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LA:  Acide linoléique  
LCAT: Lécithine Cholestérol Acyl-Transferase 
LCPUFA Long Chain Poly Unsaturated Fatty Acid 
LDL:  Low density lipoproteins 
LH: Luteinizing Hormon 
MAPK7: Mitogen Activated Protein Kinase 7 
MGN: Mago Nashi-like Protein 
MHF: Maternal High Fat 
NCOA1:  Human Nuclear Receptor CO Activator 1 
NCP: Non Collagen Bone associated Protein 
NEFA: Non Esterified Fatty Acid 
NZW :  New Zealand White 
OA: Oleic Acid 
OLR1: Oxydized LDL receptor 1 
PAPOA Poly A olymerase alpha 
PAT: Perilipin Adipophilin TIP47 
PCR: Polymerase Chain Reaction 

PHLF: Pregnancy and Lactation High Fat 
PL: Phospholipides 
PPAR: Peroxysom Proliferator Activated Protein 

RCIU: Retard de Croissance Intra Utérin 
RE: Réticulum Endoplasmique 
RR :  Risque Relatif 

RT: Reverse Transcription 
RXR: Retinoid X Receptor 
SNAT: Neutral Amnio Acid Transporter 
SR: Scavenger Receptor 
SREBP :  Sterol Regulatory Element-Binding Proteins 
TAG: Tri Acyl Glycérol 
TG: Triglycérides 
TLR: Toll Like Receptor 
TME :  Transition Materno Embryonnaire 
TNF: Tumor Necrosis Factor 
VLDL:  Very Low Density Lipoproteins 
WHHL :  Watanabe Heritable HyperLipidic 
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A. Introduction générale 
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Les problèmes de santé liés à l’alimentation hyperlipidique chez l’humain sont en constante 

progression : l’obésité et les maladies cardiovasculaires touchent des sujets de plus en plus 

jeunes. Les femmes en âge de procréer sont donc également touchées par cette nutrition trop 

riche et déséquilibrée. Les données épidémiologiques et expérimentales disponibles  indiquent 

qu’une perturbation de l’environnement fœtal induit chez la descendance une susceptibilité à 

développer des maladies une fois arrivé à l’âge adulte. Or ces constatations sont 

essentiellement basés sur des modéles de restriction de nutrition. Notre objectif est donc 

d’aborder cette problématique par un modèle d’excés d’apports nutritionnels. 

Je vais aborder cette problématique par une revue de la littérature des données existantes,  

humaines et animales avant de faire un rappel sur le métabolisme lipidique et détailler le projet 

de thèse et les protocoles expérimentaux, basés sur un excés d’apport en lipides et en 

cholestérol.  
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1.   L’origine fœtale des maladies de l’adulte (DOhad) 

1.1.   Définition 

Le concept d’origine fœtale des maladies de l‘adulte ou « DOHaD » 

(www.mrc.soton.ac.uk/dohad/) correspond à l'induction, par une perturbation du 

développement embryonnaire ou fœtal, d'une prédisposition à développer des maladies 

métaboliques à l'âge adulte chez le même individu. Cette hypothèse a été faite suite à des 

études épidémiologiques humaines qui ont permis de démontrer que l’incidence des maladies 

métaboliques de l’adulte (obésité, hypertension, résistance à l’insuline, syndrome 

métabolique) est nettement augmentée quand la nutrition maternelle a été perturbée à des 

périodes critiques du développement fœtal (revus par1, 2). Ce phénomène d’importance pour la 

santé humaine est communément appelé hypothèse de Barker, programmation fœtale, DOHaD 

ou programmation métabolique.  L’hypothèse du phénotype économe, « thrifty phenotype », a 

été émise par Hales et Barker en 19923. Le fœtus développerai in utero un phénotype 

d’épargne, d’économie, lié à une insuffisance d’apport. Si en post natal il existe une 

abondance de nutrition, le fœtus ne serait pas «adapté » à ce milieu et développerai des 

maladies métaboliques. Un des mécanismes pouvant conduire à cette programmation 

métabolique est lié au concept de « réponse adaptative prédictive ». Cette hypothèse a été 

émise par Gluckman et Hanson: les perturbations précoces pourraient induire une «réponse 

adaptive prédictive » des gènes qui contrôlent le développement, c’est-à-dire que les 

modifications génétiques ne sont pas immédiatement favorables à la survie, mais seront utiles 

pendant la période postnatale dans l’environnement prédictif (restreint si l’environnement 

fœtal est lui-même restreint)2. L’apport de substrats est essentiel pour la croissance et le 

développement de l’embryon, puis du fœtus. Le concept de chaîne d’approvisionnement, ou  
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« supply line »4, met en évidence les différentes fenêtres de susceptibilité pendant lesquelles 

des perturbations de l’équilibre nutritionnel maternel ou néonatal pourraient entraîner des 

conséquences à long terme. Les réserves corporelles maternelles, avant même la conception, 

pourraient influencer la maturation ovocytaire, conditionner l’environnement dans l’oviducte 

ainsi que les réponses maternelles endocriniennes et métaboliques aux signaux embryonnaires 

précoces, qui affecteront ensuite le développement embryonnaire.  

1.2.   Etudes épidémiologiques humaines 

Initialement il a été constaté un taux élevé de mortalité infantile au début du XXème siècle en 

Angleterre associé à un taux élevé de décès à l’âge adulte par maladies coronariennes chez les 

survivants5. Cette étude a fait pour la première fois le lien entre les perturbations de 

l’alimentation, la grossesse, le petit poids de naissance et le développement de maladies à 

l’âge adulte. Barker et Clark ont montré par l’étude de la cohorte du Hertfordshire (16000 

hommes et femmes nés entre 1911 et 1930) que le moment auquel survient la perturbation de 

la nutrition fœtale induit des effets différents à l’âge adulte. Ainsi ces auteurs ont montré 

qu’une restriction au premier trimestre induisait un petit poids de naissance, une hypertension 

artérielle à l’âge adulte puis une prédisposition aux accidents vasculaires cérébraux 

hémorragiques, alors qu’une restriction au deuxième trimestre induisait en plus un diabète non 

insulino dépendant et une prédisposition aux maladies coronariennes (et pas d’accident 

vasculaire cérébral). Au troisième trimestre cela induisait une prédisposition à une 

hypertension artérielle, une hypercholestérolémie, et une susceptibilité aux maladies 

coronariennes et aux accidents vasculaires cérébraux, cette fois ischémiques (revue dans6). 

L’étude de la cohorte d’enfants nés après une courte période de famine aux Pays Bas pendant 

la seconde guerre mondiale7 montrait aussi un effet différent en fonction du moment de la 

grossesse auquel est survenue cette famine. La Figure 1 montre le moment de la famine par  
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Figure 1. Exposition à la famine aux Pays Bas pendant la seconde guerre mondiale, 
d’après Painter et al 7. 
A : Femmes exposées à la famine au dernier trimestre de la grossesse 
B : Femmes exposées à la famine au second trimestre de la grossesse 
C : Femmes exposées à la famine au premier trimestre de la grossesse 
Un rectangle correspond à un trimestre. 
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rapport à la naissance, le groupe contrôle étant composé des enfants nés avant et après cette 

période. Neuf cent douze personnes ont été examinées et interrogées à un âge moyen de 50 ans 

(Figure 1). Les auteurs ont retrouvé plus de maladies coronariennes, d’hyperlipidémie, de  

perturbations de l’hémostase et d’obésité en cas d’exposition à la famine en début de 

grossesse, alors que l’exposition en milieu de grossesse induisait plus de maladies respiratoires 

obstructives et une albuminurie. En cas d’exposition en fin de grossesse, il a été retrouvé plus 

d’intolérance au glucose7. Le point commun de ces études6, 7 est qu’il y avait des effets 

marqués de la sous-nutrition au cours de ces périodes, mêmes si ces effets étaient parfois 

différents voire contradictoires. De plus, une étude récente a montré que l’hypersensibilité et 

l’inattention des enfants à l’âge de 5 ans ainsi que leur propre obésité étaient liée à l’obésité 

maternelle avant la conception8. 

Il a été démontré que le petit poids de naissance était lié à des complications métaboliques à 

l’âge adulte9, 10. Une étude française a montré que les nouveaux nés hypotrophes, une fois 

devenus adultes et entre l’âge de 22 et 30 ans, avaient tendance à avoir une composition 

lipidique plus importante et à prendre plus de poids qu’un groupe d’adultes nés eutrophes 11.  

Mais ce petit poids était-il lié à une prématurité induite ou spontanée ou à un réel problème de 

sous-nutrition fœtale ? Pour répondre à cette question Kjaiser et al ont réalisé une étude 

portant sur des adultes nés entre 1925 et 1949 en Suède et a démontré que c’était bien le petit 

poids de naissance, inférieur à -2DS par rapport au poids attendu, qui était lié à la maladie 

ischémique myocardique, et non à la prématurité12. Nous avons effectué une revue de la 

littérature publiée 2007 destinée aux gynécologues obstétriciens qui reprend ces éléments 

(Annexe 1)13. Par ce travail, nous avons voulu en particulier alerter les obstétriciens dont le 

rôle de prévention est primordial. En effet, des conseils qu’ils pourront donner et des mesures 

qu’ils pourront faire appliquer peuvent dépendre la diminution des syndromes métaboliques  
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des générations suivantes. Depuis que cet article a été publié, de nombreuses études 

expérimentales animales et épidémiologiques humaines ont conforté ces hypothèses, 

particulièrement en ce qui concerne la période périconceptionelle et les régimes alimentaires 

enrichis. 

Des données précieuses sont issues de la cohorte d’Helsinki. Il s’agit du suivi d’enfants nés en 

Finlande entre 1924 et 1933 et entre 1934 et 194414, 15. Cette étude a demontré que les 

syndromes dépressifs de l’adulte étaient liés à une prééclampsie maternelle16, et que l’anxiété 

chez l’adulte était liée au poids de naissance et à la rapidité du rattrapage du poids après la 

naissance17. Les enfants nés de mère ayant eu une prééclampsie présentaient également plus de 

risques d’accident vasculaire cérébral18, 19. Le poids de naissance était aussi corrélé avec les 

perturbations du bilan lipidique à l’âge de 60 ans20. L’étude épidémiologique française 

(Cohorte EDEN, MA Charles) devrait apporter également des informations importantes dans 

les années à venir. Dans cette étude, l’inclusion des mères a été effectuée avant 20 semaines 

d’aménorrhée et le suivi des enfants va se poursuivre au moins jusqu’à l’âge de 5 ans. Cette 

étude a démarré en 2003. Les premières publications font état d’un lien entre l’indice de masse 

corporelle avant la gestation, le gain de poids pendant la grossesse, les complications 

obstétricales et le poids de naissance21, 22. 

L’effet transgénérationnel de ces perturbations a aussi été mis en évidence en particulier 

l’étude de la cohorte Hollandaise23. Dans la cohorte d’enfants nés de mère exposée à la famine 

in utero, il n’y a pas de diminution du poids de naissance comparé à des témoins, mais une 

diminution de la taille, donc augmentation de l’indice de masse corporelle (IMC). Par la suite, 

ces descendants ont développé plus de problèmes médicaux non cardiovasculaires (maladies 

infectieuses, maladies neurologiques, auto-immunes….). Il faut noter que toutes ces 

différences n’existaient que pour les descendants de mères exposées in utero à la famine, et 

pas pour les descendants de pères exposés in utero à la famine, même si cette dernière cohorte  
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est beaucoup moins importante23. De plus l’âge moyen de la cohorte étudiée est de 32 ans, et il 

serait intéressant de la réévaluer à un âge plus avancé. Cette transmission transgénérationnelle 

a également été mise en évidence chez l’animal24-26. Il est intéressant de noter qu’une étude 

épidémiologique humaine (cohorte Hollandaise) a démontré que l’exposition prénatale à la 

famine était corrélée avec une appétence particulière pour les aliments gras27.  

Les études humaines évaluant les effets à long terme d’une alimentation enrichie sont 

inexistantes, alors que ce problème de malnutrition est de plus en plus fréquent. Une des 

raisons est le caractère relativement récent de cette sorte de troubles nutritionnels et il faudra 

probablement plusieurs décennies avant que des études sur le devenir à long terme chez 

l’homme puissent être disponibles.  Cependant, des données très importantes existent déjà 

chez l’animal. 

1.3.   Etudes chez l’animal 

1.3.1.   Effets d’une alimentation enrichie pendant la gestation 

Comme nous venons de le voir, l’essentiel des études publiées sur la thématique de 

programmation fœtale concerne les conséquences d’une restriction alimentaire. Peu d’études 

se sont penchées sur les conséquences à long terme sur la descendance d’un régime enrichi en 

lipides donné pendant la gestation, mais, comme revu par Armitage, elles vont toutes dans le 

même sens : une propension pour la descendance à développer un surpoids et des maladies 

métaboliques28. Un des meilleurs exemples est l’étude de Kahn et al. qui ont démontré en 2003 

que le fait de donner un régime enrichi en lipides (du lard) à des rates gestantes induisait dans 

la descendance une dysfonction de l’endothélium vasculaire29. En 2004 ces mêmes auteurs ont 

utilisé un régime enrichi en lipides débuté au moment de la mise à la reproduction et continué 

pendant la phase d’allaitement. Ils ont démontré que les rats issus de mères soumises au  
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régime enrichi pendant la gestation, l’allaitement et ensuite, avaient une fonction endothéliale 

préservée comparée à des rats ayant eu une mère nourrie avec le régime enrichi uniquement 

pendant la gestation et l’allaitement, mais étaient hypertendus30. Cette expérience montre bien 

le mécanisme de réponse adaptative prédictive suggéré par Gluckman31. 

Récemment,  Howie et al32 ont réalisé une étude chez le rat Wistar en donnant un régime 

alimentaire dit « High Fat » (HF : 45% de l’énergie sous forme lipidique) avant et pendant la 

gestation puis jusqu’au sevrage (groupe MHF) ou seulement pendant la gestation et jusqu’au 

sevrage (Groupe PLHF). Ces animaux et leur descendance ont été comparés à un groupe 

témoin. Après sevrage, les descendants ont reçu soit l’aliment HF, soit l’aliment standard. Il 

n’y avait pas de différence entre les groupes en ce qui concerne la taille des portées. 

Cependant, les poids de naissance des descendants étaient significativement plus faibles dans 

les groupes MHF et PLHF par rapport aux contrôles. A l’âge adulte, ces mêmes rats sont 

devenus plus gros que les témoins malgré une alimentation normale. En cas d’alimentation HF 

après le sevrage, tous les rats devennaient plus lourds que les témoins, mais les MHF et PLHF 

l’étaient encore plus, et ceci était associé à une hyperinsulinémie et une hyperlipidémie. Cette 

étude a montré que c’est le régime pendant la gestation qui induisait les conséquences à long 

terme, indépendamment du régime prénatal ou après sevrage32. 

Samuelson et al. avaient utilisé un régime où était introduit le sucre afin de se rapprocher du 

régime riche en lipides et en sucre que l’on peut retrouver chez certaines jeunes femmes des 

pays développés. Le régime utilisé (16% de lipides, 33% de sucre) a été donné pendant la 

gestation chez la souris. Les souris issues de mères sous régime étaient moins actives, plus 

lourdes et hyperphages. Les auteurs ont constaté une obésité à prédominance abdominale et 

une hypertrophie des adipocytes accompagnées d’une hyperinsulinémie et d’une 

hyperglycémie33. De même, chez la souris, les descendants de mère obèse ont développé une 

hyperphagie et une obésité34, 35.  
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Ces données évoquent les résultats obtenus dans une étude menée chez l’homme (cohorte 

Hollandaise) dans laquelle Lussana et al. ont démontré que l’exposition prénatale à la famine 

était corrélée à une appétence particulière pour les aliments gras27. 

La gestation est certes une période fondamentale pour la nutrition fœtale, mais il existe 

désormais de nombreux arguments pour penser que les périodes pré et périconceptionnelles 

sont également des fenêtres de susceptibilité importantes.  

1.3.2.   Effets d’une modification de l’alimentation en période périconceptionelle 

McMillen et al. ont publié une revue de la littérature en 2008 dans laquelle les auteurs 

revenaient sur les résultats des expériences de sous-nutrition préconceptionelle des brebis36 : 

une sous-nutrition importante (70% de diminution des apports) 45 jours (durée de gestation 

chez la brebis : 146 à 148 jours) avant la conception induisait un retard de croissance intra- 

utérin, une mise bas prématurée37 et une hyperactivation de l’axe hypothalamo hypophysaire36.  

Kwong et al. ont démontré dans un modèle de rat qu’une sous-nutrition protéique très courte, 

au moment de la période pré-implantatoire (de J0 à J4,5 de développement par rapport à une 

gestation d’environ 25 jours), induisait une diminution du nombre de cellules du blastocyste et 

un retard de croissance se traduisant par un poids de naissance réduit38. 

Watkins et al. ont comparé les effets de deux protocoles de nutrition chez la souris. Dans le 

premier protocole, des souris ont été nourries avec un régime pauvre en protéines (9% de 

caséine) entre la mise à la reproduction et l’implantation, ou à partir de la mise à la 

reproduction jusqu’à la mise bas. Le groupe témoin recevait une alimentation normale pendant 

toute la durée de l’étude. Dans le groupe de descendants nés d’une mère avec restriction 

protéique pendant toute la gestation, le poids de naissance était identique aux descendants du 

groupe témoin39.  
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Par contre, parmi les descendants de mères ayant eu la restriction avant l’implantation, les 

femelles ont un poids significativement plus important que les témoins39. Les descendants des 

deux groupes de restriction ont des tensions artérielles plus élevées que les témoins39. Le 

même régime isocalorique avec restriction protéique uniquement donné pendant la phase de 

maturation ovocytaire (régime normal à partir de la mise à la reproduction) n’a pas eu de 

conséquence de ce régime sur le poids de naissance et la croissance post natale, mais il existait 

un surcroît d’anxiété, et une hypertension artérielle associée à une diminution de taille des 

reins et des néphrons dans le groupe sous restriction40. Les expériences de Watkins montrent 

bien qu’une perturbation de l’alimentation a des conséquences importantes sur la descendance, 

que le régime soit donné uniquement pendant la période de maturation ovocytaire ou pendant 

la période préimplantatoire.  

Le rôle clé de la période périconceptionnelle a également été démontré par Maloney et al. : ces 

auteurs ont nourri des rates avec un régime déficient en groupements méthyle et acide folique 

3 semaines avant la gestation et pendant les 5 premiers jours de gestation. Ce régime donné 

pendant la phase de maturation ovocytaire et la période préimplantatoire a eu un impact 

important sur le métabolisme glucidique des descendants, particulièrement chez les mâles qui 

ont développé une intolérance au glucose41.  
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La méthylation du promoteur d’un gène est le plus souvent associé à la repression du gène 

cible. Les cytosines de l’ADN peuvent être méthylées par des enzymes appelées ADN methyl 

transferases qui interviennent au niveau de sites CpG. Au même titre que la méthylation de 

l’ADN, les modifications post transcriptionelles des histones contribuent à la régulation spatio 

temporelle de l’expression génique. Ces modifications peuvent faire intervenir l’acétylation ou 

la méthylation qui peuvent toucher différents acides aminés. L’acétylation est souvent correlée 

à une ouverture de la chromatine et à l’activation de l’expression des gènes. Le degré de 

méthylation des histones joue un rôle primordial sur la structure chromatinienne, puisque la 

monométhylation est souvent associée à un état chromatinine permissif tandis que les formes 

di- ou tri-méthylées sont globalement reliées à un état répressif. 
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1.4.   Mécanismes  

1.4.1.   Epigénétique 

Les mécanismes mis en jeu dans l’origine fœtale des maladies de l’adulte supposent 

l’altération de l’expression de gènes clés impliqués dans la régulation de nombreuses fonctions 

physiologiques comme le métabolisme du glucose, l’adipogénèse, la réponse aux corticoïdes 

et la fonction surrénalienne. Des modifications épigénétiques sont mises en place durant 

l’ovogénèse et le développement embryonnaire précoce42-44. Il a été montré en 2011 que le 

niveau de méthylation de certains ilots CpG, mesuré sur des prélèvements néonataux sont 

corrélés avec l’adiposité à l’âge de 9 ans.  Une des origines des maladies métaboliques est 

donc une anomalie épigénétique précoce induite par l’environnement45. Les auteurs suggèrent 

même que le fait de dépister en néonatal ces anomalies de la méthylation pourraient permettre 

ce cibler très tôt une population à risque afin de mettre en place des mesures de prévention, 

voire des traitements45.  

La méthylation en position 5 de la cytosine des dinucléotides CpG est la modification épigénétique 

de l’ADN la plus répandue. Lorsqu’elle survient dans les régions promotrices des gènes, elle 

inhibe leur expression. Puisqu’elle se transmet de façon stable au travers des mitoses, la 

méthylation de l’ADN permet notamment de maintenir l’empreinte parentale des quelques 

dizaines de gènes qui ne doivent être exprimés qu’à partir d’un seul allèle (maternel ou paternel) 

tout au long de la vie. La prépondérance des ilots CpG dans les séquences répétées du génome 

(séquences rétrovirales endogènes, séquences LINE) permettrait de le protéger de rétro 

transpositions inopportunes. Une autre modification épigénétique fréquente est la modification 

de la structure tridimensionnelle de l’ADN (la méthylation de résidus lysines des histones 

entraîne la fermeture de la chromatine alors que l’acétylation l’ouvre permettant la 

transcription).   
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Les génomes ovocytaires et spermatiques sont tous deux fortement méthylés au moment de la 

fécondation. Chez la souris, dans les 4 heures après celle-ci, une diminution de la méthylation se 

produit spécifiquement dans le pronoyau paternel. A partir du stade 2 cellules et le mélange des 2 

lots d’ADN, la méthylation des blastomères diminue avec les clivages cellulaires successifs du fait 

du doublement de la quantité d’ADN. Elle serait due à l’exclusion nucléaire de la DNA méthyl 

transférase qui assure le maintien de la méthylation lors des phases S. Ainsi, le niveau de 

méthylation atteint un minimum au stade morula puis il remonte au stade blastocyste grâce à la 

méthylation préférentielle des cellules de la masse cellulaire interne. 

Le lien complexe entre les altérations épigénétiques apparues lors de moments cruciaux du 

développement (période pré conceptionelle, phase d’activation transcriptionnelle du génome 

embryonnaire développement embryonnaire …) sous l’influence de l’environnement et la 

santé à long terme sont mal connus46, 47. Selon des données récentes sur les effets de la 

nutrition ou de facteurs environnementaux, il peut être supposé que l’exposition en période 

préconceptionelle peut induire une altération de l’épigénome du conceptus, via des 

modifications de la méthylation de l’ADN ou des modifications des histones au sein même des 

gamètes48-50. Des altérations épigénétiques peuvent conduire à des changements irréversibles 

de destinée de cellules souches. Un changement précoce de détermination cellulaire peut 

modifier le fonctionnement d’un organe et induire in susceptibilité à certaines maladies à l’âge 

adulte51. Ce phénomène peut être accentué par la nutrition pré ou périconceptionelle.   

Certains gènes sont plus susceptibles que d’autres aux variations de l’environnement. Chez la 

souris, une supplémentation en folates et autres donneurs de méthyle durant la gestation 

permet de changer le profil d’expression d’allèles sensibles à la méthylation chez la 

descendance52-55.  
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Chez la brebis, l’administration d’un régime déficient en groupements méthyle (carencé en 

vitamines B et en en folates) durant la semaine qui précède et pendant six jours après la 

fécondation (date à laquelle les embryons étaient transférés dans des receveuses témoins) 

induit une hypertension artérielle ainsi qu’un excès de poids et d’adiposité chez les 

descendants une fois adultes56, 57. Dans l’espèce humaine, une sous nutrition, une 

supplémentation en acide folique, une obésité maternelle sont associés à des modifications 

épigénétique de la progéniture57, 58.  

Des modifications épigénétiques liées à l’environnement sont donc à l’origine d’altérations à 

long terme de l’expression de gènes. Cependant, les données sont peu nombreuses et il 

n’existe pas à notre connaissance d’évaluation des effets de l’hyperlipidémie sur les 

modifications épigénétiques embryonnaires ou fœtales48. De plus, la méthylation de l’ADN 

n’est certainement pas le seul mécanisme puisque ce ne sont pas les modifications de la 

méthylation qui sont responsables des effets transgénérationnels observés chez la souris 

Agouti (Agouti viable yellow) 53.  

 

1.4.2.   Différentiation cellulaire  

Les différences structurelles et fonctionnelles observées en fonction du régime maternel 

reflètent des régulations à court et à long terme de l’expression de gènes multiples. Certains 

des effets rapportés peuvent provenir d’influences endocrines ou nutritionnelles au moment de 

la gastrulation, comme les effets sur l’endocytose du sac vitellin rapportés par 

Watkins et al. 39. Ainsi, des modifications précoces de cellule précurseur des différents 

feuillets pourraient entraîner des effets permanents sur la fonction des organes qui en sont 

dérivés. 
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1.5.   Conclusion 

Même si les données épidémiologiques et expérimentales s’accumulent pour prouver le 

principe des origines fœtales des maladies de l’adulte (DOHad), les données publiées 

explorent essentiellement les conséquences des restrictions alimentaires. Cependant, on peut 

constater que les données concernant une alimentation enrichie en lipides et en cholestérol 

sont peu nombreuses alors que dans les pays développés il existe un réel problème de santé 

publique lié à une alimentation trop riche. En effet, la proportion d’adultes obèses ou 

hypercholestérolémiques augmente régulièrement. Ainsi la prévalence de l’obésité en France 

est passée de 8% en 1997 à 13% en 200659, et les femmes enceintes n’échappent pas à ce 

phénomène.  
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2.   Généralités sur les acides gras, les lipides et le cholestérol. 

Puisque ce travail de thèse évalue l’effet d’un régime enrichi en lipides et en cholestérol sur le 

développement, il me semble important de faire un rappel sur les fonctions et le métabolisme 

de ces éléments. 

2.1.   Les Acides Gras 

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

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

2.1.1.   Les acides gras saturés 

Des taux élevés d’acides gras saturés dans l’alimentation sont corrélés avec un plus haut risque 

d’athérosclérose et de maladie coronaire. Les acides gras saturés « trans » sont issus de 

l’hydrogénation des acides gras saturés par l’industrie agroalimentaire. Dans la configuration 

« trans » les groupements sont du même coté de part et d’autre d’une double liaison alors 

qu’ils sont du coté opposé dans une liaison « cis ». Il en résulte que la configuration 

géométrique est plutôt droite dans la forme « trans » alors qu’elle est courbée dans la 

configuration « cis ». La configuration « trans » des acides gras permet de solidifier les lipides, 

d’où leur utilisation dans l’industrie. Leur rôle délétère est lié au fait que les acides gras trans 

modifient fortement le ratio LDL/HDL. De manière générale, les acides gras saturés 

augmentent le taux de LDL (athérogène) sans diminuer le taux de HDL (protecteur)60. 
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Figure 2. Schéma du métabolisme de l’ALA et du LA. 
Ce métabolisme nécessite différentes enzymes dont des désaturases et des élongases 61.  
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2.1.2.   Les acides gras essentiels  

Les acides gras « essentiels » sont polyinsaturés. Ils sont dits essentiels car les précurseurs que 

sont l’acide α-linolénique (ALA) et l’acide linoléique (LA) ne peuvent être synthétisés par 

l’organisme. Leur apport par l’alimentation est donc indispensable. Les principaux dérivés de 

l’ALA sont l’acide eicosapentaénoïque (EPA) et l’acide docosahexaénoïque (DHA) et 

constituent le groupe des omégas 3 (double liaison sur le carbone 3). De même, le LA et ses 

dérivés à longues chaînes polyinsaturées que sont l’acide dihommogammalinolénique et 

l’acide arachidonique (AA) constituent le groupe des omégas 6 (double liaison sur le 

carbone 6). 

Les acides gras sont tous source d’énergie. Les acides gras essentiels conduisent, en plus 

d’être une source d’énergie, d’une part à la synthèse de dérivés à longue chaîne constitutifs de 

toutes les membranes cellulaires (rôle structural) et d’autre part, à la synthèse de médiateurs 

bioactifs sous la forme de molécules oxygénées (eicosanoïdes, docosanoïdes….). Les acides 

gras essentiels et leurs dérivés oxygénés régulent également de multiples voies métaboliques 

en modulant certains processus de signalisation intracellulaire, ainsi que l’expression de gènes 

cibles via l’activation spécifique de facteurs de transcription. L’EPA et ses métabolites ont des 

effets directs sur l’inflammation et la réponse immunitaire.  

Le métabolisme de l’ALA et du LA,est schématisé dans ses principales étapes dans la Figure 

ci-contre (Figure 2)61. Les deux familles d’acides gras essentiels ne sont pas interconvertibles, 

mais elles entrent en compétition pour la voie de désaturation – élongation, ce qui implique un 

effet de « balance métabolique » entre ces deux familles. En situation d’apports alimentaires 

équilibrés, la voie de biosynthèse des omégas 6 s’arrête à l’acide arachidonique. Elle se 

poursuit au-delà lorsque cet apport est déficitaire en omega 3, conduisant à la synthèse d’acide 

docosopentaénoique (22 :5ω6) en compensation de la diminution de synthèse du DHA.  
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Figure 3. Molécule de Cholestérol. 
 

 



 
 

45 

  

2.2.   Le Cholestérol 

La synthèse des membranes biologiques dans toutes les cellules nécessite du cholestérol 

( Figure 3 ). 

Celui-ci peut être fourni par les lipoprotéines circulantes ou synthétisé dans les cellules par 

une voie métabolique utilisant l’acétyl-CoA, comme la lipogénèse, dans le cytoplasme.  

La synthèse du cholestérol se fait dans le cytoplasme des cellules (en particulier dans l’intestin 

et le foie) à partir de l’hydroxy-méthyl-glutaryl-CoA (HMG-CoA) (Figure 4). L’HMG-CoA 

provient de la condensation de 3 Acétyl-CoA venant des peroxysomes. Les acides gras à 

chaînes courtes (C8) et la leucine sont aussi de bons substrats pour la synthèse du cholestérol. 

Dans la circulation sanguine, le cholestérol est transporté sous forme libre ou estérifié par les 

lipoprotéines. Le cholestérol circulant est indispensable pour de nombreuses cellules qui le 

captent et l’utilisent pour la synthèse de leurs membranes. Le cholestérol des lipoprotéines est 

aussi le substrat de la synthèse des hormones stéroïdes dans les glandes endocrines ou de la 

vitamine D dans la peau. 

Le transport du cholestérol est assuré par les lipoprotéines : les LDL qui le transportent dans le 

sang vers les cellules des tissus périphériques, mais aussi les HDL qui le recaptent au niveau 

de ces cellules pour le rapporter au foie. Son catabolisme est alors contrôlé par la 

7α hydroxylase, enzyme-clé de la transformation du cholestérol en acides biliaires et par le 

taux de réabsorption des sels biliaires par le cycle entérohépatique. 

L’excès de cholestérol dans le sang est à l’origine de dépôts de cholestérol dans la paroi des 

artères (athérome). Ces plaques d’athérome engendrent une diminution des qualités élastiques 

des parois artérielles (artériosclérose) qui aboutit à l’obturation d’une artère (infarctus), ou à sa 

rupture (hémorragie). La régulation du taux du cholestérol sanguin est donc un facteur 

important de la santé de chaque individu. 
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Figure 4. Métabolisme du Cholestérol.  
D’après A. Raisonnier « Lipides et lipoprotéines », 2006, Université Paris VI, avec accord de 
l’auteur.  
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2.3.   Les Lipides 

Les lipides constituent une classe de molécules biologiques hydrophobes (graisses ou huiles 

solubles dans les solvants organiques), constituées d’esters d’acides gras à chaînes moyennes 

(≥ 10 C), longues ou très longues (≥ 20 C).  

2.3.1.   Absorption des lipides 

Les lipides du chyme (masse alimentaire élaborée dans l’estomac par la digestion) sont 

hydrolysés dans le duodénum par les enzymes pancréatiques : lipase, phospholipase, 

cholestérol estérase. L’hydrolyse des lipides nécessite une émulsification en gouttelettes grâce 

aux sels biliaires. Les sels biliaires sont indispensables à l’action de la lipase pancréatique et 

de son cofacteur protéique, la colipase. 

Les produits de la digestion des lipides sont des monoglycérides, des acides gras, du 

cholestérol et des lysophospholipides. Ces nutriments sont associés aux sels biliaires sous 

forme de micelles qui permettent leur absorption par la bordure « en brosse » des entérocytes. 

Dans les entérocytes, les lipides sont synthétisés à nouveau à partir du glycérophosphate pour 

les phospholipides (voie de KENNEDY) et des monoglycérides pour les triglycérides (voie de 

CLARK et HUBSCHER). Le cholestérol est en partie estérifié dans les entérocytes et en partie 

réexcrété vers la lumière intestinale. Les chylomicrons sont synthétisés par les entérocytes et 

sont drainés par les chylifères (vaisseaux lymphatiques qui déversent la lymphe dans le sang 

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

 

Les lipoprotéines sont classées en cinq classes selon leur densité et leur composition : 

 Les chylomicrons  

 Les VLDL (Lipoprotéine de très 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 grâce à leurs liaisons à des protéines (les apolipoprotéines) et 

forment des complexes appelés lipoprotéines. Ainsi les lipoprotéines distribuent les lipides 

entre leurs sites de synthèse, de stockage, d'utilisation et d'excrétion, en les orientant plus 

particulièrement vers les cibles cellulaires spécifiques. 

