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A mes parents, a mes seeurs



Conséquences transgénérationnelles d’une programmation feetale par dénutrition

maternelle et d’un régime hyperlipidique chez le rat : focus sur le placenta

Le concept de DOHaD (DevelopmentalOrigins of Health and Disease) qui découle de la théorie de
Barker, replace 1’origine des maladies métaboliques de 1’adulte au moment du développement feetal et/ou
périnatal. De nombreuses données épidémiologiques indiquent qu’une dysnutrition maternelle (dénutrition,
surnutrition) a des répercussions sur la croissance feetale qui se traduisent par une anomalie du poids a la
naissance (retard de croissance intra utérin: RCIU / gros poids de naissance : Macrosomie) et prédisposent
I’individu au développement des maladies métaboliques. Afin de mieux comprendre les mécanismes susceptibles
de transmettre de génération en génération cette vulnérabilité métabolique, nous avons développé un modéle
transgénérationnel chez le rat associant la programmation feetale chez la FO par dénutrition maternelle (modele

FR30) et une dysnutrition chez la F1 avec un régime alimentaire hyperlipidique.

Nos résultats montrent qu’une restriction alimentaire de 70% durant toute la grossesse (modele FR30)
contribue a une sensibilité accrue chez la descendance F1 femelle au développement de traits de syndrome
métabolique. Les femelles F1 issues de méres dénutries présentent a 1’age adulte une intolérance au glucose et
une hyperleptinémie. Les femelles de la F1 soumises & un régime hyperlipidique« high fat » (HF) ne présentent
pas d’obésité que ce soit celles issues de meres contréles que de méres dénutries. La faible appétence du régime,
et la carence en hydrates de carbone qui 1’accompagnent ne permettent pas le développement de 1’obésité. En
revanche, ce régime accentue les perturbations métaboliques chez des animaux sensibilisés par la

programmation.

Lorsque les femelles F1 sont mises en reproduction, on observe qu’en réponse a la programmation
feetale (FR) et/ou au régime alimentaire (Standard ou HF) la trajectoire de croissance dans la descendance F2
conduit a des phénotypes différents a la naissance. Les nouveau-nés de meres F1 issues de meres C ou FR et
ayant suivi un régime HF en prégestation et en gestation (C HF-HF et FR HF-HF) ont un RCIU. A I’inverse, les
nouveau-nés issus de méres F1 issues de méres dénutries et ayant eu un régime HF en prégestation puis un
régime standard durant la gestation (FR HF-S) ont une macrosomie. Les perturbations métaboliques et
hormonales des meres F1 ne pouvant expliquer a elles seules la survenue de ces phénotypes, nous nous sommes
intéressés a I’organe situé a I’interface entre les compartiments maternels et foetaux permettant le dialogue entre

la mére et le feetus : le placenta.

L’analyse morphologique et moléculaire du placenta nous indique que cet organe est non seulement
sensible aux modifications métaboliques de la mére, mais s’adapte a la demande du feetus. On observe de fortes
variations géniques qui se traduisent par une surexpression ou sous expressions géniques selon le phénotype

observé RCIU ou macrosomie. Il est important de noter que les variations présentent un dimorphisme sexuel.

Nos travaux suggérent donc que les phénotypes de RCIU ou macrosomie sont le résultat d’anomalies

métaboliques et hormonales maternelles mais également de 1’adaptation génique placentaire sexe-spécifique.
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| Le diabéte de type 2 : pathologie majeure du XXle siecle
A)Contexte épidémiologique

1) Définition du diabéte de type 2

Le diabéte de type 2 est une maladie hétérogéne présentant diverses variantes associées a
deux traits phénotypiques : un dysfonctionnement des cellules béta pancréatiques, mis en
évidence par une sécrétion sub-optimale de I’insuline, et une résistance a I’insuline des tissus
cibles périphériques (foie, muscle squelettique, tissu adipeux blanc). L’apparition de
I’hyperglycémie est due a I’effondrement progressif de la production d’insuline, résultant de
I’incapacité des cellules béta a s’adapter au long cours a I’insulinorésistance. Ainsi, il est
généralement admis que la résistance a 1’insuline est un événement qui intervient trés tot dans

le développement du diabéte (Danaei et al., 2011).

Le déclin de la fonction des cellules béta pancréatiques est un phénomene tardif engendré en
partie par la perte irréversible de la masse des cellules béta par apoptose. Le diabéte de type 2
a longtemps été considéré comme une maladie chronique évolutive, capable d’amélioration
mais sans franche guérison. Une augmentation progressive de la glycémie plasmatique a lieu
indépendamment du degré de contréle glycémique ou du type de traitement (Forbes and
Cooper, 2013). La fonction des cellules béta décroit linéairement avec le temps (Nichols and
Remedi, 2012; Raducanu and Lickert, 2012) et au bout de 10 ans, plus de 50% des patients

diabétiques ont recourt a I’insulinothérapie.

2) Données epidémiologiques

En moins d’une génération, entre 1985 et 2005, la prévalence mondiale du diabéte est passée
de 0.6% a 5.9%. En 1985, on comptait prés de 30 millions de personnes atteintes a travers le
monde. A I’heure actuelle, 366 millions de personnes soit 8.3% de la population mondiale
présenteraient un diabéte de type 2. Cette pathologie constitue une veritable epidémie
mondiale non seulement du fait de sa progression perpétuelle dans les pays occidentaux mais
¢galement dans les pays en émergence ou ’augmentation est la plus forte (Figure 1). En
France, on compte 2.5 millions de diabétiques en 2012 avec une répartition territoriale

inégale, le Nord et I’Est du pays ayant une prévalence plus importante (Figure 2).
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Figure 1: Evolution de la prévalence du diabéte dans le monde (en pourcentage) entre

2000 et 2030, et estimation (en millions) du nombre de diabétiques

28.3 374

Figure 2: Prévalence du diabéte de type 2 en France et évolution du nombre de

personnes atteintes
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L’accroissement exponentiel et de type « épidémique » du diabete de type 2 ne peut étre
expliqué par des variations génétiques classiques du génome humain sur une période aussi
courte. Hormis 1’augmentation du nombre d’individus et le vieillissement de la population,
des modifications du mode de vie sont susceptibles d’affecter un génome prédisposé et

contribuent ainsi au développement des maladies métaboliques dans la population adulte.

B) Etiologie du diabéte de type 2
1) Role de I’héritabilité
la-La-prédisposition familiale

L’analyse de transmission familiale d’une maladie permet d’évaluer la distribution des
individus atteints de la maladie au sein d’'une méme famille. Pour démontrer 1’existence d’une
prédisposition familiale a une maladie, on étudie la prévalence de la maladie chez les
différents membres de la famille. Les études épidémiologiques ont permis de démontrer que
la prévalence du diabéte de type 2 chez les apparentés du premier degré des personnes
diabétiques (parents, fréres, sceurs ou enfants) était supérieure a celle des apparentés du 1%
degré des témoins sains ou a celle de la population générale (McCulloch et al., 2011;
Williams et al., 2003). L’agrégation familiale est souvent mesurée par le risque relatif
«familial » appelé As (lambda sibs). Le risque relatif As définit le rapport de la prévalence de
la maladie chez les apparentés du 1* degré sur la prévalence de la maladie dans la population
générale ou chez les apparentés des témoins. Cette valeur représente le risque pour un

germain d’étre atteint. Lorsque la valeur est égale a 1, il n’y a aucune agrégation familiale.

Dans la population européenne, la valeur du risque relatif As pour le diabéte de type 2 est
approximativement de 3,5 (Kobberling and Rotenberger, 1992). Cette faible valeur suppose
I’existence d’une variable « non mesurable » qui exprime la susceptibilité d’un individu a la
maladie. En effet, la susceptibilité a développer un diabéte de type 2 dépend d’une hérédité
polygénique, et de I'interaction entre ces genes et I’environnement. L’agrégation familiale
reflete les effets conjoints des facteurs génétiques et environnementaux communs aux

membres d’une méme famille.

L’étude de jumeaux a permis d’évaluer I’héritabilité d’une maladie, du fait que les
jumeaux monozygotes possédent les mémes genes et par comparaison aux jumeaux dizygotes,

qui sont eux freres et sceurs nés en méme temps. La plupart des études menées sur les
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jumeaux monozygotes ont montré un taux de concordance supérieur chez les monozygotes
comparé aux jumeaux dizygotes (50a90%) (Newmann and Campbell, 1987), Kaprio et al
1992, Koskenvuo et al., 1992). De méme, une forte concordance est observée en ce qui
concerne la tolérance au glucose chez les jumeaux monozygotes comparativement aux
jumeaux dizygotes 61% vs 41% (Poulsen et al., 1999). Cependant le taux de concordance
chez les jJumeaux monozygotes ne signifie pas nécessairement qu’une pathologie est d’origine
génétique, car les jumeaux partagent également le méme environnement dans les premieres
annees de leur vie. La concordance pourrait donc résulter d’une similarité génétique et / ou
environnementale. En revanche a I’age adulte, la plupart des jumeaux vivent séparément, et
en conséquence la concordance penche plutdt pour un effet génétique. 1l faut donc s’intéresser
a la discordance chez les jumeaux monozygotes durant I’enfance et a la concordance a I’age
adulte (McCulloch et al., 2011).

