il faudra évaluer si
d’éventuels facteurs correctifs, diététiques ou ioedenteux peuvent apporter une

amélioration.

En tant qu’obstétricien, confronté régulieremeta @rise en charge de patientes en surpoids
ou avec une alimentation déseéquilibrée, j'ai p&sfaent conscience de la lutte qu’il faut
mener, tant les conséquences en terme de saniquaubbnt importantes. Il est fondamental
de commencer cette lutte avant que la patienteugvaq deésir de grossesse. Elle comprendra
l'intérét pour elle méme, mais aussi pour le fudardio-vasculaire de son enfant. Le réle du
gynécologue obstétricien en terme de préventiorioestamental pour le déroulement de la

grossesse en cours ou a venir mais aussi pouéresagions a suivre.
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Annexe 1: Programmation fcetale des maladies de l'atte : quelle importance pour la
pratique obstétricale 73
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métaboliques comme le diabéte ou Uhypertension artérielle chez le méme individu a U'age
adulte. Pour certains auteurs, des conséquences psychigues comme les troubles de la person-
nalité, ou la schizophrénie peuvent rentrer dans le méme cadre. La sous-nutrition ou la surnu-
trition, U'administration maternelle de glucocorticoides ou une pathologie placentaire sont les
facteurs de perturbation les plus communément associés a ces effets a long terme, qui peu-
vent &tre transmis sur plusieurs générations. La connaissance par le gynécologue-obstétricien
de ces phénomeénes est fondamentale afin de pouvoir insister aupres des patientes sur la pré-
vention dans le cadre d’une prise en charge préconceptionnelle. De plus, les mécanismes mis
en cause, qu’ils soient pathophysiologiques ou épigénétiques, sont encore mal connus et font
l'objet de nombreuses recherches tant en physiologie qu’en génétique.
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Abstract The Developmental Origins of Human Adult Disease are thought to be secondary to a
perturbation of the embryonic or fetal development, which leads to metabolic disorders such
as diabetes or hypertension at adulthood. Maternal undernutrition or overnutrition, repeated
glucocorticosteroids administered to the mother, or placental dysfunction are the most fre-
quently considered causal factors. Therefore, it is necessary that the obstetrician is aware of
these phenomena, as this knowledge may contribute to the prevention of adult diseases. Little
is known yet, on the pathophysiological or epigenetic mechanisms that lead to theses observa-
tions, and more studies are needed bath in humans and animal models.
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Introduction

Le lien existant entre le poids de naissance et le dévelop-
pement a l’age adulte de maladies est un lien solide, en
particulier pour les maladies coronariennes, le diabéte et
U'hypertension artérielle. Ce lien existerait aussi pour cer-
tains troubles psychiques comme des troubles de la person-
nalité ou la schizophrénie. LUhypothése principale qui pre-
vaut est la « programmation foetale ». Celle-ci s’établirait
lors du développement fcetal perturbé par un stimulus
anormal qui induirait des phénomeénes adaptatifs irréversi-
bles. L'objectif de cette revue de la littérature est donc de
faire le point sur les données actuelles qui ouvrent la route
de la compréhension de ces mécanismes de « programma-
tion feetale ». En effet, la connaissance par le gynécologue-
obstétricien de ce lien étroit entre ce qui se passe pendant
la grossesse et ce qui en résultera a trés long terme est
fondamentale afin de pouvoir insister auprés des patientes
dans le cadre d’une prévention.

Hypothése de Barker

L’origine foetale des maladies de l'adulte, ou « hypothése
de Barker » est basée sur [’hypothése que des perturbations
du développement feetal peuvent aller jusqu'a entrainer
des modifications métaboliques irréversibles et ainsi aug-
menter le risque de maladies a I’age adulte [1,2], voire de
troubles psychiques (troubles de la personnalité, schizo-
phrénie) [3-6].

Cette hypothése a été initialement proposée aprés la
constatation d’un taux élevée de mortalité infantile au
début du XX© siecle en Angleterre associé a un taux éleve
de déces a [’age adulte par maladies coronariennes [1]. La
premiére cause de mortalité infantile étant liée au petit
poids de naissance, les enfants nés hypotrophes qui survi-
vaient a cet état semblaient présenter plus de risque de
développer une maladie coronarienne a |'age adulte [1].
Deux autres études ont retrouveé un lien entre le décés par
maladie coronarienne chez les hommes et le petit poids de
naissance, le périmétre cranien et ’index pondéral réduits
[7,8]. Ce lien est aussi plus marqué pour les enfants avec
retard de croissance que pour les préematurés [8]. De plus,
une revue extensive de la littérature faite par Huxley [9]
montre gue le poids de naissance et le périmétre cranien
a la naissance sont inversement proportionnels a la pression
artérielle a |’age adulte. Des résultats identiques ont été
retrouvés dans d’autre pays, dans des études rétrospectives
et méme prospectives [10-13].

On a depuis toujours associé le risque de maladie coro-
narienne a des facteurs prédisposants, essentiellement liés
a l’environnement et au mode de vie (alimentation, exer-
cice physique...). Cependant, des études montrent que la
correction de ces facteurs de risque n’efface pas compléte-
ment la prédisposition programmeée initialement et donc
n’élimine pas le développement de maladies a l’age adulte
[10,11,14]. En particulier, le faible poids de naissance est
associé a un niveau de résistance plus élevé a insuline,
et a une incidence accrue de diabéete de type 2 [15], alors
que périmétre abdominal néonatal est prédictif du taux de
cholestérol et de fibrinogéne chez [’homme adulte, ces

deux facteurs étant reconnus comme des facteurs de risque
de maladie coronarienne [16,17].

En ce qui concerne les problémes psychiatriques, le
risque de développer des troubles séveres de la personna-
lité ou une schizophrénie est multiplié par 2 lorsque la sous-
nutrition survient au cours du premier, ou du deuxiéme tri-
mestre, mais pas au cours du troisieme [3,4]. Le faible
index de masse corporel (IMC) semble lié au risque de schi-
zophrénie, que ce soit U'IMC préconceptionnel [5] ou de fin
de grossesse [6].

Enfin, d’autres pathologies de |’adulte comme des mala-
dies pulmonaires, la prédisposition a certains cancers peu-
vent étre liés a des mécanismes de programmation foetale
[18]. Cependant, si les liens épidémiologiques semblent
solides, les mécanismes conduisant a cette « programmation
feetale ~ sont trés mal connus.

Phénomeénes pouvant conduire
a la « programmation feetale »

Malnutrition maternelle

La nutrition fcetale est bien siir un élément fondamental de
la croissance foetale et est a ce titre une piste possible de
mécanisme pour la programmation feetale [19]. Chez de
nombreux animaux (souris, rats, cochons, brebis, lapins),
la restriction alimentaire maternelle induit chez la progéni-
ture des retards de croissance, de ’hypertension, et/ou
une intolérance au glucose [20-27], jusqu'a une diminution
considérable de 'espérance de vie chez des souris dont la
mere avait recu une alimentation hypoprotéique. Ce lien
entre insuffisance alimentaire maternelle et la nature des
pathologies de 'adulte a été démontré chez 'homme au
cours de grandes études épidémiologiques au Royaume-Uni
(Angleterre et Pays de Galle, chez des enfants nés apres la
Premiére Guerre mondiale) [1,7,8] et par U'étude des
conséquences de la famine aux Pays-Bas en 1944 [29].
Cependant, ces données sont parfois controversées du fait
du faible nombre d’enfants.