La structure générale d'une lipoprotéine consiste en un noyau lipidique fait de triglycérides et 

d'esters de cholestérol, entouré par une couche de phospholipides, de cholestérol et 

d'apoprotéines (Figure 5). 

2.3.3.   Les chylomicrons (Figure 6) 

Les chylomicrons sont formés dans les cellules de l’intestin à partir des lipides alimentaires. 

Ce sont des gouttelettes lipididiques de grande taille et riches en triglycérides qui seront source 

d’acides gras. Les chylomicrons sont synthétisés dans les entérocytes. Ils comprennent une 

partie centrale riche en triglycérides avec très peu d’esters de cholestérol et une couche 

superficielle contenant des apolipoprotéines, des phospholipides et du cholestérol libre. 

Les chylomicrons sont drainés par les chylifères. Au cours de ce transport la couche 

superficielle des chylomicrons s’enrichit en apolipoprotéines d’origine hépatique. L’hydrolyse 

des triglycérides des chylomicrons crée une déplétion du volume central induisant des 

déformations. Des replis de la couche périphérique se forment par accolement de zones 

adjacentes et se détachent dans la circulation sous la forme de disques formés de 

phospholipides, cholestérol et apolipoprotéines de petite masse (apoC, apoA principalement, 

cf infra) constituant des HDL naissantes discoïdales ou pré-β-HDL. Les édifices résiduels 

enrichis en apoB48 et E sont reformés autour des esters de cholestérol et des molécules  
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Figure 6. Métabolisme des chylomicrons.  
Les chylomicrons sont synthétisés dans les entérocytes avant d’être enrichis en  apoliprotéines 
au cours de leur transport dans les chylifères. Puis suite à des hydrolyses ils se déforment et et 
sont transfromés en des HDL naissantes. D’après A. Raisonnier « Lipides et lipoprotéines », 
2006, Université paris VI, avec accord de l’auteur. 
 

 

Les chylomicrons transportent les lipides du tube digestif vers les hépatocytes et les 

adipocytes. 
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restantes de triglycérides. Ces « remnants » de chylomicrons de diamètre très réduit (400 à 600 

Å) sont encore appelés β-VLDL intestinales (de densité VLDL, mais de mobilité 

électrophorétique β) et sont dégradés par le foie qui les capte grâce à des récepteurs 

reconnaissant les apoE.  

2.3.4.   Transformation des VLDL en LDL (Figure 7) 

La synthèse des VLDL est réalisée de façon continue par les cellules hépatiques permettant la 

sécrétion permanente des triglycérides de synthèse endogène. Naturellement cette synthèse 

augmente considérablement après les repas, pour revenir à un état basal à jeun. 

La dégradation plasmatique des VLDL est identique à celle des chylomicrons, dépendante des 

lipoprotéines lipases. Celles-ci sont activées par les apoC-II présentes à la surface des VLDL 

et l’hydrolyse des triglycérides assure un apport régulier d’acides gras aux tissus adipeux et 

musculaire. Des édifices plus petits, enrichis en apoB100 et E, se structurent autour des esters 

de cholestérol et des molécules restantes de triglycérides. Les « remnants » de VLDL ainsi 

formés sont des édifices plus petits que les VLDL, appelés IDL ou β-VLDL hépatiques. 

Le métabolisme des IDL suit immédiatement celui des VLDL. Deux voies métaboliques 

peuvent transformer les IDL : la voie des récepteurs, la lipase hépatique. 

Une grande quantité des IDL formées est internalisée et dégradée dans le foie via les 

récepteurs B/E (récepteur LDL) assurant la reconnaissance des apoE sous leur isomorphe 

normal E3/E3. Ces récepteurs sont distincts des récepteurs précédemment décrits pour le 

catabolisme des « remnants » de chylomicrons, car ils reconnaissent les apoE et les apoB100. 

Une quantité plus faible de particules IDL est dégradée dans la circulation par la lipase 

hépatique (TLH ou triglycéride lipase hépatique) dont la structure est homologue de celle des 

LPL mais qui est exclusivement synthétisée par les cellules hépatiques. La lipase hépatique  
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Figure 7. Transformation plasmatique des VLDL en LDL.  
Les VLDL synthétisés dans le foie. Ils sont dégradés en IDL puis en LDL par la voie des 
récepteurs hépatiques ou par la lipase hépatique. Ils sont alors captés par les tissus 
pérphériques. D’après A. Raisonnier « Lipides et lipoprotéines », 2006, Université paris VI, 
avec accord de l’auteur.  
 

Le rôle des VLDL et IDL est de fournir aux tissus des triglycérides (acides gras) en dehors 

des périodes alimentaires.  
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permet la transformation des IDL en LDL qui doivent donc être considérées comme des 

produits terminaux du catabolisme des VLDL et des IDL. Les LDL fournissent le cholestérol 

aux tissus qui ne peuvent pas en synthétiser pour leurs besoins. 

La reconnaissance des LDL par leurs apoB100 se fait au niveau des récepteurs précédemment 

décrits pour les IDL (récepteur LDL), mais pour les LDL cette captation bien que 

principalement hépatique, a lieu aussi dans toutes les cellules de l’organisme. La traversée de 

l’endothélium vasculaire par les LDL initie le processus d’athérosclérose.  

2.3.5.   Les HDL 

Les HDL ont un rôle complexe : fournir des apoprotéines aux autres lipoprotéines, échanger 

des lipides avec les autre lipoprotéines, ramener le cholestérol tissulaire au foie.  

Les HDL naissantes ont une structure discoïdale composée d’une couche unique repliée sur 

elle-même, de molécules de phospholipides, de cholestérol et d’apolipoprotéines. L’origine 

des HDL est mixte, tissulaire et plasmatique :  

— le foie sécrète des HDL discoïdales essentiellement composées d’apoE ; 

— dans la circulation les replis formés à partir des éléments de surface des chylomicrons et 

des VLDL, lors de l’hydrolyse des triglycérides, représentent une source importante d’HDL 

discoïdales contenant principalement des apoA-I et apoC. 

Les HDL discoïdales riches en phospholipides peuvent s’enrichir en molécules de cholestérol 

qu’elles soustraient aux cellules périphériques. Une enzyme plasmatique, la Lécithine 

Cholestérol Acyl-Transférase (LCAT), estérifie ces molécules excédentaires de cholestérol qui 

cessent d’appartenir à l’enveloppe périphérique des HDL et migrent au centre des édifices, 

transformant les HDL discoïdales en HDL3 sphériques. Les HDL3 à leur tour sont capables de 

capter des molécules de cholestérol membranaire et après nouvelle action de la LCAT se 

transforment en édifices de plus en plus riches en esters de cholestérol. Les HDL2 ainsi 

obtenues ont une densité plus légère et un diamètre plus grand que les HDL3. 



 
 

54 

 

 

 

 

Les HDL fournissent des apoprotéines aux autres lipoprotéines et ramènent le cholestérol 

tissulaire au foie. 
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La captation du cholestérol membranaire par les HDL réalise ce que l’on appelle le transport  

« reverse » du cholestérol car les HDL2 ainsi formées sont en grande partie reconnues et 

dégradées dans les cellules hépatiques par l’intermédiaire de récepteurs qui reconnaissent les 

apoA-I présentes dans la structure des HDL. Le cholestérol ainsi retourné au foie est éliminé 

dans la bile ou dégradé en acides biliaires. 

Dans ce transport « reverse » de cholestérol, seules certaines HDL ne contenant pas d’apoAII 

mais constituées d’apoA-I, appelées lipoparticules LpA-I, sont capables d’induire ce 

mouvement du cholestérol hors des cellules.  

Une fraction d’HDL2 peut se retransformer en HDL3 sous l’effet cumulé de deux étapes 

métaboliques. La première de ces étapes est réalisée par un groupe de protéines appelées 

Cholesterol Ester Transfer Proteins (CETP) qui effectue un échange des molécules d’esters de 

cholestérol des HDL2 par des molécules de triglycérides venant de lipoprotéines riches en 

triglycérides, essentiellement des VLDL. Cette action a pour effet d’enrichir les HDL2 en 

triglycérides et les VLDL, en esters de cholestérol. 

Dans une deuxième étape la lipase hépatique hydrolyse ces molécules de triglycérides et 

retransforme les HDL2 en HDL3, édifices de densité plus lourde et de diamètre plus petit. 

Il faut noter que si ces transformations apparaissent cycliques, on manque encore de données 

sur l’importance de ce cycle, et on ne sait pas s’il se produit de façon permanente ou 

accessoire en fonction des autres événements métaboliques des lipoprotéines, notamment ceux 

induits par les repas. 
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2.3.6.   Les apoliprotéines 

Les apolipoprotéines sont des glycoprotéines de masse moléculaire très variable constitutives 

des lipoprotéines.  

Leurs tailles varient de 550000 daltons pour l’apoB100 à 6500 pour l’apoC-I.  

— Les apolipoprotéines A-I n’existent à jeun qu’au niveau des HDL où elles représentent 

65 % des apolipoprotéines ; 

— Les apoB100 se répartissent exclusivement dans les lipoprotéines de basse densité : elles 

représentent 100 % des apolipoprotéines des LDL et une fraction mineure (30 %) dans les 

VLDL ; 

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

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

et apoA-IV d’origine exclusivement intestinale. 

2.4.   L’athérosclérose 

L’athérosclérose est une maladie déterminée par la constitution de dépôts lipidiques (plaques 

d’athérome) sur la paroi des artères de gros calibre, qui en réduisent la lumière et leur font 

perdre leur élasticité. Ces dépôts peuvent aller jusqu’à obstruer des vaisseaux avec nécrose en 

aval, engendrant des infarctus tissulaires (cœur, cerveau…). Cette pathologie est ainsi à 

l’origine de la principale cause de mortalité dans les pays développés. La formation de ces 

plaques est complexe. 
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Figure 8. Mécanisme de formation des plaques d’athérome : Infiltration des artères par 
les LDL.  
Le stress oxydatif et les modifications enzymatiques entraînent une libération de fragments 
lipidiques toxiques qui vont entrainer l’apparition et l’activation de récepteurs des leucocytes 
sur les cellules endothéliales. Ces fragments lipidiques sont également captés par des 
macrophages qui se transforment en cellules spumeuses. (D’aprés 62) 
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2.4.1.   Activation endothéliale 

Les turbulences du flux sanguin naturellement présent au niveau des bifurcations artérielles 

exercent des forces qui activent l’endothélium. Les cellules endothéliales activées expriment 

alors des molécules d’adhésion cellulaire (CAMs) de la famille des sélectines (E- et P-

sélectines) lesquelles favorisent le chimiotactisme des monocytes et lymphocytes sanguins. La 

paroi  soumise aux turbulences perd également ses propriétés athéroprotectrices naturelles, 

principalement par  diminution de la synthèse du monoxyde d’azote (NO)62. 

2.4.2.   Infiltration lipidique 

L’activation de l’endothélium entraîne une augmentation de la perméabilité vasculaire. Ceci 

favoriserait l’infiltration de lipides dans l’espace sous-endothélial. Les lipides et les LDL, 

retenus sous l’effet d’interactions ioniques lipoprotéines / protéines matricielles, subissent 

alors des modifications oxydatives (oxLDL) et/ou enzymatiques62. L’oxydation des LDL est 

une étape déterminante du processus d’athérogénèse. 

2.4.3.   Composante inflammatoire 

L’oxydation des LDL débute par l’attaque des lipides, en particulier polyinsaturés par les 

radicaux libres intracellulaires. Cette première attaque entraîne une réaction en chaine qui va 

aboutir à la dégradation et la libération de fragments lipidiques cytotoxiques dans les tissus. Il 

y a également formation de peroxydes lipidiques dont l’accumulation est aussi cytotoxique 

(Figure 8). L’accumulation de LDL dans l’intima induit l’expression de facteurs d’adhésion 

leucocytaire et de chemokines qui entrainent le recrutement de monocytes et de 

lymphocytes T. Les monocytes qui dérivent des macrophages expriment à leur tour des  
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Figure 9. Mécanisme de formation des plaques d’athérome : Recrutement des 
monocytes et inflammation.  
Les récepteurs présents sur l’endothélium vont entrainer le recrutement de monocytes qui se 
différencient en macrophages qui vont libérer  des cytokines et d’autres molécules pro 
inflammatoires entrainant l’inflammation et la destruction des tissus. D’aprés 62. 
 

L’inflammation est une des clés de l’athérogénèse. 
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récepteurs (Scavenger Receptors (SR) et Toll Like Receptor (TLR)) qui vont reconnaître et 

capter des LDL oxydés. Les macrophages activés sécrètent des cytokines chémo-attractives 

pour les monocytes sanguins et se transforment en cellules spumeuses. Les lymphocytes T, 

eux aussi recrutés au sein de la plaque, sont stimulés par les macrophages. Ils sécrètent des 

cytokines de type 1 (IFNγ, IL1 et TNFβ) qui, de même que l’excès lipidique des cellules 

spumeuses, déclenchent l’apoptose des macrophages. Un centre nécrotique se constitue. Les 

médiateurs et les radicaux libres libérés par les macrophages apoptotiques contribuent à 

l’entretien et à l’amplification de l’inflammation62(Figure 9). Cette composante inflammatoire 

de l’athérosclérose est telle que Hansson et al considèrent que cette maladie est une maladie 

inflammatoire 63. Ainsi pour certains auteurs,  interférer avec l’inflammation peut être une 

cible thérapeutique64, 65. 

2.4.4.   Capsule fibreuse 

L’endothélium activé et les cellules inflammatoires commandent la dédifférenciation des 

cellules musculaires lisses vasculaires de la media en cellules sécrétrices. Elles migrent vers 

l’ intima où elles prolifèrent et sécrètent des protéines matricielles, constitutives d’une chape de 

cellules musculaires lisses  et de collagène qui « enkyste » et stabilise la lésion sous formes de 

plaques66. 

2.4.5.   Sclérose 

Les plaques peuvent présenter une calcification dystrophique à base d’hydroxyapatite et d’une 

matrice organique de collagène de type I et de NCPs (Non Collagen Bone–associated 

Proteins). La calcification rend la plaque rigide, peu déformable et susceptible de se rompre62, 

67. Au cours de nos expériences, le marquage des plaques d’athérosclérose a été réalisé en 

utilisant de l’huile rouge (voir Matériel et Méthode). Ce colorant marque spécifiquement les 

lipides.  
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Figure 10. Evolution en pourcentage des taux de Triglycérides (TG), phospholipides 
(PL) et acides gras non estérifiés (NEFA) pendant la gestation.  
Ce calcul est fait par rapport au taux de base de la femme non enceinte (100 sur les axes 
d’ordonnées)68. 
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3.   Métabolisme lipidique durant la grossesse et transferts trans-
placentaires des lipides 

La grossesse induit des modifications physiologiques importantes pour que le corps s’adapte à 

ce nouvel état et permette un développement normal et une croissance fœtale optimale. Le 

métabolisme lipidique ne fait pas exception : celui-ci évolue pour s’adaptation aux besoins 

maternels et fœtaux qui sont importants quantitativement et qualitativement.  

3.1.   Métabolisme Maternel et Fœtal 

Le fœtus dépend majoritairement de l'apport maternel pour ses besoins en lipides et le rôle de 

la lipogenèse fœtale est négligeable. Le fœtus est donc entièrement dépendant de l'apport 

maternel pour les acides gras à longue chaîne ω3 et ω6. Le métabolisme maternel doit donc 

s'adapter pour répondre aux besoins de l'unité foetoplacentaire. Pendant les deux premiers tiers 

de la grossesse, l'augmentation du poids maternel correspond essentiellement à l'accumulation 

de masse adipeuse de réserve. En cas de jeûne, l'activité lipolytique du tissu adipeux est 

augmentée et les acides gras et le glycérol sont alors métabolisés dans le foie en corps 

cétoniques et en glucose qui passent aisément la barrière placentaire. Au dernier tiers de la 

grossesse, l'activité lipolytique est augmentée en réponse aux besoins accrus du fœtus qui 

accumule plus de 90% des lipides présents à terme dans les 10 dernières semaines de 

grossesse68, 69. Les produits de la lipolyse contribuent à la formation de triglycérides qui sont 

transférés aux lipoprotéines sanguines. Ainsi les taux plasmatiques de triglycérides, acides 

gras non estérifiés et phospholipides circulants augmentent régulièrement tout au long de la 

grossesse (Figure 10). 

Le fœtus a également un besoin d’apport en d’acide docohexaenoique (DHA), en particulier 

pour son développement cérébral et rétinien.  
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Les besoins du fœtus en DHA ne peuvent être couverts par l’alimentation maternelle seule 

chez la plupart des femmes. Une synthèse de novo est possible mais c’est surtout une 

mobilisation des réserves maternelles qui permet un apport suffisant au fœtus. Le placenta 

joue un rôle crucial dans la mobilisation des réserves et letransport des acides gras vers le 

fœtus par une multitude de mécanismes, incluant un transport actif par le syncitiotrophoblaste, 

un transport intracellulaire et un relargage du coté fœtal. Ce processus de mobilisation et de 

transport actif permet de pallier un éventuel déficit nutritionnel maternel. Ainsi il serait plus 

efficace d’adapter l’alimentation maternelle de façon progressive avant la grossesse afin de 

faire les stocks nécessaires que d’augmenter de façon massive les apports en fin de 

grossesse70.  

3.2.   Métabolisme placentaire 

Au niveau de la membrane microvilleuse la lipoprotéine lipase induit le catabolisme des 

triglycérides et seuls les acides gras libres sont captés par le placenta. Les acides gras doivent 

ainsi traverser la membrane microvilleuse, le syncytium d'une épaisseur d'environ 4 µm puis la 

membrane basale afin d'atteindre la circulation fœtale. Les acides gras se déplacent au sein des 

membranes et peuvent changer de position par mécanisme de « flip-flop » transmembranaire71. 

De plus un transfert sélectif des acides gras à longue chaîne existe par l'intermédiaire de 

transporteurs spécifiques68, 69. En particulier, un certain nombre de FABP (Fatty Acid Binding 

Proteins) ont été identifiées au niveau du cytoplasme et de la membrane cellulaire qui 

facilitent le transfert des acides gras. Les transporteurs FATPpm, FAT/CD36 et FATP sont 

associés à la membrane plasmatique et le récepteur p-FATPpm est spécifique à la membrane 

microvilleuse du placenta 72. La protéine jouant un rôle majeur dans le transport de l’acide 

docosahexaenoique (DHA) est FATP4 dont l’expression est corrélée au passage 

transplacentaire actif et préférentiel de cet acide gras73.  
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De plus, l'enrichissement en DHA et AA constaté au niveau du fœtus69 74est aussi lié à un 

transfert préférentiel à travers la membrane microvilleuse75.  

Le peroxysome proliferator-activated recepetor gamma (PPARγ) est une protéine agissant 

conjointement avec les FATP et l’Adipophiline. PPARγ est très fortement exprimé dans le 

trophoblaste. Il est impliqué dans la différenciation trophoblastique et permet également 

d’augmenter la capture des acides gras essentiels : ses ligands sont les acides gras à chaîne 

intermédiaire et longue, ce qui comprend donc les acides gras essentiels omégas 3 et 676.  

Dans le syncytiotrophoblaste, les acides gras sont soit stockés sous forme de triglycérides, soit 

oxydés ou métabolisés par le placenta. Les acides gras libres passent la membrane basale pour 

diffusion passive et par transport spécifique pour être couplés à l'albumine dans la circulation 

fœtale. En raison de la présence de récepteurs sur les deux membranes, les échanges se font 

dans les deux directions (materno-foetale et foeto-maternelle)77, 78  bien que le bilan soit 

nettement positif pour le fœtus. La figure ci-contre schématise les échanges placentaires 

d’acides gras chez la femme (Figure 11). 
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Figure 11. Schématisation des échanges d’acides gras trans-placentaire.  
Les acides gras sont présents dans le sang et les tissus sous forme estérifiée (Triglycerides 
(TG), phospholipides (PL), esters de cholestérol (CE) ou sous forme non estérifiée (Acides 
Gras Non Estérifies (NEFA)).  
AA : acide arachidonique, DHA : acide docohexaenoique. Les proportions indiquées sont des 
pourcentages par rapport aux acides gras totaux, d’après la revue de littérature de Haggarty70. 
 

 

Figure 12. Evolution des taux de cholestérol, triglycérides et glucose au cours de la 
gestation.  
D’après Wells et al79. Ces auteurs retrouvent une augmentation des triglycérides en milieu de 
gestation ce qui n’est pas le cas dans l’étude de Mizoguchi. 
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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 tout au long de la gestation, passant d’un taux de 

base de 0,54+/-0,12 g/L à 0,10+/-0,02 g/L à J28 de gestation. Il en est de même pour le taux de 

triglycérides qui passe de 0,45+/-0,13 g/L à 0,24+/-0,06 g/L80. La glycémie subit les mêmes 

variations (7,07+/-0,59 mmol/L avant le coït à 6,20+/-0,73 mmol/L à J28)80 ( Figure 12 ). Les 

tendances sont les mêmes dans l’étude plus ancienne de Montoudis81.  

L’évolution de la plupart des paramètres biochimiques au cours de la gestation normale est 

comparable à ce qui peut se voir chez la femme enceinte. Ainsi pour ces auteurs, la lapine est 

un modèle de choix pour l’évaluation de pathologies gestationnelles et leurs comparaisons 

avec la femme80.  
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Lapine non 
gestante 
régime 
standard 

Lapine non 
gestante 
sous régime 
enrichi 

Lapine 
gestante 
régime 
standard 

Lapine 
gestante 
sous régime 
enrichi 

Placenta 
régime 
standard 

Placenta 
régime 
enrichi 

Lapereau 
régime 
standard 

Lapereau 
régime enrichi 

  Plasma Foie Plasma Foie Plasma Foie Plasma Foie     Plasma Foie Plasma Foie 

Triglycérides 
µg/g tissu   1,1   1,6   6,4   4 2,78 3,51   16,02   13,61 

Cholestérol 
µg/g tissu   2   2,7   0,8   1,8 4,48 0,79   2,67   3,29 

Acides Gras 
Libres mg/g 
tissu 

  2   2,5   2,3   8 4,35 10,42   5,2   9,42 

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, Cholestérol, et acides gras tissulaires, et des 
HDL et LDL plasmatiques chez les lapines.  
Le régime enrichi est à 0,2% de cholestérol. Tableau fait d’après l’article de82.  
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3.3.2.   Métabolisme lipidique pendant une gestation sous régime enrichi (0,2% de 

cholestérol). 

Dosages lipidiques maternels : 

Montoudis et al. ont montré qu’un régime enrichi avec 0,2% de cholestérol induit à J30 (fin de 

gestation) une augmentation des taux d’HDL et de cholestérol total chez les mères sans 

augmentation des LDL ou des acides gras libres81.  

Métabolisme lipidique hépatique :  

Marseille-Tremblay et al. ont montré que la gestation entrainait une augmentation de la 

concentration plamatique des triglycérides sans effet significatif sur les taux d’acides gras 

libres ou de cholestérol hépatiques. Le régime enrichi en cholestérol pendant la gestation 

entraine une plus grande augmentation du taux d’acides gras libres hépatiques. Cependant, le 

taux de triglycérides hépatiques des mères et des lapereaux décroissait sous régime enrichi 82. 

Les résultats sont résumés dans le Tableau 1.  

Montoudis et al.83 ont observé dans le foie des lapines gestantes à terme, sous régime standard, 

une réduction de 42% de l’activité de l’ACAT (Acyl Coa Cholesterol Acyl Transferase) et une 

augmentation de celle de l’HMG Co A reductase de (142.4%), sans modification de celle de la 

cholestérol-7alpha-hydroxylase. Le régime enrichi n’a pas eu d’influence sur l’activité de 

l’ACAT hépatique, mais a réduit de façon significative l’activité de l’HMG Co A Reductase et 

de la cholestérol 7 alpha hydroxylase comparées aux témoins. Le foie des mères compensait 

l’augmentation des apports en cholestérol en diminuant l’expression de l’HMG Co A 

reductase82. L’expression de la Fatty Acid Synthase (FAS) était diminuée au niveau du foie 

des mères, mais aussi des lapereaux82.  
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3.3.3.   Métabolisme lipidique du placenta de lapins sous régime enrichi (0,2% de 

cholestérol). 

Peu d’études ont été publiées pour évaluer le métabolisme lipidique placentaire de la lapine. 

Marseille-Tremblay et al. en 200782 ont utilisé le régime enrichi à 0,2% de cholestérol utilisé 

par l’équipe de Montoudis qui induit un retard de croissance d’environ 15% chez les 

lapereaux81. Ces auteurs ont  montré que la supplémentation en cholestérol entraîne une 

augmentation des taux d’acides gras libres et de triglycérides placentaires d’un facteur 2, alors 

que le cholestérol placentaire est diminué par 582 ( Tableau 1 ).  

Le régime enrichi augmentait également l’expression des SREBPs (Sterol Regulatory 

Element-Binding Proteins) placentaires, et les isoformes SREBP 1 et 2 ont une translocation 

nucléaire plus importante chez les animaux soumis à ce régime82.  

Le régime enrichi entraînait également une augmentation de l’activité de l’HMG Co A 

reductase placentaire d’environ 43%83. Or l’augmentation de l’activité de l’HMG co A 

Reductase en fin de grossesse en conditions normales n’a pas été retrouvée chez les humains et 

les babouins suggérant que le métabolisme placentaire du cholestérol chez le lapin est différent 

de celui des primates84, 85.  

L’activité de l’ACAT n’a pas été détectée au niveau du placenta et l’activité de la cholestérol 7 

alpha hydroxylase n’est pas différente des témoins83. 

Même si la fonction exacte et les gènes activés par les SREBP ne sont pas biens connus, il 

semblerait que l’action de ces facteurs de transcription soit très importante, et indépendante de 

celle de la fatty acid syntase (FAS) et de l’HMG co A Reductase82.  
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3.4.    Influence d’une supplémentation en omega 3 au cours de la grossesse 86 

Il existe une pression médiatique et agroalimentaire en faveur d’une augmentation des apports 

en omega 3 dans l’alimentation. Nous avons voulu savoir quelles étaient les données 

concernant cet apport durant la grossesse. Nous avons ainsi publié en 2009 un article de revue 

de la littérature sur la question86. Force est de constater que si les preuves d’un bénéfice 

semblent exister chez l’adulte et chez l’animal cela n’est pas le cas chez la femme enceinte. 

Les études animales suggèrent une tendance en faveur d’une action favorable sur le 

développement cérébral foetal. La quantité d’omega 3, le rapport omega 3 / omega 6 idéaux ne 

sont pas déterminés. Il semblerait que la consommation de poisson frais deux fois par semaine 

soit bénéfique. Si nombreuses études sont donc encore à mettre en place, tant chez l’animal 

que chez la femme afin de répondre à ces questions, nous n’avons pas abordé cette 

problématique au cours des travaux présentés ici. 
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B. Objectifs, Projet de thèse et Organisation du 
travail 
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Comme nous venons de le voir dans la première partie de ce mémoire, la thématique de 

l’origine fœtale des maladies de l’adulte est de toute première importance.  

L’objectif de ce travail de Thèse est d’évaluer les conséquences d’une alimentation 

hypercholestérolémique et hyperlipidique (HH) donnée avant et pendant la gestation sur le 

développement embryonnaire, fœtal, et la survenue de maladies à long terme. 

Ainsi, la première étape de cette thèse a été de choisir le modèle expérimental optimal. Après 

revue de la littérature notre choix s’est porté sur le modèle lapin et sur un régime enrichi en 

lipides et en cholestérol (HH).  

Au cours d’un premier protocole expérimental (Expérience 1), nous avons voulu d’abord 

déterminer l’impact physiologique de l’alimentation hypercholestérolémique hyperlipidique 

donné avant et pendant la gestation. Pour cela nous avons mis en place un régime enrichi à 

partir de l’âge de 10 semaines, et mis les lapines à la reproduction à 18 semaines. L’équipe de 

Montoudis avait montré qu’une régime enrichi en cholestérol pouvait être à l’origine d’un petit 

poids de naissance, mais il n’existait aucune donnée concernant la période prénataleet  ils 

n’avaient pas non plus décrit l’évolution post natale de la croissance81. Nous avons donc 

réalisé une surveillance échographique de la croissance des fœtus puis une surveillance post 

natale prolongée jusqu’à l’âge adulte du poids, de la tension arterielle et du bilan biologique. 

Ceci est particulièrement original car n’avait jamais été fait.  

Du fait des phénotypes observés il nous est apparu que la période pré et péri conceptionelle est 

déterminante puisque les anomalies surviennent très tôt au cours du développement. Nous 

avons voulu savoir s’il existait une modification de l’expression de gènes à J2, au moment de 

l’activation de la transcription embryonnaire chez le lapin. Pour cela, nous avons utilisé un 

réseau d’ADNc disponible dans notre laboratoire et dédié au développement embryonnaire 

chez le lapin pour rechercher des gènes différentiellement exprimés. 
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 Cette première partie a fait l’objet d’une publication jointe in extenso à ce manuscrit.  

Je vais présenter ensuite des données non encore publiées issues du même protocole 

expérimental : la mise en évidence de la surexpression de l’ARNm de l’adipophiline lors de la 

TME nous a amené à étudier l’expression de ce gène dans la suite du développement 

embryonnaire (J5,5, stade blastocyste). Nous avons ensuite voulu déterminer la localisation 

cellulaire de l’adipophiline au sein des embryons à deux moments différents du 

développement, à J2 et J5, par une approche immunohistologique.  

Nous avons également fait un protocole expérimental très proche du précédent mais en 

débutant l’alimentation HH au moment de la mise à la reproduction (Expérience 2). Ceci nous 

permet de connaître l’influence respective de l’alimentation HH au cours de deux périodes 

(avant et pendant la gestation) sur le développement.  

Je vais détailler dans un premier temps les matériels et méthodes communs aux expériences 1 

et 2. Je présenterai dans un second temps les expériences 1 et 2 en précisant alors leurs 

matériels et méthodes spécifiques. Enfin, je ferai une discussion globale de l’ensemble des 

résultats, suivie de mes conclusions et des perspectives. 
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C. Matériels et Méthodes communs aux 
expériences 1 et 2  
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Une grande partie de la façon dont nous avons procédé est décrite dans l’article que nous 

avons publié87. Cependant, ce format ne permet pas de rendre compte de certains détails. Le 

chapitre suivant permet ainsi d’apporter des renseignements précieux sur la façon dont ont été 

conduites les expérimentations.  

1.   Ethique 

Si l’Homme utilise les animaux à des fins expérimentales il doit s’efforcer de respecter 

certaines règles essentielles dont « l’absence de douleur et de peur ».  Il convient donc 

d’organiser la recherche animale avec le respect de la règle des « 3R » : «Réduction, 

Remplacement, Raffinement ».   

« Remplacement » consiste à remplacer tant que faire se peut l’animal par une méthode 

alternative. Ceci n’est pas possible pour notre problématique où nous étudions la gestation.  

« Réduction » consiste à essayer de diminuer le nombre d’animaux utilisés. 

« Raffinement » correspond à la diminution de la souffrance animale : diminuer la gravité des 

interventions chez l’animal, lutter contre la douleur, contre la peur, l’inconfort. Ce terme peut 

également se réferrer au raffinement du questionnement pour être sûr de répondre à la question 

posée.  

Toutes les expérimentations ont été faites en accord avec les « International guiding principles 

for biomedical research involving animals » publiées par la « Society for the study of 

reproduction » et également en accord avec le « European Convention on animal 

experimentation ».  Les chercheurs travaillant directement avec les animaux sont titulaires de 

l’autorisation délivrée par les services vétérinaires. Le protocole expérimental a été approuvé 

par le comité scientifique et éthique local (Protocole QuPro86). 
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Critères de choix généraux d’un modèle animal : 

 Taille (petit mais suffisamment grand pour permettre les études physiologiques et 

métaboliques) 

 Docilité, maniabilité, contention 

 Elevage et hébergement facile 

 Génétique connue 

 Homologies fiables avec les maladies humaines 

 Analogies avec l’homme aux niveaux anatomique, physiologique, métabolique et 

physiopathologique 

 Disponibilité des lignées 

 Dans le cas d’études pharmacologiques : corrélation pharmacocinétique entre l'homme 

et l'animal 

 Coût 
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2.   Choix du modèle 

2.1.   Le modèle animal idéal 

De façon générale, la recherche chez l’Homme est limitée par l’impossibilité 

d’expérimentation pour des raisons éthiques et pratiques évidentes. La culture cellulaire 

permet de répondre aux hypothèses mécanistiques mais ne permet pas de reproduire la 

complexité physiopathologique des maladies, limitant l’étendue des hypothèses testables. En 

conséquence, le modèle animal offre une alternative qui permet de reproduire un évènement 

physiopathologique, de contrôler certaines variables et d’obtenir des données statistiques dans 

un court laps de temps88. Pour les conséquences des anomalies du métabolisme lipidique et 

l’athérosclérose, l’étude comparée des modèles animaux de maladies humaines aide à 

comprendre les mécanismes impliqués dans la pathogénie de ces maladies et fournit des outils 

de développement de stratégies curatives89. Cependant, le modèle animal idéal n’existant 

pas88, le choix du modèle dépend de nombreux paramètres, dont le premier est la ressemblance 

physiologique entre l’animal et l’homme pour les phénomènes étudiés88, 90, 91.  