1b-Méthodes d’analyse des genes

Le role important de 1’héritabilité dans 1’étiologie du diabéte de type 2 est largement démontré
par les récentes études d’associations génétiques. Deux stratégies sont élaborées afin

d’identifier les génes de susceptibilité du diabete de type 2.

-1 Stratégie des génes candidats :

Cette approche, qui consiste a supposer 1’implication d’un géne connu dans les processus
physiopathologiques étudiés puis a confirmer cette implication a posteriori, a permis
d’identifier 4 génes a risque : WFS 1, PPARG, HNF1B ou TCF2 et KCIJN11 (tableaul). Le
faible pouvoir statistique des différentes études et les limites dans la connaissance de
I’étiologie du diabéte de type 2 expliquent en partie le petit nombre de génes identifiés par

cette approche.

-2 Stratégie du génome entier :

A I’instar de nombreuses pathologies multifonctionnelles, le diabéte de type 2 est associé a de
multiples variations de la séquence d’ADN dites SNP fonctionnels. Les SNPs (Single
nucleotide polymorphism) correspondant a la variation d’un seul nucléotide (généralement

biallélique) et représentent 90% de 1’ensemble des variations du génome humain.

Les nouvelles technologies génomiques a haut débit ont permis d’étudier a grande échelle la

variabilité du génome car on peut étudier en méme temps des centaines de milliers, voire un
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million de SNPs. Ces technologies ont ouvert la voie aux études d’association pangénomique
(GWAs = genomewide association study) et a la caractérisation systématique des variations
génétiques, afin d’établir les corrélations entre SNP et traits phénotypiques. Les puces & ADN
de haut débit permettent le ciblage de 300 K a millions de SNPs, les études cas-témoins se
sont adressees au criblage du génome entier. Dans ce contexte, des projets internationaux tels
que le HumanGenomeSequencing Project et le HapMap(Conrad et al., 2010) ont été mis en
ceuvre et ont contribué a la compréhension des variations de séquences. Les GWASs menées
dans des populations europeennes,(Gudmundsson et al., 2007; Steinthorsdottir et al., 2007) et
au Japon (Unoki et al., 2008),ont permis d’identifier de nombreux variants liés au diabéte de
type 2. Dans le cadre d’un consortium (DIAGRAM), une méta-analyse réalisée a partir des
différents résultats des GWAs a permis I’identification de nouveaux génes associés au diabete
de type 2(Dupuis et al., 2010). A I’heure actuelle, 21 genes cibles ont été identifiés, dont la
plupart semblent d’avantage affecter la sécrétion d’insuline que la résistance a I’insuline
(Tableau 1). Il apparait clairement que la masse des cellules béta pancréatiques et/ou leur
capacité de différentiation constitue un facteur déterminant dans I’apparition du diabéte de

type 2.

Prises individuellement, ces variations de I’ADN ont un effet modéré sur la fonction et/ou
I’expression des genes incriminés. Mais pris dans leur ensemble, ces variations augmentent
d’autant plus le risque de I’individu a développer la pathologie lorsque celui-ci évolue dans un

environnement délétere (interaction genes—environnement).
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Tableau 1: Identification des genes de susceptibilité au diabéte de type 2 et facteurs de risque des alleles

Géne Chr Index SNP (app, RAF in Europeans) Méthode d'identification Facteurs de risques des alléles
WEFS1 4 rs10010131 (60%) Candidate géne { de la stimulation de la sécrétion d'insuline par les incrétines,
J de la sécrétion d'insuline du corps entier,
PPARG 3 rs1801282 (80%) Candidate géne J de la sensibilité I'insuline du tissu adipeux
HNF1B (TCF2) 17 rs757210 (40%) Candidate géne inconnu
KCNJ11 11 rs5219 (50%) Candidate géne { de la sécrétion d'insuline, {, de la sécrétion des incrétines
J de la sécrétion d'insuline stimulée par les incrétines,
J de la conversion de la proinsuline,
{ de la sensiblitégenérale a I'insuline,
TCF7L2 10 rs7901695 (30%) Linkage peak fine-mapping { de la sensibilité hépatique a l'insuline
CDKN2A/B 9 rs10811661 (80%) GWA { de la sécrétion d'insuline stimulée par le glucose
{ de la sécrétion d'insuline stimulé par le glucose,
CDKAL1 6 rs10946398 (30%) GWA { de la conversion de la pro insuline
{ de la sécrétion d'insuline stimulée par le glucose,
SLC30A8 8 rs13266634 (70%) GWA { de la conversion de la pro insuline
IGF24,P2 3 rs4402960 (30%) GWA { de la sécrétion d'insuline stimulée par le glucose
HHEX/IDE 10 rs5015480 (60%) GWA { de la sécrétion d'insuline stimulée par le glucose
N de la masse général de gras, 1* de la prise énergétique,
FTO 16 rs8050136 (40%) GWA { de la sensibilité cérébrocorticale a I'insuline
{ de la sécrétion d'insuline,
KCNQ1 11 rs2237892 (90%) GWA
MNTR1B 11 rs1083963 (30) GWA { de la sécrétion d'insuline stimulé par le glucose
NOTCH2 1 rs10923931 (10) GWA meta-analysis inconnu
CDC1231/CAMK1D 10 rs1277979 (20%) GWA meta-analysis { de la sécrétion d'insuline
ADAMTS9 3 rs4607103 (80%) GWA meta-analysis inconnu
THADA 2 rs7578597 (90%) GWA meta-analysis inconnu
TSPANS/LGR5 12 rs7661581 (30%) GWA meta-analysis J de la sécrétion d'insuline
JAZF1 7 rs864745 (50%) GWA meta-analysis { de la sécrétion d'insuline
J de la secrétion d'insuline stimulée par le glucose,
{ de la conversion de la proinsuline,
{ de la sensibilité générale a I'insuline,
CAPN10 2 rs3792267 (70%) GWA meta-analysis { de la sécrétion d'insuline
J de la sensibilité générale a I'insuline,
ENPP1 6 rs1044498/K121Q (10%) GWA meta-analysis { de la sécrétion a l'insuline
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1c-Interaction entre génes et environnement

Les facteurs environnementaux et le style de vie de I’individu demeurent a présent les
meilleurs facteurs « discriminants » du développement du diabete de type 2 (Staiger et al.,
2009). La sédentarité, la surabondance de I’offre alimentaire ainsi que la destruction du
rythme des prises alimentaires favorisent le développement de nombreux troubles

métaboliques.

Les premiéres observations incriminant le role de I’environnement (socioculturel,
physiologique, nutritionnel) proviennent des études épidémiologiques réalisées dans certaines
minorités ethniques telles que les Aborigenes d’Australie et les Indiens Pima. Chez les
Indiens Pima, un peuple amérindien vivant de part et d’autre de la frontiére entre le Mexique
et les Etats-Unis, la prévalence du diabéte de type 2 est de 1’ordre de 21%. La prévalence est
sensiblement plus forte chez les Indiens Pima vivant du c6té américain comparée a ceux
vivant du coté mexicain (21% vs5 %). Cette disparité s’explique en partie par le mode de vie
totalement opposé de ces deux populations. Les Indiens Pima vivant du cété mexicain ménent
une vie rurale qui se caractérise par un régime alimentaire sain, et une activité physique
intense, tandis que ceux vivant aux Etats-Unis ont adopté un mode de vie sédentaire sans
activité physique et se nourrissent exclusivement d’aliments hypercaloriques (gras, sucre)
(Dabelea et al., 1998). De la méme maniére, une forte augmentation de la prévalence du
diabete de type 2 a été observée dans les populations ouest africaine et sud asiatique, (ie
diaspora africaine asiatique) qui ont adopté un mode de vie occidental ou vivent dans les pays
occidentaux, comparativement a celles restées dans leur pays d’origine (Mathers, 1995;
Miller et al., 1995),(Ramachandran et al., 1992).

En 1962, Neel propose 1’hypothése du « thrifty génotype » ou « génotype économe » comme
explication du taux élevé de diabéte de type 2 dans ces populations(Neel, 1962). Il postule
alors que les genes dits « diabétogénes » ont persisté chez ces individus a un taux éleve, car ils
représentent un avantage de survie dans les temps de privation de nourriture, mais sont
devenus délétéres quand I’individu se trouve exposé a une alimentation hypercalorique. Cette
hypothése est largement confirmée depuis par la démonstration récente d’une augmentation
rapide de la prévalence du diabéte de type 2 chez les juifs éthiopiens réfugiés en Israél suite a

la famine qui frappa leur pays (Zung et al., 2004).
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2) Facteurs de risque et diabéte de type 2
2a -Adiposité abdominale

Le diabete de type 2 peut apparaitre sans excés de poids, cependant 90% des diabétiques de
type 2 sont en surpoids et /ou obéses, et genéralement la majorité des personnes obéses ne
deviennent pas diabétiques. Néanmoins 1’obésité, qui est en augmentation incessante dans les
pays développés et plus récemment dans les pays en émergence (ie Chine, Bresil, Mexique),
contribue de maniére significative a 1’explosion du diabéte de type 2 dans le monde (Hu,
2003).