Durant la grossesse, le métabolisme maternel s'adapte
au contexte physiologique afin d’apporter les nutriments
nécessaires au développement foetal. En cas de jelne,
’activite lipolytique s’accélére et les acides gras produits
sont transformes par le foie en corps céetoniques et en glu-
cose qui passeront aisément la barriére placentaire afin de
soutenir le métabolisme foetal. Le glucose franchit la bar-
riere placentaire par diffusion facilitée selon le gradient de
concentration de part et d’autre des membranes. Les aci-
des aminés utilisent des transporteurs sélectifs dépendants
de U'énergie. Cependant, la connaissance des mécanismes
impliquant le transport des lipides est encore limitée,
mais implique des récepteurs placentaires et des protéines
de transport transmembranaires.

Restriction globale du niveau energetique de |’apport
nutritionnel maternel

La théorie du « phénotype économe », proposée par Barker
et Hales [30], propose que Uinsulinorésistance et le diabéte
de type 2 observés chez ’adulte résulteraient de I’ hypogly-
cémie intra-utérine subie par le foetus [30]. Pendant des
périodes de sous-nutrition maternelle, le foetus réduirait
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sa sécrétion d’insuline entrainant une augmentation de la
résistance périphérique a 'insuline pour privilégier le cer-
veau et le coeur aux dépens de tous les autres tissus [31]. Si
les apports nutritionnels sont normaux ou abondants durant
la période postnatale, le déficit en cellules béta du pan-
créas et l'insulinorésistance entraineraient une intolérance
au glucose, voire un diabéte. Cela expliquerait pourquoi les
bébés de faible poids ont tendance a développer un exces
pondéral et un diabéete de type 2 [32,33]. Gluckman et Han-
son ont revisite cette théorie et proposent une autre inter-
prétation [34] : Lorsqu’il y a une perturbation dans le déve-
loppement intra-utérin, par exemple une sous-nutrition
maternelle ou un taux élevé de glucocorticoides, le méta-
bolisme feetal s’adapte afin d’assurer la survie. Ces adapta-
tions sont le plus souvent réversibles. Cependant, si le
changement est durable, le feetus est contraint de mettre
en place une réponse adaptative irréversible, qui peut ne
pas étre utile d’emblée mais demeurerait inductible a
long terme. Le foetus « se préparerait » ainsi a la vie
extra-utérine, et serait donc prét a faire face a un contexte
de sous-nutrition. L’hypothése est en vogue mais encore
trés controversée [34]. Cela pourrait étre le cas pour les
foetus de meres insuffisamment nourries pendant la gros-
sesse dont "enfant est élevé dans un contexte d’abondance
alimentaire, comme dans certains pays en voie de dévelop-
pement [35,36]. De méme, des foetus de rates soumises a
un régime riche en graisses développent apres la naissance
une altération des fonctions endothéliales et sont hyperten-
dus, mais s’ils recoivent le méme regime gras, les cellules
endothéliales semblent mieux protégées, méme si ’hyper-
tension persiste [37].

Restriction protéique

L'expérience de Ozanne montre que chez un foetus de rat
de petit poids de naissance en raison d’une restriction de
I'apport protéique a la mere, une restriction protéique
apres la naissance protége en partie contre les effets délé-
téres d’un régime induisant l'obésité. Au contraire, un
régime hyperprotéique durant la période néonatale, visant
a rattraper le déficit de croissance, induit une diminution
de ’espérance de vie et rend les rats plus susceptibles de
développer des complications liées a un régime induisant
une obésite [28].

Cas particulier des métabolites lipidiques

Le placenta humain est relativement permeéable aux acides
gras et au cholestérol. Les acides gras foetaux proviennent
essentiellement de la mére en début de grossesse et la syn-
thése de novo a partir de glucose s’intensifie progressive-
ment chez le feetus au cours de son développement. La
concentration plasmatique en acides gras libres est toujours
plus élevée chez la mére que chez le faetus, mais les deux
restent corrélés avec un rapport foetomaternel inférieur a
0,5 [38]. Les acides gras polyinsaturés a longue chaine
transportés par les lipoprotéines sont pris en charge par
des récepteurs placentaires ou parfois transféres directe-
ment au foetus. Des modifications d’apports d’acides gras
pendant la grossesse peuvent affecter la nature des acides
gras délivrés au feetus et avoir des conseguences sur la
maturation neuronale et le développement postnatal. De
plus, Uhypercholestérolémie maternelle entraine |'appari-

tion de lésions préathérosclérotiques dés la vie feetale
[39]. Chez la lapine, un régime hypercholestérolémique
donné dans les jours précédents "accouplement induit un
retard de croissance intra-utérin, prouvant que les effets
déléteres de U’hypercholestérolémie chez le lapin ont une
répercussion physiopathologique immeédiate sur le feetus
[40].

Glucocorticoides

Un exces d’exposition aux glucocorticoides peut également
avoir des effets a long terme pour le foetus. Cet excés peut
étre dii a des sécrétions par la mére, a un apport exogéne,
a un trouble de la barriére placentaire.

Des taux élevés de cortisol d’origine maternelle sont
associés a une élévation de la pression artérielle chez la
brebis [41,42]. Chez le rat, les fcetus exposés a la dexame-
thasone par injections maternelles ont un poids inférieur a
la normale, a la naissance, et présentent a I’age adulte une
pression artérielle plus élevée et une intolérance au glu-
cose [43,44]. Des administrations réepétées de bétamétha-
sone a la mére ont le méme effet sur le foetus de brebis
[45] et ces effets apparaissent par la médiation de 'axe
hypothalamo-hypophysaire-surrénalien foetal. En effet,
lors d’exposition prolongée, il y a une réduction du nombre
de récepteurs aux glucocorticoides dans U"hypothalamus,
entrainant une réduction du rétrocontrole négatif et par
conséquent une activation de ['axe
hypothalamohypophysaire-surrénalien aprés la naissance.
Cette activation a pour conséquence une augmentation de
la pression artérielle et une intolérance au glucose [46,47].
Le stress prénatal expose également le feetus a des doses
élevées de cortisol endogéne [47]. Un stress maternel
important peut entrainer des conséquences a long terme
et modifier ainsi la réponse au stress du jetne, deés la
période embryonnaire [48]. Les mécanismes impliqués
seraient la modification de l'expression des récepteurs sté-
roidiens du systeme limbigque par méthylation des genes
[49,50], mais d’autres mécanismes complexes peuvent
aussi intervenir [47].

Certaines données chez la femme corroborent ces
résultats : des administrations répétées de bétamethasone
pendant la grossesse induisent une diminution de !'activité
placentaire de la 11BHSD 2 (11bétahydroxystéroide déshy-
drogénase type 2) [51] et une diminution du poids et de la
taille du foetus, sans que des données soient disponibles a
long terme [52,53]. La 11BHSD 2 joue un role trés important
dans la croissance feetale, car elle transforme le cortisol
actif en cortisone inactive, ce qui protége le foetus des
effets délétéres d'un excés maternel de minéralocorticoi-
des ou de glucocorticoides. Les effets a long terme de la
corticothérapie anténatale a visée de maturation pulmo-
naire feetale sur la tension artérielle apparaissent parfois
contradictoires dans la littérature : Doyle et al. [54] retrou-
vent une nette augmentation de la pression artérielle sys-
tolique et diastolique dans le groupe exposé a l’age de
14 ans, ce qui n’est pas retrouvé pour Dessens et al. qui
retrouvent au contraire une diminution de la pression arté-
rielle systolique [55]. Cependant, une seule cure de béta-
meéthasone (deux injections de 12 mg a 24 heures d’inter-
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valle) n’a pas entrainé de conséquences a l’age de 30 ans,
en dehors d’une insulinorésistance modérée [56].