Dans le cadre de cette thèse, il fallait choisir un animal présentant un métabolisme lipidique et 

des caractéristiques de physiologie de gestation comparables à l’Homme. La présence de 

cholestérol dans le régime, visant à induire une athérosclérose, était aussi un critère important. 

Dans ce chapitre, nous présentons les différents modèles animaux expérimentaux disponibles, 

en présentant en particulier les caractéristiques de leur métabolisme lipidique et la possibilité 

ou non d’induire dans ces espèces des lésions d’athérosclérose. Nous finirons par le modèle 

choisi pour cette thèse, le lapin dont la physiologie est décrite en détail.  
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Inconvénients du modèle rat : 

 Métabolisme lipidique différent, résistance à l’athérosclérose 

 Petite taille ne permettant pas la surveillance échographique avec les appareils dont 

nous disposons 

 Mise en route du génome embryonnaire et Métabolisme embryonnaire différent de 

celui de l’homme (cf infra) 
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2.1.1.   Rat 

Les relations continues entre rats et hommes reflètent une réalité commensale sous-jacente, les 

rats ayant colonisé le monde suivant le même schéma que les hommes. Les rats sont proches 

de l’homme car sociaux, très adaptatifs, omnivores, de même qu’ayant un métabolisme et une 

physiologie comparables. Le rat de laboratoire est un pilier de la recherche physiologique et 

métabolique depuis la création de la première lignée à l’institut Wistar dans les années 192092. 

Cependant il existe des différences significatives entre le métabolisme des lipoprotéines du rat 

et celui de l’homme. L’élimination des chylomicrons et des VLDL circulants est 

particulièrement efficace chez le rat93. En effet, le rat normal est résistant à l’athérosclérose, ce 

qui a conduit à l’idée qu’il n’était pas un modèle adapté à la recherche cardio-vasculaire92. 

Pourtant, il est possible d’induire l’athérosclérose chez le rat, en utilisant des régimes 

extrêmement enrichis ou des lignées hyperlipiques sélectionnées dans les années 1990. Le rat 

devient alors un modèle biologique intéressant, même si les lésions d’athérosclérose obtenues 

sont réduites. Un des avantages de ce modèle, dans l’optique de notre étude, est que le 

placenta du rat est de type hémochorial, comme le placenta humain. 
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Inconvénients du modèle souris : 

 Défi technique (petite taille), donc suivi échographique anténatal difficile et peu 

d’échantillons biologiques disponibles (sang, tissus…) 

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

 Les HDL sont prédominantes dans le plasma, conférant une certaine résistance à 

l’athérosclérose 

 Mise en route du génome embryonnaire et Métabolisme embryonnaire très différents 

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

En tant que modèle expérimental, la souris est très avantageuse pour les raisons suivantes: 

c’est un mammifère de petite taille permettant un élevage facile, avec une gestation courte 

(19 jours), une puberté précoce (6-8 semaines), une longue durée de reproduction (jusqu’à 

2 ans). La fécondation est facile à repérer (bouchon vaginal). La placentation est 

hémochoriale, comme chez l’Homme. Les portées de grande taille permettent l’obtention de 

grands groupes facilitant les analyses statistiques. De plus l’animal est docile, facile à 

manipuler. Enfin, il existe une synténie (ensemble de gènes dont l'organisation sur le 

chromosome est restée relativement conservée entre espèces au cours de l'évolution) 

chromosomique avec le génome humain. Le génome est entièrement séquencé, permettant une 

information génétique extensive et nombreuses lignées différentes de souris sont disponibles. 

La souris est ainsi devenue l’espèce la plus utilisée pour les études d’athérosclérose car 

certaines lignées présentent une grande variété de lésions athéromateuses induites (depuis la 

simple infiltration de cellules spumeuses jusqu’à des lésions matures).  

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

présentent certains inconvénients94, 95.  
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Inconvénients du modèle porc : 

 La grande taille des porcs adultes et les difficultés de gestion qui en découlent sont des 

facteurs très limitant: hébergement, grande quantité d’agents pharmacologiques 

expérimentaux à administrer, difficultés de manipulation, coût. L’échographie est 

extrêmement difficile du fait de la paroi épaisse et de la taille de l’animal. L’intervalle inter 

générationnel est très long (puberté vers 5 mois, gestation de 3 mois et demi, 2 portées par 

an). 

 L’autre inconvénient majeur est la placentation qui est epitheliochoriale. 

           Manque de connaissances sur le développement fœtal. 
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2.1.3.   Porc 

Le modèle porcin présente de nombreuses analogies avec l’homme et les avantages généraux 

suivants88, 90, 96 : des organes comparables à ceux de l’homme en terme de taille, physiologie, 

histologie et développement. Certaines maladies métaboliques évoluent également de façon 

comparable. Le meilleur exemple est l’existence d’une athérosclérose spontanée. La taille de 

l’animal permet aussi l’imagerie des vaisseaux avec du matériel humain standard (évaluation 

coronaire directe) et des prélèvements itératifs d’échantillons biologiques. Il est également 

possible d’obtenir de grandes populations, mais à un coût très élevé. Il existe de plus une 

homologie de séquence et structure chromosomique avec l’homme, et le séquençage du 

génome est bien avancé (outils génétiques et protéomiques en progrès constant). En regard de 

la recherche sur l’athérosclérose, le porc présente les avantages spécifiques suivants88, 89, 96, 97: 

son métabolisme (profil lipoprotéique) est similaire à l’homme,  il est omnivore, son système 

cardiovasculaire est très proche (anatomie coronaire similaire, données hémodynamiques). De 

plus, le porc développe spontanément des lésions d’athérosclérose avec l’âge et la topographie 

et morphologie des lésions d’athérosclérose sont très proches de l’homme.  

La croissance rapide et la taille du porc domestique à maturité constituent des facteurs limitant 

son utilisation (90-118 kg à 6 mois et 363-454 kg à maturité). Le développement des porcs 

miniatures et des micro-porcs peut permettre de contourner certains de ces inconvénients. 

Ainsi, dans la lignée de mini-porcs Giuzhou, les adultes pèsent 14kg, et ils pèsent 40 à 80kg 

dans la lignée Yucatan92, contre près de 300kg pour un porc Large White adulte. Cependant le 

mode de placentation reste un élément limitant.  
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2.1.4.   Lapin 

Le lapin remplit les conditions habituellement requises pour une utilisation en recherche : sa 

taille permet un élevage en cages de petites tailles, la durée de gestation est courte (30-

31 jours) avec des portées pouvant aller jusqu’à une dizaine d’individus. Le suivi post-natal, 

en particulier la pesée et les prises de sang, ne pose pas de problème particulier en raison de la 

taille de l’animal. De plus, comme détaillé ci-dessous, ce modèle permet d’obtenir facilement 

un grand nombre d’ovocytes ou d’embryons. Le contrôle de l’ovulation étant facile, la 

programmation des expériences l’est d’autant. La culture des embryons de lapin est bien 

maitrisée. Enfin, le lapin est un modèle dont l’intérêt est démontré pour l'étude des effets à 

long terme du régime hypercholestérolémique et pour la prévention de l'athérosclérose98. 

 

Métabolisme lipidique 

Le métabolisme lipidique du lapin est très proche de celui de l'Homme. Le lapin est très 

sensible à l'introduction de lipides et de cholestérol dans son alimentation, ce qui permet 

d'induire rapidement une hyperlipidémie et une hypercholestérolémie avec une concentration 

élevée de LDL dans le sang. Il a d’ailleurs été beaucoup utilisé comme modèle pour 

l'athérosclérose et les cardiomyopathies. En effet, le lapin présente les caractéristiques 

suivantes : athérosclérose spontanée et induite, lipoprotéines porteuses de l’ApoB et 

chylomicrons, LDL et VLDL similaires à celles de l’homme dans leur composition 

chimique88, 95. Le foie des lapins, comme celui de l’homme, produit des VLDL porteuses de 

l’ApoB100. La Protéine de Transfert des Esters de Cholestérol (CETP) qui joue un rôle central 

dans l’athérosclérose, est abondante dans les plasmas de l’homme et du lapin. 

Concernant l’étude de la gestation, il a déjà été décrit qu’un régime enrichi en cholestérol  
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Photo 1. Tractus génital d’une lapine.  
L’utérus est bicorne bicervical permet facilement d’introduire des embryons dans les trompes 
par les pavillons sans risque d’interversion. 
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(0,2%) débuté 7 jours avant la mise à la reproduction et poursuivi jusqu’à la mise bas induit 

une diminution de 15% du poids des lapereaux81. Ce retard de croissance est associé à une 

diminution de la synthèse de cholestérol par le foie de la lapine gestante et par le foie fœtal. 

Cette diminution est compensée par une augmentation de la synthèse placentaire83. Le fait que 

le modèle lapin ait déjà été utilisé et publié par Montoudis et son équipe dans des conditions 

expérimentales proches de ce que nous voulions faire, avec des conséquences importantes sur 

le fœtus et le nouveau-né, est fondamental dans le choix de notre modèle. 

 

Anatomie des organes génitaux internes 

L’utérus est bicorne et bicervical donnant des possibilités de transfert embryonnaire in utero 

par voie chirurgicale99 ou non100, permettant le développement in vivo de plusieurs conceptus 

issus de 2 conditions expérimentales différentes (traité et contrôle par exemple), sans risque 

d’interversion (Photo 1).  

 

Folliculogénèse chez la lapine  

La croissance folliculaire chez la lapine est un processus continu qui présente des vagues de 

croissance suffisamment rapprochées pour garantir une présence quasi permanente de 

follicules pré-ovulatoires matures. En l'absence de stimuli (coït ou stimulation hormonale), les 

follicules pré-ovulatoires se maintiennent de 3 à 10 jours, entraînant l’atrésie de tout follicule 

en croissance atteignant un diamètre de 700 �m. L’atrésie des follicules matures permet le 

renouvellement folliculaire en l’espace de 35 à 50 heures101. Par conséquent, la lapine possède, 

en théorie, la capacité d’ovuler à tout moment de son cycle de reproduction102. En saillie 

naturelle, l'ovulation est normalement induite par l'accouplement qui entraîne le pic de LH. 

L’ovulation suit d’une douzaine d’heures ce pic de LH102. 

 

 



 
 

98 

 

Figure 13. Illustration des différentes étapes de la digestion chez le lapin.  
D’après 103.  
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Physiologie de la digestion, Caecotrophie  

La physiologie digestive du lapin a été détaillée dans une revue de la littérature effectuée par 

Rees Davies et al.103 et représente une limite du modèle. 

Dans les conditions naturelles, le lapin est un folivore : il ne mange que les feuilles des 

plantes. Cette alimentation est donc naturellement pauvre en calories et riche en fibres non 

digestibles. Le schéma ci-contre illustre les différentes étapes de la digestion du lapin (Figure 

13) 103. La physiologie digestive du lapin est marquée par la caecotrophie. Il existe dans le 

colon une séparation entre les déchets non digestibles et les déchets pouvant subir un nouveau 

processus de digestion, les caecotrophes. Lors du passage dans la partie distale du colon, ces 

particules sont recouvertes de mucus, et émises par l’anus où elles sont directement récupérées 

pour être ingérées. Elles ne sont pas mâchées et le mucus assure une certaine protection de 

l’acidité gastrique. Cependant, à l’intérieur du caecotrophe, la fermentation bactérienne 

continue avec formation d’acide lactique. La production de lactates par les caecotrophes va en 

quelque sorte tamponner le milieu gastrique et le rendre moins acide. Le bol gastrique 

contenant les caecotrophes passe alors dans l’intestin où l’action des enzymes secrétées par le 

pancréas et le foie va entrainer la digestion et l’absorption des électrolytes, acides aminés, 

acides gras volatils, vitamines, de protéines d’origine microbienne mais surtout d’enzymes 

d’origine microbienne comme de l’amylase qui vont améliorer le processus digestif.  Ce 

mécanisme de double digestion ne peut être réalisé que si l’aliment de base est riche en fibres. 

Ce phénomène est important à connaître car toute modification de l’aliment de base peut 

s’accompagner d’une perturbation de ce cycle et avoir des conséquences graves sur la santé du 

lapin103. Ainsi il n’est pas exclu que le fait de donner un régime enrichi à un lapin ait des 

conséquences plus importantes que supposé : une partie des aliments non digérés lors du 

premier passage digestif peut l’être lors du second passage. 
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Figure 14. Distance phylogénétique entre espèces.  
Analyse du gène NCOA1, d’après 104. Les lagomorphes (dont fait partie le lapin) (en rouge) 
sont plus proches des primates (en bleu) que ne le sont les rongeurs (en vert). 
 

Le lapin est un animal phylogénétiquement plus proche de l’Homme que les rongeurs 

 



 
 

101 

 

Phylogénie 

La distance phylogénétique qui sépare les primates des rongeurs est supérieure à celle séparant 

les primates du lapin104, 105. Ranwez et al. ont réalisé une analyse moléculaire des séquences 

nucléotidiques de plusieurs espèces grâce à la base de données EnsEMBL104. Plus de 3000 

exons d’une taille supérieure à 400 paires de bases ont été inclus dans l’analyse. Un exemple 

des arbres phylogénétiques obtenus pour l’exon 11 du gène NCOA1 (Human Nuclear 

Receptor CO-Activator 1) est montré ci-contre et illustre bien que la distance entre 

lagomorphes et primates est inférieure à la distance entre rongeurs et primates (Figure 14). De 

plus, le génome des muridés (rat, souris, hamsters) évolue plus vite que celui des mammifères 

de plus grande taille.  

Le génome lapin est donc plus proche du génome humain que celui de n’importe quel rongeur 

ou autre animal domestique. Si l’objectif est d’évaluer les conséquences d’une perturbation 

environnementale sur l’expression de gènes humains à partir d’un modèle animal, il est 

important d’utiliser le modèle dont le génome est le plus proche possible de l’humain. 
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2.1.5.   Activation du génome embryonnaire  

Chez les mammifères, l’embryon se forme à partir de deux lots de chromatine très différents : 

celle hyper compactée par les protamines du spematozoïde et celle sous frome de 

chromosomes arrêtés au stade métaphase II de l’ovocyte. Après la fécondation, l’ovocyte 

activé doit absolument remodeler ces deux génomes transcriptionellement inactifs provenant 

des gamètes mâle et femelle en un génome diploïde topipotent et fonctionnel. Le 

développement dépend donc strictement de l’héritage maternel en ARN et en protéines 

présents dans l’ovocyte et surtout accumulés au cours de la période de croissance folliculaire 

et peu pendant la période de maturation, avant l’ovulation. La durée de vie de ces transcrits est 

très variable. Leur remplacement après la fécondation implique une transition avec la mise en 

activité des gènes exprimés directement à partir du génome de l’embryon. L’ensemble des 

étapes qui constitue le passage d’un contrôle maternel à un contrôle embryonnaire du 

développement est initié à un moment variable de la période pré-implantatoire, selon les 

espèces. On se réfère à ce phénomène en utilisant le terme « Maternal to Embryonic 

Transition» ou « Transition Materno Embryonnaire » (TME) 106. Le stade embryonnaire 

analysé en biologie moléculaire au cours de cette thèse est le stade de la mise en route du 

génome ou Transition Materno Embryonnaire. 

L’activation transcriptionnelle du génome embryonnaire se fait en deux phases : une phase 

dite mineure correspondant  à une activité transcriptionnelle réduite et une phase dite majeure 

durant laquelle il y a une augmentation rapide de la synthèse de transcrits. Si la phase mineure 

débute au même stade de développement chez tous les mammifères (stade 1 cellule), le début 

de la phase majeure diffère selon les espèces (2 cellules chez la souris106, 4-8 cellules chez 

l’Homme107, 8-16 cellules chez le lapin108). 
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La transition materno-embryonnaire consiste en un processus progressif et séquentiel 

permettant le transfert du contrôle du developpement maternel au contrôle zygotique, et 

comprend : 

            la dégradation de transcrits et protéines spécifiques de l’ovocyte dont le maintien 

serait délétère à la suite du développement 109.  

            le remplacement des transcrits maternels par des transcrits embryonnaires 110.  
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A partir de là, certains des ARN et protéines nouvellement synthétisés sont indispensables à la 

poursuite immédiate du développement de l’embryon. Cette TME est dépendante de la 

disponibilité et de l’activité des composants de la machinerie transcriptionnelle de base mais 

aussi de l’évolution de la structure des noyaux après la fécondation. En effet, au cours des 

cycles cellulaires, les génomes maternel et paternel subissent une réorganisation intense de la 

structure chromatinienne, réorganisation qui constitue un élément clé dans la régulation de la 

transcription embryonnaire. Cette régulation implique des mécanismes de déméthylation et 

d’acétylation de l’ADN111.  

Dans toutes les espèces, l’activation du génome et les modifications épigénétiques ont lieu 

avant les premières étapes de différenciation cellulaire au stade blastocyste. La souris est le 

modèle animal le plus utilisé pour étudier la mise en route du génome. Cependant, dans ce 

modèle, la transcription débute de façon brutale, en association avec des altérations 

épigénétiques elles aussi brutales. Chez de nombreuses espèces de mammifères, la phase 

majeure d’activation du génome apparaît retardée par rapport à celle observée chez la souris, y 

compris chez le lapin112. Pour évaluer le mécanisme de ces modifications épigénétiques, 

Bellier et al. ont analysé la translocation nucléaire et la phosphorylation de la partie carboxy-

terminale de la ARN-polymérase II chez la souris et le lapin. Ces évènements se produisent au 

stade 2 cellules chez la souris et 8-16 cellules chez le lapin et semblent des déterminants 

majeurs de la transition materno-embryonnaire113. Chez le lapin, une activité transcriptionelle 

est détectée dès le stade 1 cellule, mais le niveau d’expression génique reste faible jusqu’aux 

stades 8-16 cellules. Ce n’est qu’à partir de ce stade que la transcription embryonnaire devient 

indispensable au développement 114.  
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Figure 15. Schéma des différents types de placentation.   
La placentation épithéliochoriale (ruminants) se caractérise par la simple apposition de 
l’épithélium trophoblastique du chorion fœtal à l’épithélium utérin. L’invagination des 
capillaires dans les epithéliums trophoblastiques et maternel réduit la distance entre les 
circulations fœtales et maternelles. Lors de la placentation endothéliochoriales (carnivores), 
l’invasion du trophoblaste entraîne une destruction de l’épithélium utérin. Le trophoblaste se 
différencie souvent en cytotrophoblaste et en syncitiotrophoblaste. Enfin, la destruction par le 
trophoblaste de l’épithélium utérin et des vaisseaux maternels entraine la formation du 
placenta hémochorial (rongeurs, primates), où le trophoblaste est directement baigné par le 
sang maternel. Suivant les espèces, le trophoblaste de présente sous la forme d’une structure à 
trois couches différenciées en cyto et/ou syncitiotrophoblaste. D’après 115. 
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2.1.6.   Métabolisme embryonnaire 

Les connaissances du métabolisme embryonnaire sont parcellaires. Les besoins métaboliques 

de l’embryon de lapin sont différents de ceux des embryons de rongeurs et semblent plus 

proches de ceux de l’embryon humain, ce qui justifie que l’embryon de lapin soit 

préférentiellement utilisé pour nos travaux. 

Aux stades précoces, la voie d’utilisation du glucose dans le cycle de Krebs chez les rongeurs 

est bloquée au niveau de la glucose-6 phosphate isomérase, ce qui fait que le milieu de culture 

doit contenir du pyruvate qui est directement utilisable. Par la suite, à partir du stade 8 cellules, 

le glucose devient la principale source d’énergie de l’embryon de souris116. Ce n’est pas le cas 

chez l’humain117 ni chez le lapin118 chez qui le glucose peut être directement utilisé dés le 

début du développement, même si le pyruvate reste nécessaire119, 120.  En ce qui concerne les 

acides aminés, les besoins de l’embryon humain, comme celui de lapin, sont plus importants 

que pour l’embryon de souris117, 121 122. Enfin, le métabolisme lipidique de l’embryon pré-

implantatoire n’a, à notre connaissance, pas été étudié. 

2.1.7.   Placentation 

La placentation du lapin est similaire, mais non identique à celle de l’Homme. Les deux types 

de placentas sont discoïdes et hémochoriaux. « Hémochorial » signifie qu’il y a une invasion 

de l’endomètre par le chorion et que les villosités choriales baignent dans le lac sanguin 

maternel. Les différents types de placentation sont présentés en Figure 15. L’invasion de 

l’endomètre par le chorion chez le lapin se fait par un mécanisme de fusion, celui de l’homme 

par un mécanisme d’intrusion. Les principales différences sont donc que le placenta du lapin 

est hémodichorial et labyrinthique alors que celui de l’Homme est  
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Définitions : 

         Invasion par substitution (ou déplacement) (rat, souris) : une fois au contact de la 

membrane basale, le trophoblaste émet des prolongements cytoplasmiques qui facilitent le 

décollement des cellules épithéliales qui rentrent en apoptose avant d’être phagocytées. Le 

placenta est hémotrichorial. 

        Invasion par fusion (lapin) : le syncitiotrophoblaste fusionne avec les cellules utérines 

formant un syncitium transitoire qui pénètre la membrane basale. Ce processus s’apparente à 

la migration des cellules trophoblastiques binucléées qui aboutit à la formation d’un 

syncytium intercalé parmi les cellules épithéliales utérines caractérisant le placenta 

synépitéliochorial des ruminants. 

       Invasion par intrusion (carnivores, rhésus, homme) : le syncitiotrophoblaste s’insère entre 

les cellules épithéliales utérines avant de les phagocyter. Au cours du processus le 

trophoblaste établit des jonctions cellulaires (desmosomes) avec les membranes plasmiques 

des cellules utérines. 

       Absence d’invasion : l’endomètre et le chorion sont séparés par une couche épithéliale. 

Le placenta est épithéliochorial (porc). 
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hémomonochorial et villeux123. Le placenta du porc est lui épitheliochorial, celui des rongeurs 

hémotrichorial, avec une invasion réalisée par substitution ou déplacement. Parmi les modèles 

expérimentaux, le lapin a donc le placenta anatomiquement le plus proche de l’homme, 

exclusion faite des primates et du cochon d’inde. De plus, le développement du placenta au 

cours de la gestation subit des modifications hémodynamiques comparables à celles du 

placenta humain124. Les courbes de croissance fœtales et placentaires du lapin NZW sont 

comparables aux courbes humaines pour lesquelles la croissance placentaire est plus rapide 

pendant la première moitié de la grossesse que pendant la seconde où c’est le fœtus qui a une 

croissance plus rapide125. Les modifications structurales placentaires au cours de la seconde 

partie de la gestation sont également similaires à celles décrites chez l’Homme : la capacité 

d’échanges augmente avec le terme sans augmentation importante de la taille du placenta 125. 

De plus, McArdle et al. ont démontré une relation entre la structure du placenta et l’expression 

de gènes tels que ceux contrôlant le système rénine – angiotensionse –aldostérone, faisant du 

modèle un lapin un candidat idéal pour l’étude des pathologies placentaires et de la pré-

éclampsie en particulier 125.  

 

2.1.8.   Morphogénèse embryonnaire 

Une revue de la littérature publiée en 2003 par des chirurgiens pédiatres montre que la 

morphogenèse post implantatoire de l’embryon de lapin est proche de celle de l’homme selon 

les critères de Carnegie126. Ainsi, le lapin est un modèle de choix pour l’analyse et la 

compréhension de la survenue des malformations fœtales.  
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2.1.9.   Suivi échographique anténatal  

Un des objectifs de ce travail de thèse est non seulement d’évaluer les conséquences à long 

terme des perturbations environnementales, mais aussi d’évaluer les perturbations précoces. 

La méthode non invasive qui permet un suivi longitudinal de la croissance fœtale est 

l’échographie. La sonde d’échographie se comporte comme un émetteur et un récepteur 

d’ultrasons. Il « émet » durant un laps de temps et « écoute » ensuite les sons réfléchis. Un 

appareillage électronique complexe transforme l’information recueillie (différence entre les 

ultrasons émis et reçus) en une image interprétable par l’opérateur. Ainsi ce qui ne renvoie pas 

d’ultrason  apparaît en noir et correspond aux liquides, et ce qui renvoie le plus d’ultrason 

(tissus solides, os) apparaît en blanc. Entre les deux s’échelonnent tous les niveaux de gris en 

fonction de la capacité des tissus à renvoyer les ultrasons vers la sonde. 

La taille du lapin, sa manipulation aisée et la taille des fœtus permettent un suivi 

échographique comme cela a été démontré précédemment dans notre équipe127. La réalisation 

pratique de ces échographies est détaillée dans la section Matériels et Méthode (Chapitre D). 

De plus, une équipe italienne a montré que l’analyse des flux Doppler utérins, ombilicaux, 

aortiques et de la veine cave était réalisable chez le lapin128. L’analyse hémodynamique par la 

mesure des Doppler chez la femme enceinte et son fœtus est un élément de prise en charge 

courant des grossesses compliquées de retard de croissance intra-utérins et de prééclampsie.  

Au moment du début des travaux présentés dans cette thèse, l’échographie des rongeurs n’était 

pas développée. Depuis, ont été développés des appareils avec des sondes spécifiques aux 

petits animaux, à haute fréquence et de faible poids. Avant ces progrès techniques, 

l’échographie animale se réalisait avec des appareils destinés à l’imagerie humaine ou 

vétérinaire. De plus, la réalisation de l’échographie chez les rongeurs est beaucoup plus 

difficile de par la petite taille de l’animal et du fœtus. La précision des mesures nécessite  
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d’avoir des sondes avec une résolution spatiale très fine, et des fréquences d’émission des 

ultrasons très élevées. En effet, plus la cible mesurée est grande, plus la qualité de l’image et la 

précision des mesures est bonne et plus la fréquence est haute, mieux on peut observer une 

cible proche de la sonde. La possibilité de réaliser des échographies chez le lapin renforce 

l’intérêt de ce modèle dans l’exploration des pathologies gestationnelles.  

2.1.10.   Outils disponibles et expertise du laboratoire 

Le modèle lapin est bien connu de notre laboratoire, tant pour ce qui est des contraintes 

d’élevage que pour l’utilisation en recherche sur la reproduction. La culture d’embryons, le 

transfert d’embryons sont des techniques maitrisées et utilisées de façon courante.  

Un réseau d’ADNc dédié à l’embryon pré-implantatoire a été établi dans l’unité. Cet outil 

permet d’analyser les modifications d’expression de gènes à différents stades du 

développement pré-implantatoire. Cet outil a déjà été utilisé pour l’analyse de la dynamique 

d’expression des gènes dans l’embryon développé in vivo et de ses modifications par la 

culture in vitro (Thèse Roger Léandri, Université Paris XI, 2009) 129. Ce réseau permet 

d’analyser 2022 contigs. Un réseau plus étendu est en cours de mise au point. La puce 

commercialisée par Agilent qui permet désormais de couvrir environ 67% du génome (13798 

gènes) (http://www.sigenae.org/index.php?id=166) n’était pas développée au début de cette 

thèse. 

Paramètres biochimiques des lapines en dehors de la gestation 

L’article de référence concernant les paramètres biochimiques des lapins de la souche NZW 

est celui de Mizoguchi et al80. Les données disponibles avant cette étude étaient anciennes et 

peu nombreuses79, 130.  Mizoguchi et al. ont étudié de nombreux paramètres. Parmi ceux qui 

nous intéressent le plus dans le cadre de cette thèse, notons que le taux de cholestérol de base 

est de 0,54+/-0,12 g/L. Le taux de triglycérides est de 0,45+/-0,13ng/L. La glycémie de base 

est de 7,07+/-0,59mmol/L80. 



 
 

114 



 
 

115 

2.1.11.    Le lapin Watanabe 

En 1975, Kondo et Watanabe  ont découvert un lapin mâle mutant avec un taux de cholestérol 

remarquablement élevé 131. Ils ont isolé la mutation et développé la lignée «Watanabe 

Heritable HyperLipidemic » (WHHL) dont les sujets présentent une hyperlipidémie  

congénitale132. Ces lapins présentent une anomalie du récepteur aux LDL responsable 

d’altérations pathologiques du métabolisme du cholestérol, et par voie de conséquence, 

d’athérosclérose92, 133. Ils constituent un modèle animal pour la maladie congénitale humaine 

de l’hypercholestérolémie familiale, qui est reconnue depuis longtemps comme un important 

facteur de risque d’athérosclérose88. 

Ces lapins développent une hypercholestérolémie et une hypertriglycéridémie, avec des taux 

environs 8 à 14 fois supérieurs aux contrôles, quel que soit l’âge132. A l’autopsie, à l’âge de 5 

mois, les lapins WHHL présentent des lésions spontanées d’athérosclérose aortique dans 

100% des cas et des lésions interdigitées de xanthome chez 60% des individus après 16 

mois132. Ces lésions consistent en un épaississement intimal, des cellules spumeuses et une 

composante fibreuse, comparables aux lésions observées chez l’homme88 ainsi que chez le 

lapin NZW sous régime hypercholestérolémiant. L’utilisation des WHHL a notamment permis 

la caractérisation du rôle des LDL dans l’athérosclérose134 et le développement de molécules 

hypocholestérolémiantes (inhibiteurs de la 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA (HMG-CoA) 

réductase et statines). 

Mortensen et al. ont comparé le profil lipidique et la prolificité de lapines Watanabe 

homozygotes, hétérozygotes et New Zealand White (NZW) pendant la gestation après mise à 

la reproduction avec des mâles Watanabe homozygotes135. Les lapines WHHL hétérozygotes 

avaient les mêmes taux de lipides plasmatiques que les lapines NZW et ont développé de 

minimes lésions d’athérosclérose à partir de l’âge de 2 ans. Malheureusement ces auteurs  
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 Rat  Souris Porc Lapin 

 Avantages Inconvénients Avantages Inconvénients Avantages Inconvénients Avantages Inconvénients 

Phylogénie Proche   Proche     Eloigné Très proche   

Manipulation Aisée   Aisée     Difficile Aisée   

Elevage Facile   Facile   Difficile, 
couteux 

  Facile   

Alimentation Omnivore   Omnivore   Omnivore     Herbivore 

Métabolisme lipidique   Eloigné de 
l'homme, 

résistance à 
l'athérosclérose 

  Eloigné de 
l'homme, 

résistance à 
l'athérosclérose 

Proche   Proche   

Métabolisme 
embryonnaire 

  Eloigné   Eloigné     Proche   

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 
embryonnaire 

  Brutale   Brutale, 
Phase majeure : 

2 cellules 

  Phase Majeure : 
4 cellules  

Comparable, 
progressive 

Phase 
majeure :8-16 

cellules   
Suivi échographique 

anténatal 
 oui Echographe 

spécifique 
 oui Echographe 

spécifique 
Oui Très difficile, 

voire dangereux  
oui   

Prolificité oui   oui   oui   oui   

 
Tableau 2. Récapitulatif des principaux avantages et inconvénients des modèles animaux 
utilisables. 
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n’ont pas décrit les poids des lapereaux ni leur devenir à long terme. La prolificité des lapines 

WHHL homozygotes était de 14% inférieure à celle des lapines NZW. Shiomi et al. avaient 

déjà observé que la taille de la portée et le nombre de lapereaux atteignant la période de 

sevrage chez les lapines WHHL homozygotes était significativement diminués chez les lapines 

NZW et les lapines WHHL hétérozygotes136.  

A notre connaissance, ce modèle de lapin n’a jamais été utilisé pour l’étude de la 

programmation fœtale. Il serait donc intéressant pour notre laboratoire d’étudier ce modèle. 

Nous n’avons pas fait nos expériences sur ce modèle car il n’était pas disponible dans notre 

lapinerie. 

 

2.1.12.   Conclusion 

Du fait de la placentation hémochoriale, du métabolisme lipidique et embryonnaire proche de 

l’humain, du réseau d’ADNc dédié disponible, de la taille de l’animal qui permet de réaliser 

une surveillance échographique de la gestation, de la similitude de la morphogénèse 

embryonnaire post-implantatoire avec l’homme126 et des données existantes à partir d’un 

modèle similaire81, 98 ( Tableau 2 ), le lapin nous parait être le meilleur modèle pour évaluer 

l’influence de l’alimentation hyperlipidique hypercholestérolémique sur l’expression génique 

embryonnaire, le développement fœtal et le développement de maladies à long terme.  
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3.   Régime 

Pour les raisons expérimentales qui viennent d’être décrites, notre choix s’est porté sur le 

lapin. Le régime normal du lapin contient peu de lipides. A notre connaissance, la première 

étude de l’effet d’un régime hypercholestérolémique pendant la gestation a été publiée en 1997 

par l’équipe de Herrera137. L’expérience a été faite chez le rat en utilisant un régime enrichi de 

2% de cholestérol et 1% d’acide cholique. Ce régime a induit des modifications biochimiques 

maternelles sans retentissement fœtal. Par la suite, Montoudis et al.81, 83 , 138  et Napoli et al.98 

ont utilisé le modèle lapin déjà utilisé comme modèle adulte d’athérosclérose (New Zealand 

White) pour évaluer l’effet d’un régime hypercholestérolémique sur le développement fœtal. 