L’obésité, liée en partie a I’expansion du tissu adipeux blanc, a été initialement définie a partir

du calcul de I’indice de masse corporelle (IMC) (tableau 2)(Owen et al., 2009).

Tableau 2 : Classification du poids chez les adultes en fonction de I’'IMC

Indice de masse .
Risque de développer des problémes de

corporelle Classification )
santé
(en kg/m2)
<18,5 Poids insuffisant Accru
18,5 a 24,9 Poids normal Moindre
25,0a29,9 Exces de poids Accru
=2 30,0: Obeése :
30,04 34,9 Obeése classe | Elevé
35,0a39,9 Obése classe |l Tres élevé
>40,0 Obése Morbide Extrémement élevé
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Cependant I’IMC ne tient compte ni de la masse maigre (en particulier la masse musculaire),
ni du type d’obésité viscérale ou sous cutanée. Pour cette raison, I’indice d’adiposité
corporelle (IAC) qui se calcule par : la circonférence des hanches / (taille X W taille) -18 et qui
tient compte de la masse grasse abdominale a été introduit en 2011 (Bergman et al., 2011). Le
schéma d’accumulation des lipides différe entre les deux sexes. Les femmes développent plus
souvent une adiposité périphérique qui se traduit par une accumulation de gras glutéal, alors
que les hommes sont sujets a une obésité androide (Janghorbani et al., 2012). Cependant, les
deux types d’obésité sont retrouvés aussi bien chez ’homme que chez la femme. L’obésité
androide est fortement liée a une augmentation du risque de mortalité par maladies

cardiovasculaires et diabéte de type 2.

Le tissu adipeux est non seulement un tissu impliqué dans le stockage des lipides neutres mais
également une glande endocrine treés active secrétant un certain nombre de facteurs qui
refletent le statut métabolique des adipocytes. Ces facteurs endocriniens contribuent ainsi a la
formation d’un réseau complexe entre d’une part le tissu adipeux et les autres organes
périphériques du métabolisme (les muscles squelettiques, le foie, I’intestin, le pancréas), et
d’autre part entre le tissu adipeux et le systéme nerveux central. L’obésité, mais également la
résistance a 1’insuline, seraient en grande partie en rapport avec un déreglement de ce

dialogue tant au niveau central que périphérique.
2b- Facteurs adipocytaires

La graisse viscérale est non seulement une source importante d’acides gras libres mais
en tant que glande endocrine elle secréte un certains nombre d’adipokines qui agissent comme
facteurs de | inflammation (TNFa, IL6) et comme modulateurs de la sensibilité périphérique a
I’insuline a effet insulinosensible (adiponectine, leptine, apeline, visfatine, omentine ou
insulinorésistantresistin, TNFa, IL6). Ces molécules sont directement libérées dans la veine
porte, et véhiculées jusqu’au foie ou elles interférent en premier lieu avec le métabolisme

hépatique du glucose et des lipides.

20



Figure 3 : Pourcentage d’obéses dans le monde en 2012
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Figure 4 : Evolution de I’obésité en France entre 1997 et 2012 chez ’adulte
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Le TNFa en inhibant les voies de signalisation de I’insuline participe a 1’insulinorésistance
hépatique tandis que I’'IL6 agit directement sur le métabolisme glucidique et lipidique
(Trayhurn and Wood, 2004; Tsigos et al., 1997; Tsigos et al., 1999b). Les cytokines
proinflammatoires secrétées par le tissu adipeux sont proportionnelles a 1’accumulation de
graisse corporelle et sont corrélées a I’IMC (Trayhurn and Wood, 2004; Tsigos et al., 1999a).
Les adipokines agissent également sur le muscle et le pancréas et contribuent a

I’insulinorésistance périphérique.

C) Transmission maternelle du diabéte de type 2
1) Etudes épidémiologiques

L’épidémie de diabéte qui s’est développée sur une période de vie aussi courte, s’explique en
partie par les facteurs génétiques et le mode de vie de I’individu. Cependant la sensibilité a
I’une des maladies les plus répandues dans le monde peut aussi étre transmise de la mére a

I’enfant par des influences environnementales « in utero ».

Il 'y a plus de trente cing ans, Dorner et collaborateurs suggéraient que la susceptibilité au
diabéte pouvait étre acquise via la transmission in utero de la mére a I’enfant, en démontrant
que les enfants nés de mere diabétique (diabéte de type 1 ou diabéte de type 2) avaient plus de
risque de développer a I’age adulte un diabéte, que les enfants nés de pere diabétique. Il
proposa la possibilité d’un mode d’hérédité épigénétique (tératogénique) et postula méme que
I’influence du diabéte maternel pouvait s’étendre au-dela de la premiere génération. Depuis,
de nombreuses études sont venues conforter cette théorie (Alcolado and Thomas, 1995;
Alcolado et al., 1995) et la majeure partie d’entre elles ont démontré 1’influence du diabéte

maternel sur la transmission de la maladie dans la descendance.

la-Etude chez les Indiens Pima

Les premiers arguments en faveur du role délétere de 1’environnement diabétique in utero
sont apportés par les études des Indiens Pima. La prévalence du diabete de type 2 chez les
individus agés de 20-24 ans, est de 45% chez les descendants de mére ayant développé un
diabete avant ou pendant la grossesse, contre 9% chez les descendants de mere dont le diabéte
a eteé diagnostiqué apres la grossesse (Dabelea et al., 1998). Cette prévalence atteint 70% chez

les descendants de mere diabétique, contre 15% chez les descendants non exposés, pour la
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tranche d’age 25-34 ans. Cependant dans cette population, les effets de 1’exposition intra-
utérine peuvent étre confondus avec les facteurs génétiques. En effet, les meres qui
développent précocement un diabete porteraient un plus grand nombre de génes de
susceptibilité au diabéte par rapport a celles qui le développe aprés la grossesse. Afin de
déterminer le role de I’environnement intra-utérin diabétique per se, la prévalence a été
comparée dans la fratrie née avant et aprés le diabéte de leur mere. Le risque de développer un
diabéte est quatre fois plus élevé chez les individus exposes in utero au diabete maternel par
rapport a leurs fréres et sceurs nés avant le diagnostic du diabéte de la meére. (Dabelea, 2007;

Dabelea and Pettitt, 2001).
1b-études des cohortes

La contribution de I’influence maternelle et paternelle dans la transmission du diabéte de type
2 a été évaluée a partir de la cohorte de Framingham. Cette étude qui portait sur 1300 couples,
dont 1’un des partenaires présente un diabéte de type 2, montre que sur les 2527 enfants suivis
(Age moyen 54 ans), 8.6% ont développé un diabete de type 2 et 11.4 % présentaient une
anomalie de la tolérance au glucose. Cependant, bien que le risque de développer un diabéte
ne fOt pas plus élevé chez les enfants dont la mere était diabétique, ces derniers présentaient
d’avantage de troubles de la tolérance au glucose que les enfants nés de pere diabétique.
L’¢tude CODIAB men¢e en France sur 536 patients diabétiques de type 2, (agés de 35 a 74
ans), montre une forte influence maternelle sur la transmission du diabete de type 2. Parmi ces
patients diabétiques, la plus grande majorité (deux fois plus) d’entre eux avait une mere
diabétique. De plus, le risque de diabete dans leur descendance était supérieur chez les
femmes comparé aux hommes. Un certain nombre d’études réalisées dans les populations non
européennes plaident également en faveur d’une forte transmission maternelle du diabete.
Une étude menée en Inde chez les descendants de mére diabétique rapporte que les enfants, et
particulierement les filles, sont en surpoids et présentent une augmentation de la pression
artérielle et une insulinorésistance par rapport aux enfants nés de meére non diabétique. En
outre, cette étude montre également que les enfants nés de pere diabétique sont susceptibles
de développer une légére adiposité et une insulinorésistance modérée (Krishnaveni et al.,
2010a; Krishnaveni et al., 2010b). Récemment, plusieurs études remettent en question ce
mode de transmission exclusivement d’origine maternelle du diabéte de type2.Le diabete de la
mére mais également celui du pere serait associé a un risque équivalent voire méme additif
pour la descendance, de développer un diabete de type 2(Cross et al., 2009; Crossley and
Upsdell, 1980).
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Quoi qu’il en soit, I’exposition in utero au diabéte de la mére en tant que facteur
environnemental, peut en partie expliquer I’'importance de la transmission maternelle. A
I’instar des études réalisées chez les Indiens Pima, les effets de I’exposition intra-utérine au
diabete maternel peuvent étre confondus avec les facteurs génétiques. Les méres qui sont
diabétiques au moment de la grossesse ont en effet développé un diabéte plus précocement, et
peuvent donc porter davantage de génes de susceptibilité que celles qui développent un
diabéte plus tardivement.

1c-Le diabete gestationnel

Le diabéte gestationnel (DG) est défini par ’OMS comme un trouble de la tolérance au
glucose débutant ou diagnostiqué pour la premiére fois lors de la grossesse et évoluant vers
une hyperglycémie de sévérité variable. Méme si le diabete gestationnel apparait au cours de
la grossesse, il traduit en fait un trouble métabolique glucidique sous jacent et non
diagnostiqué. La prévalence du DG est estimée entre 5 et 6% dans la population générale,
mais peut atteindre 21% dans certaines populations a risque. En outre le diabéte gestationnel
s’avere étre en forte augmentation chez les jeunes femmes en age de procréer et présentant

une surcharge pondérale et/ou une obésité (Buchanan et al., 2007).