Effets périconceptionnels

Des études chez ’animal ont montré la répercussion des
déséquilibres de la nutrition périconceptionnelle de la
mere sur le foetus. Par exemple, la sous-nutrition chez la
brebis gestante au cours du premier tiers de la gestation
est associée avec une accumulation excessive de graisse
en fin de gestation [57,58]. Chez le rat, une sous-nutrition
maternelle en période préimplantatoire induit des anoma-
lies des blastocystes et une hypertension artérielle dans la
descendance [59]. Chez la femme, une relation a récem-
ment été montrée entre un régime amaigrissant en période
préconceptionnelle, ’activité placentaire de la 118HSD 2 et
de la COX 2 (cyclo-oxygénase type 2), et la durée de la gros-
sesse [60,61]. Les données actuelles sont encore trop par-
cellaires pour reconnaitre un lien entre ces phénomenes et
un meécanisme de programmation foetale, mais il convient
d’étre vigilant en ce qui concerne les possibles conséquen-
ces a long terme des troubles de nutrition périconception-
nels.

Génétique et épigénétique

Les modifications épigénétiques (associant méthylations et
acétylations de UADN et des modifications des histones)
assurent, par un remodelage adéquat de la chromatine, la
modulation de U'expression des génes. Les facteurs nutri-
tionnels (nutriments, restriction calorique, stress...) consti-
tuent des facteurs importants pour la modulation de
’expression des génes. Parmi les nutriments, il faut souli-
gner le role particulierement important des folates dont le
métabolisme génére une source de groupements méthyl
nécessaires a de nombreuses réactions biologiques comme
la synthese d’ADN et la methylation de I’ADN et des histo-
nes. Contrairement aux mutations dans la sequence d’ADN
qui sont irréversibles, les modifications épigénétiques sont
en principe instables et réversibles. En revanche, les per-
turbations alimentaires et métaboliques subies au cours de
la vie foetale et postnatale ainsi que les conséquences
pathologiques d’un déséquilibre énergétigue prolonge peu-
vent entrainer des modifications épigenétiques irréversibles
[62]. Par exemple, le niveau de méthylation de U"ADN du
foie de rat est modifié par un régime pauvre en protéine
pendant la gestation [63]. Un autre exemple de modifica-
tion épigénétique d’origine feetale a été bien étudié chez
la souris Agouti viable yellow A™ [64] : les changements de
coloration du pelage ainsi que d’autres aspects phénotypi-
ques (hyperinsulinisme, obésité, tumeurs) dépendent de la
méthylation d’une séquence transposable insérée a proxi-
mité du géne A. A la génération suivante, les phénotypes
variables observeés sont dus a ’effacage incomplet de la
modification epigénétique. Enfin, un régime riche en
méthyl pendant la gestation augmente la proportion de
petits porteurs de séquences |IAP méthylées. Des change-
ments dans 'environnement intra-utérin sont donc suscep-
tibles de modifier 'expression de génes via des modifica-
tions de meéthylation et éventuellement induire des
pathologies chez 'adulte [64].

Effets intergénérationnels

Il existe de plus en plus de preuves pour affirmer qu’un évé-
nement indésirable survenant pendant la grossesse affecte
le conceptus, mais aussi ses descendants. Lors de la famine
aux Pays-Bas, en 1944-1945, les méres exposées au premier
trimestre ont donné naissance a des enfants de poids nor-
mal, mais ces enfants ont par la suite donné naissance a des
enfants plus petits [65]. La premiere hypothése est que
I’environnement hormonal foetal des méres sous-nutries
pourrait influencer le développement des organes génitaux
qui sont plus petits, et pourrait ainsi altérer la croissance
des foetus [66]. La seconde hypothése est la transmission
des modifications épigénétiques [67]. Enfin, il y a un effet
intergénérationnel des facteurs de risque de maladie
cardiovasculaire : un petit poids de naissance est associé a
un risque accru d’hypertension pendant la grossesse, qui est
elle-méme un facteur de risque d’hypotrophie fcetale [48,
68].

Conclusion

Les mécanismes moléculaires et génétiques spécifiques
conduisant a la programmation fcetale et aux maladies de
I’adulte restent encore a découvrir. Pour cela, la recherche
animale est indispensable. Les outils qui se développent
actuellement, en particulier pour l’étude de ’expression
des genes et l'étude des protéines vont certainement
apporter des indices indispensables a la compréhension de
ces phénomenes. Cependant, le réle du gynécologue-obsté-
tricien en termes de prévention est fondamental. La consul-
tation prénuptiale, ou au mieux une consultation précon-
ceptionnelle, pourrait permettre d'informer les futurs
parents sur 'importance de la lutte contre ['obésité et les
facteurs de risques cardiovasculaires. Un objectif de poids
pourrait alors étre fixé, par exemple en visant un IMC entre
20 et 25. Un rappel des régles hygiénodiététiques élémen-
taires (alimentation équilibrée en quantités suffisantes,
activité physique) est indispensable. La patiente compren-
dra Uintérét pour elle-méme, mais aussi pour le futur état
cardiovasculaire de son enfant. Il ne faut pas considérer les
troubles de malnutrition comme une fatalité, mais lutter
contre eux, et inciter nos patientes a faire le plus tot pos-
sible un bilan diététique. En cours de grossesse, |’obstétri-
cien doit veiller a ce que la prescription de médicaments,
en particulier de glucocorticoides, soit limitée au strict
nécessaire, par exemple en évitant les cures répétées de
corticoides a visée de maturation pulmonaire foetale.
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Résumé

Les ongines développementales des maladies de Padulte (developmenial origins of human adult diseases ou DOHAD) ont é1¢ mises en évidence
par les effets a long terme de la malnutation matemelle durant la période foctale sur ladescendance, incluant des effets surla fentilité, Iha recemment é1é
montré que fes conditions nutritionnelles et environnement matemel durant la période préconceptionnelle jouent aussi un role majeur dans la
programmation dela susceptibilité de la descendance i des maladies méaboligues. Les modifications épigénétiques potentiellement induites par les
macn- ou les micro-nuiriments, par le stress oxydatil’ ou par Uintermédiaire do statut endocerinien matemel font Pobjet de nombreuses cludes
mécanistiques dans ce domaine. Cet article détaille les données disponibles en s appuyant sur les nombreux travaux effectués cher les animuaus.
i 2008 Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés,

Abstract

The Developmental origins of human adult discases (DOHAD) has initially emphasised the effects of maternal undernutrition during foetal
development on fong-tenm outcomes in the adult offspring. including effects on fertility, More recent wank has provided evidence that
precomceptonal nutntional condiions and penconceptional enviromment also play a magor mole i progrumming the off$pnng susceptibility
1o dise ase. Epigenelic mechanisms, which may be mediated by macro- and micro-nutriments, endocrine status and oxidative stress, are the focus of
the mechunistic studies aimed at understanding the processes involvedin these effects. This article details available data in the area, using examples
from numerous animal studies.