Ils ont ainsi créé le premier modèle d’athérogénèse fœtale, induite par l’alimentation 

maternelle98. Dans cette dernière étude, les quantités de lipides (8%) et de cholestérol (0,1 à 

0,2%) dans l’alimentation ont été ajustées afin d’obtenir les concentrations plasmatiques 

désirées par les auteurs, correspondant à des concentrations plasmatiques de cholestérol de 

femmes enceintes d’une de leurs études précédentes139 c'est-à-dire 150 à 350mg/dL alors que 

les taux de base (avant régime) était de 58mg/dL. Dans cette étude faite sur des lapins New 

Zealand White nourris avec un régime débuté 2 semaines avant la mise à la reproduction et 

poursuivi 2 semaines après la mise bas, Napoli et al. ont non seulement démontré qu’un 

régime enrichi en lipides et cholestérol entrainait des lésions d’athérosclérose fœtale, mais ils 

ont montré que l’administration simultanée d’antioxydants (cholestyramine, vitamine E) 

permettait de les réduire98. Mountoudis et al. ont réalisé une étude chez des lapins New 

Zealand White en utilisant un régime enrichi avec 0,2% de cholestérol, débuté une semaine  
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avant la mise à la reproduction. Ce régime induit bien une hypercholetérolémie chez les 

lapines gestantes et induit une diminution du poids de naissance des lapereaux d’environ 

15%81. Dans cette étude il n’y a pas eu de suivi post-natal des lapereaux.  

L’objectif pour nous était d’utiliser un régime Hyperlipidique et Hypercholestérolémique 

(HH) qui devait induire une hyperlipidémie et une hypercholestérolémie sans induire 

d’avortement. Etant donné qu’il était très difficile d’adapter le régime au quotidien en fonction 

de résultats de dosages sériques chez les lapins, nous avons choisi d’utiliser un aliment enrichi 

à 0,2% de cholestérol et 8% de lipides (régime HH) par rapport au régime témoin (C), proche 

de celui décrit par Napoli et al.98, mais contenant plus de fibres qui sont indispensables au 

lapin (14% contre 4% chez Napoli et al.). Il faut également noter que Napoli et al. ne 

détaillaient pas le reste de la composition alimentaire, dite « standard ». Des résultats 

préliminaires dans notre laboratoire avec utilisation de cet aliment HH ont confirmé qu’il était 

compatible avec une viabilité néonatale conformément aux résultats de Montoudis et al.81 et 

contrairement à ce qui avait été montré dans des publications anciennes140. 

 

L’aliment correspondant à nos besoins, riche en lipides, cholestérol et en fibres n’existait pas 

dans le commerce. Tous les aliments ont donc été préparés dans l’unité expérimentale de 

Castanet-Tolosan. Les proportions de lipides (8%) et de cholestérol (0,2%) utilisées dans notre 

étude correspondent à ce qui est utilisé dans la littérature et sont très élevées pour le lapin qui 

est normalement folivore alors que la quantité de lipides dans l’alimentation humaine peut 

dépasser 30%. De plus, au-delà de 8% de lipides, il n’était pas possible de produire un aliment 

au sein de l’INRA de Toulouse pour des raisons technologiques. Il aurait été possible d’aller 

jusqu’à 16% de lipides en ajoutant des lipides et du cholestérol à des croquettes achetées dans 

le commerce. Dans ce cas, nous n’aurions pas maitrisé la composition globale des croquettes, 

en particulier pour la composition en protéines. Nous avons donc décliné cette solution.  
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En effet, avec un tel taux de lipides, les croquettes ne gardent pas leur forme. L’aliment 

fabriqué contient également une forte proportion de fibres (14%) afin de couvrir les besoins de 

l’animal, qui est identique dans l’aliment enrichi et l’aliment contrôle. 

L’huile de soja (Sigma) et le cholestérol (Sigma) ont été utilisés comme source de lipide et de 

cholestérol pour enrichir l’aliment de base. L’huile de soja était le supplément utilisé par 

Palinski et al.141. Le reste de la composition de l’aliment était strictement identique entre 

l’aliment HH et l’aliment Contrôle C. L’aliment HH pourvoit ainsi une quantité d’énergie de 

16% supérieure à l’aliment C. L’aliment est également riche en fibres, indispensables au lapin 

(voir chapitre 2.1.4 sur la physiologie digestive du lapin). Les deux aliments étaient 

disponibles sous forme de granulés et distribués ad libitum. Les aliments étaient régulièrement 

pesés afin de pouvoir determiner les quantités ingérées, et ainsi calculer les quantités d’energie 

et de lipides ingérés. 

4.   Prélèvements sanguins 

4.1.   Technique de prélèvement 

Les prélèvements sanguins ont été réalisés après une nuit de jeûne au niveau de la veine 

périphérique de l’oreille. Après repérage du vaisseau, une légère dépilation est effectuée en 

regard du point de ponction. La dilatation de la veine est obtenue par réchauffement manuel de 

l’oreille et utilisation de « wintergreen oil » (huile essentielle de Gaulthérie, aux vertus 

antalgiques, anti-inflammatoires et vasodilatatrices). Un cathéter de 22G est alors placé dans le 

vaisseau (Photo 2). Tous les échantillons ont été recueillis sur des tubes EDTA de 5ml. Les 

tubes ont ensuite été centrifugés à 3000 tours/min, pendant 15 min dans l’heure suivant le 

prélèvement, puis les échantillons ont été repartis en plusieurs aliquots et stockés à -20°C 

jusqu’à analyse. 

 
 
 



 
 

124 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
Photo 2. Pose du cathéter sur une oreille de lapin. 
Ce cathététer peut être utilisé pour prélèvement sanguin ou prise de tension artérielle au 
niveau de l’artère centrale de l’oreille. 
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Dans notre étude, les prélèvements sanguins n’ont pas été réalisés avant le sevrage en raison 

de la petite taille des oreilles et de la veine périphérique de l’oreille à cet âge. Pour les lapins 

prélevés plusieurs fois au cours de l’expérience, nous changions de coté à chaque fois. En 

utilisant cette technique, les échecs de prélèvements étaient exceptionnels. Il a été constaté de 

façon épisodique des hématomes, sans conséquence pour l’animal. Dans les quelques cas 

d’échec sur la veine périphérique, l’autre oreille a été ponctionnée.  

4.2.   Méthodes de dosages des métabolites 

Les taux plasmatiques de cholestérol total, HDL et de triglycérides ont été mesurés par 

technique immuno enzymatique (Roche Diagnostics, Basel, Suisse) déjà validée chez le 

lapin142. Le dosage du glucose et de l’insuline ont été faits en utilisant un Autoanalyser 

(Chemical Profile Analyser CPA, Coultronics, Margency, France) avec des kits commerciaux 

(Glucose quant, Roche Diagnostic, Mannheim, Germany) à partir de plasma.  
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Photo 3. Préparation de la lapine pour faire l’échographie.  
La lapine est allongée sur le dos, abdomen rasé, placée dans la boîte de contention. 
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5.   Surveillance fœtale : l’échographie 

La croissance fœtale et placentaire a été analysée par échographie trans-abdominale à J9, J14, 

J21 et J28127. Les lapines étaient placées en décubitus dorsal dans une cage dédiée afin de 

limiter les mouvements, sans anesthésie (Photo 3). 

Les échographies ont été réalisées à l’aide d’un échographe Philips HDI 5000 (Philips, Best, 

The Netherlands) équipé d’une sonde de 5 à 7,5Mhz. La vessie était localisée, et les deux 

fœtus les plus proches de la vessie, dans chaque corne utérine, ont été mesurés, ce qui fait 4 

fœtus par lapine. Les mesures incluaient : la taille du sac gestationnel (J14 et J21), la longueur 

et l’épaisseur du placenta (J9 et J14), la longueur et le diamètre abdominal transverse du fœtus 

(J9 et J14), le périmètre abdominal, la longueur de la tête, le diamètre bipariétal, la fréquence 

cardiaque (J14 et J21), la longueur et la largeur des reins (J28). Des exemples de photos 

d’échographie sont présentés (Photo 4). 
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Photo 4. Exemples de clichés d’échographie fœtale de lapine.  
 

 

 
A. Placenta (flèche du haut) et embryon 
(flèche du bas) à J14. La mesure de 
l’épaisseur et de la largeur du placenta 
ainsi que la longueur cranio-caudale de 
l’embryon sont indiquées entre les croix. 
 

B. Mesure du périmètre abdominal à J21. 
Le vaisseau visible en mode Doppler 
(flèche) est la veine ombilicale qui sert de 
repère pour cette mesure. 
 

C. Mesure du diamètre bipariétal (BIP) à 
J21 

 

D. Membre avec vue passant par une patte 
à J21. 

 

 

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

6.1.   Examen post mortem 

Après euthanasie, le foie, les reins, la graisse interscapulaire et périrénale ont été prélevés et 

pesés. La graisse peri rénale et connue comme étant un fidèle reflet de l’adiposité générale.  

6.2.   Analyse des aortes 

Après laparotomie, l’aorte est exposée, les artères efférentes sont sectionnées. L’extrémité 

supérieure est la crosse aortique, et l’extrémité inférieure la bifurcation iliaque. Elle est alors 

ouverte en deux dans le sens longitudinal, et lavées dans du PBS. Aprés nettoyage et excisions 

des tissus graisseux l’aorte est fixée dans du formaldéhyde 1% pendant 24h à 4°C. Les aortes 

sont ensuite colorées avec de l’huile rouge pendant 1 heure, puis lavées dans l’éthanol 70% 

pendant 20 minutes. Les aortes sont alors examinées macroscopiquement pour rechercher les 

lésions d’atéhrosclérose. 

Après fixation entre deux lames, les aortes sont photographiées. Les photos sont alors 

analysées à l’aide du logiciel Image J afin de quantifier la proportion de la surface aortique 

atteinte d’athérosclérose.  



 
 

130 



 
 

131 

 

7.   Analyses statistiques 

Les analyses des données longitudinales ont étés faites à l’aide du logiciel SAS utilisant le 

Modèle “PROC Mixed” pour analyses répétées143 avec les femelles et la durée 

d’expérimentation comme co-facteurs. Cette analyse a donné un résultat global ainsi que des 

analyses ponctuelles. Le test ANOVA ou le t test de Student ont été utilisés pour l’analyse des 

données post mortem à l’aide du logiciel XLStat 2008. Les analyses de comparaison de 

quantification de qRT-PCR ont été réalisées à l’aide du test t de Student. Un p<0.05 a été 

considéré comme statistiquement significatif. Tous les résultats ont été exprimés en moyenne 

+/- SEM (Erreur Type=SD/racine carrée de n). 
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D. Expérience 1 : Effets d’un régime enrichi en 
lipides et en cholestérol HH ou C débuté en 
période pré pubertaire sur la mère, l’expression 
de gènes embryonnaires, le développement fœtal 
et la survenue de maladies à long terme  
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L’objectif était d’évaluer le régime HH vs C débuté en période pré-pubertaire sur le 

développement embryonnaire, la gestation et la descendance.  

1.   Matériels et Méthodes 

1.1.   Protocole expérimental (Figure 16) 

Les femelles ont été nourries soit avec l’aliment HH, soit avec l’aliment C, à partir de 10 

semaines jusqu’à la fin de la période d’allaitement. La mise à la reproduction a été effectuée à 

l’âge de 18 semaines. Au cours de ce protocole expérimental, les lapines ont été reparties en 3 

groupes. 

a. 16 femelles (8 HH et 8 C) ont été euthanasiées à l’âge de 18 semaines pour évaluer l’effet 

du régime donné depuis l’âge de 10 semaines. 

b. 30 lapines (16 HH et 14 C) ont été saillies naturellement à 18 semaines. La croissance 

fœtale a été surveillée par échographie a J9, J14, J21 et J28. 4 femelles HH et 2 femelles C ont 

été euthanasiées à J28 de la gestation (22 semaines d’âge) pour collecter les fœtus et les 

placentas. 

c. Les 24 femelles restantes ont mis-bas naturellement. Les portées ont été équilibrées dès la 

naissance afin d’avoir des portées de 6 lapereaux, formant 4 sous groupes. Le sexe des 

lapereaux n’a pas été pris en considération. 
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Figure 16. Protocole Expérimental. Expérience 1 : régime HH ou C débuté à 10 semaines, 
poursuivi jusqu’au sevrage puis régime HH repris à l’age adulte pour tous les lapins (J176 à 
J195).  
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Les 4 sous groupes sont : 

*Descendants de mères nourries par le régime HH et allaités par une mère 

nourrie par un régime HH (HH-HH). 

*Descendants de mères nourries par le régime HH et allaités par une mère 

nourrie par un régime C (HH-C). 

*Descendants de mères nourries par le régime C et allaités par une mère 

nourrie par un régime HH (C-HH). 

*Descendants de mère nourries par le régime C et allaités par une mère nourrie 

par un régime C (C-C). 

La croissance des lapereaux a été surveillée jusqu’au sevrage, moment où les animaux ont été 

euthanasiés (un mois d’âge). Un petit groupe de lapereaux (26) a été conservé pour 

surveillance à long terme. Ce groupe a reçu l’aliment C jusqu'à 176 jours, puis le régime HH 

jusqu’à 196 jours, moment de l’euthanasie. Dans ce groupe, le poids, la quantité d’aliments 

ingérés et la pression artérielle ont étés mesurés de façon hebdomadaire. 

Des prélèvement sanguins ont été réalisés chez les mères à 11 semaines soit juste aprés la 

mise sous régime, à 17 semaines soit juste avant la mise à la reproduction, à 19 semaines soit 

à mi-gestation et 25 semaines (sevrage) avec dosages du cholestérol total, de l’HDL, des 

triglycérides, du glucose et de l’insuline. 

Chez les descendants, ces dosages ont eu lieu à l’âge de 30, 171 et 196 jours. 
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Photo 5. Enregistrement de la tension artérielle dans l’oreille d’une lapine (courbe 
rouge).  
La zone sur fond noir est la sélection de la meilleure partie de la courbe. Suite à cette 
sélection s’affichent les tensions max., min. et moy. (en mmHg), en haut de l’écran. 
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1.2.   Mesure de la pression artérielle 

La pression artérielle a été mesurée au niveau de l’artère centrale de l’oreille sur des animaux 

non anesthésiés selon la méthode précédemment décrite144. Elle a mesurée chez es lapins 

alàage aduulte, à l’âge de 176 et 195 jours. 

Un cathéter de 22G est alors placé dans l’artère de l’oreille (Photo 2). La tubulure 

d’acquisition connectée au capteur de pression est fixée a ce cathéter. La meilleure partie de la 

courbe d’acquisition (Photo 5) est sélectionnée et utilisée pour le calcul des valeurs 

minimales, maximales et moyennes de la tension de la lapine par un logiciel spécifique 

(AcqKnowledge, Biopack systems, Goleta, USA). 

La valeur de tension artérielle moyenne normale issue des publications de Kate Denton est de 

7,5mmHg (elle ne donne pas les valeurs systoliques et diastoliques)145. 
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Photo 6. Embryon de lapin au stade Blastocyste (J5,5). Taille réelle 3 à 5mm.  
 

 

 

 

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

Les lapines ont reçu 5 injections sous cutanées de pFSH (Stimufol®, Merial, Lyon) pendant 

3 jours avant la mise à la reproduction : deux injections de 5µg le premier jour à 12h 

d’intervalle, 2 injections de 10µg à 12h d’intervalle le deuxième jour, et une injection de 5µg 

le troisième jour, suivie 12h après d’une injection de 30UI d’HCG (Chorulon, Intervet) juste 

avant la saillie. Les embryons (soit à J2 soit à J5,5) ont été recueillis par flushing des 

oviductes avec du PBS immédiatement après l’euthanasie. Les embryons ont été répartis en 

deux groupes en fonction de leur morphologie par des personnes expérimentées pour 

homogénéiser ces groupes. Seuls les embryons de type « A », c'est-à-dire avec une 

morphologie normale (non fragmentés, réguliers, au bon stade de développement pour le 

terme) ont été utilisés pour l’analyse moléculaire. Les autres embryons n’ont pas été utilisés 

(Groupe “B”). Au sein des embryons issus de lapines C, on retrouve 321/402 embryons 

detype A soit 79,8%, contre 255/346 type A soit 73% au sein des embryon issus de lapines 

HH (p=0,04)(p<0,05). 

Pour l’analyse transcriptomique, les lots de 20 embryons à J2 de type A ont été faits lapine 

par lapine de l’expérience 1 et congelés. Pour l’analyse en RT-PCR les embryons de Type A à 

J2 issus de plusieurs lapines ont tous été poolés puis  congelés par groupes de 10 à -80°C 

jusqu’à utilisation alors que les embryons à J5,5 ont été photographiés et congelés 

individuellement (Photo 6). En effet à ce stade l’embryon est environ 10 fois plus volumineux 

qu’à J2 (Photo 7) et contient plus de 900 cellules146. Une analyse individuelle est donc 

possible à J5,5 alors que cela ne l’est pas à J2. 

Pour l’analyse immuno histologique, les embryons ont été receuillis a J2 et J5, et triés selon 

les mêmes critères morphologiques.  
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Figure 17. Principe d’analyse du transcriptome par criblage différentiel.  
Il s’agit de comparer le niveau d’expression de gènes au 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 la fabrication et l’utilisation de réseaux de 

milliers de séquences d’acides nucléiques, ADNc ou oligonucléotides fixés à des substrats 

solides tels que lames de verre ou filtres de nylon. Les réseaux permettent de mesurer 

simultanément l’expression de milliers de gènes d’un génome. Cette manière d’étudier 

l’expression du génome s’appelle l’étude du transcriptome. Les expériences utilisant les 

réseaux d’ADNc en vue de l’analyse d’au moins deux transcriptomes correspondent à des 

hybridations comparatives concernant des populations d’ARN accumulées dans différents 

tissus, à différents stades du développement ou soumis à différents traitement (Figure 17). On 

parle alors de criblage différentiel. 

 

Réseau utilisé :  

Le réseau utilisé pour nos expériences a été mis au point par Roger Léandri au cours de sa 

thèse dans le laboratoire : la technique d’hybridation suppressive soustractive a été utilisée 

pour construire deux banques de ADNc d’embryons de lapin enrichies en séquences 

exprimées lors de deux étapes clés du développement pré-implantatoire, l’activation du 

génome embryonnaire (TME) (stade 8-16 cellules chez le lapin) et l’apparition des premières 

différenciations cellulaires au stade blastocyste lors de la différenciation du trophectoderme 

alors que les cellules pluripotentes se trouvent au niveau de la masse cellulaire interne. La 

banque TME a été construite en soustrayant les ADNc du stade 4 cellules (avant la TME) de 

ceux d’embryons de stade morula précoce (16-32 cellules), stade suivant immédiatement  
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Protocole d’extraction à l’aide du RNeasy MINI KIT (QIAGEN, Courtaboeuf, France). 
A chaque échantillon, correspondant à un lot d’embryons, est ajouté 350µl de tampon de lyse  
contenant 2% de B2 mercaptoethanol. Les tubes sont alors vortexés pendant 1 minute pour 
casser les membranes et homogénéiser. On ajoute alors le même volume d’éthanol 70%. On 
homogénéise par pipetage et on dépose la totalité du volume sur la colonne placée sur un 
tube de 2 ml puis on centrifuge 15 secondes à 8000g. On jette l’éluât et on remet la colonne 
sur le tube. 
Nous avons utilisé une phase de traitement à la DNase (RNase free DNAse set, QIAGEN, 
Courtaboeuf France): Ajout de 350µl de tampon RW1 sur la colonne. On centrifuge 15 
secondes à 8000g, et on jette l’éluât. On place la colonne sur un tube conique et on ajoute 
80µl de DNase diluée (10µl de DNAse, soit 30UI + 70µl de RDD) et on incube à 25-30°C 
pendant 15minutes. On ajoute ensuite 350µl de RW1 sur la colonne, et on laisse agir 10 
minutes à température ambiante. On centrifuge 15 secondes à 8000g et on jette l’éluât et le 
tube. On met alors la colonne sur le tube de 2 ml fourni par le kit. On dépose alors 500 µl de 
tampon RPE. On centrifuge 15 secondes à 8000g, on jette l’éluât et on remet la colonne sur 
le tube. On dépose à nouveau 500 µl de tampon RPE, on centrifuge 2 minutes à vitesse 
maximum pour sécher la colonne. On place alors la colonne sur un tube de 1.5 ml, on ajoute 
30 µl d’H20 RNase «free », on laisse en contact une minute puis on centrifuge 1 minute à 
8000g. Cette étape est réalisée deux fois pour un volume d’extraction total final de 60µl. Le 
produit d’extraction est alors conservé à -80°C. 
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la TME. La banque FD, pour First Differenciation,  a été construite en soustrayant les ADNc 

du stade morula tardive (32-64 cellules) du stade blastocyste (Thèse Roger Léandri, 

Universite Paris XI, 2009)129. 

Une fois les 2 banques établies, elles ont été séquencées et comparées entre elles et avec des 

banques de données d’EST de lapin afin d’assembler leurs EST en contigs. Pour chacun des 

contigs obtenus, l’ADNc le plus représentatif (en terme de couverture du contig) a été 

identifié. 2000 représentants de ces contigs ont été déposés sur une micromembrane de nylon. 

Ceci constitue un réseau dédié à la période embryonnaire pré-implantatoire d’environ 2000 

gènes uniques. L’ensemble des gènes ont été classés en 7 clusters en fonction de l’évolution 

de leur expression aux stades 4 cellules, morula et blastocyste. Une analyse fonctionellle a 

également été réalisée à l’intérieur de chaque cluster. Le métabolisme du cholestérol 

n’apparait que pour 4 gènes d’un des clusters. Au total, seulement une vingtaine de gènes ont 

un rapport avec le méetabolisme lipidique et le métabolisme du cholestérol. 

1.4.2.   Analyse du transcriptome par le réseau dédié 

L’ARN total a été extrait de 4 lots indépendants de 20 embryons recueillis à 48h post-coïtum, 

sur des lapines ayant subi chaque régime, après super ovulation, à l’aide du RNeasy Mini Kit 

(QIAGEN, Courtaboeuf, France) selon les instructions du fabriquant (voir ci-dessous). Pour 

cette analyse, les 20 embryons de chaque lot provenaient d’une même lapine. Plusieurs lots 

ont été utilisés pour pallier la variabilité entre lots et la variabilité de la technique. Le nombre 

d’embryons par lot était de 20 car la quantité d’ARN par embryon est faible (2,5 à 5ng 

d’ARN total par embryon à ce stade). Au stade J5,5, nous avons réalisé la même méthode 

d’extraction que pour les stades précoces. La seule différence étant l’absence d’utilisation de 

carrier car les ARN sont présents en plus grande quantité à ce stade. 
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Figure 18. Illustration des étapes de la RT- PCR globale. 



 
 

147 

 

 

Chaque produit d’extraction a ensuite été amplifié par deux procédures indépendantes : une 

amplification exponentielle par reverse transcription (RT) et PCR globale et une amplification 

linéaire par transcription in vitro aboutissant à la synthèse d’ARN antisens (ARNa). Il a été 

montré dans le laboratoire que l’utilisation sur chaque échantillon de ces deux procédures 

permet d’évaluer les effets des méthodes d’amplification et de détecter un plus large spectre 

de gènes différentiellement exprimés avec un nombre d’échantillons plus faible que lors de 

l’utilisation d’une seule méthode (Thèse LC Bui, Université Paris XI, Année 2007). 

 

RT-PCR globale 

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

été extraits et dont le principe est rappelé en Figure 18. 
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 La composition des mix RT, Tailing et PCR1 est détaillée ci dessous, les quantités indiquées 
correspondent à 1 tube et sont exprimées en µl. 
Mix RT: réactif (concentration initiale): 
dNTP (1mM)  0,2 
Amorce 
        Tc (7.35µg/ml) 0,087  5’-GCG-CCG-CGG-CCG-CTT-TTT-TTT-TTT-TTT-TTT-T-3’ 
DTT (0.1mM)  0,25 
Tampon 5x RT 0,93 
RNasine (40U/µl) 0,25 
H20   0,25 
Mix Tailing : réactif (concentration initiale): 
H20   1,6 
dGTP (20mM) 0,4 
Tampon 5x TdT 2 
Tdt enz (terminale deoxynucleotidyl transferase)(15U/µl)  1  
Mix PCR 1 : réactif (concentration initiale): 
Tampon 10X   5 
Amorces:  
      Tc (10pmol/µl) 1         5’-GCG-CCG-CGG-CCG-CTT-TTT-TTT-TTT-TTT-TTT-T-3’ 
      Cc (10pmol/µl) 1         5’-GCC-GTC-GAC-GCG-TCC-CCC-CCC-CCC-C-3’ 
      Ttr (20pmol/µl) 4,5      5’-GCC-GTC-GAC-GCG-TCC-3’ 
      Ctr (20pmol/µl) 4,5      5’-GCG-CCG-CGG-CTT-3’ 
BSA (1mg/ml)  8,5 
H20    11,25 
Taq Gold Star (5U/µl) 3  
Mix PCR 2 : réactif (concentration initiale) : 
Tampon 10X  5 
Amorces 
       Ttr 20 pmol/µl 5 
       Ctr 20 pmol/µl 5 
dNTPs 20mM  1,25 
BSA 1mg/ml  8,5 
H20   9,75 
Taq Gold start  3 

 

 

Protocole de RT : 
Il faut commencer par vortexer le mix de RT, puis centrifuger 30 secondes à 12800g. Dans 
un tube de 0,5ml, déposer 2µl d’ARN et 2µl de mix de RT. On chauffe 2 minutes à 65°C, 
puis on centrifuge à nouveau 30 secondes à 12800g. On laisse alors reposer à température 
ambiante pendant 3 minutes puis on place sur glace. 
Pendant ce temps on prépare le mix d’enzymes de RT. Pour cela il faut diluer l’Avian 
Myeloblastosis Reverse Transcriptase (AMV RT, Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) 
(15U/µl) en en prenant 0,5µl auquel on ajoute 2,5µl de mix RT. On prend 0,4µl de ce 
mélange auquel on ajoute 0,5µl de Superscript II. Le mélange contient donc deux enzymes 
de transcription inverse. On dépose alors 0,9µl de ce mix d’enzymes dans chaque tube et on 
mélange délicatement sans faire de bulle. On place les échantillons 30 minutes à 42°C puis 
10 minutes à 65°C. On termine par une centrifugation de 30 secondes à 12800g. 
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Protocole de Tailing : 
On ajoute la TdT (1µl à 15U/µl) (Terminal deoxynucleotidyl Transferase, Promega, 
Charbonnieres, France) au mix de tailing et l’on vortexe délicatement. On centrifuge 30 
secondes à 12800g. On ajoute 5µl de ce mélange par tube, avec un pipetage doux. On laisse 
alors le mélange 1 h à 37°C, puis 10 minutes à 65°C. On termine par une centrifugation 30 
secondes à 12800g. 
PCR 1 : 
On ajoute la Taq ADN polymerase au mix PCR et on vortexe légèrement. On centrifuge 30 
secondes à 12800g, on ajoute dans chaque tube de produit de RT 40µl de mix PCR avec un 
pipetage doux et on place une goutte d’huile en surface. Le programme utilisé pour la PCR 
est le suivant: 94°C pendant 10 minutes puis 15 cycles à 96°C pendant  2 minutes, 63°C 
pendant 50 secondes et 72°C pendant 6 minutes. En fin de PCR la température redescend à 
4°C. 
PCR 2 : 
On vortexe légèrement le mix PCR2, puis on centrifuge 30 secondes à 12800g. On prélève 
37,5 µl de mix PCR2 dans lequel on dépose 12,5µl de produit de PCR1. On homogénéise par 
un pipetage doux. On centrifuge alors 8 minutes à 12800g. On place une goutte d’huile et on 
centrifuge 3 minutes à 12800g. On place alors les tubes sur la plaque de la machine PCR 
selon le programme suivant : 15 cycles à 96°C pendant  2 minutes, 63°C pendant 50 
secondes et 72°C pendant 6 minutes. En fin de PCR la température redescend à 4°C. 
 

Les produits de PCR obtenus sont purifiés à l’aide du Kit QIAquick PCR purification 

(Qiagen, Courtaboeuf, France).  

 

Purification de l’ADN amplifié par le kit QIA quick purification kit (QIAGEN, Courtaboeuf, 
France): 
Ajout de 5 volumes de Tampon PB à 1 volume d’échantillon de PCR puis dépôt sur la 
colonne placée sur un tube de 2ml. Il faut alors centrifuger pendant 30-60 secondes à 10000g. 
On jette l’éluât et on remet la colonne sur le tube, puis on ajoute de 75µl de tampon PE sur la 
colonne. Il faut à nouveau centrifuger 30-60 secondes à 10000g, on jette l’éluât,  puis on 
centrifuge 1 min à vitesse maximum. On jette l’éluât, on place la colonne sur un tube de 
1,5ml, on ajoute 30µl d’H2O sur la membrane au centre de la colonne et on laisse une minute 
en contact. Enfin, on centrifuge 1 minute à 10000g. On répète à nouveau avec 30µl d’H2O 
pour obtenir un volume d’extraction total de 60µl et améliorer le rendement d’extraction. On 
conserve le produit purifié à -20°C. 
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Figure 19. Principe de la transcription in vitro.  
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Transcription in vitro : Il s’agit de transformer l’ARN extrait en ADNc par une transcription 

inverse, Le principe est rappelé en Figure 19. 

 

 

 

 

Protocole d’ARNa Transcription in vitro MessageAmp ARNa Kit (Ambion, Applied 
Biosystems, Courtaboeuf, France): 
Synthèse du 1Er brin d’ADNc : On ajoute 1µl d’amorces T7 oligo d(T) et 12µl d’ H20 aux 
ARN. Le mélange est incubé 10 minutes à 70°C, puis vortexé et placé sur glace. On réalise 
un mix à température ambiante contenant (pour chaque tube) : 2µl de Tampon de RT 10X, 
1µl de Ribonucléase inhibitor, 4µl de dNTPmix et 1µl de reverse transcriptase. On mélange 
ce mix et on centrifuge brièvement. On ajoute 8µl de ce mix dans les tubes qui ont été placés 
sur la glace, on agite, on centrifuge brièvement et on place 2h à 42°C au bain marie.  
Synthèse du 2ème brin d’ADNC : Sur glace : on ajoute à 20µl d’ADN simple brin obtenu 
précédemment 63µl d’H2O, 10µl de tampon 10X « second strand buffer », 4µl de dNTPmix, 
2µl de ADN polymerase, 1µl de RNAse H. On mélange puis on centrifuge et on laisse au 
bain marie 2h à 16°C. 
Purification de l’ADNc : préparation de la colonne « phase lock gel » par centrifugation : on 
ajoute 100µl de phenol/chloroforme à la colonne et on vortexe 1 minute. On dépose ensuite 
200µl du produit issu de la synthèse du 2ème brin sur la colonne et on centrifuge 5 minutes à 
16000g. On prélève la phase aqueuse et on précipite l’ADNc en ajoutant 2µl de glycogène à 
5µg/µl, 50µl de NH4Oac 5M froid, et 375µL d’éthanol 100% froid. On laisse ce mélange 2h 
à -20°C, on centrifuge 20 minutes à 16000 g à 4°C, on jette le surnageant. On rince le culot 
en ajoutant 500µl d’éthanol 70° froid. On centrifuge alors 10minutes à 16000 g à 4°C et on 
jette le surnageant. On sèche le culot sous lampe et à l’aide d’un bloc chauffant à 25°C. On 
met ensuite en suspension ce culot obtenu dans 16µl d’H20, on place 10 minutes à 
température ambiante avec agitation  et centrifugation rapide. 
In vitro transcription (ARNa) : On prend 16µl d’ADNc double brin purifié. Par tube, on 
ajoute un mix composé de 4µl de chacun des produits suivant : T7 ATP soln (75 µM), T7 
GTP soln (75 µM), T7 UTP soln (75 µM), T7 CTP soln (75 µM), T7 tampon de réaction 
10X, T7 mix d’enzyme. On mélange puis on centrifuge. On laisse alors le mélange 14h à 
37°C. On ajoute ensuite 2µl de DNAse 1, on mélange et on laisse 30 minutes à 37°C au bain 
marie. Puis on  ajoute 60µl de solution d’élution. 
Purification ARNa : on ajoute au produit obtenu  350µl de tampon de fixation ARNa, on 
mélange puis on ajoute 250µl d’éthanol 100%. On dépose 700 µL de produit obtenu sur 
filtre, on centrifuge 1 minute à 10000g, et on jette l’éluât. On ajoute 750µl de tampon de 
lavage, on centrifuge 1 minute à 10000g, on jette l’éluât. On transfère le filtre dans un 
nouveau tube de 2ml et on réalise l’élution avec de l’H 2O nuclease free chauffée à 50°C : on 
laisse le filtre et l’eau en contact pendant 2 minutes à température ambiante, puis on 
centrifuge 1 minute à 10000g. On recommence exactement la même opération avec à 
nouveau 50µl d’H20, et centrifugation 1 minute à 10000g. Le produit d’élution est quantifié 
par mesure de la densité optique à 260nm puis congelé à -80°C.  
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Marquage des sondes amplifiées ADNc :  

Il faut dénaturer les brins d’ADNc et utiliser des amorces aléatoires (hexamères) qu’une ADN 

polymerase va utiliser pour se fixer et synthétiser un nouveau brin d’ADN en utilisant les 

nucléotides présents dans le milieu de réaction dont l’un est marqué par la radioactivité.  