L’étiologie du diabéte gestationnel est bien décrite, et en rapport avec les modifications
métaboliques qui accompagnent la grossesse. En fin de grossesse se met en place un état
d’insulinorésistance chez la mere qui favorise la lipolyse au niveau du tissu adipeux, et
augmente la glycémie. Ces adaptations physiologiques permettent une meilleure disponibilité
en nutriments (acides gras, glucose) au feetus. Afin de maintenir I’homéostasie glucidique et
d’éviter D’hyperglycémie, les cellules béta, sous effet des hormones placentaires
(placentalgrowthfactor, lactogen placenta) proliférent et sécrétent d’avantage d’insuline
(Reece et al., 2009). L’hyperinsulinémie réactionnelle qui apparait au cours du 3° trimestre de
la grossesse correspond donc a un processus d’adaptation destiné a compenser 1’état
d’insulinorésistance. Dans le DG, il apparait que le niveau d’insulinorésistance de la mere est
augmenté tandis que la capacité insulinosécretrice des cellules béta est considérablement
amoindrie. En conséquence, I’incapacité des cellules béta pancréatiques a faire face a
I’insulinorésistance, expose la mére a des épisodes d’hyperglycémie postprandiale. A ce titre,
le diabéte gestationnel constitue un état métabolique permettant d’évaluer le role de
I’environnement «diabétique intra-utérin » per se sur la transmission du risque du diabete

dans la descendance. A I’instar du diabéte de type 2, le DG a des conséquences délétéres sur
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le devenir de la grossesse aussi bien chez la mére que chez le feetus. De plus, il existe une
relation étroite entre le niveau glycémique de la mére pendant la grossesse et la survenue de
complications fcetales telles que mortalité périnatale, macrosomie, hyperinsulinémie et

adiposité chez le feetus.

2) Les Preuves expérimentales de la transmission du diabéte de type 2 : le

paradigme du rat GK

Le rat GK est un modeéle spontané de diabete de type 2 sans obésité. 1l fut établi en 1973 par
Goton et Akiaki sur la base de la sélection de rats Wismar qui présentaient une tolérance
anormale au glucose et qui ensuite ont été croisés entre eux sur plusieurs genérations. Le rat
GK développe une intolérance au glucose des la deuxiéme semaine de vie postnatale, et
présente a I’dge adulte une diminution de 60% de la masse des cellules béta pancréatiques
ainsi qu’une perte de la sensibilité a I’insuline dans les tissus périphériques (le foie, le muscle
squelettique et le tissu adipeux)(Portha, 2005; Portha et al., 1976). Le défaut de sécrétion
d’insuline et la production hépatique de glucose constituent les déterminants majeurs du

développement précoce de I’hyperglycémie et du diabéte dans ce modele.

Dans une étude initiale, il a été montré que la descendance issue d’un croisement entre un
male Wistar contrdle et une femelle Wistar GK, présentait une hyperglycémie plus importante
que celle issue d’un croisement entre une femelle Wistar contréle et un male Wistar GK.
Cette observation mettait en évidence pour la premiére fois le role délétére de 1’exposition in
utero au diabete dans un modeéle animal de diabete spontané. Mais la encore, les facteurs
génétiques demeuraient un facteur confondant. Pour s’affranchir de la composante génétique,
des études de transfert d’embryons de rat GK ou de rat contrle Wistar, chez des femelles
pseudo-gestantes GK ou contrles Wistar ont été réalisées par Gill-Randall et al (Gill-Randall
et al., 2004). Puisque le rat GK est issu de souche Wistar, aucun probléme de compatibilité ne
s’oppose donc a ce transfert d’embryon. Des femelles contréles Wistar euglycémiques et des
femelles GK diabétiques subissent une super ovulation, puis sont accouplées respectivement
avec des méles contrbles Wistar ou des méles GK respectivement (Figure 5). Les embryons
issus des couples de rats Wistar et GK sont alors transférés soit chez des femelles pseudo-

gestantes Wistar euglycémiques, soit chez des femelles pseudo-gestantes GK diabétiques

25



Figure 5 : Importance de I’influence de I’environnement in utero dans le développement
du diabete de type 2 dans la descendance : expériences de transfert d’embryons chez le
rat GK
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D’apres Randall et al 2008.
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A 1’age adulte (6 mois), les rats provenant d’embryons controles Wistar et transférés chez une
femelle GK pseudo-gestante deviennent diabétiques, alors que les rats provenant d’embryons
Wistar non manipulés ou d’embryons Wistar transférés chez une femelle pseudo-gestante
Wistar sont normoglycémiques. Ces résultats plaident en faveur du réle de I’environnement
intra utérin dans la susceptibilité a développer un diabéte, du fait que les rats Wistar qui
présentent un risque génétique tres faible, développent malgré tout a 1’age adulte un diabete
quand ils sont exposés in utero au diabete de la mére. Ces données renforcent le concept de «
fuel-mediated teratogenesis » qui postule que 1’exposition intra-utérine a 1’hyperglycémie
cause des dommages a long terme sur le développement de I’embryon. Par ailleurs, les
embryons GK transférés chez une femelle pseudo gestante Wistar euglycémique présentent a
I’age adulte une hyperglycémie modérée et stable qui suggére malgré tout 1’implication du
fond génétique dans le développement du diabete de type 2 chez le rat GK(Gauguier et al.,
1996).

3) Les modeles animaux de diabéte pendant la grossesse

3a-Le diabéte chimique : le modele du rat streptozotocine (STZ)

La streptozotocine STZ a été largement utilisée pour induire un diabéte insulinoprive chez
I’animal. La streptozotocine est un antibiotique naturel d’origine bactérienne
(Streptomycesachromogenes), dont la structure est proche d’un agent alkylant de I’ADN, le
N-acetylglucosamine (Bolzan and Bianchi, 2001; Szkudelski, 2001). La STZ péneétre dans la
cellule en se fixant sur le transporteur de glucose GLUT 2, présent en abondance sur la
membrane de la cellule béta. Dans la cellule béta, la STZ agit en tant qu’agent alkylant et
provoque la fragmentation de I’ADN. Les dommages subis par I’ADN cellulaire entrainent la
mise en place de mécanismes de défense qui font intervenir des enzymes spécifiques telles
que les poly ADP ribose polymérases (PAPR) chargées d’éliminer les cassures ou les bases
endommageées. Dans la cellule béta, ’enzyme PAPRI catalyse le transfert du groupement
ADP ribose contenu dans la molécule de nicotinamide adenine dinucléotide (NAD), sur
diverses protéines moléculaires (histone, ADN polymérase). Les histones H1 et H2B figurent
parmi les cibles de PAPR-1. Le transfert du groupement ADP-ribose sur 1’histone H1 entraine
une relaxation de la chromatine, ce qui facilite 1’accés des protéines participant a la
réparation. Le reste de la molécule de NAD, a savoir le nicotinamide, est libére dans la
cellule. Cette enzyme, au méme titre que d’autres agents destructeurs du NAD, entrainent la
déplétion en NAD de la cellule béta.
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Figure 6 : Action cytotoxique de la STZ au niveau de la cellule Béta
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Par conséquent, la captation de la STZ par la cellule béta induit I’activation de I’enzyme de

PAPR-1 responsable de la consommation de NAD et aboutit a un déficit en ATP dans la
cellule (Figure 6). La STZ réduit donc la consommation d’oxygene dans la mitochondrie et
abaisse le potentiel membranaire mitochondrial. Les effets de la STZ sont particuliérement
prononceés dans les cellules secrétant I’insuline, a la différence d’autres tissus exprimant
également 1’isoforme du transporteur de Glut 2, comme le foie, le coeur ou le rein, du fait du
pouvoir antioxydant réduit que présente la cellule béta. Par ailleurs, 1’effet diabétogéne de la
STZ, s’exercerait également via 1’activation de la kinase C Jun N-terminal (JAK) connue pour

participer au processus d’apoptose (Szkudelski and Szkudelska, 2002).