) 2008 Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés,

Mats cids @ Développement @ Nutrition ; Fertilité ; Environnement maternel
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1. Introduction
1.1, La programmation métaboligue

Des études épidémiologiques chez I"'Homme ont permis de
= Auleur correspondant. démontrer que ['incidence des maladies metaboliques de
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drome métabolique) est nettement augmentée quand la
nutrition maternelle est perturbee a des periodes critiques du
développement feetal [1.2]. Ce phénomeéne d'importance pour
la santé humaine est communément appelé programmation
fretale ou programmation métabolique. De nombreux modgles
animaux sont utilises pour analyser ses mécanismes.De plus,
les perturbations précoces peuvent induire une réponse
adaptative predictive des genes qui controlent le deéveloppe-
ment, ¢’est-a-dire que les modifications génétiques ne sont pas
immédiatement favorables a la survie, mais seront utiles
pendant la période postnatale dans I'environnement prédictif
{restreint si I'environnement feetal est lui-meéme restreint) [2].
Ces modifications deviennent néfastes si ’environnement
postnatal ne correspond pas i environnement predit. 871l a été
montré par de nombreuses é€quipes que ['alimentation
maternelle durant la vie feetale pouvait affecter le developpe-
ment a long terme de la descendance, certains modeéles animaux
indiquent qu'une restriction alimentaire périconceptionelle
affecte le développement de I'axe hypothalamo-hypophysaire—
surrénalien de la descendance, le développement cardiovascu-
laire ainsi que d'autres paramétres. Ainsi, les fenétres de
susceptibilité du conceptus a la programmation metabolique
s'¢tendent a la péniode préimplantatoire [3-6].

Quelle que soit la fenetre de temps, les effets passent par
I'altération de U'expression de génes clés impliqués dans la
régulation de nombreuses fonctions physiologiques, comme le
metabolisme du  glucose, 'adipogenese. la réponse des
adipocytes aux corticostéroides, ou la fonction surrénalienne.
Des mecanismes epigeénetiques sont certainement aussi mis en
jeu et quelques génes semblent plus sensibles & ces
perturbations environnementales, comme cela a été démontré
chez la souris avec 'épi-allele métastable du géne pseudo-
agouti. Dans ce modele, la supplémentation nuiritionnelle
maternelle avec des folates et des groupements donneurs de
méthyle durant la gestation permet de modifier I'expression de
cet allele en changeant le niveau de méthylation des genes (et
donc les marquages épigénétiques) chez la descendance [7-9].

Comme des modifications €pigénétiques majeures ont lien
durant la peériode préimplantatoire, 1l est logigue que les
alterations du milieu de1’embryon par le biais de I'alimentation
maternelle ou de la culture in vitro puissent affecter de maniére
permanente |'expression de génes chez la descendance.

1.2, Le concepr de la chaine d'approvisionnement (supply
line concept)

L'apport de substrats est essentiel pour la croissance et le
développement de 'embryon, puis du feetus. La Fig. 1 illustre le
concept de cette chaine d’approvisionnement, ou supply line
[10]. en mettant en evidence les différentes fenétres de
susceptibilité pendant lesquelles des perturbations de 1'équi-
libre nutritionnel maternel ou néonatal pourraient entrainer des
conséquences i long terme. L' état nutritionnel de la mére peut
jouer un role sur le developpement du feetus a tous les stades de
la reproduction. En effet, les réserves corporelles maternelles,
avant méme la conception, pourraient influencer la maturation
ovocytaire, conditionner I'environnement dans 1'oviducte ainsi

que les reponses maternelles endocriniennes et metaboliques
aux signaux embryonnaires precoces, qui affecteront ensuite le
développement embryonnaire. Certains de ces effets pourraient
méme trouver leur origine au moment de ['ovogeneése
maternelle, ¢’est-a-dire pendant la vie feetale maternelle. Ainsi,
I'alimentation de la grand-mére pendant sa grossesse pourrait
affecter de maniére transgénérationnelle la fertilité des petits-
entants. Apres I'implantation, les échanges transplacentaires
sont modulés par les signaux endocrines et métaboliques
provenant du foe tus et de la mére. La qualité de I implantation et
de la placentation sont en partie dépendantes du nombre de
cellules du blastocyste affectées a la masse cellulaire interne ou
au trophoblaste. Apres la naissance, les conditions nutrition-
nelles neonatales peuvent accentuer les effets de la program-
mation, en particulier lorsqu'il existe une grande différence
entre le statut nutritionnel fretal et postnatal (en particulier dans
le cas de réponse adaptative predictive).

De nombreuses revues de la littérature ont €té publides
récemment sur I'influence de 1"alimentation maternelle a tous
les stades de la gestation sur la santé de la descendance [6,11—
15]. Cet article fait un état des lieux des connaissances sur la
programmation de la fertilité chez la descendance par
I'environnement maternel au cours des périodes pre- et
périconceptionnelles. 11 est illustré d'exemples pris essentiel-
lement chez I'animal, mais aussi de données obtenues chez
I"'Homme lorsqu’elles sont disponibles.

2. Influence de la vie fretale sur la fertilité a I'age adulte

Une sous-mutrition maternelle, et méme dans certaines
circonstances, un excés nutritionnel maternel, durant la gestation
ou pendant la période néonatale peuvent affecter la fonction de
reproduction de la descendance a Idge adulte [ 16-18]. En effet,
<’est durant ces fenétres de développement que s expriment les
génes de la différentiation ovarienne comme 1illustre la Fig. 2.

2.1, Réduction des apports maternels

Des éudes chez plusieurs especes animales ont démontré un
retard dans le declenchement de la puberté et des taux
d'ovulation réduits chez les femelles sous-nourries durant la
periode foetale [16,19-22]. Peu d'effets sont notés chez les
males [21]. bien que des effets sur la puberte aient aussi ete
observes [23] avec, par exemple, un décalage de cing semaines
pour la mise en place de la puberié entre des agneaux ayant subi
un retard de croissance intra-utérin (RCIU) et pesant, en
moyenne, de 2,8 kg a la naissance et des témoins pesant en
moyenne 3,2 kg & la naissance [24].

Chez la brebis, une restriction nuiritionnelle de 50 % des
besoins durant la periode périconceptionnelle (pendant les
30 jours suivant la fecondation, sachant que la gestation dure
150 jours chez la brebis et que "implantation a lieu autour de
20 jours) induit un retard dans le développement de 'ovaire
feetal a 110 jours de gestation [25]. Ainsi, la sous-nutrition
maternelle préecoce affecte la prolifération cellulaire et
I'expression des génes régulant 'apopiose dans 'ovaire du
feetus, avec des différences entre les mécanismes selon les
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Fig. 1. L'embryon, le frews et leur chaine dapprovisionnement @ comiment les conditions matemnelles peuvent influencer le développement & Jong terme de la

descendance (étendu et adapté & partir du graphe initial de [10]).

periodes d exposition [26,27]. De plus, on note une augmenta-
tion de I'incidence de modifications de I"ADN dans 1"ovaire
fretal, associée 4 la surexpression de la protéine antitumorale
p33, du facteur ant-apoptotique Bel-2 et d'une polymérase de
réparation de I"ADN [28]. Ces changements sont peut-étre les
premiers mécanismes a travers lesquels la nutrition maternglle
affecte le développement précoce et la fonction gonadigue.

L'axe hypothalamo-hypophysogonadique est parfois aussi
affecté. mais de fagon sexe-dépendante avec des effets plus
marqués chez les males [23,29-31].

Chez les bovins, des données récentes montrent gu'un indice
de masse corporelle éleve durant la gestation a un effet
favorable sur 1'état corporel des filles & I'dge adulte et sur leur
fertilité [32].
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Fig. 2, Gines impliqués dans le développement ovarien (dessin du Dr Béatrice Mandon-Pépin), Chez la brebis, la différenciation du sexe ponadique a lien 30 &

32 jours apres la conception chez le mouton, et iz méiose femelle commence d 5
les secondaires a 120 jours et les tertiaires & 135 jours de pestation.