 

Marquage des sondes amplifiées ADNc: 
Il faut mettre 500ng d’ADNc obtenu précédemment dans un tube eppendorf 0,5ml. On ajoute 
1µl de random primer9 (Biolabs, ref 512545) à 412,5ng/µl et on complète avec de l’eau pour 
obtenir un volume total de 32 µl. On réalise alors une phase de dénaturation pendant 8 
minutes à 95-100°C.  
Pendant cette phase de dénaturation, on réalise un mix composé pour chaque tube de: 5µl de 
tampon NEB 10X, 5µl de mix dNTP(-dATP) 10mM, 5µl de dATP33, 2,5 µl d’H20.  
Après la phase de dénaturation, on mélange les tubes et on centrifuge très rapidement. On 
laisse incuber 2-3 minutes à 50°C. On ajoute au mix de marquage 4 µl d’ADN polymerase, 
fragment de Klenow (5U/µl). Après 3 minutes à 50°C on ajoute le mix marquage additionné 
d’ADN polymerase à chaque tube et on place à 50°C pendant 30 minutes. On arrête ensuite 
la réaction en ajoutant 2µl d’EDTA à 0,5 M dans chaque tube.  
On place ensuite les tubes dans de la glace ou à -4°C.  
Purification de la sonde marquée sur colonne de G50 Sephadex: On ajuste 1ml de G50 dans 
une seringue de 1ml. On rince la colonne avec 1ml d’eau milliQ. On centrifuge cette colonne 
2 minutes à 0,1g. On rince à nouveau la colonne avec 150µl d’H20 milliQ et on centrifuge à 
nouveau 2 minutes à 0,1g. Il faut renouveler l’opération jusqu’à obtenir 150µl en sortie de 
colonne. On ajoute alors 52µl de sonde marquée et 98µl d’H20 milliQ. On centrifuge la 
colonne 2 minutes à 9,3g. On prend alors 1µl des 150µl d’éluât auquel on ajoute 2ml de 
liquide scintillant et après 10 minutes de mise en contact on mesure la radioactivité. On 
congèle alors les sondes ainsi synthétisées. 
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Marquage des sondes ARNa : 

L’objectif est de reverse transcrire l’ARNa obtenu en ADNc en utilisant des nucléotides 

radioactifs. 

Marquage des sondes  
Synthèse de la sonde marquée: Mettre 500ng d’ARNa dans un tube eppendorf 0,5ml. On 
ajoute 1µl d’hexamères à 500ng/µl et on complète avec de l’eau pour obtenir un volume total 
de 25µl. On incube 10 minutes à 70°C puis on place sur glace. 
Marquage de la sonde: On réalise un mix de marquage contenant, pour chaque tube : 10µl de 
tampon de RT 5X, 5µl de DTT0,1M, 2,5µL de mix dNTP(-dATP) 10mM, 2,5µl d’ H20. On 
ajoute 20µl de ce mix à chaque tube auquel on ajoute 5µl de alpha dATP33P. On 
homogénéise puis on incube 5 minutes à 25°C. On ajoute 1µl de superscript II Reverse 
Transcriptase à 200U/µl par tube. On réalise alors un cycle de 10 minutes à 25°C puis 50 
minutes à 42°C et 15 minutes à 70°C (Thermocycler Biometra). On peut alors passer à 4°C 
puis ajouter 1µl de RNase H à 2U/µl, et on laisse incuber 20 minutes à 37°C (Thermocycler 
Biometra). On place ensuite les tubes dans de la glace.  
Purification de la sonde marquée sur colonne de G50 Sephadex: On ajuste 1 ml de G50 dans 
une seringue de 1ml. On rince la colonne avec 1ml d’ H20 milliQ. On centrifuge cette 
colonne 2 minutes à 0,1g. On rince à nouveau la colonne avec 150µl d’H20 milliQ et on 
centrifuge à nouveau 2 minutes à 0,1g. Il faut renouveler l’opération jusqu’à obtenir 150µl en 
sortie de colonne. On ajoute alors 52µl de sonde marquée et 98µl d’ H20 milliQ. On 
centrifuge la colonne 2 minutes à 9,3g. On prend alors 1µl des 150µl d’éluât auquel on ajoute 
4µl de liquide scintillant et après 10 minutes de mise en contact on mesure la radioactivité.  
On congèle alors les sondes ainsi synthétisées. 
 

Hybridation des sondes marquées avec la membrane :  

Le principe est d’hybrider les acides nucléiques présents sur la membrane avec les ADNc 

marqués issus des échantillons. 

Préhybridation: Il faut commencer par humidifier avec de l’eau milliQ la membrane de 
nylon. Elle est ensuite déposée sur une feuille de papier pour absorber l’excès d’eau milliQ et 
placée dans un tube en verre de 12ml (spots vers l’extérieur du tube). On y ajoute 2ml de 
tampon Clontech préchauffé à 68°C. On place alors le petit tube dans un grand tube en verre 
Hybaid et on réalise la préhybridation en laissant la membrane à 68°C pendant 48h.  
Hybridation : Pour dénaturer les sondes, on fait bouillir 150µl de produit obtenu 
précédemment pendant 3 minutes puis on place 2 minutes dans la glace. Après une 
centrifugation de 30 secondes à 1000g on place le total dans le tampon de préhybrydation, et 
on hybride au four à 68°C pendant 24h. 
Lavage: Laver par 4 fois la membrane en ajoutant dans le petit tube 10ml la solution 2X 
SSC, 1% SDS préchauffé à 68°C sous agitation douce, pendant 30 minutes puis une fois avec 
10ml de solution 0,1X SSC 0,5% SDS pendant 30 minutes. Rincer en bac les membranes 
dans du SSC 2X. Les faire sécher sur du papier Whatman propre. 
Exposition en cassette Fujifilm : Exposer les filtres en cassette pendant une nuit, en ayant 
pris soin de faire un plan de disposition des membranes. Puis scanner l’écran au Fuji Bas 
5000. L’exposition peut durer jusqu’à 72 heures si nécessaire.  
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Analyse des résultats 

Les signaux ont été quantifiés grâce au logiciel AGScan 

(http://mulcyber.toulouse.inra.fr/projects/agscan/) avant analyse statistique par Analyse de 

variance. Après quantification, les signaux d’hybridation ont été transformés en log et 

normalisés avant analyse. Pour cela nous avons travaillé sur des données centrées réduites. 

Cela revient à considèrer que la somme des signaux totaux de chaque membrane est identique 

à celle de n’importe quelle autre membrane et que les écarts entre les signaux forts et faibles 

sont de même ampleur quelle que soit la condition. L’analyse différentielle a été réalisée par 

un test ANOVA avec le logiciel GenAnova 147. Pour chaque sonde du réseau, l’équation 

utilisée était la suivante :  

Y ijk = µ + Di + Mj + Rk + εijk 

où Yijk est l’intensité de la sonde du réseau et µ la moyenne des intensités exprimées mesurées 

par la sonde. Di, Mj,et Rk, sont respectivement l’effet du régime i, la méthode d’amplification 

j, et les répétitions biologiques k. εijk est le risque d’erreur résiduel comprenant l’interaction 

de tous ces facteurs.  

1.4.3.   Slot Blot  

Principe : Une fois des gènes candidats obtenus, nous avons tenté de vérifier la différence 

d’expression entre les conditions expérimentales par une étape intermédiaire d’hybridation 

des sondes candidates sur le matériel amplifié correspondant aux embryons de chaque 

condition. Il s’agit de déposer sur une membrane une préparation d’ADNc issue des 

échantillons à analyser. On hybride ces dépôts avec des sondes spécifiques radiomarquées de 

l’ADNc que l’on cherche à analyser. Après révélation, on mettra en évidence des bandes  plus 

ou moins intenses en fonction de la concentration de l’ADNc d’intérêt dans l’échantillon.  
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Nous avons déposé sur une membrane BrightstarTM-Plus (Ambion) les ADNc issus de la RT-

PCR globale précédemment décrite, obtenus à partir d’ARN extraits de lots d’embryons, puis 

nous avons préparé les sondes correspondant aux gènes d’intérêts.  

Pour les gènes choisis, nous avons réalisé une extraction des plasmides à partir des clones qui 

ont constitué le réseau et qui contenaient les séquences candidates. La purification de 

plasmide avec le kit Wizard plus (Promega, Charbonnières, France) a pour objet l’extraction 

rapide d’un plasmide (<20000 pb) d’une bactérie hôte avec une pureté suffisante pour 

séquençage, ligation ou PCR.  

 

Une fois les plasmides extraits et purifiés selon les rcommandations du fabriquant (Kit 

WIZARD plus (Promega, Charbonnières, France)., il faut réaliser une amplification par PCR 

des inserts plasmidiques puis synthétiser les sondes radioactives.  
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Protocole PCR plasmidique : L’enzyme utilisé pour l’amplification est la Taq de chez 
QBiogen. Le mix est composé de 39,8µl d’H2O, 5µl de tampon 10XMgCl2, 1µl d’amorces 
NP1 et NP2 à 10µM, 2µl de dNTPmix (10nM) et 0,2µl de Taq. On y ajoute 1µl de plasmide 
concentré à 50ng/µl. Le programme de PCR est le suivant : 94°C pendant 5 minutes, puis 30 
cycles de 30 secondes à 94°C, 30 secondes à 66°C et 1 minute à 72°C. On réalise une 
purification des produits de PCR à l’aide du kit PCR purification (QIA quick purification kit, 
QIagen, Courtabeuf, France). On termine par 10 minutes à 94°C avant stockage à 4°C.  
Pour la synthèse des sondes radioactives, on utilise le kit Rediprime de Amersham. On part 
de 50ng de matrice issue de la PCR. On y ajoute le TE à pH8 pour un volume total de 47µl. 
Une phase de dénaturation à 100°C pendant 2 minutes est réalisée avant de placer le tube 2 
minutes dans la glace et de centrifuger.  La totalité du volume est transféré dans un tube 
Rediprime, remis en suspension et on y ajoute le déoxynucléotide radioactif : 3µl de dTCP 
P32. On incube 15 minutes à 37°C puis on place sur glace.  
Il faut également préparer une colonne de sephadex 50 dans un tampon TE pH8 puis rincer 
cette colonne avec 1ml de tampon TE pH8. Il faut garder cette colonne humide en mettant un 
morceau de parafilm à la sortie de la colonne. 
Préhybridation de la membrane : il faut insérer la membrane dans le tube, en prenant soin de 
placer les dépôts d’ADN vers l’intérieur de celui-ci. On ajoute alors 5 millilitres de tampon 
ExpressHyb (Clontech-Takara Europe, St Germain en laye, France),  et on place le tout dans 
le four à hybrider à 68°C pendant 30 minutes. 
Séparation de la sonde : sur la paillasse de radioactivité il faut mettre les 50 µl de sonde sur la 
colonne cephadex G50, éluer avec 250 µl de Tampon d’élution TE fourni dans un tube falcon 
de 15ml (Fraction 1). On place alors la colonne dans un nouveau falcon et on élue de 
nouveau avec 300µl de TE (Fraction 2). On effectue alors un comptage de cpm/min au 
compteur B de la fraction 2 en mettant 3µl de cet éluât dans un tube spécifique. 
L’hybridation de la membrane se fait avec 106 cpm/ml de tampon. 
Hybridation : on commence par dénaturer le volume nécessaire de sonde pendant 5 minutes à 
100°C. On met alors la sonde radioactive directement dans le tube à hybridation sans enlever 
le tampon de pré-hybridation. On met à hybrider toute une nuit à 68°C. Le lendemain il faut 
rincer la membrane en réalisant 3 rinçages : le premier 30 minutes à 65°C avec du SSC2X 
contenant 0,1% de SDS, puis deux autres de 15 minutes à 65°C avec du SSC0,2X à 
0,1%SDS. Après cela on retire la membrane du tube d’hybridation et on la laisse sécher très 
légèrement sur un kleenex, on la scelle sous plastique et on réalise l’exposition dans une 
cassette.  
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1.5.   Quantification de l’ARN de gènes embryonnaires  

Nous avons quantifié l’ARN des gènes mis en évidence par l’analyse du réseau par PCR 

quantitative en utilisant le SYBRgreen. Le SYBR green est un agent qui est non fluorescent 

lorsqu’il est libre, mais qui le devient lorsqu’il est intercalé entre deux brins d’ADN. Lorsqu’il 

est excité à une longueur d’onde  de 494nm il va emettre à une longueur d’onde de 521nm. 

1.5.1.   Extraction de l’ARN 

Méthodologie utilisée : 

Pour cette partie de nos travaux, l’ARN total a été extrait avec le kit PicopureTM (Arcturus, 

Applied Biosystems, Courtaboeuf, France) en suivant le protocole du fournisseur. Ce kit 

utilise un support de silice qui a une haute force ionique permettant de fixer les acides 

nucléiques qui, après rinçages, seront ensuite élués grâce à un solvant à faible force ionique. Il 

permet de réaliser des extractions sur des échantillons contenant de faibles quantités d’ARN. 

Il peut exister des différences de rendement de l’extraction et RT entre les différents 

échantillons.  La normalisation est une étape permettant de prendre en compte ces différences.  

Pour cela on peut quantifier le transcrit d’un gène dit « rapporteur »  présent au sein du tissu 

pour lequel on est certain que les conditions expérimentales n’ont pas d’influence, ou utiliser 

un rapporteur exogène. Ce rapporteur exogène n’existe pas dans le tissu analysé et ne peut 

donc pas être influencé par les conditions expérimentales. Au début de cette thèse, il n’y avait 

pas de gène rapporteur stable connu chez le lapin. Depuis, Mamo et al., ont décrits trois gènes 

qui pourraient servir de gènes rapporteurs : Ywhaz, H2afz et Hprt1148. Cependant, il existe des 

différences pour ces gènes en fonction des conditions in vivo ou in vitro et il n’est pas 

démontré que le régime alimentaire que nous utisions n’a pas d’effet sur ces gènes. De ce fait, 

nous avons donc décidé d’utiliser un rapporteur exogène dont on est sûr qu’il ne sera pas 

modifié par les conditions expérimentales.   
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Dans le cadre de cette thèse nous avons choisi d’utiliser la luciférase comme décrit 

précédemment dans notre laboratoire149. Nous pouvons contrôler précisément la quantité de 

transcrit de luciférase introduite dans l’échantillon, puis faire le rapport entre la quantité du 

transcrit d’interêt et la quantité mesurée du rapporteur. 

Le rendement de l’extraction est contrôlé par mesure de l’absorbance à 260nm d’un aliquot de 

chaque échantillon (Nanodrop).  La quantité d’ARN embryonnaire est négligeable comparée à 

la quantité de carrier. Le fait de connaitre la quantité de carrier récupéré par rapport à ce qui 

était mis au début permet de connaitre le rendement de l’extraction. Ainsi, nous avons évalué 

que 50 à 80% de l’ARN avait été récupéré.  

1.5.2.   Reverse Transcription : 

Il s’agit de transformer les ARN obtenus après extraction du tissu à analyser en ADNc 

monocaténaire grâce à l’action d’une transcriptase inverse. 

L’amorçage d’une RT peut se faire par un oligo dT, des amorces aléatoires ou des amorces 

dessinées pour un gène specifique. Les molécules obtenues servent alors de matrice à une 

réaction de PCR.  Nous avons utilisé une méthode avec traitement des échantillons avec une 

désoxyribonucléase et avec des amorces aléatoires.  

Protocole de RT : 
Pour chaque tube, le volume d’échantillon utilisé dépend du résultat de l’extraction. On y 
ajoute 1µl de « random primers » (amorces aléatoires) et on complète avec de l’eau pour 
obtenir un volume total de 12µl. On place alors les tubes sur une plaque chauffante à 65°C 
pendant 5 minutes. On termine en plaçant les échantillons 5 minutes dans la glace. On ajoute 
alors à chaque tube 8µl de mix de RT  composé de Tampon 5X (4µl), DTT 0,1 (1µl), 
dNTP10nM (1µl), RNase inhibiteur (1µl) et Supescript 3(1µl). Les tubes sont alors placés 5 
minutes à 25°C au bloc chauffant puis 1h à 50°C au bain marie et 15 min à 70°C sur plaque. 
Le volume des échantillons est alors réajusté afin d’obtenir une préparation contenant le 
maximum d’ARN d’embryon par10µl. Les échantillons sont ensuite stockés à -20°C. 
 

 



 
 

168 

 

Les contraintes pour dessiner les amorces sont les suivantes :  

Taille de l’amplicon de 200 à 300 paires de bases 

Ne pas contenir de séquences inversées répétées qui entraineraient un repliement de l’amorce 

sur elle-même 

Etre spécifiques de l’amplicon souhaité, avoir une température d’hybridation correcte (entre 

50 et 60°C) et proche pour les deux amorces.  La température d’hybridation détermine la 

stabilité des hybrides une fois l’appariement amorce–matrice réalisé. La température 

d’hybridation dépend de la composition en bases des oligonucléotides des amorces. Cette 

température est légèrement inférieure (de 5°C) au Tm qui est la température de demi-

dénaturation 

% de GC de l’ordre de 40 à 50% afin d’avoir une dénaturation plus facile. 
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1.5.3.   Dessin des amorces ou « primers »  

Les amorces ont été dessinées grâce au logiciel Primer Express (Applied Biosystem) à partir 

de la séquence des inserts de ADNc.  

Les amorces ont ensuite été testées sur ADNc de fibroblaste et de foie de lapin. En parallèle, 

les  plasmides ont été utilisés comme témoins positifs de PCR. On a alors fait migrer le 

produit de PCR et un marqueur de poids moléculaire (ladder) sur gel. Ainsi, on a pu vérifier 

qu’elles amplifiaient bien la séquence voulue. 

1.5.4.   Constitution des gammes 

Une gamme constituée de solutions de la molécule d’interêt en concentrations croissantes 

(diluées de 10 en 10) permet d’établir une droite d’étalonnage reliant mathématiquement le 

CT de sortie avec le Log de la concentration des solutions. Lors de la quantification des 

échantillons, le CT mesuré est reporté sur cette droite d’étalonnage qui permet alors de 

déterminer la concentration de la solution d’interêt. Les gammes peuvent être établies par 

dilution de ADNc issus de matériels biologiques d’intérêt, mais du fait de la faible quantité 

d’ARN contenus dans l’embryon, nos gammes sont consitutées de materiel amplifié à partir 

des inserts de ADNc clonés dans des plasmides. 

Afin de réaliser les gammes il faut connaître la longueur de chaque amplicon présent dans les 

plasmides (dans notre cas entre M13R et M13F, amorces universelles présentes dans tous les 

clones) et connaître le nombre de molécules présentes dans la solution initiale. Le calcul du 

nombre de molécules d’amplifiat dans une solution se fait par la formule : nombre de 

molécule = (Concentration*N)/(Taille de l’insert *1009) où N est le nombre d’Avogadro, 

N=6,023 1023 et la concentration donnée par le biophotomètre. En l’occurrence, dans notre 

cas, la longueur de l’amplicon va de M13R à M13F qui ont 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 part et d’autre de la séquence insérée : 
pUC/M13 Forward 2959-2975 
pUC/M13 Reverse 176-192 

Le mix de PCR (Mix Taq TAKARA, TAKARA Bio, St Germain en Laye, France) est 
composé de (concentration initiale puis pour 1 tube): 
H20   34,25µl 
Tampon 10X  5µl 
M13R (10µM) 1,5µl 
M13F (10µM)  1,5µl 
DNTP mix (10mM) 4µl 
Taq (5U/µl)  0,25µl 
Auquel on rajoute 0,5µl de solution diluée de plasmide à 50ng/µl. Puis on réalise une PCR 
dans les conditions suivantes : 94°C pendant 5 minutes, puis 35 cycles : 94°C 30 secondes, 
60°C pendant 30 secondes, 72°C pendant 1 minute 30 secondes. On passe ensuite les 
échantillons 10 minutes à 72°C avant de terminer à 10°C. 
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pour la PCR. Ainsi il est effectué une série de dilutions d’un facteur 10 à partir de la solution 

initiale pour laquelle on connaît précisément la quantité de molécules présentes.  

Dans notre étude, une fois des gènes candidats mis en évidence par le réseau, nous réalisons 

une extraction des plasmides à partir des clones qui ont servi à constituer le réseau et qui 

contiennent les séquences candidates. La concentration du produit de chaque tube est 

determinée par la densité optique à 260nm mesurée par un spectrophotomètre. La densité 

optique est mesurée en unité d’absorbance (UA) et 1 UA correspond à 50µg d’ADN double 

brin par ml. 

Pour chaque plasmide, une PCR est réalisée en utilisant les amorces universelles M13R et 

M13F. Ces amorces étant présentes dans tous les clones, cela permet d’être sûr de pouvoir 

amplifier toutes les séquences situées entre ces deux amorces, quelle que soit la séquence 

(carte du plasmide : Figure 20). 

Un microlitre de produit de chaque tube de PCR est alors déposé sur un gel d’agarose à 1,2%, 

en parallèle avec une gamme de poids moléculaire pour vérification de la qualité de 

l’amplification et de la taille du fragment mesuré.  

Une purification du produit de PCR est ensuite réalisée (QIA quick purification kit, QIAGEN, 

Courtaboeuf, France).  

Une fois les gammes validées, un aliquotage des solutions est effectué. Nous avons ensuite 

réalisé les expériences sur les échantillons expérimentaux. 
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1.5.5.   PCR 

Pour l’amplification de l’ARN de l’Adipophiline, les séquences des amorces étaient les 

suivantes : forward primer (5’-AGA TGG CAG AGA AGG GTG TGA AG-3’) et reverse 

primer (5’-CCC CTG TGA TTG TGT TGG CTA C-3’).  

Le mix de PCR était composé, par tube, de 12,5µl de Sybr Green PCR Master Mix (Applied 

Biosystem), 0,25%l de UNG à 1U/µl, 1,75µl d’H2O, et 0,25µl de chaque primer à 100nM. Le 

programme  de PCR commence par 2 minutes à 50°C pour l’action de l’UNG puis 95°C 

pendant 10 minutes pour dénaturation des ADN et activation de la Taq. Il y a ensuite 45 

cycles comprenant une phase de 15 secondes à 95°C pour dénaturation et 1 minute  à  60°C 

pour hybridation des primers et élongation. Il y a ensuite l’établissement de la courbe de 

fusion ; la machine descend aux environs de 65°C et remonte progressivement jusqu’à 94°C : 

la fluorescence est mesurée tous les 0,8°C. La température redescend alors à 20°C. La 

machine utilisée est une ABI Prism 7000 sequence detection system (Applied Biosystem, 

Pleasanton, Ca). 

L’analyse du réseau dédié laissait suggérer une différence d’expression d’un facteur 1,5 entre 

les embryons issus de mères HH et les C. Pour connaître le nombre d’échantillons necessaire 

pour montrer que la différence entre deux lots est significative, nous avons utilisé la formule 

de Calcul d’Effectif utilisé en épidémiologie pour la mise en place d’effets cliniques. Cette 

formule qui permet, avec une puissance de 80% de mettre en évidence une différence (δ) entre 

deux conditions avec une variance (σ²) est n=(2σ²/δ²)x7,85. Pour obtenir les éléments 

nécessaires à cette formule, nous avons réalisé une PCR quantitative en utilisant 4 tubes 

contenant une quantité d’ARN N et N/1,5. Pour cela, nous avons extrait l’ARN de pools de 4 

lots 10 embryons (Kit Picopure). Nous avons quantifié le produit d’extraction par analyse au 

biophotomètre et calculé le rendement d’extraction comme décrit précédemment.  
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Nous avons alors conduit une RT-PCR quantitative sur 4 tubes contenant une quantité N 

d’ARN (761ng) et 4 tubes contenant une quantité N/1,5 (507ng). Chaque échantillon étant 

analysé en triplicate. La gamme Adipophiline utilisée a permis d’obtenir l’équation y = -

3,5786x + 38,568 avec R² = 0,998. Le résultat de la quantification de ces échantillons nous 

donne le nombre de copies d’adipophiline initial : N=17325 +/-4300. Le nombre de copie 

dans les tubes N/1,5=13115+/-3100. La différence entre les deux séries d’échantillons n’est 

pas significative (p>0.05). La série d’échantillons N a permis de calculer la variance σ
2 (σ2 : 

ecart type au carré=43002). La différence δ souhaitée par rapport aux échantillons est δ =N-

(N/1,5) soit δ = 17325-(17325/1,5)=5775.  

L’effectif nécessaire minimum est donc n=(2σ²/δ²)x7,85= (2x43002)x7,85/(5775)2=8,7. Il faut 

donc au minimum 9 échantillons de chaque condition expérimentale pour montrer une 

différence d’un facteur 1,5. L’expérience portera donc sur 10 lots de 10 embryons issus de 

mère HH versus 10 lots de 10 embryons issus de mère C. Chaque groupe d’embryons analysé 

provenait d’au moins 6 lapines différentes.  La méthodologie de la collecte d’embryons a été 

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

L’objectif était de visualiser la localisation de la protéine Adipophiline au sein des cellules à 

différents stades du développement et d’évaluer la co-localisation avec d’éventuelles 

gouttelettes lipidiques.  

Un total de 6 femelles ayant le protocole experimental 1 (Régime HH vs C depuis l’âge de 10 

semaines) ont reçu le protocole de super ovulation précedemment décrit avant mise à la 

reproduction à 18 semaines pour un recueil des embryons par flushing des ovidutes à J2 (2 

lapines HH et 1 lapine C) et à J5 (2 lapines HH et 1 lapine C). 

Tous les embryons ont été manipulés de la même façon : ils ont d’abord été traités avec de la 

pronase diluée à 5% à 37°C (Pronase P5147, Sigma-Aldrich Chimie S.a.r.l. Lyon, France) 

afin d’éliminer la zone pellucide et le manteau muqueux, puis ils ont été  fixés dans une 

solution de  paraformaldéhyde (PFA) 2% pendant 30 minutes, puis rincés dans le PBS (15 

minutes à température ambiante). Les embryons ont été ensuite perméabilisés dans le Triton 

100X à 0,5% pendant 30 minutes à température ambiante. La saturation des sites non 

spécifiques a alors été effectuée en PBS/BSA 2% pendant 1h. On a alors réalisé une 

incubation à 4°C pendant une nuit avec l’anticorps primaire (Adipophilin guinea pig 

polyclonal antibody, référence GP40, PROGEN Biotechnik, Heidelberg, Allemagne) au 1/100 

dilué dans du PBS/BSA 2%. 

Après rinçage en PBS (deux fois 10 minutes) à température ambiante, l’incubation avec 

l’anticorps secondaire marqué Cy5 dilué dans du PBS-BSA 2% au 1/200 a été réalisée 

pendant 1 heure à température ambiante (IgG anti guinea pig (anti F(ab’)2), Ref: 706-176-

148, Jackson ImmunoResearch, Newmarket, Angleterre). Cette étape est suivie d’un rinçage 

dans le PBS (2 fois 15 minutes à température ambiante), d’une coloration au Nile Red dilué  
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Nile Red : Fluochrome qui émet dans le rouge lorsqu’il s’insère dans une membrane 

phospholipidique. L’absorption se fait à 450-500 nm et l’émission à 553 nm (rouge). 

Cy5 : Marqueur fluorescent soluble dans l'eau de la famille des cyanines. La Cy5 est excitée 

au maximum à 649 nm et émet au maximum à 670 nm (rouge lointain). 

DAPI : la 4',6'-diamidino-2-phénylindole est une molécule fluorescente capable de se lier 

fortement à l'ADN. Quand le DAPI absorbe la lumière UV elle émet une fluorescence bleue 

brillante. L’absorption se fait à 358 nm et l’émission à  461 nm (bleu). 
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au 1/500 dans le PBS (le Nile Red est un marqueur des membranes phospholipidiques, fourni 

par Sigma-Aldrich Chimie S.a.r.l. Lyon, France) (30 minutes à température ambiante) et d’un 

nouveau rinçage dans le PBS (2*5 minutes à température ambiante).  

Le marquage de l’ADN a été effectué au DAPI à la concentration de 1µg/ml grâce à une 

incubation pendant 30 minutes à température ambiante, suivi d’un nouveau rinçage (2 fois 15 

minutes à température ambiante). Enfin, on a réalisé une post-fixation au PFA 2% pendant 15 

minutes à température ambiante afin de mieux conserver le marquage des échantillons jusqu’à 

l’observation. Les embryons ont été alors rincés dans le PBS à température ambiante et 

montés entre lame et lamelle avec du citifluor (milieu de montage pour immunofluorescence) 

(Biovalley, Marne la vallée, France) pour observation.  

Dans toutes les expériences, il a été préalablement vérifié qu’aucune réaction croisée n’a eu 

lieu entre les différents marqueurs utilisés (anticorps secondaire anti-guinea pig, DAPI, Nile 

Red). Ils ont été testés seul puis simultanément afin de verifier qu’ils ne marquent pas 

systématiquement les mêmes structures, mais uniquement lorsqu’il y a co-localisation. 

Ensuite, les échantillons ont été observés avec un microscope inversé Axio Observer Z1 

(Zeiss) équipé d’un système d’illumination structuré (Apotome) et d’un objectif Plan 

Apochromate 63X (Ouverture numérique=1,4). Temps d’acquisition : DAPI 10ms, 

Adipophiline 400ms, Nile Red 120ms. 
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3.   Résultats de l’expérience 1 (Article) : le régime hyperlipidique 
hypercholestérolémique donné à des lapine avant la conception 
affecte l’expression de gènes chez l’embryon, induit un retard 
de croissance et augmente la susceptibilité des descendants à 
l’obésité. 

Tous ces résultats sont détaillés dans l’article présenté in extenso  ci dessous.  

3.1.   Résumé des résultats 

Toutes les femelles ont eu une croissance similaire entre la mise sous régime et la mise bas. 

Elles présentent une hypertriglycéridémie, une hypercholestérolémie et une résitance à 

l’insuline. L’analyse transcriptomique a mis en évidence une surexpression de l’ARNm de 

l’Adipophiline au stade de l’activation transcriptomique du génome embryonnaire, ce qui a 

été confirmé par qRT-PCR. Pendant la gestation, un retard de croissance a été observé dés J9 

à l’échographie. Lors de l’euthanasie réalisée à J28 de gestation de 4 lapines HH et 2 lapines 

C, la tailles des portées n’était pas différente entre les deux groupes. Les fœtus des lapines HH 

étaient plus légers que ceux des lapines C (P<0,001). Le poids des placentas et des différents 

organes n’étaient pas significativement differents. Par contre, le ratio poids fœtal/poids du 

placenta était significativement plus petit au sein du groupe HH (5,06±0,20 vs. 5,9±0,24, 

P<0.01).Le poids de naissance et l’adiposité était diminuée de façon significative dans le 

groupe HH vs C (p<0,05). Au moment du sevrage, il n’y avait plus de différence de poids 

entre les différents groupes alors qu’après, malgré une alimentation normale, les lapereaux 

HH-HH et HH-C sont devenus plus lourds que les lapereaux C-C et C-HH (p<0,0001). A 

l’âge adulte les lapins issus de mère HH avaient une tension arteriellle plus élevée que les C-

C. Après mise sous régime HH pendant 3 semaines le groupe C-C avait une augmentation de 

la tension artérielle significative, contrairement au 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 and increases offspring susceptibility to 
obesity” 
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Sur expression au 
sein des embryons 
HH vs C 

Sous expression au 
sein des embryons 
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. Gènes présentant un effet régime significatif d’après l’analyse de variance 
sur les résultats de transcriptomique. 
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3.3.   Données  complémentaires de l’expérience 1. 

L’analyse transcriptomique sur le réseau dédié a permis de mettre en évidence une différence 

d’expression de plusieurs gènes entre les embryons issus de mères HH et de mère C. Nous 

avons essayé d’étudier l’expression des 6 gènes pour lesquels la p value était la plus 

significative: FGF BP1 (Fibroblast Growth Factor Binding Protein de type 1), MGN (Mago 

Nashi-like protein) et MAPK7 (Mitogen Activated Proteine Kinase 7)  avec une tendance à la 

sous-expression et  PAPOA (Poly A Polymerase Alpha), Regucalcine et Adipophiline avec 

une tendance à la sur-expression par rapport aux embryons issus de mère C (Tableau 3). 