Les différentes approches expérimentales couramment utilisées pour établir un modéle de
diabete pendant la grossesse sont représentees dans le tableau 3(Portha et al., 1989; Portha et
al., 1982; Portha et al., 2012). Tous ces modeles expérimentaux partagent a des degrés
variables les mémes caractéristiques métaboliques, a savoir insulinopénie et hyperglycémie, y

compris ceux dont la régénération partielle des cellules béta est observée (ie injection STZ en
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période néonatale) ou ceux dont les dommages subis par la molécule d’ADN sont réduits (ie
injection de faibles doses de STZ chez la souris). L’administration de STZ a des femelles
gestantes aboutit & un diabete insulinoprive, beaucoup plus proche du diabéte de type 1 que du
diabete de type 2 ou du diabéte gestationnel. Toutefois, selon le mode d’administration, la
période d’administration et la dose administrée, les effets de la STZ sur le pancréas endocrine
de la mére sont responsables d’hyperglycémie gestationnelle de sévérité variable. En outre, la
vulnérabilité a cette toxine s’avere étre différente selon les souches de rats (Szkudelski, 2012).
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Tableau 3 : Modeéles d’induction du diabéte par administration de Streptozotocine

Période d’administration Dose de STZ Voie d’administration Espéces Phénotypes Complications observées
(mg/kg)
Post-natale 1x90-100mg/Kg Sous-scapulaire Rat Diabéte
Modéré/Sévere
1 x 40-45 mg/Kg Intra péritonéale Rat Diabete Sévere Malformations congénitales
1x 50-75 mg/Kg Intra veineuse
Défaut utéro-placentaire
1x200-240 mg/Kg Intra-péritonéal Souris Diabete Sévere Malformation congénitales
Défaut utéro placentaire
1x 45 mg/Kg
+insuline jusqu’au
Quelques jours avant premier jour de gestation Intra veineuse Rat
I’accouplement
1x 100 mg/Kg Diabete Malformations congénitales
+insuline jusqu’au Sévere
premier jour de gestation Intra veineuse Souris
3x75-90 mg/Kg Intra veineuse Souris Diabete
Intra-péritonéale Modéré/Sévere
Durant la gestation 1x15-65 mg/Kg Intra péritonéale Rat Diabete Altération métabolique
Intra veineuse Modéré/Sévere néonatal et/ou a I’age adulte
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3b-Les modeles animaux de diabéte de type 2

Les modéles génétiques : souris ob / ob et rats Zucker

Le rat Zucker (ou encore rat fa/fa) est une souche de rat qui développe des la 4eme
semaine de vie postnatale une obésité spontanée et une hyperphagie. Le phénotype du rat
Zucker est le résultat d’une mutation autosomale récessive du géne Le prfa présent sur le
chromosome 5 et qui code pour le récepteur de la leptine. En plus de I’obésité, le rat Zucker
présente un syndrome métabolique défini par une dyslipidémie, une résistance a 1’insuline,
une intolérance partielle au glucose, et une hypertension légere. L’hyperphagie qui
accompagne ces anomalies métaboliques est en rapport avec un défaut de signalisation du
récepteur a la leptine au niveau de I’hypothalamus (Kasiske et al., 1992; White and Martin,
1997). Le rat Zucker représente un modele d’obésité associé¢ a un diabéte de type 2 et est

principalement utilisé pour élucider les mécanismes pathophysiologiques et thérapeutiques.

A partir de la souche Zucker obese, une souche secondaire a pu étre sélectionnée: il
s’agit du rat Zucker obése diabétique. Cette souche a été établie a partir d’une sélection
consanguine de rats Zucker obeses et hyperglycémiques. Le rat Zucker diabétique est utilisé
comme modele d’étude des mécanismes du diabete de type 2. Contrairement au rat Zucker
obese, le rat Zucker diabétique évolue vers un diabete franc d0 a une forte résistance a
I’insuline. Dans cette souche, les males sont plus sujets a I’apparition du diabéte qui se
manifeste entre la 7%t 10° semaine apreés la naissance. Les femelles de la méme portée sont
obéses, résistantes a I’insuline mais ne développent pas le diabéte et peuvent servir de
témoins. L’hyperglycémie chez le male s’explique par une down-regulation de I’expression
du transporteur de glucose Glut 2 et une diminution de la synthése d’insuline au niveau de la
cellule béta. Le transport du glucose via la réduction du transporteur Glut 4, au niveau du tissu
adipeux et des muscles squelettiques est également diminué. Le rat Zucker diabétique
constitue un trés bon modéle pour I’étude des mécanismes pathophysiologiques impliqués
dans le diabéte de type 2(Henriksen et al., 2011).

La souris ob/ob, également appelé Lep/ob, est une souche de souris C57BL/6J avec une
récession allélique autosomique du gene situé au niveau du chromosome 6 et qui code pour la
leptine. Les souris mutantes homozygotes sont hyperphagiques et présentent un gain de poids

rapide qui peut étre 3 fois supérieur a celui d’une souris normale. En plus de 1’obésité, la
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souris ob/ob est diabétique et présente une insulinorésistance sévere. La souche a fond
génétique C57BL/6J présente une hyperglycémie transitoire (diminuant entre la 14° et 15°
semaine), tandis que la souche a un fond génétique C57BL/KS est franchement diabétique du
fait d’une destruction massive des ilots et est encline a des déces prématurés.
L’hyperglycémie ne se développe qu’aprés 1’augmentation de la masse corporelle. La
résistance a D’insuline est associée a une surproduction hépatique de glucose, une
augmentation de I’activité des enzymes de la néoglucogenése, une diminution de 1’activité de

la synthese de glycogéne(Lindstrom, 2007).
Les modéles animaux non genétiques

Il existe a I’heure actuelle peu de modeles standards reproduisant les désordres métaboliques
que I’on rencontre au cours de la gestation, et qui s’apparentent a un diabéte de type 2 ou a un
diabete gestationnel. La manipulation du régime alimentaire de la mére fournit une méthode

alternative pour induire un diabéte de type 2 ou un GDM avec ou sans obésité.

Le modele de diabete de type 2 chez la femelle gestante induit par un régime hypercalorique
est décrit pour la premiére fois dans les années 80 (Surwit and Feinglos, 1988; Surwit et al.,
1988). Des données de plus en plus croissantes sont obtenues chez le rat comme chez la souris
et décrivent les conséquences d’une alimentation maternelle riche en graisses et/ou en sucres
sur les troubles de la tolérance en glucose dans la descendance. Les régimes hyperlipidiques-
hypercaloriques comportant 40-60% de graisses apportées sous formes d’acides gras saturés,
sont largement utilisés chez les rongeurs pour induire chez la mére une obésité et des troubles

du métabolisme énergétique.

Les études cliniques et les modeéles animaux montrent que 1’exposition in utero au diabete
maternel constitue en soi un risque pour le développement du diabete dans la descendance
pouvant conduire a la mise en place d’un cercle vicieux de transmission de la maladie sur
plusieurs générations. Cette transmission maternelle ne se limite pas au cas des grossesses
diabétiques (ie diabéte de type 1 et diabete de type 2) ou a celui du diabete gestationnel. En
effet, il est maintenant établi qu’un « stress maternel » d’origine nutritionnel expose 1’individu

au méme risque.
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Il Nutrition maternelle et programmation du diabéte de
type 2
A) Données épidémiologiques

1) Concept de programmation nutritionnelle : Hypothése de Barker

En 1990, sous I’impulsion de Hales et Barker, nait le concept de programmation nutritionnelle
ou empreinte métabolique, pour expliquer comment un environnement nutritionnel in utero
inapproprié peut induire & long terme le développement de pathologies métaboliques dont le
diabéte (Barker, 1990). Ce concept d’empreinte métabolique suggere qu’une modification
nutritionnelle qui survient au moment de la conception et/ou pendant les phases critiques du
développement du feetus ou du jeune enfant, perturbe le processus physiologique normal de
développement des organes et leur fonctionnement métabolique. Ces modifications
constituent une réponse adaptative vis-a-vis de «1’agression nutritionnelle » en assurant a

court terme la survie de 1’individu.

La premiére étude épidémiologique correspond a celle portant sur la grande famine qui a
touché la population d’Amsterdam pendant la Seconde Guerre Mondiale. Le stress
traumatique et nutritionnel auquel furent exposées les femmes enceintes a eu pour
conséquences la naissance de nouveau-nés plus petits, et ce d’autant plus que les évenements
stressants avaient eu lieu en fin de grossesse. A I’age adulte, la majorit¢é d’entre eux
souffraient d’intolérance au glucose et présentaient une résistance a I’insuline. Ces individus
avaient également un profil lipidique athérogénique et un IMC augmenté, favorisant le risque
de maladies cardiovasculaires. Ces resultats montraient pour la premiere fois que la
dénutrition au cours de la grossesse pouvait avoir un impact sur le devenir métabolique de la
personne et suggéraient 1’existence de fenétres de programmation correspondant aux stades
critiques du développement. A long terme, ces modifications adaptatives créaient les
conditions d’apparition de pathologies métaboliques si I’organisme Se trouvait exposé a un

environnement fondamentalement différent.

La croissance feetale constitue donc un facteur déterminant de 1’état de 1’individu a I’age
adulte, I’exposant ou non a un risque élevé a développer un certain nombre de maladies

métaboliques, dont le diabéte de type 2.

Initialement, la théorie de Barker dite également théorie du « phénotype économe » a été

fondée sur les études ayant trait a la dénutrition maternelle, mais cette notion est maintenant
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¢largie et s’applique également aux cas de malnutrition et/ou dysnutrition maternelle dont la
surnutrition. Ces modifications (malnutrition et/ou dysnutrition) du régime alimentaire
maternel sont également associées a I’apparition de troubles métaboliques chez la
descendance a 1’age adulte (Figure 7). De plus, il est clairement établi que la fenétre
temporelle de programmation ne se limite pas a la période gestationnelle mais englobe la
période postnatale, ce qui suggére I’importance de la lactation dans les processus de la

programmation des maladies métaboliques.