3 jours. Les follicules primordiaux apparaissent & 75 jowrs, les primaires & 100 jours,
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Bien que certains de ces etfets soient relativement limités, ils
affectent la vie reproductive des animaux et peuvent avoir des
conséquences économiques non négligeables. Si de tels effets
existent aussi chez 1"'Homme, les conséquences sur la fertilite
peuvent etre cliniguement significatives.

2.2, Surnurrivion maternelle

Une surnutrition maternelle peut aussi affecter les per-
formances de reproduction de la descendance. Dans le modele
ovin d'adolescente obése développé par Jacqueline Wallace
et al., au Rowett Instiute en Ecosse, un excés nutritionnel
maternel induit un RCIU chez la descendance [33], avec un
retard de développement des ovaires chez les femelles [24].
L'expression de LH hypophysaire est augmentée chez les toetus
RCIL issus de brebis surnourries compares a des fretus de taille
normale issus de brebis nourries normalement [34]. Bien qu'il
n'y ait pas de différences significatives pour la sécrétion de FSH,
les auteurs ont aussi observé une diminution du nombre de
follicules sur les ovaires issus des brebis sumourries. quel que
soit le poids fretal. On observe cependant une correlation positive
entre le nombre total de follicules et le poids placentaire.

La surnutrition est relativement rare en production animale,
mais ces donnees sont importantes an vu de la progression
rapide de 1'obésite chez I'Homme (prévalence multipliee
par trols dans les 20 derniéres années), et des prévisions
de 1"Organisation mondiale de la santé (OMS) d’environ
150 millions d’adultes obéses (20 % de la population) et
15 millions d'enfants et adolescents obeses (10 % de la
population) dans la zone européenne en 2010 (http:/f'www.euro.
who.int/obesity).

2.3, Effets transgénérationnels

Les ettets ransgenerationnels du poids a la naissance ont ete
démontrés chez "'Homme dans les études sur les conséquences
de la famine hollandaise durant la Seconde Guerre mondiale.
En automne 1944, les Allemands installerent un embargo sur le
transport des marchandises, qui tut suivi d’un hiver trés severe a
I'origine d’une famine bien documentée qui s'est terminée au
printemps 1945 [35]. Les femmes dont les méres ont subi cette
famine durant le premier ou le deuxiéme trimestre de la
grossesse ont eu des enfants de poids significativement réduit
par rapport aux femmes dont les méres n’ont pas €€ exposées a
la famine. Cet cart dans le poids de naissance €tait di. d’une
part, & une croissance fretale réduite et, dautre part, a des
grossesses plus courtes. En revanche, le poids a la naissance des
petits-enfants des femmes ayant subi la famine dans le
troisieme trimestre n'a pas été diminué [36].

3. Influences de Palimentation périconceptionnelle

Comme il est précisé plus haut, les fenétres de susceptibilité
a la programmation s'étendent jusqu'a la période périconcep-
tionelle [6,14].

En élevage animal, il est d'usage de sur-nouerir les animaux
durant les jours et méme les semaines avant la mise a la

reproduction (ovins, hovins). Cette augmentation ponctuelle de
'apport énergétique fourni par la ration alimentaire dans la
période précédant la gestation, ou flushing, améliore les taux
d’ovulation, en particulier chez les animaux maigres, et permet
ainsi d"optimiser les performances de reproduction [37,38]. On
sait maintenant que la nutrition maternelle durant la periode
périconceptionnelle affecte le développement embryonnaire
avec des effets a long terme sur le développement foetal et
postnatal et la susceptibilite aux pathologies de I'adulte. Ces
effets sont exercés durant la mamration ovocytaire et la
différentiation embryonnaire.

A4, Marwration ovocviaire

A1.1. Acides gras

Les acides gras sont des lipides classés en deux catégories en
fonction de leur structure biochimique, c'est-a-dire de la
présence ou non de doubles liaisons : les acides gras saturés et
msaturés. Les acides gras essentels sont polyinsaturés. lls
sont dits essentiels, car leurs precurseurs, qui sont 1'acide
o-linolenique (ALA) et 'acide linoléique (LA}, ne peuvent éfre
synthétisés par notre organisme. Leur apport par I"alimentation
est donc indispensable. Les principaux dérivés de I'ALA sont
'acide eicosapentacnoique (EPA) et I'acide docosahexas-
noigue (DHA), I1s constituent le groupe des omégas 3 (double
liaison sur le carbone 3). De méme, le LA et ses dérivés &
longues chaines polyinsaturées que sont 'acide dihommo-
gammalinolénique et 1" acide arachidonique (AA) constituent le
groupe des omegas 6 (double liaison sur le carbone 6).

Les acides gras sont tous source d’énergie. mais les acides
gras essentiels presentent des fonctions meétaboliques. Leur
métabolisme conduit, d'une part, & la synthése de dérivés a
longue chaine constitutifs de toutes les membranes cellulaires
(role structural) et, d’autre part, a la synthése de médiateurs
bioactifs sous la forme de molécules oxyeénees {eicosanoides,
docosanoides. . ). Les acides gras essentiels et leurs deérives
oxvegénés régulent également de multiples voies métaboliques
en modulant certains processus de signalisation intracellulaire,
ainsi que I'expression de genes cibles via I"activation spécifique
de facteurs de transcription. L'EPA et ses métabolites ont des
eftets directs sur I'inflammation et la réponse immunitaire.

Chez les bovins, on utilise parfois un régime enrichi en
lipides pour augmenter 1'énergie de la ration. Ce régime
enrichi, lorsqu’il est utilisé dans la période periconceptionnelle,
réduit le nombre de follicules petits et moyens dans I"ovaire,
sans affecter la qualité des ovocytes ni le taux de clivage en
fécondation in vitro (FIV). En revanche, le pourcentage de
blastocystes obtenus & partir d’ovocytes matures et clivés est
significativement amélioré. Le nombre total de cellules est plus
éleve, 4 la tois dans la masse cellulaire interne et dans le
trophoblaste [39]. Enfin. la corrélation négative observee sans
supplémentation entre la production laitiere, la consommation
importante de matiére séche et le taux de blastocystes est
inexistante chez les animaux supplémentes, ce qui confirme
d’antres etudes demontrant que Deffet de la supplémentation
dépend de 1'état corporel initial [40]. Dans une autre étude, il a
été montré que la supplémentation de génisses avec des acides
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oras (huile de palme) augmentait significativement la teneur
lipidigue des complexes cumulus-ovocytes sans altérer leur
composition en acides gras du fait d’'un passage sélectif des
acides gras saturés dans I'ovocyte [41.42].

Au sein de notre laboratoire, nous avons observe chez le
lapin gue la supplementation en lipides (huile de soja, 8 % de
lipides au total dans la ration) et en cholestérol (0,2 %) a partir
du debut de I'adolescence jusqu’a la fin de la lactation affectait
le développement in vivo de I'embryon avec un RCIU observé
des neut jours apres la fécondation, ¢’est-a-dire peu de temps
aprés U'implantation. A DI'dge adulie. les descendants des
femelles supplémentées, tous nourris avec un régime témoin,
sont néanmoins devenus plus lourds et plus gras. En revanche. il
n'y apas eu d'effet quand le régime a &té administré seulement
durant la gestation [43,44]. Chez la souris. I'administration
d'un régime enrichi en acides gras polyinsatres omeéga 3
pendant quatre semaines avant la fecondation affecte signifi-
cativement la distribution des mitochondries et les niveaux de
calcium dans 'ovecyte et augmente la production de radicaunx
oxygenes [45]. De plus, bien que le nombre de zygotes obtenus
apres fecondation in vivo soit plus élevé dans le groupe traite.
cette augmentation est surtout due a des zygotes de qualité
meédiocre. Ainsi, le développement jusqu’au stade blastocyste
des embryons issus de souris traitées est significativement
retarde. En revanche, ces effets ne sont pas constatés apres
fécondation in vitro, ce qui suggére que le fait de retirer
I'ovocyte de I'environnement enrichi en oméga 3 permet de lui
rendre son potentiel de développement normal [45].