Cependant les p values étaient à la limite et les rapports d’expression entre le groupes étaient 

faibles.  
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Séquences des inserts présents dans les plasmides et utilisés pour mettre au point les amorces 
et les gammes. Les amorces testées sont surlignées. Les deux amorces d’une même paire sont 
de la même couleur. 
Clone lcao0045.g.01.c_5.1 : MGN 
ACGCGGGAAGAGAATAATTGATGACAGTGAAATTACCAAAGAAGATGATGCTTTGTGGCCTCCTCCTGACCGAGTGGGCCGG
CAGGAGCTTGAAATCGTTATTGGTGATGAACACATTTCTTTCACAACATCGAAAATTGGTTCCCTTATTGATGTCAATCAGTCC
AAGGACCCAGAAGGCTTACGAGTATTTTATTATCTTGTCCAGGACCTGAAGTGTTTGGTCTTCAGTCTTATTGGATTACACTTC
AAGATTAAACCAATCTAGATGGAATATTGCTGTGGACATGGGGGGGTTGGGAGTAGTTTTTAATGACCATTATCAAGAAATTT
TTGTGTATATCAGGGCAATTTTTTAAGTAAATGACAAATTATTGTCTTTAA CAACTGTG 

Clone lcao0024.a.10.c_5.1 : FGF BP1 
ACGCGGGGGAGACAGCTGCAACCTGCACCTCGCCTGGCTTTGGGGATTGCGCTGGATCTGCAGACACAGGACTGGTGCCCGC
CCAGCTGAGCCATGTGGACCCGCACTCTCACCCTGCTCTCCGTCCTCCTGCTGGTTGCTCAGGGGCTCCTGACAGAGGCCCAA
AGTGGAGAACAGGATGAAGGGAATTTGGAGGCGGAGCAGGATGGGTGGGTTCCTCTGGAGAAGCCTGTGATAGTGTCCACA
AGCCCGCCAACCCAGGTCATTGTCACTGGCAGCTTTGTGAGCAGAGACCAAGCCAAATGCAATGTGACCGTGACCAGGCAGG
AGGCAGGAGTCAATCTCCAGGTCCATTGTGTTCGACTGGACCACGAGATTTCCTGTGTCTTTGGTGGTGACCCTACTGAGTGC
CTACTCTATTTGAGCAGTGACAAGGTCTACTGGAGACAAATTGGCTGGCACCTGCGCCGCTTGAACCACATCTGTGAGGACTC
CAAGGCCATCCTGGAGACCAGGGTGTGTGGT 

Clone lcao0026.c.05.c_5.1: Regucalcine 
ACTTTGATCAAGTAGACATCTCCAACGGTTTGGATTGGTCCCTGGACCACAAAATCTTCTACTACATTGACAGCCTGGCTTACT
CTGTGGATGCCTTTGACTACGACCTGCAGACAGGACAGATCTCCAACCGCCGAAGTATTTACAAGCTGGAGAAAGAAGAACA
AATCCCAGATGGAATGTGTATTGATACTGAAGGGAAGCTTTGGGTGGCCTGTTACAATGGAGGAAGAGTGATTCGCTTAGAT
TCTGAAACAGGGAAAAGACTCCAAACTGTGAAGCTGCCTGTTGACAAAACAACTTCATGCTGCTTTGGAGGGAAGGACTACT
CTGAAATGTACGTGACCTGTGCCCGGGATGGGCTAGACCCCGACAGTCTTTCAAGGCAACCTGAAGCTGGTGGGATTTTCAA
GATAACTGGCCTGGGGGTCAAAGGAATTCCCCCCTACTCCTACGCGGGCTGAGCAATAGGTGTTCTTTCCTGCCAGAGAAAGC
TTTGGAGACAATGAAGGAATTCTGGGGCCAAAATGTCAATCAGTCAGAAAAAGGAATCAATGATTTTGTTAACCAGGTTGCA
GTTCCATTTAATTTTTAACAAAGAATGACAACACACCCCTTGATAATACAC TGTAAGACCTTTTGTAAAATGTGCTATAGAAA
TGCAAGCCTCTTGATTCTCTGAAAATTGGTTGGGAGCGAGAGGGGGTGAGGAATGGGATGATATCTGTTCTTTCTTCTGCATT
CCATATTCAGCATACCTAAAGCTTC 

Clone lcao0028.b.08.c_5.1 : Adipophiline 
ACGCGGGGGCTCTGCACGTCCGAGCTGCCCGCGGGATTCGACTGCTCGCCGCGCCCATCGATTCCTTTCTCCAGGAAGAAAAA
ATGGCATCCGTTGCAGTGGACCCACAATTGAGTGTGGTGACTAAGGTCGCCAACCTTCCCTTGGTGAGCTCTGCATATGACCT
CGTGTCCTCAGCTTGTGTCAATACAAAGGATCAGTATCCCTACTTGAAGTCTGTGTGTGAGATGGCAGAGAAGGGTGTGAAG
ACCATGACCTCCGTGGCCATAACAAGTGCTCTGCCCATCTTCCAGAAGCTAGAGCCACAAATTGCTGTTGCTAATACCTATGC
TTGTAAGGGACTAGACAGGATTGAGGAGAAATTGCCTATTCTGAATCAGCCAACAACCCAGGTTGTTGCCAGTGCCAAAGGT
GCTGTGACCACTACTGTGACTGGGGCCAGAGTTTCTGTAGCCAACACAATCACAGGGGTGGTGGACAAGACCAAAGGAGCAG
TGACTGGTGGTGTGGAGAAGACCAAGTCCATGGTCAATGGCAGCATTAACACAGTCTTGGGAAGTCGGATGGTGCAGTTTGT
AAGCAGTGGAGTAGAAAATGCACTCACAAAATCAGAACTGTTGGTTGACCAATACCTCCCCCTTACTGAGGAAGAACTAGAA
AAAGAAGCAAAAAAGGTTGAAGGATTTGATGCGGTTCAGAAGCCAAGTTATTATGTTAGACTGGGGTCCCTGTCTACTAAGC
TCCGCTCACGTGCCTACCAGCAGGTTCTTGGTAGGGTTAAAGAAAGCTAGCAAAAAAGCCAAGAGACCATTTCTCAGCTTCAT
TCTACTGTTCACCTGATTGAATTTGGCAGGAAGAATGTGCATAGTGCCACCANAAAAATCAGGATGCTCAGGGATAGCTCTAT
CTCTCGTGGGTGGAGTGAAAAAGAACATTTGCCACGATTATACTGATTAGTCCACTGTGCCGACCACATGAAGTCAGTTACTC
GCCGGGAACAGCTT 

Clone lcao0032.e.07.c_5.1 : MAPK7 
ACGCGGGGGAAATCAAGACAAATAACAGCATGCATTCAAAAAGACAGAATT CAGGAATTATCCATCAGTGCTTAGAATGGG
GCTAACGGAAGTGCTGAGATCTAGCAAAGGTTAGAAGATGATGTAGACCGTCACCCACTGTAAATGTTTGCAAACGGCTACA
TGTTAAGTCCACAGGAGTATTTCAGAACTCTGTGAACGTCAGAGCCTTGGCCTTGGCCTTGAGGCTTTGCATTTTGTAGGTGG
GAAGAGACGTGACAATCCTAGTTCATTAGACCATAGACCCAGAGCCTTACCATTTGATGCATTTTGTTTTAAAAATAGGCCTC
GTTTCTCAGCTTCATCTGCAGTTCTATGTGAAGATTGATAAATCAGTTTTTACTTGTTTTATTAATAAA ACGTAATTTGGATATC
TTGAGTTGATGGTTTTGTGATTTAGCTGGGTAAACTATCTTTGTAACAGATAAGTTATTTATAAAAATTAAAAAACTTATATTC
T 

Clone lcao0035.a.03.c_5.1 : PAPOA 
TTCCATCGGCCGCCCCGGCATGTACGCGGGGTGACTGGGCGGTGCCGGCGCAAGATACCAATCCGTTTCCAGTTACAATGCAT
GGATCACAACAAACACAGCCGCCGCATAAGCACTGTGGCATTACTTCTCCCATCAGCTTACCAGTCCCCAACGAGACCGACT
GCATACTCACACAGAAACTGGTTGAGACCCTGAAACCCTTTGGGGTTTTTGAAGAGGAGGAGGAGCTGCATCGCAAGATTTT
AATTTTGGGAAAATTAAATAACCTGGTTAAAGAGTGGATACG AGAAATCAGTGAAAGTAAGAATCTTCCGCAATCTGTGATT
GAAAACGTTGGAGGAAAAATTTTTACATTCGGATCTTACAGATTATGAGT 
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Photo 8. Résultats du slot blot pour l’adipophiline.  
C : Contrôle, HH : régime hypercholestérolémique hyperlipidique, R : Nombre de Répétition. 
 

 

 

 
Figure 21. Illustration de l’instabilité d’une gamme au cours du temps. Exemple de 
MAPK7. 
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3.3.1.   L’analyse en Slot Blot n’a pas permis de confirmer les résultats du réseau dédié 

La première étape de confirmation de la différence d’expression des gènes a été réalisée par la 

réalisation d’un SLOT BLOT d’ADNc. Pour l’Adipophiline, il n’y avait pas de différence 

mise en évidence par cette technique (4 répétitions HH vs 4 répétitions C)  (p=0,7)  (Photo 8). 

Il s’agit probablement d’un manque de sensibilité de la technique pour prouver de petites 

différences d’expression. Pour montrer de petites différences, il faut de nombreux 

échantillons. On peut également remarquer visuellement une variabilité d’intensité des dépots: 

CR1 parait beaucoup moins fort que CR3, et HHR1 moins fort que HHR2. Il n’est pas 

possible par cette méthode de savoir si les différences sont dues à la variabilité de la méthode 

ou à la variabilité des échantillons. De ce fait nous n’avons pas analysé les autres gènes par 

cette méthode et  notre choix s’est porté sur la réalisation de RT-PCR quantitatives.  

3.3.2.   L’analyse par qRT-PCR confirme la sur-expression de l’ARN adipophiline par des 

embryons J2 issus de mères sous régime HH 

Les gènes candidats comportent de fortes répétitions de nucléotides, rendant aléatoire 

l’efficacité des amorces avec formation de dimères lors des PCR. De plus, les embryons que 

nous analysons contiennent de faibles quantités d’ARN (2,5ng par embryon à J2, et 40 à 80ng 

par embryon à J5). Nous n’avons pas pu réussir à mettre au point des conditions 

expérimentales permettant de quantifier de façon fiable et reproductible l’expression de la 

plupart des candidats au sein des embryons à 48h post-coïtum : Regucalcine, MAPK7, Papoa, 

MGN, FGFBP1. Les gammes doivent être stables au cours du temps pour permettre une 

bonne reproductibilité des expériences. Or, nous avons constaté l’augmentation de la pente et 

la diminution de l’efficacité de la qPCR au cours du temps pour plusieurs gènes (Regucalcine,  
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Problèmes rencontrés lors de la mise au point des qPCR pour les gènes suivant :  

Regucalcine, MAPK7, Papoa, MGN, FGFBP1. 

 MGN: Problème de dessin des amorces. Nombreux dimères d’amorce. 

 Regucalcine, FGFBP1 : Amorces difficiles à dessiner. Les CT de sortie des 

échantillons sont en dehors de la gamme, ne permettant pas une quantification. Instabilité de 

la gamme qui ne donne pas des résultats reproductible d’une PCR à l’autre (Figure 21). 

 MAPK7, Papoa: Amorces difficiles à dessiner. Instabilité des gammes. 
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Figure 22. Illustration des profils de gammes obtenus pour l’analyse de l’ARN de 
l’adipophiline (A) et Luciferase (B).  
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FGFBP1, MAPK7, PAPOA) (Figure 21). Il y a 6 jours d’écart entre les qPCR1, 2 et 3, un 

mois entre qPCR3 et 4 et 2 mois entre qPCR4 et 5 montrent que les points sont bien alignés, 

avec une pente montrant une bonne efficacité de PCR (-3,32 attendu, -3,62 et -3,52 obtenus 

pour luciférase et adipophiline respectivement) avec de bons coefficients de determination (R² 

proches de 1). Ces gammes permettent des quantifications de 9 à 937000 copies pour l’ARNm 

de l’adipophiline et 20 à 2 millions de copies pour l’ARNm de luciférase. 

Le transcrit d’adipophiline semblait sur-exprimé au sein des embryons issus de mères HH 

(ratio environ 1,5). Or, L’Adipophiline est une protéine impliquée dans la formation des 

gouttelettes lipidiques et joue un rôle dans le stockage des lipides. Pour ces raisons, notre 

attention s’est focalisée sur ce transcrit. Nous avons pu mettre au point une RT-PCR 

quantitative afin de confirmer ce résultat (Figure 22). Concernant les solutions de gamme  

d’adipophiline et du transcrit rapporteur luciférase, nous pouvons constater que les points de 

Ct de sortie surviennent à intervalles réguliers. Les courbes de quantification obtenues.  
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Figure 23. Illustration des CT de sortie des échantillons. 
Echantillons « HH » (Rouge) par rapport aux échantillons « Contrôles » (Bleu) au sein de la 
gamme adipophiline.  
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La Figure 23 illustre les résultats de la qPCR de l’adipophiline.  

Les quantités absolues de molécules de transcrit adipophiline au sein des echantillons HH et C 

sont 2321+/-180 vs 1205 +/-250 copies respectivement. Ce résultat de sur-expression de 

l’adipophiline a été confirmé après normalisation par luciférase : l’expression de 

l’adipophiline est plus importante dans le groupe HH que dans le groupe C : 0,02±0,001 vs 

0,012±0,002 (p<0,05) (Figure 24). Il est également intéressant de constater que la quantité 

moyenne de transcrit d’adipophiline est très variable dans le groupe C avec certains 

échantillons montrant un haut niveau d’expression. Au contraire dans le groupe HH, 

l’expression d’adipophiline est plus importante mais moins variable 

 

3.3.3.   L’analyse par qRT-PCR montre que le régime HH n’induit plus de sur-expression de 

l’adipophiline au stade blastocyste 

Au stade blastocyste (J5,5), l’analyse a porté sur 10 embryons HH et 10 embryons C pris 

individuellement et sélectionnés avec des critères morphologiques identiques (taille, aspect, 

régularité) grâce aux photos prises au moment du recueil. Au contraire du stade 48h PC, nous 

avons retrouvé une sous-expression de l’adipophiline au sein des embryons HH : 0,101+/-

0,006 vs 0,148 +/- 0,01; p<0,01, IC 95% ]-0,07; -0,015[ (Figure 25). 
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Figure 25. Quantification du transcrit de l’adipophiline au stade blastocyste.  
10 embryons issus de mère HH vs 10 embryons issus de mère C après normalisation par le 
gène rapporteur exogène (luciférase).  
 

 

Figure 24. Quantification de transcrit de l’Adipophiline à 48h post-coïtum. 
10 lots de 10 embryons des groupes HH (HH1 à HH10) et C (C1 à C10), après normalisation 
par le rapporteur exogène, l’ARN luciférase. Chaque pool a été analyse en triplicate. 
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Photo 9. Embryons issus de mères nourries par le régime HH ou C, à J2.  
Vert : Adipophiline, Bleu : noyau (DAPI), Rouge : lipides (Nile Red). Axio Observer Z1 
(Zeiss) équipé d’un système d’illumination structuré apotome et d’un objectif Plan 
Apochromate 63X (Ouverture numérique=1,4). Temps d’acquisition : DAPI 10ms, 
Adipophiline 400ms, Nile Red 120ms. 
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3.3.4.   L’analyse immuno- histologique montre une plus grande quantité de gouttelettes 

lipidiques au sein des embryons HH au stade J2 de l’expérience 1  

L’analyse a porté sur 17 embryons issus de mères nourries par le régime HH et 10 embryons 

issus de mères nourries par le régime C (protocole expérimental 1: régime HH vs C depuis 

l’âge de 10 semaines). L’analyse met en évidence l’Adipophiline dans les deux groupes, 

cependant sans différence notable (Photo 9 A) : le marquage est diffus, sans localisation 

préferentielle. Cependant, ce qui est frappant est l’absence de visualisation de gouttelettes 

lipidiques dans le groupe C alors que l’on en voit dans l’embryon HH (Photo 9 B). Ceci a été 

retrouvé au cours de deux répétitions différentes alors que les embryons des deux groupes ont 

été manipulés en même temps et que le marquage a bien fonctionné sur les embryons HH. 
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Photo 10. Embryons issus de mères nourries par le régime HH ou C, à J5.  
Vert : adipophiline, Bleu : noyau (DAPI), Rouge : lipides (Nile Red). Axio Observer Z1 
(Zeiss) équipé d’un système d’illumination structuré apotome et d’un objectif Plan 
Apochromate 63X (Ouverture numérique=1.4). Temps d’acquisition : DAPI 10ms, 
Adipophiline 400ms, Nile Red 120ms. 
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3.3.5.   L’analyse immunohistologique montre la plus grande quantité de gouttelettes 

lipidiques présentes chez les embryons HH de l’expérience 1 au stade blastocyste  

L’analyse a porté sur 35 embryons issus de mères nourries par le régime HH et 30 embryons 

issus de mères nourries par le régime C (protocole expérimental 1: régime HH vs C depuis 

l’âge de 10 semaines). L’analyse montre que la protéine Adipophiline (marquage vert) est 

localisée autour des gouttelettes lipidiques (marquage rouge) qui sont en quantité plus 

importante dans les embryons du groupe HH (Photo 10). De plus on note une localisation de 

ces gouttelettes à proximité des noyaux (marquage DAPI, bleu) (Photo 11) qui n’existe pas au 

sein des embryons du groupe C, et surtout au niveau du trophectoderme. 
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Groupe HH                   Groupe C 

 
 

Photo 11. Cellule issue d’un embryon du groupe HH et C au stade blastocyste J5, 
agrandissement de la Photo 10. 
On visualise nettement les gouttelettes lipidiques (rouge) qui se localisent autour du noyau 
(bleu). En A on visualise nettement l’Adipophiline qui dessine une couronne et qui entoure les 
gouttelettes (Fléche, B). Axio Observer Z1 (Zeiss) équipé d’un système d’illumination 
structuré apotome et d’un objectif Plan Apochromate 63X (Ouverture numérique=1,4). Temps 
d’acquisition : DAPI 10ms, Adipophiline 400ms, Nile Red 120ms.  
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E. Expérience 2 : Régime HH ou C à partir de 
18 semaines après la naissance, moment de la 
mise à la reproduction  

 



 
 

214 

 

 

 
Figure 26. Protocole Expérimental. Expérience 2 : régime HH ou C débuté à 18 
semaines, poursuivi jusqu’au sevrage. Pas de suivi à long terme. 
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1.   Matériels et Méthodes 

Vingt femelles ont reçu soit le régime HH (HH2, n=10) soit le régime Témoin (C2, n=10) à 

partir de la mise à la reproduction à 18 semaines (Figure 26). Par la suite, le protocole 

expérimental a été le même que dans l’expérience 1 : le suivi du poids et de la prise 

alimentaire des mères, le suivi échographique et le suivi post natal des lapereaux, les prises de 

sang ont été réalisé de la même façon à 17 semaines, juste avant la mise à la reproduction faite 

à 18 semaines, à 19 semaines (mi-gestation ) et 25 semaines (sevrage). Les lapereaux ont été 

répartis en portées de 6, formant 4 sous groupes. Le protocole expérimental est schématisé en 

Figure 26.  

Descendants de mères nourries par le régime HH2 et allaités par une mère nourrie par 

un régime HH2 (HH2-HH2). 

Descendants de mères nourries par le régime HH2 et allaités par une mère nourrie par 

un régime C2 (HH2-C2).  

Descendants de mères nourries par le régime C2 et allaités par une mère nourrie par un 

régime HH2 (C2-HH2). 

Descendants de mères nourries par le régime C2 et allaités par une mère nourrie par un 

régime C2 (C2-C2).  

Tous les animaux (mères et descendants) ont été pesés et euthanasiés au sevrage selon le 

protocole détaillé dans le Matériels et Méthodes communs. 
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Age (semaines) 

 Groupe 17 semaines 
(juste avant mise 

sous régime) 

20 semaines 
(mi-gestation) 

 

25 semaines 
(sevrage) 

 

C2 1,81 ± 0,15 1,75 ± 0,23* 1,76 ± 0,7* Cholesterol 
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* HDL  
(mmol/L) HH2 1,07 ±0,06 1,04 ± 0,05 10,94 ± 0,09 

C2 0,46 ± 0,03 0,95 ±0,27 0,87 ± 0,09 Triglycerides 
(mmol/L)  HH2 0.57 ± 0.05 0.82 ± 0.07 1.07 ± 0.17 

C2 7.24 ±0.32 7.66 ± 0.4 8.57 ±0.4 Glucose 
(mmol/L) HH2 7.54 ±0.41 8.36 ±0.64 8.69 ± 0.55 

C2 0,25 ± 0.05 0.38 ± 0.02 0,24 ± 0.04* Insuline 
(mmol/l) HH2 0,32 ± 0,10 0,69 ± 0,23 0,56 ± 0,06 

 
Tableau 4. Expérience 2: Moyennes ± SEM des concentrations à jeun de: cholestérol 
total, HDL, triglycérides, insuline et glucose des femelles en fonction de l’âge et du 
régime.  
C: régime contrôle, HH: régime hypercholestérolémique hyperlipidique, ND: non déterminé. 
*indique une différence significative entre les deux groupes (p<0,05). 
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2.   Résultats de l’Expérience 2: Le régime HH donné au moment 
de la mise à la reproduction n’induit pas de retard de 
croissance intra utérin mais induit de l’athérosclérose chez les 
descendants. 

Dans cette expérience, l’alimentation hypercholestérolémique hyperlipidique est donnée à 

partir de 18 semaines, âge de la mise à la reproduction. 

2.1.   Le Régime HH administré à partir de la mise à la reproduction induit une 
dyslipidémie,  de l’athérosclérose, sans obésité chez les mères 

La prise hebdomadaire de poids pendant la gestation n’était pas significativement différente 

entre les deux groupes de mères (HH2 et C2). Comme observé avec l’expérience 1, les lapines 

sous régime HH mangeaient moins, mais ingéraient une plus forte quantité de lipides pendant 

la gestation (poids moyen de lipides ingérés par semaine: 801 ±98g vs 226 ±38g; p<0,01). Les 

taux de cholestérol total et d’HDL étaient significativement plus élevés à mi-gestation dans le 

groupe HH2 (5,43±1,23 vs 1,75±0,23mmol/L; p<0,01 et 1,04±0,05 vs 0,76±0,05 ; p<0,05) 

mais glycémie, insulinémie et triglycéridémie n’étaient pas différentes ( Tableau 4 ). Des 

lésions athérosclérotiques n’ont été observées que dans la moitié des mères autopsiées au 

moment du sevrage. Ces lésions couvraient 0,11±0,12% de la surface des aortes. 
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Figure 27. Mesure par échographie de la vésicule fœtale à J9 et des longueurs 
embryonnaires à J14 et J21. Il n’existe aucune différence entre les deux groupes HH2 et 
C2. 
 

 

Figure 28. Suivi du poids des lapereaux jusqu’au sevrage (expérience 2). Echelle de 
poids en log (g). 

 

 Expérience 2  
 C2 HH2  

Nombre de femelles 
gestantes 

9/10 9/10 NS 

Nombre de lapereaux 
obtenus 

48 66  

Nombre de lapereaux 
par femelle 

5,33 
(2-7) 

7,62 
(6-10) 

p<0,05 

Poids de naissance 
42,3  

+/-11,7g 
42,5  

+/-7,4g 
NS 

Taux de survie à la 
naissance 

85,32% 92,05% NS 

 
Tableau 5. Expérience 2. Issue de la gestation : Nombre de descendant et survie.  

Vesicule Foetale à J9

0.00

1.00

2.00

3.00

4.00

5.00

J9

Jour de gestation

P
ér

im
èt

re
 (

cm
)

HH2

C2

Taille de l'embryon

0.00

5.00

10.00

15.00

20.00

25.00

30.00

J14 J21

Age gestationnel (jour)

LC
C

 (
m

m
)

HH2
C2



 
 

219 

2.2.   Le Régime HH administré à partir de la mise à la reproduction n’induit 
pas de retard de croissance intra utérin (RCIU) 

Aucun RCIU n’a été retrouvé par échographie. Le périmètre de la vésicule fœtale, et les 

longueurs embryonnaires à J14 et J21 n’étaient pas différentes (Figure 27).  

La taille des portées était plus petite dans le groupe C ( Tableau 5 ). Le taux de survie n’était 

pas statistiquement différent ( Tableau 5 ). Il n’y avait pas non plus de différence entre les  

groupes pour le poids total (42,3 ± 11,7g vs 42,5 ± 7,4g). 

 

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

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

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

2.4.   Au sevrage, il n’existe pas de différence de poids et il existe une 
hyperlipidémie chez les lapereaux sous mères HH 

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

d’allaitement (Figure 28). L’autopsie n’a pas montré de différence entre les deux groupes 

pour le poids total et le poids des différents organes.  

La concentration plasmatique de cholestérol total était plus élevée dans le groupe HH-HH2 vs 

C2-C2 (7,64 ±1,26 mmol/l vs 4,26 ±0,59mmol/l; p<0,05) et dans le groupe C-HH2 vs C-C2 

(8,2 ±1,07mmol/L vs 4,26 ±0,59 mmol/L; p<0,05). Les concentrations plasmatiques de HDL 

n’étaient pas différentes entre les différents groupes et les glycémies à jeun n’étaient pas 

différentes entre les différents groupes. Les concentrations plasmatiques de triglycérides 

étaient plus basses dans le groupe C-C2 comparées au groupe C-HH2 (3,91 ±0,71mmol/l vs 

1,76 ±0,35mmol/l; p<0,05) (Figure 29).  



 
 

220 

 

 

 

 

Figure 29. Bilan biologiques au moment du sevrage. 

 * indique une différence significative : p<0,05 

 
 

 

Photo 12.  Aortes prélevées au sevrage, expérience 2. Coloration à l’huile rouge. 
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F. Résumé des résultats 
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Tableau 6. Comparaison des principaux résultats obtenus avec le régime HH lors des 
parties communes des expériences 1 et 2. 
Expérience 1 : régime débuté à 10 semaines, mise à la reproduction à 18 semaines. 
Expérience 2 : régime et mise à la reproduction à 18 semaines. 
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L’originalité de cette étude comparée aux études précédentes sur l’effet du régime 

hypercholestérolémique (HH) est que nous avons analysé les effets depuis le stade 

embryonnaire précoce jusqu’à l’âge adulte, en passant par un suivi échographique anténatal. 

Nous avons montré que ce régime HH débuté plusieurs semaines avant la conception et 

poursuivi pendant la gestation et l’allaitement induit chez les mères une athérosclérose et une 

hyper insulinémie gestationelle sans augmentation des glycémies (insulino résistance). 

Nous avons également montré que l’expression génique est modifiée dès le stade de 

l’activation de la transcription du génome embryonnaire (48h post-coïtum, 8-16 celllules) : la 

sur-expression de l’adipophiline a été confirmée en qRT-PCR. Cette sur-expression est 

transitoire puisqu’à un stade plus tardif (J5), l’expression est diminuée. La quantité et la 

répartition des gouttelettes lipidiques est également différente, plus abondante dans le groupe 

HH  aux stades J2 et J5 avec une localisation au niveau du trophectoderme et périnucléaire  au 

stade J5. 

Nous avons montré que le régime HH induit un RCIU précoce et un petit poids de naissance 

lorsque ce régime est débuté plusieurs semaines avant la conception, ce qui n’est pas le cas 

lorsque le régime est débuté au moment de la mise à la reproduction (Tableau 6). Pour ces 

lapereaux nés avec un plus petit poids, le rattrapage de poids post-natal a permis de retrouver 

un poids moyen égal aux témoins au sevrage, mais ensuite, ces lapins sont devenus en 

surpoids par excès de tissus adipeux malgré une alimentation normale. Ils sont également 

devenus hypertendus, sans qu’aucune lésion d’athérosclérose n’ait pu être décelée 

macroscopiquement. 
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G. Discussion globale 
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1.   Difficultés rencontrées 

Au cours du déroulement de ces expériences, nous avons été confrontés à plusieurs difficultés. 

En ce qui concerne l’animalerie, une épidémie s’est déclarée au sein de l’élevage avec une 

mortalité importante. La lapinerie a également déménagé et pendant ce temps là aucun animal 

n’a été mis à la reproduction. Ainsi, il a fallu répéter plusieurs séries d’animaux.  

Concernant l’aspect biologie moléculaire, la principale difficulté est  liée à la rareté du 

matériel biologique, vu les difficultés et les délais d’obtention des embryons en nombre 

suffisant. La quantité d’ARN au sein des embryons de lapin au stade de la mise en route du 

génome rend difficile la mise au point d’une Q-PCR fiable et reproductible : chaque embryon 

contient entre 2,5 et 5ng d’ARN totaux. Ainsi, en ce qui concerne les autres gènes suspects 

mis en évidence par le réseau d’ADNc dédié nous avons essayé de jouer sur plusieurs points. 

Nous avons essayé de dessiner plusieurs fois des amorces. Or ces gènes possèdent de fortes 

répétitions de séquences. Les amorces avaient donc tendance à dimeriser et à ne pas amplifier 

correctement la cible. Non seulement la quantité d’ARN total est faible dans les embryons aux 

stades étudiés, mais l’expression des gènes est elle-même assez faible. Ainsi lorsqu’une 

amplification correcte était obtenue, il n’était pas rare que la quantification précise ne soit pas 

possible rendant impossible toute interprétation. Les difficultés étaient moindres pour un des 

transcrits, l’Adipophiline. En étudiant ce qui était connu sur ce gène, il nous apparu comme 

un excellent gène candidat sur lequel il fallait porter nos efforts. Pour démontrer 

statistiquement qu’une faible différence est significative il faut augmenter les tailles des  
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échantillons.  Pour faire le calcul d’effectif nécessaire nous avons utilisé la formule de calcul 

de puissance utilisée en épidémiologie, par exemple pour calculer le nombre de patients 

nécessaires à inclure par exemple dans une étude médicament vs placebo. Nous avons d’abord 

mis au point une PCR test dans laquelle nous avons placé des tubes avec une quantité N 

d’ARN d’adipophiline et des tubes avec une quantité 1,5N. L’analyse du résultat nous a 

permis d’avoir les éléments nécessaires au calcul.  Nous avons ainsi pu démontrer pour que 

pour montrer une différence d’un facteur 1,5 entre les deux groupes il fallait 10 échantillons 

de chaque condition. Comme chaque échantillon était constitué de 10 embryons, il fallait donc 

avoir 100 embryons morphologiquement corrects issus de mères sous régime HH et 100 issus 

de mères sous régime Contrôle. Il était donc impératif de rassembler les embryons car il était 

impossible d’obtenir 100 embryons corrects pour une seule lapine.  

En tant que médecin, être confronté à ces difficultés propres à la recherche fondamentale aura 

été quelque chose de très enrichissant. Renforcer le lien entre la médecine, la recherche 

clinique et la recherche fondamentale, est une des motivations principales qui m’ont fait me 

lancer dans ce projet de thèse. 
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2.   Choix du modèle 

La critique principale qui peut être faite à nos protocoles expérimentaux est le choix du 

modèle lapin et du régime.  

Les raisons qui nous ont fait choisir ce modèle animal sont expliquées en début de ce 

mémoire. Il n’en reste pas moins qu’une des limites principales est que le génome du lapin 

n’est actuellement que partiellement séquencé et l’annotation de ce génome est donc 

incomplète. De plus, la membrane à ARN utilisée ne couvre que 2000 contigs. Ces points 

seront résolus dans un avenir proche puisque le séquençage a été récemment complété  

(Rabbit Genome project : www.broadinstitute.org/community/science/projects/mammals-

models/rabbit/rabbit-genome-project), l’annotation du génome lapin est en cours et une autre 

membrane couvrant plus de contigs va être réalisée.  

L’autre élément criticable de notre modèle est la caecotrophie. Un élément qui n’a pas été 

étudié au cours de ces expérimentations est la composition des déjections des lapins. Nous 

n’avons pas de données sur la caecotrophie et son rôle dans la digestion des lipides.  
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3.   Régime alimentaire 

Le régime alimentaire normal du lapin est très éloigné du régime humain.  L’objectif était 

d’étudier l’effet de l’hypercholestérolémie et de l’hyperlipidémie lièe à l’alimentation bien 

que la quantité de lipides ingérée par le lapin soit bien inférieure à celle ingérée par les 

hommes. La composition que nous avons choisie est issue de la littérature.  

On pourrait cependant se demander si les perturbations que nous avons observées ne sont que 

le reflet d’un régime tout simplement pas adapté à cet animal, plus qu’à 

l’hypercholestérolémie elle même. Or, si l’on se réfère aux études sur l’athérosclérose, le 

métabolisme lipidique proche de l’humain fait du lapin un modèle de choix pour cette 

pathologie. Ainsi, c’est bien l’effet de l’hypercholestérolémie que nous avons observé. 