Figure 7 : Concept de programmation nutritionnelle
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2) Dysnutrition maternelle et programmation du diabéte de type 2
2a-La sous-nutrition maternelle

La malnutrition : La dénutrition et/ou la malnutrition maternelle touchent de nombreuses

femmes a travers le monde. Prés de 50% de la population mondiale vit dans un pays ou le
manque de nourriture se fait ressentir, et pres de 800 millions de personnes sont touchées par
la famine dont de nombreuses femmes enceintes (Figure 8). La malnutrition maternelle altere
la croissance feetale, on parle alors de retard de croissance intra utérin (ou RCIU), avec pour
conséquences la naissance de nouveau-nés avec un faible poids. Lorsque la dénutrition se
manifeste avant la 26°™ semaine de gestation, le nouveau-né présente un RCIU harmonieux,

alors qu’au-dela on observe plutét un RCIU disharmonieux (Hendrix and Hasman, 2008).

Le retard de croissance intra utérin se définit par un poids inférieur au 10°™ percentile de la
courbe pour I’dge gestationnel, et par une circonférence abdominale inférieure au
2,5™percentile. A terme, le « cut off » du poids de naissance d’un RCIU est de 2,5 kg. La
définition du RCIU est basée sur des courbes établies a partir des données recueillies sur des
populations occidentales (Europe et Amérique du nord) avec 6 a 8% de nouveau-nés sous le
seuil des 2,5 kg, et ne peut pas s’appliquer aux nouveau-nés des pays en voie de

développement (Reagan and Salsberry, 2005).

A court terme, le RCIU s’accompagne de complications séveéres avec un fort taux de mortalité
et de morbidité, chez le feetus. En effet, on constate que 52% des morts in utero non
expliquées, sont associés a un RCIU (Froen et al., 2004). Dans les pays développés, le RCIU
représente la 3°™ cause de mortalité périnatale avec 10% de décés, et vient juste aprés les
pathologies liées aux malformations et la prématurité (Friedlander et al., 2003; Mclintire et al.,
1999; Richardus et al., 2003). Lors de 1’accouchement, le nouveau-né RCIU est non
seulement exposé au risque d’asphyxie mais également a de nombreuses autres complications
comme la polyglobulie, I’hypocalcémie, I’hypoglycémie et I’hypothermie. A long terme, les
enfants nés avec un petit poids de naissance sont plus vulnérables au développement de
maladies métaboliques que les enfants normotrophes. (Hales et al., 1991; Kyle and Pichard,
2006; Wadsworth et al., 1985). Un RCIU a la naissance augmente d’un facteur 6 le risque de
développer a I’age adulte des anomalies du métabolisme glucidique, voire un diabete de type
2. La courbe de croissance des nouveau-nés RCIU en période postnatale est également

déterminante dans le développement des maladies métaboliques.
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Figure 8 : Courbe de croissance feetale et limite d’inclusion du RCIU
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En effet, un enfant présentant un RCIU et qui rattrape rapidement la courbe de
croissance normale en période postnatale, traduisant ce qui est communément appelé « catch
up » est plus enclin & présenter une obésité et un diabéte qu’un enfant présentant un RCIU
avec une courbe de croissance postnatale normale. Chez un enfant avec une croissance
normale, la courbe de corpulence augmente de 0 a 1 an, diminue ensuite dans la petite enfance
de 1 & 5 ans, et présente un rebond d’adiposité a 6 ans (Rolland-Cachera, 1984). Les enfants
présentant un RCIU, ont un rebond d’adiposité qui intervient plus précocement des 1’age de 3
ans (Rolland-Cachera, 1984). Cette avancée dans le temps du rebond adipocytaire se traduit
chez I’adulte par une plus grande propension a développer une obésité. De méme, lorsque
cette période de rattrapage se fait trés tét dans la vie post natale, une dyslipidémie se
développe a I’age adulte (Sinclair et al., 2007), ce qui favorise 1’apparition d’une hypertension

et ’augmentation de la mortalité de maladies cardiovasculaires.

2b-Surabondance nutritionnelle et obésité maternelle

Une alimentation hypercalorique ou un régime riche en graisses, en cholestérol, ou en
hydrates de carbone sont responsables le plus souvent d’une obésité maternelle et/ou un
diabéte de type 2, et exercent des effets déléteres sur la croissance du feetus. L’augmentation
exponentielle de 1’obésité et du diabete de type 2 chez des femmes en age de procréer justifie
que l’on s’intéresse aux conséquences de la surnutrition maternelle sur la santé de la

descendance.

La macrosomie qui accompagne le plus souvent ces grossesses, est définie par un poids de
naissance supérieur a 4 Kg ou un poids de naissance supérieur ou égale au 90° percentile de la
courbe de croissance en tenant compte de 1’age gestationnel. Cependant dans certaines
situations, en particulier dans les cas d’obésité maternelle morbide et de dyslipidémie
majeure, les anomalies de la croissance feetale se traduisent par un RCIU (Catalano et al.,
2003).La macrosomie touche 15 a 30 % des grossesses compliquées par un diabete
gestationnel et 13 % des grossesses associées a 1’obésité maternelle (Nohr et al., 2005; Weiss
et al., 2004a). Les complications de la macrosomie a la naissance sont assez severes, aussi
bien chez la mére que chez le feetus. Les femmes accouchant de nouveau-nés macrosomes
sont exposées a une augmentation des césariennes, et quand elles accouchent par voie basse
elles sont sujettes a un plus grand nombre de déchirures périnéales, d’hémorragie lors de la
délivrance, et d’infections post-partum. Le feetus quant a lui est expose a un risque de mort in

utero, mais surtout a de nombreuses difficultés a 1’accouchement dues a son poids élevé.

37



La surcharge pondérale ou 1’obésité chez la mére mais également la prise de poids au
cours de la grossesse, constitueraient des facteurs plus fortement associés a la macrosomie
que les anomalies de la tolérance au glucose (Kabiru and Raynor, 2004). L’augmentation de
la résistance a I’insuline chez les meéres obéses en plus de favoriser la disponibilité en
nutriments pour le feetus en fin de gestation, affecte la fonction placentaire. C’est sans doute
pour cette raison que les femmes obéses méme avec une tolérance normale au glucose ont
deux fois plus de risque de donner naissance a un enfant macrosome (Ehrenberg et al., 2004).
Jensen et al ont menés une étude clinique en incluant des femmes qui étaient en surpoids ou
obeses avant la grossesse et ont exclu de 1’étude toutes celles qui déclenchaient un DG. Leurs
résultats montrent une augmentation du taux de macrosomie chez les femmes en surpoids et
les femmes obéses. Le nombre de femmes ayant un probléme de poids durant la gestation est
10 fois plus élevé que les femmes déclenchant un DG. On peut donc mettre en paralléle
I’augmentation de la prévalence de la macrosomie et I’augmentation de la prévalence de
I’obésité. Des études épidémiologiques ont établi un lien direct entre le BMI de la mere durant
la grossesse et la croissance feetale, le BMI de la descendance, et 1’obésité chez 1’adulte
(Salsberry and Reagan, 2005).De plus, les enfants exposés a une obésité maternelle ont un
risque accru de développer un diabéte de type 2. Des études ont également démontré que les
femmes présentant un surpoids ou obéses a 1’adolescence ont plus tendance a prendre du
poids pendant la grossesse (Battista et al., 2011). Cette susceptibilité chez les méres a prendre
davantage de poids au cours de la gestation peut conduire a la mise en place d’un cycle

vicieux intergénérationnel.

On observe également que la prévalence de I’obésité est diminuée de moitié (52%)
chez les enfants de mére obese nés aprés la chirurgie bariatrique de celles-ci comparés a leurs

fréres et sceurs nés quand leur mere était obése (Dalfra et al., 2012).
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Figure 9 : Courbe de croissance feetale et limite d’inclusion de la macrosomie
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De nombreuses études longitudinales montrent que les enfants macrosomes ont un
risque accru de développer des maladies métaboliques et ce dés la petite enfance. Sur un plan
anthropomorphique, 50% des nouveau-nés macrosomes deviennent obéses a 1’age de 8 ans et
le demeurent pour la moitié d’entre eux a 16 ans (Weiss et al., 2004b). De plus, les
macrosomes nes de meres diabétiques et obéses ont un risque accru de présenter un syndrome
métabolique a 1’adolescence (Lapillonne et al., 1997; Lepercq et al., 2001). Les macrosomes
nés de meére obése ou en surpoids mais présentant une tolérance normale au glucose,
présentent également des perturbations métaboliques lors de la petite enfance qui perdurent a
I’age adulte et conduisent a I’augmentation du pourcentage d’obéses dans cette population.
L’hyperglycémie et I’obésité maternelles ne sont pas les seuls facteurs responsables de la
macrosomie, les facteurs sociaux-culturels et ethniques constituent également des facteurs de

risques potentiels.