3.1L.2. Régime hypoproiéinique

Les regimes hypoproteinigues administres pendant 1a periode
de marturation ovocytaire indulsent aussi des effets & long terme
chez la descendance. Chez la souris, un régime hyprotéinique
(9 % caséine) administré durant le cycle préovulatolre, pendant
les 3.5 jours avant la mise ala reproduction, n’affecte ni la duree
de pestation, ni la taille de portee, le sex-ratio ou la croissance
postnatale, mais induit des comportements anxieux, affecte le
développement cardiovasculaire et diminue le nombre de
néphrons dans le rein avec un effet marqué du sexe chez les
descendants a 'age adulte [46)].

3.2, Période péri-implantatoire

3.2.0. Alimenmation marernelie

Les effets a long terme de modifications de 'environnement
preimplantatoire ont eteé démontrés chez les especes de
laboratoire et chez les raminants. Chez la brebis, une restriction
maternelle peu sévére (70 % des besoins) & partir de 60 jours
avant jusqu'a sept jours aprés la fécondation mmduit une
augmentation de la pression artérielle fretale en fin de gestation
chez les jumeaux, mais pas chez les singletons [47]. Cette
observation est indépendante de tout effet sur le systéme rénine-
angiotensine-aldostérone (RAA). De plus, ce méme traitement
induit des effets significatifs sur I'axe hypothalamo-hypo-
physo-surrénalien (HHS), qui dependent du nombre de fretus et
de leur sexe. La sous-nutrition périconceptionnelle induit des
modifications des sécrétions endocrines, en particulier du profil

plasmatique de IGF! et IGFBP-3 chez le fretus ovin en cours de
gestation, avec des conséquences possibles pour le développe-
ment des organes reproductifs [48]. Des naissances prématu-
rées et une croissance fretale diminuée ont été décrites aprés
une restriction alimentaire severe (28 % des besoins) pendant la
periode periconceptionnelle, avec une activation de I'axe HHS
[4,49]. De plus, le poids des surrénales était rédut et
accompagné d’une diminution de I'expression des génes cles
de la famille des IGF [50]. En revanche, dans I"étude que nous
menons actuellement en collaboration avec Déquipe de
Nathalie Debus a I'INRA, avec un régime moins sévére
(50 % de besoins, entre 15 jours avant et 30 jours apres la
tecondation), nous n"avons pas trouve d'efter sur la fertilité, ni
sur la durée de gestation ou le poids a la naissance (Chavatte-
Palmer P, Debus N, et al.. données non publiées), Quoi qu’ilen
soit, les effets périconceptionnels sont observeés jusqu’a une
periode trés tardive chez la descendance. Par exemple, les
modifications de la fonction cardiovasculaire sont encore
observées a I'ige d'un an chez des moutons dont la mére a été
sous-nourrie de la fecondation a 30 jours de gestation [51].

Cher les rongeurs. |'administration d'un régime hypopro-
téinique durant la période qui suit la fécondation réduit le
nombre total de cellules des embryons préimplantatoires,
diminue le poids i la naissance avec des effets différents selon
le sexe et |'espece et induit uliérieurement des exces pondéraux,
de 'hyperiension et des comportements anxieux anormaux
chez les descendants, en particulier chez les femelles [5.52].
Les mécanismes physiologiques d'adaptation a I'environne-
ment maternel sont déja observeés au stade blastocyste avec une
augmentation de ['endocytose au niveau de I'endoderme du sac
vitellin [52]. Cette réponse pourrait etre I'un des mécanismes
physiologiques qui permettraient de stabiliser la croissance
feetale et d’améliorer la survie postnatale. Cependant, & long
terme, "activation de ces mécanismes peut aussi entrainer un
exces de croissance ponderale et des maladies cardiovasculai-
res et comportementales.

3.2.2. Envirommement de Uoviducte

L'environnement de 'oviducte joue certainement un role
tres important dans les effets periconceptionnels et péri-
implantatoires. Les méthodes expérimentales de collecte du
fluide de 1" oviducte ont éé résumées récemment par H. Leese
et al. [53], mais il reste encore beaucoup d'études a mener pour
explorer la relation entre lacomposition dumilieude l'oviducte
et la programmation 4 long terme de la descendance. De plus,
alors gu'on connait assez bien la composition en glucides et en
protéines de ce milieu, trés peu de données sont disponibles sur
la composition lipidique, bien que les lipides soient aussi
importants dans le développement de I'ovocyte et de I'embryon
[54].

4, Stress oxydatif, antioxydants et gestation

Les derives actfs de Uoxygene (DAQ) sont des sous-
produits du meétabolisme acrobie. Dans des conditions
normales, il v a un équilibre entre la production de DAO et
les niveaux intracellulaires d’enzymes antioxydantes. Cet
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equilibre est essentiel pour la survie et 1a santé des organismes.
Lorsque la production de DAQ dépasse la capacite des systemes
antioxydants, on a un stress oxydatif qui peut détériorer les
lipides, les proteines et les acides nucléiques etentrainer la mort
cellulaire par apoptose. Le systéme anti-oxydant est un
ensemble intégré d'enzymes antioxvdantes et de nutriments
antioxydants non enzymatiques. Les enzymes antioxydantes
(superoxide dismutase, catalase, glutathion péroxidase, gluta-
thion réductase et glutathion transférase) sont la premiere ligne
de défense contre le stress oxvdatif. Les antioxydants non
enzymatiques sont surtout le glutathion et les antioxydants
provenant du régime alimentaire, comme 1'acide ascorbigue
(vitamine C), |"a-tocophérol (vitamine E), les caroténoides, les
polyphénols et les flavonoides. De plus, les micronutriments
essentiels comme le cuivre, le manganése, le zinc et le sélénium
sont vitaux, soit parce qu’ils font partie du site actif pour la
fonction antioxydante, soit parce gu'ils agissent comme des
cofacteurs dans la régulation des enzymes antioxydantes.

Les DAQ présents en concentration excessive endommagent
I'ADN, alors qu'un deficit en DAO affecte la signalisation
cellulaire [55]. De nombreuses études montrent que les DA
perturbent les processus physiologiques comme la maturation
ovpcytaire, la stérotdogengse folliculaire et lutéale, I'implanta-
tion et le développement [36]. Ainsi, les DAO jouent un rale
dans beaucoup de pathologies gestationnelles comme la
prééclampsie, les fausses couches, la résorption embryonnaire
et les RCIU [57-59]. Par exemple, la production excessive de
DAQ a la suite de la mise en place de la circulation maternelle
placentaire est importante dans la pathophysiologie des
fausses-couches [60]. De méme, le stress oxydatl joue un
role dans les effets déleteres du diabéte gestationnel
(avortements spontanes, anomalies congénitales, morbidie
néonatales et mortalité). En particulier, un déficit en glutathion
et une réduction de lactivité des enzyvmes dépendant du
glutathion durant 1'organogenése sont impligués dans le
développement des malformations dues au diabete [61].

Cependant, la relation directe entre le stress oxydanf et la
pathophysiologie intra-utérine n'est pas encore claire. Nous
avons montré récemment dans notre équipe que les activites des
enzymes deépendantes du glutathion sugmentent significative-
ment dans le placenta ovin en début de gestation, ce gui suggére
que ces enzymes jouent un role contre le stress oxydant et
I'apoptose durant le developpement fretoplacentaire precoce
[62].