L’huile de soja a été choisie car elle fournit un bon ratio d’acides gras essentiels. De plus, elle 

contient également des acides gras polyinsaturés 150. Dans notre étude, l’effet du cholestérol et 

de ces élements sont donc confondus.  

Un des inconvénients du soja est qu’il contient des phytoestrogènes. Sa consommation expose 

donc à des taux d’hormones potentiellement important qui peuvent interférer avec le 

développement fœtal ou post natal. L’excés d’oestrogènes peut induire par exemple des 

anomalies du developpement sexuel chez les mâles, voire impacter la croissance 151. 

Cependant, si les phyto-oestrogènes sont abondantes dans les graines, la quantité présente 

dans l’huile de soja est très faible voire nulle selon la base de données du United States 

Departement of Agriculture (USDA 2002) citée dans le rapport de l’Agence Française de 

Sécurité Sanitaire des Aliments (AFSSA) (http://www.afssa.fr/Documents/NUT-Ra-

Phytoestrogenes.pdf). 
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4.   Apports de la comparaison expérience 1- expérience 2 

La différence essentielle qui existe entre l’expérience 1 et l’expérience 2 est le moment du 

début du régime. Dans l’expérience 1 le régime (HH ou C) est débuté à 10 semaines après la 

naissance, en période pré pubertaire. Dans l’expérience 2 ce régime est débuté au moment de 

la mise à la reproduction. Or les effets physiologiques sur la gestation sont différents (Figure 

31). En particulier, lorsque le régime débute au moment de la mise à la reproduction, il n’y a 

pas de RCIU. Ceci met en évidence le rôle majeur de la période pré et péri conceptionnelle. Il 

a été récemment montré que l’obésité maternelle préconceptionnelle est associée à des 

altérations du métabolisme mitochondrial chez les ovocytes et les zygotes de souris152.  
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Le régime peut avoir une influence sur l’ovocyte, ou sur l’embryon dans sa période 

préimplantatoire. D’autres études sont nécessaires au stade ovocytaire et à d’autres stades du 

développement embryonnaire pour mieux comprendre les mécanismes impliqués dans les 

évènements observés dans notre modèle expérimental.  

L’étude de Howie et al. publiée en 2009 suggère que la période périconceptionnelle n’a pas 

plus d’importance que la gestation elle-même et indépendamment de la période post natale.32 

Dans son modèle expérimental développé chez le rat Wistar, Howie a donné un régime 

contrôle, ou un régime « high fat » (HF) depuis le sevrage des femelles jusqu’au sevrage de 

leurs ratons, ou à partir de la mise à la reproduction jusqu’au sevrage de leurs ratons. A partir 

de la naissance, tous les animaux ont reçu le même régime alimentaire contrôle. Les résultats 

de Howie montrent un petit poids de naissance et un surpoids à l’âge adulte des rats nés des 

mères ayant eu un régime HF, quel que soit le moment du début du régime.  

Le point commun entre cette étude et la nôtre est l’effet de « programmation de l’obésité ». 

Cependant l’absence de rôle clé de la période préconceptionelle peut être due à plusieurs 

éléments. Tout d’abord le modèle animal est différent : la placentation, le métabolisme 

lipidique, la mise en route du génome embryonnaire se font de façon différente entre le 

modèle rat choisi par Howie et le modèle Lapin que nous avons utilisé (Cf. justification du 

modèle). Ensuite il est  possible que l’ovocyte lui-même n’ait pas la même sensibilité au 

régime : il pourrait être « résistant » dans le modèle rat, et « sensible » dans le modèle lapin. 

Ceci mériterait d’autres expérimentations. 

Cardozo et al. 153 ont publié en 2011 une revue de la littérature exhaustive sur le lien entre 

syndrome métabolique de la femme et sa qualité ovocytaire. Cet article démontre tant chez 

l’animal que chez l’humain, que l’obésité et la resistance à l’insuline sont associés à des 

défaut d’ovulation et des anomalies du développement embryonnaire précoce 38.  
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Une étude du liquide folliculaire prelevé au moment des ponctions d’ovaires dans le but de 

fecondations invitro a montré qu’en cas d’indice de masse corporelle élevé, les concentrations 

intra foliculaires d’insuline, de lactate, de triglycérides et de C-Reactive Protein (CRP, qui est 

un marqueur de l’inflammation) étaient élevées avec une concentration diminuée de steroid 

hormon binding protein154. La concentration élevée de CRP peut indiquer une inflammation 

ou un stress oxydatif qui peut altérer la qualité ovocytaire. Dans le cadre de l’infertilité de la 

femme, il est bien établi que la qualité ovocytaire des patientes ayant une obésité ou un 

syndrome métabolique (dans le cadre d’un syndrome des ovaires polykystiques) est moindre 

que pour les autres patientes. Cependant, la qualité ovocytaire est un marqueur de succès de la 

fecondation in vitro, mais il n’y a pas d’études faisant la corrélation entre faible qualité 

ovocytaire et devenir à long terme des enfants.  

L’expérience 1 débute dès avant la puberté. Celle-ci se situe aux environs de 12 semaines. 

L’impact du régime sur l’ovocyte est donc peut être dû à cette période critique du 

développement. On ne sait pas si des lapines exposées pendant 8 semaines avant la mise à la 

reproduction au régime HH, après la période pubertaire, auraient développé les mêmes 

conséquences que dans notre expérience. Les complications liées aux grossesses pendant 

l’adolescence décrites par JM Wallace sont liées au conflit entre les besoins de la mère pour 

sa propre croissance et les besoins du conceptus pour son développement qui induirait une 

diminution de la taille du placenta, sans modification majeure de sa fonction, à l’origine de la 

diminution de taille du conceptus155. Afin de savoir si le moment précis du régime par rapport 

à la puberté a un réel impact, il faudrait décaler la mise sous régime, en démarrant par 

exemple vers 14 semaines avec une mise à la reproduction vers 22 semaines. 

Des travaux réalisés dans le laboratoire ont évaluer les conséquences du régime HH sur les 

ovaires. Des analyses histologiques ont montré que le régime HH induit une importante 

atrésie folliculaire (M2 Ann-GAel Cordier, données non publiées). Cet effet visible peu 

laisser supposer l’existance d’anomalies génétiques ou épigénétiques.  
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5.   Effets physiologiques du régime 

5.1.   Effets des régimes sur les mères 

Les régimes utilisés n’ont pas induit d’obésité chez les mères mais une perturbation des bilans 

lipidiques, ce qui était l’effet recherché.  

Dans l’étude de Mizogushi qui évalue les « normes » des bilans biologiques chez les lapines 

New Zealand White (même race que la nôtre) en dehors et pendant la gestation, il n’est pas 

fait mention de l’aliment ingéré ni de sa composition et l’insulinémi n’a pas été étudiée80. De 

plus les prises de sang n’ont pas été faites aux mêmes âges gestationnels, rendant difficile une 

comparaison. Cependant, on peut noter que, dans l’étude de Mizogushi et al., il y avait une 

diminution des glycémies au cours de la gestation alors qu’elles sont stables sur la même 

période de temps chez leurs témoins non gestantes, et que nos lapines ont des glycémies qui 

ont tendance à s’élèver jusqu’à la mise bas dans les deux groupes (HH et C) sans qu’il y ait de 

différence significative entre ces deux derniers groupes. De plus, l’insulinémie est plus élevée 

dans le groupe HH vs C à l’âge de 20 semaines (mi-gestation, expérience 1). Elle n’est pas 

plus élevée au cours de la gestation dans l’expérience 2. Cette augmentation de l’insulinémie 

avec des glycémies normales est le témoin d’une insulinorésistance. Les causes de 

l’insulinorésistance pendant la gestation ne sont pas bien connues. Il peut s’agir d’un défaut 

qualitatif du recepteur de l’insuline, empéchant la laison de l’insuline, d’un défaut quantitatif 

de ces récepteurs ou d’une anomalie de la voie de signalisation qui succède à la fixation de 

l’insuline à son récepteur. D’après Damm et al., il ne semble pas s’agir de la première 

hypothèse, la liaison insuline – recepteur n’est pas altérée pendant la grossesse 156. Pour 

Buchanan et al, un des mécanismes induisant une perte de la sensibiilité à l’insuline est 

l’adiposité maternelle et l’effet d’hormones placentaires 157.  
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Les deux hormones placentaires semblant jouer un rôle important dans l’insulinorésistance 

sont l’hormone lactogène placentaire (hPL) et la human Placental Growth Hormon (hPGH) 

sans que les mécanismes moléculaires liés a ces hormones soient connus158.  

Barbour et al. ont montré que les mécanismes de l’insulinorésistance sont multifactoriels, 

impliquant une diminution de la capacité de l’insuline d’induire la phosphorylation de son 

récepteur, une diminution de l’expression de IRS-1 (Insulin Receptor Substrate-1) et une 

augmentation de la quantité de la sous unité p85 de la PI 3-kinase, ce qui réduit l’activité de 

cette enzyme158. Tout ceci aboutissant à une diminution de la translocation de GLUT4 vers la 

surface membranaire, et une diminution du passage intra-cellulaire du glucose (Figure 30). 

L’Adiponectine qui est une hormone produite par les tissus adipeux qui joue un rôle important 

dans l’insulino sensibilité est diminuée chez les patientes présentant un diabète gestationnel et 

sa sécretion diminue au cours de la grossesse. Sa diminution est donc corrélée avec la 

survenue de l’insulino resistance observée au cours de la deuxième partie de la grossesse. Le 

gène codant pour cette protéine n’est pas sur le réseau utilisé, on ne sait donc pas si 

l’expression de ce gène est modifiée par le régime. L’expression de PPAR γ qui est, entre 

autres, un facteur de transcription lipogénique, diminue au cours de la grossesse entrainant 

ainsi une augmentation de la lipolyse et de l’insulinorésistance. Ce gène est présent sur le 

réseau utilisé mais son expression n’apparaît pas modifiée par le régime HH.  

L’ensemble de ces mécanismes induit une augmentation des glycémies et des taux acides gras 

libres circulant. Ainsi, l’inflammation, la diminution de l’Adiponectine, l’augmentation de la 

lipolyse contribuent à l’insulinorésistance158. 
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Figure 30. Résumé des mécanismes potentiels de résistance à l'insuline normal dans le 
muscle squelettique en fin de grossesse et dans le diabète gestationnel de la femme avec 
interruption des systèmes enzymatiques (croix).  
La voie normale de stimulation par l'insuline du transport du glucose dans le muscle implique 
l'activation de la protéine récepteur de l'insuline, qui va entrainer la phosphorylation de  IRS-1 
et IRS-2 au niveau de résidus (pY). IRS-1 recrute la sous unité p85, sous-unité régulatrice de 
la PI 3-kinase, ce qui entraine la phosphorylation de phospholipides membranaires avec 
production de phosphoinositol-3 ,4,5-phosphate [PIP3]. Cette production de PIP3 est 
nécessaire pour l'activation de Akt et la signalisation pour la translocation de GLUT4. 
D’après Barbour et al158.  
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Concernant les taux de cholestérol et de triglycérides, les résultats de nos dosages sont 

systématiquement supérieurs à ceux de Mizogushi, y compris dans le groupe Contrôle. Le 

seul point commun est la diminution des concentrations retrouvées en fin de gestation. Ces 

différences de dosages peuvent s’expliquer de plusieurs façons. Tout d’abord la nature de 

l’aliment donné par Mizogushi et al. n’est pas connue, et les auteurs ne précisent pas si les 

prises de sang ont été effectuées à jeun, même si cela est  très probable car les résultats des 

dosages de Mizogushi sont plus faibles que les nôtres. Dans notre étude, les prélèvements ont 

été faits le matin après une nuit de jeûne. Ensuite et surtout, la méthodologie utilisée pour les 

dosages est peut être différente. Nous avons utilisé une technique par « enzyme imunoassay » 

(Roche Diagnostics, Basel, Suisse) alors que Mizogushi, de façon surprenante, ne précise pas 

la méthode de dosage.  

Le point le plus important reste qu’il existe une réelle différence entre le groupe C et le  

groupe HH au cours de nos deux expériences et que l’évolution globale des dosages est 

comparable même si les valeurs absolues ne le sont pas. 
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5.2.   Impact du régime sur le développement placentaire 

Dans notre étude, la diminution du ratio poids fetal/poids du placenta à J28 de la gestation 

indique une diminution de « l’efficacité » du placenta. Montoudis et al.81, en utilisant des 

femelles nourries par un régime hypercholestérolémique, ont démontré qu’une augmentation 

du cholestérol et des triglycérides sérique fœtaux était observée, associée à une diminution du 

poids et une accumulation de lipides au niveau du placenta81. Les données de l’équipe de 

Marseille-Tremblay et al. chez le lapin montraient qu’avec un régime enrichi à 0,2% de 

cholestérol donné à des lapines gestantes, la lipogenèse est principalement réalisée au niveau 

du foie maternel, alors que le placenta joue un rôle clé dans la synthèse du cholestérol : il y a 

une décroissance de la quantité de HMCoA-Reductase hépatique, sans modification de 

l’HMGCoA-Reductase placentaire, avec une augmentation de l’expression de Sterol 

Regulatory Element Binding Proteins 1 et 2 (SREBP) dans le noyau des cellules du placenta 

sous régime enrichi en cholestérol. L’expression de la Fatty Acid Synthase (FAS) n’est pas 

modifiée par le régime dans le foie des mères et le placenta, mais diminuée dans le foie des 

lapereaux82. Marseille-Tremblay et al. ont donc démontré que le placenta joue un rôle majeur 

dans la synthèse du cholestérol pendant la gestation alors que la lipogénèse est principalement 

assurée par le foie ; le placenta ne répond pas à une augmentation du cholestérol plasmatique, 

mais le foie diminue l’activité de HMG-CoA Reductase ; enfin, SREBP-1/2 peuvent moduler 

le métabolisme du cholestérol et des lipides indépendamment de HMG-CoA reductase et de 

FAS82. Ces gènes ne figurent pas sur le réseau utilisé dans nos expériences. 

Marseille-Tremblay a également étudié la corrélation entre le métabolisme lipidique maternel 

et placentaire au sein de placentas humains à terme159. Les femmes présentant un taux elevé 

de cholestérol plasmatique avaient un taux élevé de LDL, de Apo-B100 et de triglycérides. 
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Cependant, les taux de cholestérol étaient normaux dans le sang fœtal au niveau du cordon 

ombilical. Dans le placenta, les taux de FAS et de SREBP-2, impliqués dans la lipogénèse, 

étaient significativement augmentés alors que l’expression de SREBP-1 et  HMG-CoA 

reductase, impliqués dans la synthèse du cholésterol n’étaient pas modifiés par 

l’hypercholestérolémie maternelle159. L’expression du récepteur des LDL oxydés (OLR1) 

était également augmenté au sein des placentas à terme de femmes présentant des taux de 

cholestérol plasmatiques augmentés160. Or nous avons rapellé le rôle délétère des LDL oxydés 

dans l’athérosclérose. De plus, Wang et al. ont montré que l’expression de l’Adipophiline 

était augmentée dans les macrophages par les LDL oxydés161. Jones et al. ont évalué l’effet 

d’un régime enrichi en lipides débuté 8 semaines avant la mise à la reproduction jusqu’à 18 

jours de développement embryonnaire chez la souris, montrant que le régime induit une 

augmentation du transfert transplacentaire du glucose et d’acides aminés neutres, liés à une 

augmentation de l’expression de leurs transporteurs placentaires (GLUT1, SNAT). Cependant 

cet auteur n’a pas étudié le devenir des conceptus exposés à ce régime162.  

Il pourrait donc exister un lien entre les perturbations lipidiques maternelles, le placenta et nos 

observations qui sont une diminution du rapport poids fœtal/poids placentaire, un retard de 

croissance et l’augmentation de l’expression de l’Adipophiline (par l’intermédiaire des LDL 

oxydés). Il serait donc intéressant de travailler sur des gènes candidats liés au métabolisme 

lipidique qui s’expriment au niveau du placenta. Parmi les gènes candidats, on pourrait 

travailler sur les gènes liés à l’adipophiline (PPAR, RXR), aux protéines en rapport avec le 

transport d’acides gras (FABP), mais aussi Fatty Acid Syntase (FAS), SREBP, HMG Co A 

reductase…(Travaux en cours par A. Tarrade). 



 
 

250 



 
 

251 

 

5.3.   Impact du régime sur le développement fœtal 

La culture de l’embryon in vitro peut altérer la croissance et la morphogénèse 

embryonnaire163 et placentaire164. Ceci peut être expliqué par l’existence de nombreux 

systèmes de régulations nutritionnelles présents au sein des tissus à  des moments critiques du 

développement précoce165. 

Watkins et al., en 2008, ont illustré l’importance de l’alimentation maternelle durant le 

développement embryonnaire pour le contrôle et la dynamique de croissance du conceptus 

ainsi que sur le risque de développement de maladies à l’âge adulte. Les conséquences 

néfastes de la restriction protéique durant la période pré-implantatoire sur le développement 

sont multiples et concernent la croissance globale, la physiologie cardiovasculaire et le 

comportement39. Cependant ces études évaluent essentiellement les effets d’une restriction 

protéique. 

Dans des travaux réalisés suite à cette thèse, il n’y avait pas de différence entre les 

concentrations de leptine au cours de la gestation chez les mères HH par rapport aux C 

(Master 2 Ann Gael Cordier, données non publiées). Chez le rat, un traitement néonatal par la 

leptine en cas de RCIU reverse la susceptibilité à developper un syndrome métabolique et 

restaure un phénotype adulte normal166 : le défaut de leptine en cas de RCIU peut donc 

participer à la mauvaise programmation métabolique, en induisant par exemple une résistance 

à la leptine à l’âge adulte. La Leptine étant une hormone régulant notament l’appétit, ceci 

pourrait expliquait l’excès d’ingestion constaté dans le groupe HH-HH (Expérience 1). 

Ozil et al. ont montré dans notre laboratoire que chez des embryons de souris, une 

perturbation des oscillations calciques embryonnaires, juste après la fécondation induisait une 

diminution du taux d’implantation embryonnaire malgré un développement normal jusqu’au 

stade blastocyste. 167 De plus, un pourcentage non négligeable de gène, environ 20% étaient 
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dérégulés par cette diminution des flux calciques au sein de l’embryon précoce. Cependant, il 

n’existe pas de différence de poids entre les souriceaux du groupe témoin et du groupe 

« oscillations calciques modifiées » à terme. Il n’y a pas eu de suivi postnatal des 

souriceaux.167 Les oscillations calciques qui surviennent après la fécondation sont un des 

mécanismes essentiels de l’activation embryonnaire. Cette étude demontre qu’une 

perturbation au moment de la transition materno embryonnaire peut entrainer des anomalies 

de l’expression génique embryonnaire et du développement. 

Une seule étude utilisant un régime hyperlipidique chez le rat a montré des effets similaires à 

notre travail, c'est-à-dire une tendance à l’obésité de la descendance, mais l’effet de la 

supplémentation n’a pas étudié lorsqu’elle est donnée uniquement à partir de la mise à la 

reproduction et cette étude n’a donc pas pu démontrer d’effet délétère du régime 

préconceptionnel32. Dans notre étude, nous avons pu démontrer que le retard de croissance 

apparaît dès J9 de gestation, soit juste après l’implantation qui est à J6,5, confirmant que la 

période préimplantatoire est un élément clé pour le futur développement de l’embryon.  

Nous n’avons pas pu réaliser d’évaluation de la croissance de façon longitudinale de chaque 

lapereau pendant toute la gestation, les difficultés techniques nous empêchant d’être certains 

de bien mesurer le même lapereau d’une part et d’autre part, les parties mesurables de chaque 

fœtus n’étaient pas strictement identiques au cours du temps. Il est possible que l’utilisation 

de sondes dédiées à l’expérimentation sur petits animaux nous permette dans l’avenir un 

meilleur suivi échographique prénatal. Polisca et al. ont publié un article sur l’échographie 

chez la lapine gestante128. En utilisant une sonde microconvexe de 5,5 à 7,5Mhz, cette équipe 

a pu caractériser les flux Doppler au niveau du cordon ombilical, de l’aorte, de la veine cave, 

à l’aide d’index de mesures utilisés habituellement chez la femme (pic systolique, vélocité 

diastolique, index de pulsatilité, index de résistance). Les analyses ont été faites tous les 4 

jours à partir de J10 de gestation. Les flux utero placentaires ont également été évalués. 

L’évolution de ces index au cours de la gestation montrait que les pics systoliques et les flux  
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Photo 13. Acquisition en mode Triplan Angio 3D du placenta de lapin à J21. 
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diastoliques augmentaient au niveau utérin et ombilical alors que les indices de résistance et 

de pulsatilité diminuaient pour les vaisseaux fœtaux alors qu’ils étaient stables au niveau utero 

placentaire. Ces éléments n’ont pas été étudiés au cours de notre travail. En effet, les sondes 

utilisées sont des sondes adaptées à la femme, de grande taille et lourdes. Les sondes telles 

que celles utilisées par Polisca n’étaient pas disponibles. Nous nous sommes donc focalisés 

sur les biométries plutôt que sur les flux en mode Doppler. Il serait néanmoins intéressant de 

faire ce travail au sein de notre population d’étude de façon à voir si le retard de croissance 

intra utérin est associé à des anomalies des Doppler comme c’est le cas lors des retards de 

croissance intra utérin d’origine vasculaire chez la femme. Des travaux sur l’analyse de la 

vascularisation du placenta de lapin en mode 3D vasculaire sont en cours de mise au point au 

laboratoire (Photo 13. Thèse O. Morel, M2 E. Lecarpentier). 

Chez la femme, il a été démontré que les niveaux plasmatiques de leptine sont corrélés avec 

l’existence d’un retard de croissance foetal168. A la naissance, les niveaux de leptine maternels 

sont plus faibles chez les enfants avec RCIU comparés aux enfants de poids normal168. Or, 

l’excès d’acide linoléique du régime maternel peut induire une réduction du taux de leptine de 

la descendance comme décrit chez le rat169 . 
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5.4.   Effet du régime sur la croissance post natale 

Au sein des lapereaux nés avec RCIU dans l’expérience 1, une prise de poids rapide a été 

constatée menant à un rattrapage du poids des témoins au moment du sevrage. Or une 

croissance post natale rapide en terme de poids ou de taille, ou des deux, induit un syndrome 

métabolique chez l’animal170-172, mais aussi dans l’espèce humaine173-176. Jaquet et al.177 ont 

montré chez l’homme que la rapidité de cette croissance post natale est corrélée avec le 

développement de maladies métaboliques qui apparaissent dès l’âge de 22 ans. Même s’il n’y 

avait pas d’excès de poids à l’âge de 6 ans, il existait une plus grande adiposité chez les 

anciens nouveaux nés hypotrophes178, 179. L’étude du rattrapage post natal du poids d’une 

cohorte d’enfants nés avec un retard de croissance a montré que le rattrapage post natal 

permettait une normalisation du poids à l’âge de un an sans modification de la résistance à 

l’insuline mais avec un taux de leptine plus élevé, ce qui n’excluait pas des conséquences 

délétères à long terme180. Dans l’avenir les interventions pédiatriques devront se baser sur la 

gestion de cette prise de poids, en sachant que le moment et la méthode idéale ne sont pas 

encore connus, la fenêtre idéale ne devant être ni trop précoce, en étant particulièrement 

prudent avant l’âge de un an180, ni trop tardive (avant la puberté)179. 

Les lapins adultes nés de mères nourries par le régime HH avant et pendant la gestation 

étaient plus gros et mangeaient plus (expérience 1). Il est difficile de dire s’ils étaient plus 

gros parce qu’ils avaient plus d’appétit ou si parce que la programmation métabolique d’excès 

de poids induisait de plus grands besoins. Dans une étude épidémiologique humaine (Famine 

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

n’étaient pas différents entre les groupes exposés et non exposés.  
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Cependant, les personnes exposées à la famine en début de grossesse étaient plus sujettes à 

avoir un régime plus riche en lipides que les autres groupes. Il s’agissait de la première preuve 

chez l’humain que la nutrition prénatale pouvait affecter les préférences alimentaires, qui 

pouvaient elles mêmes induire un profil « athérogénique » à l’âge adulte27. Comme vu plus 

haut Howie et al. ont montré également que le régime alimentaire pendant la gestation 

« programmait» l’obésité de l’adulte quelle que soit l’alimentation post natale32. Jungheim et 

al. ont retrouvé des résultats similaires aux nôtres. Cette équipe a utilisé un régime 

hyperlipidique chez la souris. En cas de gestation, il existait un retard de croissance et un 

excès d’ARNm de Igf2r au niveau du placenta. Les descendants montraient ensuite une prise 

excessive de poids associée à une intolérance au glucose, une hypercholestérolémie et un 

excès d’adiposité à l’âde de 13 semaines181.  

Il faut noter que les poids de naissance des lapereaux témoins de l’expérience 1 et de 

l’expérience 2 ne sont pas identiques alors que les tailles de portées sont comparables. 

Plusieurs explications peuvent être données. Tout d’abord un effet saisonnier : lors de la 

première expérience, la mise bas a eu lieu au printemps. Dans l’expérience 2, celle-ci a eu lieu 

en automne. Bien que les conditions de température et de lumière soient régulées, il n’est pas 

exclu que des écarts aient eu un impact expliquant la différence entre les deux groupes. 

Ensuite, l’épidémie de myxomatose qui est survenue au cours de l’expérience 2 a induit une 

forte mortalité dans la lapinerie. Il n’est pas exclu que les lapines mortes dans les deux 

groupes soient les plus faibles, avec des lapereaux de plus petits poids. Cependant, aucune 

différence de mesure n’avait été observée à l’échographie dans les deux groupes. Il est 

possible que cela n’ait joué que sur la prise de poids de fin de gestation.  

Il existe donc bien des arguments expérimentaux et épidémiologiques faisant le lien entre un 

régime maternel inadapté pendant la gestation et une obésité à l’âge adulte de la descendance.  
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5.5.   Effets du régime sur la tension artérielle à l’âge adulte 

Les tensions artérielles de nos lapins étaient globalement élevées, à la fois dans les groupes 

HH et dans le groupe contrôle et encore plus élevées chez les lapins HH. En effet, au repos, la 

pression artérielle moyenne était aux environ 10mmHg dans notre étude alors que cette 

pression est aux environs de 7,5mmHg pour Denton et al.145. Ceci suggère un stress des 

animaux par la procédure. En effet, Denton et al. ont mesuré la pression artérielle après 30 

minutes de stabilisation, ce qui n’est pas le cas dans notre étude. Au vu du nombre de lapins à 

analyser et en raison du fait que nous n’avions qu’un seul appareil de mesure, il était 

impossible d’attendre un tel délai et nous avons attendu jusqu’à une stabilisation des courbes 

de pression, soit quelques minutes seulement. De plus, Denton et al. réalisaient une moyenne 

sur 15 minutes, ce qui n’est pas le cas chez nous. La prise de tension artérielle dans notre 

étude peut ainsi être source de biais. En effet, le délai entre la pose du cathéter et la mesure de 

la tension artérielle est très court (moins de 5 minutes). Il existe donc certainement un effet du 

stress lié à cette pose dans les mesures effectuées. Comme les conditions expérimentales 

étaient identiques pour tous les lapins, les résultats restent comparables. Cependant nos 

résultats de tension artérielle ne sont pas comparables à d’autres études dans lesquelles le 

délai est plus long ou alors pour lesquelles une autre méthodologie a été effectuée.  
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Dans l’avenir, il faudra prendre soin d’augmenter le délai entre la pose de cathéter et la prise 

de tension, de manière à analyser des animaux non stressés. Le laboratoire est en train 

d’acquérir un système de mesure par télémétrie. Ce système permet de mesurer la tension 

artérielle du lapin à distance : une fois le capteur posé, le lapin est laissé dans sa cage sans 

contention ni manipulation, diminuant le stress infligé à l’animal. 

Malgré ces limites méthodologiques, la tension artérielle moyenne est plus élevée chez les 

lapins issus du groupe HH. Cette observation peut suggérer une réponse au stress plus 

importante et non une augmentation de la tension artérielle de base. Ceci a déjà été observé 

par O’Regan et al., en 2008 chez le rat: l’injection de dexaméthasone in utero induisait une 

diminution de la tension artérielle de base mais une augmentation de la tension artérielle en 

cas de stress plus importante que chez les témoins182. K. Denton et al. ont montré que les 

lapereaux nés de mères hypertendues étaient plus à risque d’être eux aussi hypertendus, bien 

que cela concernait essentiellement les femelles et que les mâles semblaient « protégés » 145. 

Dans notre étude, la différence de poids et la différence de tension artérielle qui existaient à 

l’âge adulte malgré un régime standard depuis le sevrage ont disparu après réintroduction du 

régime HH, suggérant une « protection » (Réponse Adaptative Prédictive, RAP) programmée 

dès la vie fœtale comme proposé par d’autres auteurs31, 183. 

5.6.   Effets du régime sur l’athérosclérose 

Des lésions macroscopiques aortiques d’athérosclérose ont été vues chez les mères sous 

régime HH de l’expérience 1, qui ont eu l’exposition au régime la plus longue. Ces lésions 

n’ont pas été observées chez les mères sous régime HH de l’expérience 2. Ce résultat 

semblerait logique, au vu des durées d’exposition au régime HH. Cependant, si on suppose un 

mécanisme inflammatoire surajouté créant des lésions à leurs lapereaux du fait de l’épidémie, 

celle-ci n’a pas eu les mêmes conséquences chez les mères.  
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Aucune lésion athérosclérotique n’a été observée au moment du sevrage chez les lapereaux de 

l’expérience 1. Par contre des lésions ont été retrouvées au sein des lapereaux de l’expérience 

2. De telles lésions ont déjà été décrites chez de jeunes hommes adultes et même chez des 

enfants. Les lésions les plus précoces peuvent même être retrouvées dans certaines artères 

fœtales et l’hypercholestérolémie maternelle, même temporaire, pendant la grossesse accroit 

le nombre et la taille de ces lésions139; 184. Etant donné que les lésions aortiques sont corrélées 

à l’hypercholestérolémie, il semble logique que ces lésions régressent ensuite pendant 

l’enfance car les taux de cholestérol sont plus faibles. Ceci peut-être expliqué par l’induction 

d’un état où des gènes « athérogènes» surexprimés dans les parois vasculaires des vaisseaux 

fœtaux secondairement à l’hypercholestérolémie maternelle ou aux lésions précoces. Napoli 

et al. 184 ont proposé que de tels gènes existeraient et seraient activés par 

l’hypercholestérolémie ou un processus se mettant en place pendant la formation des lésions 

aortiques secondaires à l’hypercholestérolémie. Les études chez le lapin démontrent que 

l’augmentation de ces lésions, identiques à celles vues chez le fœtus humain, est associée à 

l’hypercholestérolémie et sont indépendantes des facteurs génétiques parentaux184.  

Hansson et al. ont démontré que l’athérosclérose est une maladie inflammatoire63. Or cette 

composante n’a pas été étudiée dans nos populations de lapins. Il est possible que la nutrition 

ait un impact sur l’immunité et la réponse inflammatoire, qui fait qu’un groupe de lapin va 

développer des plaques et l’autre non. Il serait donc intéressant d’évaluer la réponse 

inflammatoire, l’état oxydatif et les populations lymphocytaires dans les deux groupes. Ainsi 

il a été montré chez la souris que des antigènes présents dans les plaques entrainent 

l’activation de lymphocytes T et contribuent à la formation de l’athérosclérose63.  

Yamashita et al. ont démontré que le fait d’immuniser la mère avec des anticorps anti LDL 

oxydés diminuait le risque que le conceptus développe des lésions d’athérosclérose64. Ainsi, 

Palinski et al. vont jusqu’à émettre l’hypothèse qu’il serait possible de programmer la réponse 

immunitaire post natale afin de diminuer l’athérosclérose65.  
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Dans notre étude aucune lésion athérosclérotique n’a été retrouvée chez les lapereaux de mère 

sous régime HH de l’expérience 1. Cependant, des lésions d’athérosclérose ont été retrouvée 

chez des lapereaux de mère sous régime HH de l’expérience 2.  Plusieurs hypothèses peuvent 

être formulées pour expliquer cela. La première hypothèse est liée au moment auquel a débuté 

le régime. On peut supposer que pour l’ovocyte, le fait d’être soumis à un environnement 

athérogène va préparer l’embryon ou le fœtus qui va ainsi developper des mécanismes de 

protection contre le développement de l’athérosclérose. Ceci serait compatible avec la théorie 

du phénotype économe31. Nous n’avons aucun élément scientifique à ce jour pour prouver 

cette hypothèse.  La deuxième hypothèse est environnementale. En effet, il faut noter qu’au 

cours de la deuxième expérience est survenue une épidémie de myxomatose au sein de la 

lapinerie. Si les animaux malades n’ont pas été utilisés, il est donc possible que dans ce 

groupe un facteur inflammatoire lié à une infection non symptomatique se surajoute à 

l’hypercholestérolémie et favorise la survenue des lésions aortiques.  