B) Effets transgénérationnels d’une dysnutrition maternelle: ce

qu’apportent les modéles animaux
1) Modeles animaux de programmation nutritionnelle

Dans la plupart des modeles animaux décrits a ce jour, les conséquences d’une
malnutrition maternelle sur la descendance reflétent en général celles observées chez
I’homme. Cependant, I’ampleur du phénotype, les mécanismes et les effets sexe-spécifiques
dépendent du régime alimentaire de la mere et de 1’espéce animale considérée. La fenétre de
programmation, c'est-a-dire la période d’exposition (gestation, lactation) est également un
¢lément important dans I’apparition des phénotypes de la descendance. Enfin, il faut souligner
que certains de ces phénotypes ne sont visibles que sur la premiére génération, tandis que

d’autres sont transmis sur plusieurs générations (F2, F3) (Pongio et al., 2012).
1a-Modéles animaux de dénutrition maternelle

Les modeles de dénutrition maternelle obtenus par restriction calorique correspondent
a une diminution globale de 1’apport calorique maternel (40 a 70 % de la ration journaliére)
durant tout ou partie de la gestation. Dans tous les cas, la dénutrition maternelle induit chez le
nouveau-né un RCIU,et programme des pathologies métaboliques a 1’age adulte. Une

réduction de 50 % de I’apport alimentaire quotidien durant la derniére semaine de gestation
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chez la ratte, a pour effet de diminuer la masse des cellules béta pancréatiques chez le
nouveau-né (Bertin et al., 2002; Even et al., 2003). Lorsque cette dénutrition est étendue a la
période de la lactation, la réduction de la masse des cellules béta pancréatiques est
permanente, et une intolérance au glucose s’installe progressivement en fonction de I’age de
la descendance (Garofino et al 1999). Dans les modéles de restriction calorique de 70% durant
toute la gestation, les ratons ont un RCIU marqué a la naissance, et présentent a 1’age adulte
une hyperphagie, une hyperinsulinémie, une hypertension et une hyperleptinémie associée a
un phénotype d’obésité (Vickers et al., 2000). Quand la descendance est soumise a un régime
hypercalorique dés le sevrage, le phénotype d’obésité est encore plus marqué (Bispham et al.,
2005).

Le second modele de dénutrition maternelle correspond a une diminution de 1’apport
protéique dans la ration alimentaire qui passe de 20% a 5 ou 8%, mais sans réduction de
I’apport calorique total. Les modéles animaux dits «lowprotein », donnent naissance a des
nouveau-nés de petits poids traduisant 1a encore un RCIU. A 1’age adulte, ces animaux sont
également hypertendus. (Langley-Evans and Jackson, 1996a; Langley-Evans and Jackson,
1996b; Petry et al., 1997), et présentent une diminution de la tolérance au glucose et une
sensibilité a I’insuline réduite, ces anomalies étant accentuées si les descendants sont exposés
a un régime hyperlipidique (Stocker et al., 2004; Wilson and Hughes, 1997). L’impact de la
restriction protéique maternelle sur la programmation métabolique se traduit par une réduction
de la fonction du pancréas endocrine, et par des troubles de la fonction hépatique (Dumortier
et al., 2007 ; Remacle et al., 2007).

1b -Modeéles animaux de surnutrition maternelle

Lorsque les rattes gestantes sont soumises a un régime riche en graisses, les animaux a 1’age
adulte ont des troubles du métabolisme lipidique et glucidique,et sont atteints d’hypertension
(Srinivasan et al., 2005; Srinivasan et al., 2006). Un régime riche en graisses durant la
gestation et la lactation mais sans obésité apparente chez la mere suffit a la programmation du
diabéte et de 1’obésité dans la descendance (Biddinger et al., 2005; Buckley et al., 2005a ;
Buckley et al., 2005b).

Les modeéles de rattes gestantes obeses ont également été développés pour comprendre la
relation entre macrosomie a la naissance et apparition du diabéte et de I’obésité a I’age adulte.
Les animaux nés de mére obése ont une adiposité marquée associée a un comportement

hyperphagique et une résistance a 1’insuline (Samuelsson et al., 2008).
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La croissance chez les rongeurs ainsi que la maturation de nombreux organes se poursuivent
pendant les 3 premieres semaines de vie postnatale qui correspondent a la lactation. Le
nombre de petits dans la portée constitue donc un élément important pour la croissance extra
utérine. Ainsi, le fait de moduler le nombre de nouveau-nés dans la portée influencera I’apport
nutritionnel pour la progéniture. La réduction du nombre de petits durant la période de
lactation (Plagemann et al., 1992)a pour conséquences une surnutrition post natale, qui
entraine a 1I’dge adulte une augmentation de la masse pondérale et une adiposité plus
prononcée (Aubert et al., 1980 ; Bieswal et al., 2006 ; Bol et al., 2009).

Les modeles animaux ont permis de mettre en évidence I’importance de la nutrition
maternelle périnatale sur la croissance feetale et I’apparition de maladies métaboliques dans la
descendance. 1ls montrent également que des phénotypes opposés RCIU/ Macrosomie
conduisent aux mémes pathologies a I’age adulte. Comme chez I’Homme, il existe dans ces
modeles animaux une fenétre de programmation qui détermine fortement la survenue de tels

phénotypes.
2) Dimorphisme sexuel et programmation des maladies métaboliques

Les effets de la nutrition maternelle sur 1’état de santé de la descendance montrent par
ailleurs, que les hommes et les femmes ne développent pas les mémes pathologies. De la
méme maniere, le caractére sexe-dépendant de la transmission de ces phénotypes est observé
dans les modéles animaux. La dénutrition calorique chez la souris au cours de la gestation,
induit des troubles métaboliques dans la seconde génération qui s’avérent étre dépendants du
sexe (Wu and Suzuki, 2006). Les males de la génération F1 issus de meres dénutries
transmettent a la génération F2 un faible poids corporel, tandis que les femelles de la
génération F1 issues de méres dénutries transmettent a la génération F2 une obésité (Jimenez-
Chillaron et al., 2009).De méme, chez la souris soumise a un régime hyperlipidique,
I’insulinorésistance qui se développe chez la descendance est plus marquée chez le méle que
chez la femelle (Garg et al., 2011).

Chez le rat, la dénutrition protéique transmet a la descendance male et femelle de la seconde
géneration des traits phénotypiques différents qui dépendent de la période au cours de laquelle
la mere est exposée au régime (Howie et al., 2012). En effet, chez la ratte soumise a un

régime « lowprotein », seuls les males de la seconde génération ont une augmentation
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significative de leurs poids corporel tandis que les deux sexes présentent des troubles
métaboliques (Dunn et al., 2011). Une restriction calorique modérée durant la gestation chez
le rat entraine dans la descendance une hypertension dont la sévérité et la survenue dépend du
sexe ; les males développant une hypertension plus précocement et de plus grande intensité
que les femelles. En revanche si la restriction calorique a lieu durant la période de
préimplantation, une augmentation de la pression sanguine est observée uniquement dans la

descendance méle (Hoppe et al., 2007 ; Elmes et al., 2009).

L’ensemble de ces données qui portent sur les effets dimorphiques de la programmation
nutritionnelle, montre que les embryons males ont une réponse adaptative aux modifications
de I’environnement intra utérin plus prononcée que celle des femelles, puisqu’ils sont plus

touchés par des maladies métaboliques a 1’age adulte.
3-Les mécanismes épigénétiques de la programmation nutritionnelle

L’ensemble des données cliniques et expérimentales montre que 1’exposition in utero
a des conditions nutritionnelles délétéres n’affecte pas uniquement les descendants de la
premiére génération mais peut également toucher les générations suivantes, méme si celles-ci
évoluent dans un environnement harmonieux. Les études épidémiologiques réalisées sur les
descendants des femmes touchées par la famine d’ Amsterdam, ont notamment démontré qu’il
y avait des répercussions a long terme non seulement sur la santé de leurs enfants, mais
également sur celle de leurs petits-enfants. La British National Child Development Study a
également montré que la dénutrition maternelle programme le poids de naissance des

descendants de la troisieme génération.

De la méme maniére, les maladies cardiovasculaires et le diabete de type 2 peuvent
étre transmis aux petits-enfants dont les grands-parents ont été exposés a une dénutrition
pendant leur enfance(Poston, 2011). Cette étude a par ailleurs démontré que la transmission a
travers les générations s’effectuerait via la lignée paternelle. La transmission a la 3°
génération pourrait venir d’une exposition des cellules germinales de la F1, qui aurait donc

des répercussions sur plusieurs générations du fait des mécanismes épigénétiques.