Les élements bioactifs du régime ont une influence sur toutes
les cellules. a tous les niveaux. Les données obtenues chez
I"'Homme et 'animal montrent que des supplémentations en
vitamines antioxydantes, seules ou combinges avec d’autres
suppléments, diminuent la mortalité embryonnaire et amélio-
rent la survie feetale et posmatale [63,64]. Cependant, la
relation entre les concentrations de vitamines antioxydantes et
le bon déroulement de la gestation n'a pas été faite chez
I'Homme ni chez 'animal [63], et l'utilisation de doses
pharmacologiques de vitamine C et E a un effet negatif chez la
souris sur la taille de la portée [66]. Si 1'apport direct de
vitamines antioxydantes peut engendrer des risques de
surdosage, le risque devrait étre reduit par I utilisation d’une

préparation a base de fruits et de legumes qui sont riches en
enzymes antioxydantes et en micronuiriments. Des etudes
épidémiologiques ont montré les bénéfices pour la santé d’un
regime riche en fruits et en légumes pour la prévention des
cancers [67] et des maladies cardiovasculaires [68]. Recem-
ment, un aliment nutracétique combinant un extrait d'une
variété de melon (Cucumis melo LC) 2 de la gliadine de blé
(GISODIn® or Oxvkine™) a recu beaucoup d’attention pour
son usage comme supplément diétetique antioxydant. Ce
produit contient des enzymes antioxydantes et des molécules
antioxydantes non enzymatiques ayant un effet tampon et des
vitamines antioxydantes. Il a une activite antioxydante et anti-
inflammatoire [69,70]. Une nouvelle formule de ce produit,
spécialement préparée pour I"animal, améliore les performan-
ces de reproduction dans le modéle de souris abortive CBA/JI-
mated DBA/I (Al-Gubory, Garrel, Blachier and Lacan,
données non publiges).

3. Fécondation in vitro
3.1 Qualité des ovocytes

Comme cela a été développé précédemment, 1'alimentation
durant 1i période de développement des follicules a partir du
moment o ils sortent de la réserve ovarienne (approximati-
vement six mois avant " ovulation chez la brebis et trois a quatre
mois chez la vache) peut influencer les taux d’ovulation et la
qualité des ovocytes, ainsi gue le devenir de la descendance. La
qualité de I"ovocyte peut étre améliorée chez les ruminants par
le flushing, en particulier sur les animaux maigres [41]. Ces
effets passent en partie par le contenu cytoplasmique, puisque
I'utilisation d'ovocytes provenant de brebis bien nourries
améliore efficacité globale du clonage (du développement in
vitro & la naissance d animaux viables) par rapport &
T'utilisation d’ovocytes provenant d’animaux sous-nourris [71].

En production animale, les animaux immatures sont parfols
utilisés pour la production d’embryons in vitro, mais on
constate des pertes embryonnaires importantes aprés transfert,
car la qualité des ovocytes est mauvaise. Chez les ovins, la
qualite des ovocytes recoltes i partir d’agnesux de neuf
semaines pour la production d’embryons a pu étre améliorée en
nourrissant leurs méres avec un régime trés énergétique (150 %
des besoins energétiques) en fin de gestation (entre 7T1-11{) ou
101-126 jours de gestation) [T1].

Néanmoins, sl un €pisode de surnufrition est certainement
benefique pour les ruminants ovulant spontanément pour
améliorer la qualité des ovocytes, les effets apparaissent trés
différents dans les cas de superovulation ou de ponctions
ovocytaires répétées. Ces effets négatifs sont accentués chez les
animaux de bonne condition corporelle, en particulier s7ils sont
supplémentés avec des concentrés riches en glucides qui sont
fermentés rapidement dans le rumen [41].

5.2, Culture embryonnaire

De nombreux facteurs, comme le temps d’'interaction entre
les gameétes ou la durée et les conditions de culture jouent un
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role sur le rythme de développement et sur le sex-ratio des
embrvons de mammiféres produits in viro [72.73]. Chez les
ruminants, I'évaluation cytogénétique des embryons produits in
vitro a montré que la proportion de males et de femelles variait
selon les conditions de culture utilisées, et en particulier la
concentration en glucose du milien [74,75]. Les embryons
miles ont tendance i se développer plus rapidement que les
femelles et donc a arriver a des stades de developpement plus
avancés apres les huir jours de culture utilisés couramment en
production bovine [76]. Enfin, le stress maternel pourrait aussi
largement influencer le sex-ratio [77].

Chez les ruminants, la supplémentation des milieux de
culture avec différents lots de serum induit des effets 4 long
terme importants (syndrome du gros veau, avec augmentation
du poids 4 la naissance et pertes périnatales) [74,78-80].
L'émde de 2288 veaux produits commercialement par FIV a
montré une augmentation significative du syndrome du gros
veau (3,2 % chez les veaux issus de FIV contre 0,7 % aprés
insémination artificielle) [80]. De plus. l'incidence du
syndrome du gros veau est largement augmentee lorsque les
embryons sont produits par clonage somatique [81.82]. La
comparaison de veaux produits apres culture d'embryvons dans
un milieu avec ou sans sérum ou aprés culture in vivo dans
loviducte ligaturé de brebis a montré que le poids & la
naissance etalt sigmificativement augmente dans les deux
groupes produits entierement in Vitro par rapport au groupe
cultivé temporairement in vivo dans les oviductes de brehis
[83]. L'analyse des transcrits de neuf genes importants pour le
développement & 12 jours (transporteurs de glucose, super-
oxyde dismutase, IGF-Ir...) a moniré que cing d'entre eux
etaient surexprimes lors de culture in vitro. Des ditférences de
profil d’expression des genes entre les embryons bovins
produits par técondation in vivo, par fécondation in vitro ou par
clonage ont été décrites [84]. Curieusement, cependant, le
clonage affecte comparativement moins 'expression des génes
au stade blastocvste que la féecondation in vitro [85]. En
revanche, la situation est inversée lorsqu’on analyse expres-
sion des génes placentaires i terme [86].

6. Mécanismes
6.1. Epigénétique

Les mécanismes mis en jeu dans les effets décrits ci-dessus
supposent 'altération de I'expression de génes clés impligués
dans la régulation de nombreuses fonctions physiologiques
comme le métabolisme du glucose, I'adipogenése, la réponse
aux corticoides et la fonction surrénalienne. Des modifications
épigénétiques sont certainement mises en place, d’autant plus
que de nombreuses modifications épigénétiques ont lieu durant
I'ovogénese et le deéveloppement embryonnaire précoce
[87-89]. De plus, certains génes sont plus susceptibles que
d’autres aux variations de I'environnement. Chez la souris, une
supplementation en folates et autres donneurs de methyle
durant la gestation permet de changer le profil d'expression
d’alléles sensibles & la méthylation chez la descendance
[7-9,90]. Chez la brebis, I'administration d un régime déficient

en groupements méthyle (carencé en vitamines B en en folates)
durant la semaine qui précede et pendant six jours apres la
fécondation (date a laguelle les embryons étalent transférés
dans des receveuses témoins) induit un exces de poids et
d’adiposite chez les descendants une fois adultes. De plus, la
réponse humorale est diminuée aprés vaccination au rotavirus a
I'dge d'un an. Enfin, la pression artérielle est augmentée, les
males etant plus affectés que les femelles. Le profil de
méthylation est altére dans 4 % des Tlots CpG examinés dans le
foie, et la majeure partie des sites altérés sont specifiques aux
miles [91.92]. La méthylation de I"'ADN n’est cependant
certainement pas le seul mécanisme mis en cause puisque ce ne
sont pas les modifications de la méthvlation qui sont
responsables des effets wransgénérationnels observés chez la
souris Agouti (Agouri viable vellow) [ T].