Une source de biais dans notre étude concerne le sexe des lapereaux. En effet, nous avons 

bien évidemment équilibré les portées à la naissance pour que chaque mère ait un nombre 

identique de lapereaux à nourrir. Du fait de la mortalité élevée dans l’expérience 1, ces 

équilibrages de portées ont été faits quasi quotidiennement. Il n’est pas exclu que ces 

changements aient un impact sur les lapereaux. En toute rigueur il aurait également fallu 

équilibrer les portées en fonction du sexe et faire les statistiques en différenciant males et 

femelles. Cela n’a pas été fait pour plusieurs raisons : il n’y a pas eu de sexage à la naissance, 

mais plus tard, au moment du sevrage.  Ce sexage est difficile et peu d’expérimentateurs 

savaient le faire à la naissance. Par la suite, en raison des sous groupes et de la mortalité 

induite par les abattages pour autopsie et les morts spontanées, les effectifs étaient trop petits 

pour faire une analyse statistique. A l’avenir, le sexe des lapereaux devra être déterminé 

précocément. Ceci est d’ailleurs déjà le cas pour les protocoles actuellement en cours.  
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Figure 31. Différences physiologiques constatées entre l’expérience 1 et l’expérience 2.  
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6.   Expression de l’Adipophiline 

6.1.   Analyse transcriptomique par la puce ADNc dédiée et qRT-PCR 

Les résultats de qRT-PCR confirment ce qui était montré par l’analyse transcriptomique: une 

plus grande quantité de transcrit de l’Adipophiline au sein des embryons issus de mères HH 

que dans les embryons issus de mère C à 48h PC. Les embryons analysés au stade 48h PC 

provenaient de 6 femelles différentes et étaient rassemblés afin de faire des lots de 10 

embryons. Il est donc possible qu’il existait une forte expression de transcrits d’adipophiline 

dans un faible nombre d’embryons induisant une grande variabilité de l’expression observée 

dans le groupe C. A l’opposé, les pools d’embryons HH, recueillis et manipulés de la même 

façon montraient une variabilité bien moindre, résultant d’un plus grand nombre d’embryons 

à forte expression de transcrit d’adipophiline ou à une population d’embryons moins 

hétérogènes exprimant tous un niveau moyen de transcrit d’adipophiline. Afin de répondre à 

cette question, il faudrait pouvoir analyser les embryons de façon individuelle. Ceci n’a pu 

être réalisé car la quantification que nous avons mise au point n’est pas assez sensible pour 

diminuer d’un facteur 10 la quantité de transcrit de l’échantillon. 

Cette surexpression est provisoire puisqu’il n’existe plus la même différence au stade 

blastocyste (J5,5). Au contraire, on trouve une sous expression de transcrit d’adipophiline à ce 

stade plus tardif, comme si l’embryon précoce exposé à un environnement hyperlipidique se 

préparait à devoir capter et stocker des lipides et que ce stock effectué, la transcription 

diminuait par une sorte de rétrocontrôle négatif.  
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Contrairement aux fœtus qui ont été suivis en échographie et en post natal dans notre étude, 

les embryons utilisés pour l’analyse transcriptomique ont été recueillis après stimulation 

ovarienne et non après ovulation naturelle. On ne peut donc pas exclure formellement un 

impact de cette stimulation hormonale. Toutefois, les embryons issus des deux régimes HH et 

C ont été recueillis après un protocole de stimulation identique : s’il y avait eu un effet lié à 

cette hyperstimulation il devrait donc être identique dans les deux groupes.  

Notre travail démontre donc qu’un régime hyperlipique hypercholésterolémique peut affecter 

l’expression génique embryonnaire à un stade très précoce, dès la période de mise en route du 

génome.  

L’expression de l’adipophiline n’a jamais encore été étudiée sur des embryons à un stade 

aussi précoce. L’Adipophiline est une protéine de 50 kDa qui a d'abord été clonée à partir 

d'une bibliothèque d'ADNc d’adipocyte de souris185 pour laquelle il existe une grande 

homologie inter-espèce de cette protéine. La protéine Adipophiline se localise à la surface des 

gouttelettes lipidiques neutres dans les adipocytes et dans une vaste gamme de cellules et de 

tissus qui stockent ou synthétisent des lipides. Cette protéine qui appartient à la famille de la 

Périlipine (famille PAT : Perilipin Adipophiline TIP47). Les membres de cette famille jouent 

un rôle majeur dans le contrôle du stockage et de l’utilisation des triglycérides. 

La présence de gouttelettes lipidiques est considérée comme jouant un rôle important dans le 

stockage d’énergie dès la période de maturation ovocytaire et ensuite au moment de la 

fécondation et du développement embryonnaire précoce. Il a également été montré que leur 

nombre et leur taille sont influencés par l’environnement. En particulier, l’environnement in 

vitro versus in vivo186 et l’addition de sérum à l’environnement in vitro 187 sont connus pour 

avoir un impact sur les gouttelettes lipidiques. De façon très intéressante, l’analyse protéique 

des gouttelettes lipidiques au sein des embryons de drosophile montre leur implication dans la 

séquestration de protéines d’origine maternelles pendant la transition materno-embryonnaire 
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jusqu'à ce qu’elles soient utilisées par l’embryon. Parmi ces protéines, des histones maternels 

sont séquestrés dans les gouttelettes pendant l’ovogénèse et progressivement transférés vers le 

noyau au cours du développement embryonnaire188. Etant donné qu’il existe une conservation 

de fonction des protéines constitutives des gouttelettes lipidiques entre la drosophile et les 

mammifères189, on peut faire l’hypothèse que la fonction des gouttelettes lipidiques est 

conservée. Si cette hypothèse est vraie, alors les modifications dans les quantités 

d’Adipophiline pourraient avoir  un impact sur les protéines d’origine maternelle et en 

particulier sur le stockage des histones et leur libération pour une utilisation ultérieure.  

Le régime maternel durant la période pré-implantatoire agirait comme un signal pour le jeune 

embryon afin qu’il régule son propre développement. Des perturbations au stade pré-

implantatoire ont été rapportées comme pouvant induire une obésité164 et une hypertension38 

dans la descendance. 

6.2.   Immunofluorescence indirecte 

Les marquages réalisés sur les embryons montrent que les gouttelettes lipidiques sont 

présentes en plus grande quantité dans les embryons HH que dans les témoins dès J2 et 

qu’elles se localisent ensuite autour des noyaux des cellules du trophectoderme (stade 

blastocyste : J5,5). Ceci montre bien le stockage lipidique au sein de ces embryons issus de 

mère ayant reçu le régime hyperlipidique hypercholestérolémique. La quantification de la 

protéine n’a pas été effectuée car nous n’avons pas réussi à mettre au point un western blot : 

la protéine libre est très instable dans le cytoplasme et plusieurs auteurs ont eu les mêmes 

difficultés. l’Adipophiline qui n'est pas liée à des gouttelettes lipidiques est dégradée dans des 

protéasomes190,191, 192, 193. Dans notre expérience, le fait que l’on mette en évidence plus de 

protéines par immunofluorescence et moins d’ARNm par qRT-PCR au sein des blastocystes 

soumis à un environnement HH peut être due à une stabilisation des protéines qui sont dans 
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Figure 32. Formation des goutelettes lipidiques à partir du réticulum endoplasmique. 

Une fois formées, l’utilisation des goutelles va varier en fonction du tissu dans lequel elles se 

forment : stockage pour les adipocytes, ou dans la formation du lait pour la glande 

mammaire…. 
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les membranes des gouttelettes lipidiques et donc moins dégradées par les protéasomes et un 

rétrocontrôle négatif qui diminue la transcription. Une solution serait de mettre les embryons 

en culture et de bloquer cette dégradation par du MG132 (protéine inhibant les protéasomes) 

comme proposé par Orlicky et al.190. Cependant cette mise en culture induirait des biais qui 

nous éloigneraient des conditions physiologiques et des événements observés in vivo.  

Comme vu un peu plus haut, chez la drosophile, les histones maternels sont séquestrés dans 

des gouttelettes lipidiques pendant l’ovogénèse et progressivement transférés vers le noyau au 

cours du développement embryonnaire188. Cette observation est cohérente avec celle que nous 

constatons puisque nous pouvons remarquer la localisation des gouttelettes plus proches du 

noyau dans le groupe HH. Ce phénomène doit bien évidemment avoir lieu dans les embryons 

du groupe contrôle, mais en bien moindre importance du fait de la plus faible quantité de 

gouttelettes et est donc moins visible. Ceci alors même que le décalage de l’expression 

temporelle de l’adipophiline entraîne une diminution de la quantité de transcrits à ce stade.  

6.3.   Formation des gouttelettes lipidiques 

En raison de la présence de l’Adipophiline et de nombreuses goutellettes lipidiques, il me 

semble important de faire un rappel sur la formation de goutellettes lipidiques (Figure 32).  

A partir des données biochimiques et morphologiques obtenues principalement chez la levure 

et les plantes, un modèle dominant de la formation de gouttelettes lipidiques a émergé. Selon 

ce modèle, les lipides neutres sont synthétisés dans les feuillets de la bicouche membranaire 

du réticulum endoplasmisque (RE): les lipides neutres s'accumulent entre la membrane 

luminale et la membrane cytoplasmique de la bicouche phospholipidique. La majorité des 

preuves à l'appui de ce modèle est dérivée des expériences utilisant la microscopie 

électronique 194-196. Comme les lipides neutres s'accumulent et s’agrègent, la bicouche se 

distend localement sous forme d’un bourgeon de lipides neutres entouré d'une monocouche de  
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phospholipides. Finalement, ces bourgeons se détachent dans le cytosol formant des 

gouttelettes lipidiques naissantes ou restent associés au RE. Dans de nombreuses études, il 

apparaît que les gouttelettes lipidiques se trouvent non seulement au niveau des membranes 

du réticulum endoplasmique, mais aussi à proximité des mitochondries et des péroxysomes194, 

197. Les protéines PAT sont probablement sous forme de complexes préformés dans lesquels 

les lipides neutres nouvellement synthétisés sont transférés. Les protéines de l'enveloppe se 

fixent à la surface des agrégats de lipides par des séquences peptidiques spécifiques ou par des 

interactions hydrophobes. Pendant la première heure de la synthèse accélérée de TAG, les 

gouttelettes lipidiques associées à S3-12 restent séparées des gouttelettes associées à la 

périlipine qui sont dans la zone péri-nucléaire. Toutefois, après des périodes de traitement 

plus longues, les gouttelettes lipidiques associées à S3-12 deviennent plus grandes et se 

rapprochent du noyau. L’allongement des temps de traitement se traduit également par un 

anneau de gouttelettes situé entre la périphérie des gouttelettes lipidiques associées à S3-12 et 

les gouttelettes lipidiques associées à la Périlipine et qui sont recouvertes avec les deux 

protéines. La composition des protéines manteau de gouttelettes lipidiques change pendant 

que les gouttelettes lipidiques s’agrandissent et maturent. S3-12 et TIP47 se retrouvent autour 

de minuscules dépôts de lipides neutres en périphérie des adipocytes198, 199. Quand ces 

gouttelettes croissent, elles migrent vers le centre des adipocytes et acquièrent l’Adipophiline 

tout en perdant progressivement TIP47199. Comme les gouttelettes s'agrandissent encore, 

Périlipine remplace d’autres protéines du manteau de gouttelettes lipidiques. Les plus 

importantes gouttelettes lipidiques sont recouvertes seulement de Périlipine199. Enfin, lorsque 

les adipocytes sont éloignés des conditions qui favorisent la synthèse de TAG, S3-12 revient à 

sa distribution plus diffuse, laissant la Perilipine seule à la surface des gouttelettes 

lipidiques198. Il existe donc un ordonnancement spatial et temporel du processus de formation 

des gouttelettes lipidiques. La maturation des gouttelettes implique la coordination de 
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redistribution des protéines PAT. Il existe également des réserves préexistantes de protéines 

PAT avant le chargement du substrat des adipocytes. Ces pools de protéines contribuent 

probablement à la capacité des adipocytes à effectuer la synthèse rapide des TAG. 

Il peut également y avoir un remodelage des gouttelettes lipidiques des adipocytes en réponse 

à la stimulation des adipocytes par des β-agonistes adrénergiques200-203, un petit nombre de 

grandes gouttelettes lipidiques se fragmente en une multitude de minuscules gouttelettes 

microlipidiques qui se dispersent dans tout le cytoplasme. Périlipine A entre en concurrence 

avec Adipophiline pour la liaison à des gouttelettes lipidiques et est plus efficace pour 

atténuer la lipolyse que l’Adipophiline. Néanmoins, des études similaires ont montré que la 

surexpression d’Adipophiline dans une variété de cellules en culture augmente également le 

stockage triacylglycérol204-208. Ces études montrent que l’Adipophiline, comme la Périlipine 

A, accumulent les triacylglycérols et les protègent de l'activité des lipases cytosolique. 

Le mouvement observé et le remodelage dynamique des gouttelettes lipidiques suggèrent que 

bien que des gouttelettes lipidiques sont incluses dans la membrane du réticulum 

endoplasmique, elles en sont expulsées pour devenir des structures distinctes. Le contact 

transitoire de gouttelettes lipidiques matures avec d'autres organites a été suggéré par des 

études montrant le contact des gouttelettes lipidiques avec des péroxysomes chez la levure 209 

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

d'autres compartiments : les gouttelettes de lipides des cellules de mammifères, ainsi que des 

embryons de drosophile, se déplacent le long des microtubules en utilisant la dinéine 210-212.  
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6.4.   Adipophiline dans le Trophoblaste et Placenta  

Au sein des blastocystes, les zones dans lesquelles les modifications entrainées par le régime 

HH étaientles plus flagrantes étaient situées dans le trophectoderme. Or cette structure 

embryonnaire va ensuite donner le placenta. La fourniture de nutriments par la mère est 

obligatoire pour le développement intra-utérin du fœtus et sa croissance. Parmi les éléments 

nutritifs essentiels, les lipides venant de lipoprotéines sont utilisés comme substrats pour la 

croissance du fœtus, comme source d'énergie, et comme précurseurs de la synthèse des 

hormones stéroïdiennes. Les nutriments sont transportés de la circulation maternelle vers la 

circulation fœtale à travers le trophoblaste villeux. Bien que les triglycérides ne passent pas 

directement à travers la barrière placentaire68, la présence d’une lipoprotéine lipase dans les 

cellules trophoblastiques permet l'hydrolyse et l'absorption des triglycérides du plasma 

maternel213-215. En revanche, les acides gras peuvent traverser les membranes de surface du 

trophoblaste par simple diffusion et transport facilité, grâce à la médiation de protéines de 

transport membranaires et cytosoliques72, 216, 217. L'absorption et le transfert transplacentaire 

des acides gras sont essentiels pour le développement du fœtus. Les récepteurs nucléaires 

peroxisome proliferator-activated receptor-(PPAR) stimulent l'absorption des lipides par les 

adipocytes et favorisent la différenciation du trophoblaste. Bildirici a montré que 

l’Adipophiline est exprimée au sein du trophoblaste villeux humain et que cette expression 

d’Adipophiline est renforcée lors de la différenciation in vitro du trophoblaste humain 

primaire218. Il a également constaté que l'exposition du trophoblaste humain en culture avec le 

ligand de PPARγ (la troglitazone) a entraîné une augmentation concentration-dépendante de 

l'expression d’Adipophiline. Une semblable augmentation a été retrouvée avec LG268, un 

ligand de RXR, le partenaire hétérodimérique de PPARγ. Enfin, Bildirici et al. ont démontré 

que PPARγ et RXR activés par leurs ligands stimulaient l'activité transcriptionnelle du 
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promoteur de l’adipophiline dans les cellules CV-1 et dans la lignée de cellules placentaires 

JEG3. L’expression d’adipophiline est renforcée lors de la différenciation du trophoblaste et 

est stimulée par PPAR et RXR. L’augmentation de l’expression de l’adipophiline peut 

contribuer à la fixation des acides gras par le placenta218. L’expression de l’Adipophiline, est 

régulée par des acides gras dans la lignée cellulaire BEWO placentaire et dans le primaire 

trophoblaste humain. Cette régulation est spécifique à certains acides gras ployinsaturés à 

longue chaîne (LCPUFAs) tels que AA, l'EPA et DHA. Tobin a déjà montré une capture 

préférentielle dans les cellules des LCPUFAs dans les cellules BEWO. Ces LCPUFAs se sont 

révélés être préférentiellement transportés de la circulation maternelle par le placenta vers le 

foetus219. Les effets des acides gras sur l’ARNm de l’adipophiline sont largement similaires à 

ceux observés pour les niveaux de protéines Adipophiline. En revanche, les effets différentiels 

de l’ARNm et de la protéine Adipophiline ont été observés après la stimulation par des 

agonistes synthétiques de PPAR et RXR. En particulier l'agoniste PPARδ augmente l’ARNm 

de l’adipophiline dans les cellules BEWO, alors qu'il n'y avait pas d’augmentation de la 

protéine Adipophiline après un traitement de cellules BEWO avec des ligands synthétiques 

pendant 24 h. Cela pourrait être attribuable à une réponse différente dans le temps de 

l’expression de la protéine Adipophiline après stimulation par des ligands synthétiques par 

rapport aux acides gras, ou à une traduction minimale, ou à un niveau plus élevé de 

dégradation des protéines. 

Les résultats de Tobin220 indiquent que les agonistes synthétiques de PPAR et RXR sont 

capables d'induire l’augmentation du niveau d’ARNm de l’adipophiline sans nécessairement 

augmenter la quantité de lipides dans les cellules. Sans lipide, la protéine Adipophiline ne 

serait pas stabilisée et soumise à dégradation. Nous avons retrouvé une réponse comparable 

au stade blastocyste avec une sous expression d’ARNm et visiblement une augmentation dela 

présence de laprotéine en inmmunohistochimie.  
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Contrairement aux adipocytes, le trophoblaste n’est pas constitué de cellules qui accumulent 

des lipides. Par conséquent, le rôle de l’Adipophiline dans le trophoblaste pourrait être 

différent de son rôle dans d'autres types cellulaires. Les données de Tobin sont conformes aux 

rapports récents qui montrent une absorption accrue des LCPUFAs, mais pas des acides gras à 

chaîne courte dans les cellules COS-7 lorsque l’Adipophiline est surexprimé204. Ces 

LCPUFAs sont préférentiellement transportés par le placenta et sont essentiels pour la 

croissance du fœtus et du développement219, 221, 222.En outre, dans les macrophages, la 

stimulation de l'expression de l’Adipophiline promeut le stockage des triglycérides et du 

cholestérol206.  
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H. Conclusions 
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Nous avons démontré que le régime hyperlipidique hypercholestérolémique débuté avant la 

conception induit : 

•  Chez les mères :  

o une hyperlipidémie et une hypercholestérolémie sans obésité 

o de l’athérosclérose 

•  Chez les embryons :  

o Une perturbation de l’expression de gènes au moment de l’activation de la 

transcription embryonnaire. L’adipophiline, impliquée dans le métabolisme 

lipidique est sur exprimé à J2, sous exprimé à J5. 

o Une accumulation de goutellettes lipidiques au niveau du trophectoderme 

•  Chez les fœtus 

o Un retard de croissance intra utérin précoce 

o Une diminution de l’adiposité 

o Une inversion du rapport poids fœtal/ poids placenta 

•  A la naissance :  

o Un petit poids de naissance 

•  Au sevrage : 

o Une hypertriglycéridémie et une hypercholestérolémie chez les lapereaux 

HH-HH 

o Un rattrapage pondéral post natal rapide indépendant de l’aliment maternel 

•  Chez l’adulte :  

o Un surpoids 

o De l’hypertension artérielle 
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Le régime débuté au moment de la mise à la reproduction ne retrouve pas les perturbations 

physiologiques décrites quand le régime est débuté avant la conception. Cependant les 

lapereaux ont eu tendance à développer de l’atherosclérose. 

 

Les résultats présentés ici illustrent l’importance de la nutrition maternelle pendant la période 

préconceptionelle et pendant la gestation pour la croissance du conceptus in utero mais aussi 

jusqu’à l’âge adulte et pour le développement de maladies à long terme.  
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I.  Perspectives 
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Le travail réalisé pour cette Thèse met en évidence l’importance de la nutrition durant la 

période préconceptionelle et pendant la gestation. Le modèle expérimental que nous avons 

developpé est dejà à la base de plusieurs travaux, et les perspectives de recherche sont 

également nombreuses. Je vais présenter ici les principaux axes qui pourraient être 

développés. 

 

Digestion chez la lapine : 

La particularité de la digestion chez la lapine qu’est la caecotrophie mériterait d’être mieux 

explorée. En effet nous n’avons pas analysé la composition en lipides des caecotrophes ni des 

selles dures des lapines. On ne connaît donc pas quelle est l’absorption lipidique réelle ni à 

quel moment elle se produit, et si la ré-ingestion des caecotrophes joue un rôle dans cette 

absorption. 

 

Modification de l’expression du génome embryonnaire : 

Le fait que le génome du lapin soit désormais complètement séquencé et que l’extension du 

réseau dédié 30 000 gènes sera bientôt réalisée permettra d’aller plus loin dans l’analyse des 

modifications de l’expression des gènes au stade de la mise en route du génome. Cela 

permettra également de cibler des gènes du métabolisme lipidique absent du premier réseau 

utilisé. Maintenant que nous avons montré que l’expression de l’adipophiline est modifiée, 

une autre approche serait celle d’analyser des gènes candidats, dont les protéines pourraient 

également intervenir dans le métabolisme lipidique. L’expression du gène codant pour l’HMG 

Co A reductase, gène essentiel de la synthèse du cholestérol serait intéressant à étudier, 

d’autant que ce gène est absent du réseau utilisé au cours de cette thèse. 
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Rôle des Mâles : 

Il serait intéressant d’évaluer la part du père dans les phénomènes observés. Il pourrait être 

proposé de donner un régime HH ou C à des mâles et de leur faire féconder des femelles soit 

C soit HH pour voir l’impact sur le développement fœtal. 

Enfin les spermogrammes des mâles sous régime sont en cours d’analyse, les recueils ayant 

déjà été effectués. 

 

Impact du régime sur l’ovaire et les ovocytes : 

Nous avons pointé dans cette thèse le rôle de la période préconceptionelle. Pour aller plus 

loin, il serait intéressant d’analyser les effets du régime sur l’ovogenèse et sur l’expression de 

gènes ovocytaires. Au cours de cette thèse, j’ai recueilli de nombreux ovocytes au stade 

précoce et au stade M2 d’embryons tout venant et des régimes HH et C qui vont servir à 

l’établissement d’un réseau. Ce réseau pourra être utilisé pour analyser les différences 

d’expressions géniques entre différentes conditions expérimentales. L’analyse des 

modifications épigénétiques ovocytaires devrait également être réalisée. 

 

Impact du régime sur l’embryon : 

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

l’expression de certains gènes. Il serait donc intéressant de mettre en place une étude in 

vitro en cultivant des embryons dans des milieux différemment enrichis en lipides. 

Une analyse des modifications épigénétiques embryonnaires pourrait également donner des 

informations importantes concernant la mécanistique expliquant les phenomènes observés. 
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Athérogénèse : 

Nous avons mis en évidence une réponse différente par rapport à l’athérogénèse. Il serait 

intéressant d’aller plus loin dans l’analyse de l’inflammation qui joue un rôle fondamental 

dans la genèse des plaques d’athérosclérose. On peut aussi envisager de recommencer 

l’expérience 1 mais en ajoutant des antioxydants, se rapprochant de l’étude Montoudis et al 81 

qui a montré que cela pouvait diminuer l’impact du régime sur l’athérosclérose. Sur le même 

modèle il serait intéressant de voir si cela « normalise » l’expression de gènes embryonnaires 

perturbés et si la croissance fœtale et le poids de naissance sont modifiés.  

 

Evaluation foetale 

L’analyse échographique (notamment Doppler) doit être poussée grâce aux améliorations 

technologiques récentes.  

 

Conséquences transgénérationelles : 

Les conséquences transgénérationnelles du régime avec le suivi de la gestation des 

descendants des lapines mises sous régime pendant la gestation pourraient nous donner des 

informations intéressantes. L’analyse des ovaires des lapereaux soumis in utero au régime HH 

de leur mère pourrait également être intéressante, la période fœtale 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 embryons d’une mère HH seront recueillis et 

transférés dans l’utérus d’une mère C et réciproquement. Les conséquences physiologiques 

(croissance, ovaires) seront analysées. Il sera intéressant de voir si le fait d’implanter un 

embryon issu d’une mère recevant le régime HH depuis plusieurs semaines (protocole de 

l’expérience 1) sur une mère contrôle empêche la survenue d’un retard de croissance ou la 

survenue de l’obésité. 

 

Alimentation hyperlipidique et infertilité : 

Le problème de l’infertilité ne fait pas strictement partie de la problématique abordée dans ce 

travail de thèse. Cependant cette thématique illustre un effet possible de l’environnement. 

Aux USA parmi les femmes entre 20 et 39 ans, 25% sont en surpoids (IMC entre 25 et 29.9), 

28% sont obèses (IMC>30), et 6% ont une obésité morbide (IMC>40). Nous avons réalisé à 

une revue de la littérature illustrant les problèmes d’infertilité liés à l’alimentation et 

complétant ce qui est écrit ci-dessus (Annexe 2)223. Les dosages hormonaux à différents temps 

d’une expérience reprenant le protocole de l’expérience 1 ont été réalisés et sont en cours 

d’analyse. Il semblerait que des perturbations hormonales (décalage du pic de LH soient 

présents). Ces éléments donneront des indications sur les conséquences du régime en terme de 

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

Enfin, il est important de réfléchir à des études humaines permettant de faire le lien entre ce 

qui a été décrit dans ce travail fondamental et la pratique clinique. J’envisage de mettre en 

place une étude clinique dont l’objectif serait de faire le lien entre un bilan lipidique prescrit à 

plusieurs moments de la grossesse, les complications maternelles (hypertension, diabète), la 

croissance fœtale, le poids de naissance, l’analyse du placenta (poids, expression de gènes), et 

l’évolution du poids de l’enfant jusqu’à l’âge de un an. Par la suite il faudra évaluer si 

d’éventuels facteurs correctifs, diététiques ou médicamenteux peuvent apporter une 

amélioration.  

 

En tant qu’obstétricien, confronté régulièrement à la prise en charge de patientes en surpoids 

ou avec une alimentation déséquilibrée, j’ai parfaitement conscience de la lutte qu’il faut 

mener, tant les conséquences en terme de santé publique sont importantes. Il est fondamental 

de commencer cette lutte avant que la patiente évoque un désir de grossesse. Elle comprendra 

l’intérêt pour elle même, mais aussi pour le futur cardio-vasculaire de son enfant. Le rôle du 

gynécologue obstétricien en terme de prévention est fondamental pour le déroulement de la 

grossesse en cours ou à venir mais aussi pour les générations à suivre.  
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Annexe 1: Programmation fœtale des maladies de l’adulte : quelle importance pour la 
pratique obstétricale ?13 
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Annexe 2: Nutrition maternelle : incidence sur la fertilité de la descendance et 
importance de la période périconceptionelle pour le long terme 223 
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Abstract 
The prevalence of human health problems associated with high-fat diets continues to rise, as 
does the number of such problems known to be associated with this diet. Disruption of the 
fetal environment induces in progeny a greater susceptibility to developing diseases in 
adulthood (DOHad: Developmental Origins of Health and Disease). The objective of the work 
for this thesis was to assess in rabbits the consequences of a high-cholesterol and high-fat diet 
on embryonic and fetal development and on the onset of metabolic disorders in the long term. 
We fed rabbits ad libitum with a high-cholesterol (0.2%) and high-fat (8%) (HH) diet or a 
control (C) diet, starting at the age of 10 (experiment 1) or 18 weeks (age at which 
reproduction began, experiment 2).The litters were balanced at birth, and crossings were 
performed to differentiate the effect of the mother's food during gestation and during 
lactation. Accordingly, rabbits born to HH mothers were nursed by C (HH-C group) or HH 
(HH-HH) mothers and those born to C mothers were nursed either by C (C-C) or HH (C-HH) 
mothers.  
During experiment 1, ultrasound clearly showed significant intrauterine growth restriction 
(IUGR) beginning at 9 days of gestation in the HH group (P<0.05). At birth, these rabbits 
weighed significantly less than their C counterparts (P<0.05). Because of their rapid weight 
catch-up, the significant difference had disappeared at weaning. All the rabbits thereafter 
received control food distributed ad libitum. At D176, there was no difference in weight 
between the HH-HH and HH-C groups but the animals in both these groups were significantly 
heavier than those in the C-C and C-HH groups (P<0.05). Moreover, blood pressure was 
higher in the HH-HH group than in any of the other groups (P<0.05). These physiological 
effects were not observed during experiment 2.  
Because the physiological effects were observed only when the diet began before gestation, 
we hypothesized that the early maternal environment been modified, a change that resulted in 
disruption of embryo development with long-term consequences. We then used a specially 
designed chip to study gene expression at the maternal to embryonic transition. 
Transcriptomic analysis suggested that some transcripts were present in different quantities. 
We showed with qRT-PCR that the HH diet induced a transient augmentation in the quantity 
of adipophilin transcripts (present at D2 but not at D5.5). The immunohistochemical analysis 
on D5.5 showed a higher quantity of lipid droplets localized near the nucleus of embryos from 
mothers fed with the HH diet than in embryos of control mothers.  
These results illustrate the importance of nutrition before and during pregnancy in the 
determination of in utero and postnatal growth as well as in the development of metabolic 
diseases over the long term. Maternal nutrition before conception can engender modifications 
in gene expression at the moment of the maternal to embryonic transition. 
 
Key words: Fetal origins of adult disease, Gestation, High-fat diet, Ultrasound, PCR, 
Adipophilin 
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Résumé 
Les problèmes de santé liés à l’alimentation hyperlipidique chez l’humain sont en constante 
progression. Or, une perturbation de l’environnement fœtal induit chez la descendance une 
susceptibilité plus grande à développer des maladies à l’âge adulte (DOHad : Developmental 
Origins of Health and Disease). L’objectif de ce travail de Thèse est d’évaluer, chez le lapin,  
les conséquences d’une alimentation hypercholestérolémique et hyperlipidique sur le 
développement embryonnaire, fœtal, et la survenue de troubles métaboliques à long terme. 
Nous avons nourri des lapines ad libitum avec un régime hypercholéstérolémique (0,2%) et 
hyperlipidique (8%) (HH) ou un régime témoin (C) à partir de l'âge de 10 (expérience 1) ou 
de 18 semaines  (age de la mise à la reproduction, expérience 2). A la naissance, les portées 
ont été équilibrées et des croisements effectués pour différencier l'effet de l'alimentation de la 
mère pendant la gestation et pendant la lactation. Ainsi des lapereaux nés de mères HH ont été 
allaités par des mères C (groupe HH-C) ou HH (groupe HH-HH) et des lapereaux nés de mère 
C ont été allaités par des mères C (groupe C-C) ou HH (groupe C-HH).  
Au cours de l’expérience 1, un retard de croissance intra utérin (RCIU) significatif a été mis 
en évidence dès 9 jours de gestation par échographie dans le groupe HH (P<0,05). A la 
naissance, les laperaux étaient significativement plus légers (P<0,05). En raison d’un 
rattrapage pondéral rapide, il n’existait plus de différence significative au sevrage. Tous les 
lapins ont alors reçu un aliment témoin distribué ad libitum. A J176, il n’y avait pas de 
différence de poids entre les groupes HH-HH et HH-C, mais les animaux de ces deux groupes 
étaient significativement plus lourds que les groupes  C-C and C-HH (P<0.05). De plus, la 
tension artérielle était plus élevée dans le groupe HH-HH par rapport à tous les autres groupes 
(P<0.05). Au cours de l’expérience 2, de tels effets physiologiques n’ont pas été observés.  
Les effets physiologiques n'ayant été observés que lorsque le régime avait été commencé 
avant la gestation, nous avons émis l'hypothèse que l'environnement maternel précoce avait 
été modifié, entrainant une perturbation du développement embryonnaire à l'origine des 
conséquences à long terme. l’expression des gènes au moment de la mise en route du génome 
embryonnaire a été étudié à l’aide d’une puce dédiée. L’analyse transcriptomique a permis de 
suggérer que certains transcrits étaient présents en quantités différentes. Nous avons montré 
par qRT-PCR que le régime HH induit une augmentation transitoire de la quantité de transcrit 
de l’adipophiline (présente à J2 mais pas à J5,5). L’analyse immunohistochimique montre une 
quantité plus importante de gouttelettes lipidiques localisées près du noyau dans les embryons 
issus de mères nourries par le régime HH à J5,5 comparé aux témoins.  
Ces résultats illustrent l’importance de la nutrition avant et pendant la gestation pour la 
determination de la croissance in utero et postnatale, ainsi que pour le développement de 
maladies métaboliques à long terme. La nutrition maternelle avant la gestation peut engendrer 
des modifications d’expression de gènes au moment de la transmission materno 
embryonnaire. 
 
Mots clés : origine fœtale des maladies de l’adulte, Gestation, Alimentation hyperlipidique, 
Echographie, PCR, Adipophiline 
 