6.2, Différenciation cellulaire

Les differences structurelles et fonctionnelles observees en
fonction du régime maternel reflétent des régulations a court et
a long terme de 1'expression de génes multiples. Certains. des
effets rapportés peuvent provenir d'influences endocrines ou
nutritionnelles au moment de la gastrulation, comme les effets
sur 'endocvtose du sac vitellin rapportés par Watkins et al.
[52]. Ainsi, des modifications précoces des cellules précurseurs
des différents feuillets pourraient entrainer des effets per-
manents sur la fonction des organes qui en sont derives.

7. Conclusion

Les données présentées ici montrent a travers de nombreuses
exemples que les périodes pré- et périconceptionnelles sont tres
importantes pour la programmation d’effets & long terme chez
le feetus, puis chez Iadulte. Les milieux de maturation des
ovocytes et de culture des embrvons atfectent certainement le
développement de fagon beaucoup plus importante que ce
qu'on présupposait il y a quelques années. En tout €tat de cause,
étant donné la variabilité des effets selon les especes et selon les
sexes, les effets along terme des milieux utilisés pour I'Homme
devraient étre évalués sur plusieurs espéces animales, et de
préférence pas seulement les espéces de laboratoire, avant que
ceux-c1 solent approuves pour leur usage chez I"'Homme.
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Abstract

The prevalence of human health problems associwatedhigh-fat diets continues to rise, as
does the number of such problems known to be assocwith this diet. Disruption of the
fetal environment induces in progeny a greater equislmlity to developing diseases in
adulthood (DOHad: Developmental Origins of Healtkd ®isease). The objective of the work
for this thesis was to assess in rabbits the caresegs of a high-cholesterol and high-fat diet
on embryonic and fetal development and on the afseietabolic disorders in the long term.
We fed rabbits ad libitum with a high-cholesterdl2%0) and high-fat (8%) (HH) diet or a
control (C) diet, starting at the age of 10 (exmemt 1) or 18 weeks (age at which
reproduction began, experiment 2).The litters weaéanced at birth, and crossings were
performed to differentiate the effect of the motheiood during gestation and during
lactation. Accordingly, rabbits born to HH mothevere nursed by C (HH-C group) or HH
(HH-HH) mothers and those born to C mothers werseuieither by C (C-C) or HH (C-HH)
mothers.

During experiment 1, ultrasound clearly showed ificgmt intrauterine growth restriction
(IUGR) beginning at 9 days of gestation in the Hidup (P<0.05). At birth, these rabbits
weighed significantly less than their C counterpgR<0.05). Because of their rapid weight
catch-up, the significant difference had disappeaat weaning. All the rabbits thereafter
received control food distributed ad libitum. At D8, there was no difference in weight
between the HH-HH and HH-C groups but the animalsoth these groups were significantly
heavier than those in the C-C and C-HH groups #x0.Moreover, blood pressure was
higher in the HH-HH group than in any of the otlgeoups (P<0.05). These physiological
effects were not observed during experiment 2.

Because the physiological effects were observey when the diet began before gestation,
we hypothesized that the early maternal environrbeeh modified, a change that resulted in
disruption of embryo development with long-term sequences. We then used a specially
designed chip to study gene expression at the nateto embryonic transition.
Transcriptomic analysis suggested that some trgmsarvere present in different quantities.
We showed with qRT-PCR that the HH diet inducedaadient augmentation in the quantity
of adipophilin transcripts (present at D2 but nbD&.5). The immunohistochemical analysis
on D5.5 showed a higher quantity of lipid dropleisalized near the nucleus of embryos from
mothers fed with the HH diet than in embryos oftcoirmothers.

These results illustrate the importance of nutnitioefore and during pregnancy in the
determination of in utero and postnatal growth &l w&s in the development of metabolic
diseases over the long term. Maternal nutritiorol@tonception can engender modifications
in gene expression at the moment of the materraintoryonic transition.

Key words: Fetal origins of adult disease, Gestatitigh-fat diet, Ultrasound, PCR,
Adipophilin
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Résumé

Les problemes de santé liés a I'alimentation hypidijue chez I'humain sont en constante
progression. Or, une perturbation de I'environnenfegtal induit chez la descendance une
susceptibilité plus grande a développer des maaikbge adulte (DOHad : Developmental
Origins of Health and Disease). L'objectif de cavail de Thése est d’évaluer, chez le lapin,
les conséquences d'une alimentation hypercholdétéigue et hyperlipidique sur le
développement embryonnaire, foetal, et la surverueodbles métaboliques a long terme.
Nous avons nourri des lapines ad libitum avec @mré hypercholéstérolémique (0,2%) et
hyperlipidique (8%) (HH) ou un régime témoin (Cpartir de I'dge de 10 (expérience 1) ou
de 18 semaines (age de la mise a la reproduaiqérience 2). A la naissance, les portées
ont été équilibrées et des croisements effectués ditiérencier I'effet de I'alimentation de la
mere pendant la gestation et pendant la lactafimsi des lapereaux nés de meres HH ont été
allaités par des meres C (groupe HH-C) ou HH (geddpl-HH) et des lapereaux nés de meére
C ont été allaités par des meéres C (groupe C-GjHbggroupe C-HH).

Au cours de I'expérience 1, un retard de croissamica utérin (RCIU) significatif a été mis
en évidence des 9 jours de gestation par échogragdamns le groupe HH (P<0,05). A la
naissance, les laperaux étaient significativemdns pégers (P<0,05). En raison d'un
rattrapage pondéral rapide, il n'existait plus d&ence significative au sevrage. Tous les
lapins ont alors recu un aliment témoin distribug ligitum. A J176, il n'y avait pas de
différence de poids entre les groupes HH-HH et HHir@is les animaux de ces deux groupes
étaient significativement plus lourds que les gesupC-C and C-HH (P<0.05). De plus, la
tension artérielle était plus élevée dans le grddideHH par rapport a tous les autres groupes
(P<0.05). Au cours de I'expérience 2, de tels sffgtysiologiques n'ont pas été observés.

Les effets physiologiques n'ayant été observéslonsgue le régime avait été commence
avant la gestation, nous avons émis I'hypothésd'eagronnement maternel précoce avait
été modifié, entrainant une perturbation du déysopent embryonnaire a l'origine des
conséguences a long terme. I'expression des gen@®@ent de la mise en route du génome
embryonnaire a été étudié a I'aide d’'une puce @edi@nalyse transcriptomique a permis de
suggérer que certains transcrits étaient présentpiantités différentes. Nous avons montré
par gRT-PCR que le régime HH induit une augmemdtiansitoire de la quantité de transcrit
de I'adipophiline (présente a J2 mais pas a JB&halyse immunohistochimique montre une
guantité plus importante de gouttelettes lipidigloealisées prés du noyau dans les embryons
issus de méres nourries par le régime HH a J5,pamdraux témoins.

Ces résultats illustrent I'importance de la nutritiavant et pendant la gestation pour la
determination de la croissance in utero et podmatansi que pour le développement de
maladies métaboliques a long terme. La nutritiotenmelle avant la gestation peut engendrer
des modifications d’expression de génes au moment lal transmission materno
embryonnaire.

Mots clés : origine fcetale des maladies de I'ad@estation, Alimentation hyperlipidique,
Echographie, PCR, Adipophiline
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