En 1974, Conrad Hal Waddington fut le premier a prononcer le terme
« épigénétique », qu’il définit comme étant D’interaction entre un organisme et SON
environnement aboutissant a un phénotype particulier (Waddington, 1974). A I’heure actuelle,

I’épigénétique englobe 1’ensemble des modifications de I’ADN et/ou des histones qui ne
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touchent pas a la séquence nucléotidique de I’ADN. La modification épigénetique la plus
caractéristique est la méthylation de I’ADN sur les résidus cystéines suivis d’une guanine : les
dinucléotides CpG. Ainsi, une méthylation au sein d’ilots CpG, va limiter 1’accessibilité a
I’ADN et diminuer I’expression du géne cible (Sulewska et al., 2007). Ces phénomenes de
méthylation sont conservés lors de la réplication de I’ADN par I’action des DNA
méthyltransferases (DNMTs) assurant ainsi la  pérennité des modifications
épigénétiques(Waterland and Garza, 1999). Des travaux récents et de plus en plus croissants
suggerent que ces modifications épigénétiqgues sont a la base des processus
physiopathologiques résultant de la programmation périnatale. A ce titre, Bogdarina et al ont
mis en évidence dans un modele de restriction protéique chez le rat, une diminution de la
méthylation du géne codant le récepteur a 1’angiotensine de type 1b (AT1b) au niveau des
glandes surrénales (Bogdarina et al., 2004). Cette hypométhylation s’accompagne d’une
augmentation de D’expression du récepteur ATI1b, et pourrait contribuer au phénotype
d’hypertension retrouvé chez les descendants dans ce modele (Plagemann et al., 2009). De
plus, la restriction protéique pendant la gestation modifie le degré de méthylation des Tlots
CpG situés au niveau des promoteurs des géenes codant pour PPARa et pour le récepteur aux
glucocorticoides de type Il (ou GR) dans le foie des descendants issus de la premiére
génération (F1) mais aussi dans celui des descendants de la seconde génération (F2) (Burdge
etal., 2007).
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11 Rble du placenta dans la programmation feetale

A)Placenta et croissance feetale

1) Les différents placentas

La croissance feetale est principalement déterminée par la disponibilité en nutriments, laquelle
est directement liée au transfert transplacentaire. Des études récentes montrent que le placenta
n’est pas juste un organe passif permettant les échanges feeto-maternels, il est capable
d’adapter sa capacité a transférer les nutriments en réponse aux modifications de

I’environnement intra utérin.

Le placenta est un organe transitoire présent uniquement chez les mammiferes euthériens. I
constitue 1’interface active entre les circulations sanguines maternelle et feetale en servant
d’une part de barriere immunologique et en permettant d’autre part I’acheminement des
nutriments et de 1’oxygéne pour le développement du feetus. On distingue deux types de
placentation dite déciduée ou indéciduée selon le degré d’invasion et de pénétration du
chorion embryonnaire dans la muqueuse utérine, responsables respectivement au moment de
la parturition d’un processus d’hémorragie ou non. La classification des placentas se fait
également en fonction du nombre de couches tissulaires séparant les systemes vasculaires
maternels et foetaux, et de la forme et de la distribution des sites de contact entre les
membranes feetales et 1’endometre maternel. La placentation indéciduée permet la formation
d’un placenta épithélio-chorial ou conjonctivo-chorial tandis que la placentation déciduée sera

a I’origine de la formation d’un placenta hémochorial (Figure 10).

Une caractéristigue majeure de la placentation hémochoriale est le remodelage vasculaire
extensif des arteres spiralées maternelles qui facilite le flux de nutriments et les échanges
gazeux. Cette specialisation utero placentaire est utilisée par plusieurs especes, parmi

lesquelles on trouve les primates, les rongeurs et les lagomorphes.
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FigurelO : Classification des différents types de placenta.
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2) Developpement du placenta hémochorial chez le rat

Chez les rongeurs comme chez les primates, le placenta est de forme discoide et de type
hémochorial, ce qui signifie que le trophoblaste établit un contact direct avec le sang
maternel. Contrairement a la souris qui présente une placentation superficielle, la placentation
hémochoriale chez le rat montre de grandes similitudes avec celle observée chez I’Homme.
En particulier en ce qui concerne I’invasion trophoblastique intra-utérine et le remodelage des
artéres spiralées. La succession des événements clés est similaire dans les 2 espéces mais sur
une durée trés différente :9 mois chez I’Homme contre 21 jours pour le rat. Cependant, il
existe des différences structurales, en particulier dans le nombre de couches trophoblastiques
qui séparent 1’endothélium maternel de 1’endothélium feetal : monochorial chez ’Homme,
trichorial chez le rat, et dans la présence de villosités trophoblastiques dans le placenta
humain(Malassine et al., 2003).

Chez le rat, le placenta est divisé en deux zones bien distinctes ayant toutes deux des
fonctions bien définies; la zone jonctionnelle localisée du coté maternel et la zone
labyrinthique localisée du coté feetal. Le labyrinthe est constitué par un réseau de vaisseaux
sanguins maternels et foetaux qui est séparé par les 2 couches de cellules (I et II) du
syncytiotrophoblaste spécialisées dans le transfert de nutriments et les échanges
transplacentaires. La zone jonctionnelle est subdivisée en deux parties: le
spongiotrophoblaste, composé de larges cellules trophoblastiques et des cellules a glycogene,
et la décidue qui renferme des cellules géantes. La zone jonctionnelle est impliquée dans les
fonctions endocrines et invasives du placenta indispensables a son implantation et a sa
croissance (Pijnenborg and Vercruysse, 2006). Les cellules géantes trophoblastiques
localisées a I’interface materno-placentaire jouent un role important dans la fonction
endocrine du placenta en synthétisant et sécrétant des hormones de la famille de la prolactine
et des cytokines. Enfin, les cellules a glycogene dont les fonctions cellulaires n’ont pas
clairement été identifiées, sembleraient impliquées dans le métabolisme du glycogéne
(Vercruysse et al., 2006).
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Figure 11 : Comparaison des sites de placentation hémochoriale entre I’ Homme et le rat
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Figure 12 : Histologie du placenta de rat
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L'insuline favorise la croissance du feetus en agissant comme un signal de disponibilité
en nutriments. En effet, la pancréatectomie chez le feetus entraine un RCIU (Fowden, 1995;
Fowden and Comline, 1984; Fowden et al., 1984). L'insuline agit comme un promoteur de la
croissance feetale de par son action sur le métabolisme. Ainsi, la perfusion d'insuline chez le
feetus se traduit par une augmentation de sa captation de glucose associée a une augmentation
de la proliferation cellulaire (Fowden and Silver, 1995). La concentration d'insuline feetale a
terme est positivement corrélée avec la glycémie et le poids de naissance du feetus (Fowden
and Silver, 1995).L action positive de 1’insuline sur la croissance nécessite 1’intervention de
facteur de croissance hépatique : les insulin-likegrowthfactors(IGF).Les IGF sont connus pour
stimuler la croissance feetale. Des souris déficientes en IGF-1 ou en IGF-11 ont un poids de
naissance a terme fortement réduit (Baker et al., 1993; DeChiara et al., 1990). La délétion du
récepteur IGF de type 1, responsable de l'action d'IGF-1 et d'IGF-II, cause un retard de

croissance feetal encore plus important (Liu et al., 1993).

Figure 13- Conséquences phénotypiques de la délétion génique de I'IGF
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Des études menées chez différentes especes ont montré une relation entre la concentration

plasmatique feetale d'IGF-1 et le poids de naissance. Cependant, aucune corrélation n'a été
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trouvée avec I’IGF-lI(Klauwer et al., 1997). IGF-1 semble avoir un réle direct sur la
prolifération des cellules feetales, tandis qu'TGF-11 va influencer le développement placentaire.
L’importance de I’IGF-II dans le contrdle de la croissance placentaire est confirmée par la
réduction de pres de 40% de la masse placentaire associée a un retard de croissance intra-
utérin chez les souris présentant une invalidation nulle du gene IGF-II PO exprimé

specifiquement dans le placenta (Constancia et al., 2002 ; Sibley et al., 2004).
3) Transport placentaire

La fonction principale et fondamentale du placenta est d’assurer le transfert d’oxygene et des

nutriments de la mere au feetus pour la croissance de celui-Ci.
3a-Transport d’O-

La fonction respiratoire du placenta permet l'apport d'oxygeéne au feetus et 1'évacuation du
dioxyde de carbone feetal. Ce transfert s’effectue au niveau de la zone labyrinthique chez le
rat avec ’artére centrale utérine et les veines ombilicales. Le transport de I’oxygene se fait par

diffusion passive (Georgiades et al., 2002).
3b-Transport de nutriments

Transport de glucose

En raison de la forte demande en glucose du feetus qui est d’environ 4-8 mg/kg/min
(Aldoretta and Hay, 1995; Hay, 1995), une diffusion passive du glucose au travers du placenta
serait inadaptée aux besoins feetaux. Il existe donc un mécanisme spécifique pour faciliter le
transfert du glucose a travers le placenta. Les transporteurs de glucose font partie de la famille
des GLUT, qui compte a I’heure actuelle chez les mammiféres 12 isoformes dont certaines
sont des tissus spécifiques. Ces isoformes présentent des affinités difféerentes pour le glucose,
et sont régulées soit par la concentration plasmatique de glucose soit par I’insuline. Trois
isoformes ont ét¢ identifiés dans les placentas de rat et humain, il s’agit des isoformes

GLUTIL, GLUTS, et GLUT4.

GLUT]1 est un transporteur de 55 KD dont I’expression est ubiquiste mais represente
I’isoforme majeure du placenta permettant 1’entrée de glucose disponible de la circulation
sanguine de la mere vers celle du feetus. Dans le placenta humain, GLUT 1 est exprimé du
coté apical et basal des microvillosités, avec cependant une concentration 20 fois plus

importante au niveau apical que basal. La localisation du transporteur GLUT 1, permet donc
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un transport bidirectionnel du glucose de la meére vers le feetus et du feetus vers la mére, avec
toutefois un sens materno-feetal qui est privilégié en raison de la concentration massive du
GLUT1 du coté apical. Dans le placenta de rat, GLUT1 est fortement exprimé au niveau de la
zone de jonction et du labyrinthe. Le transporteur GLUT 1 dans la zone jonctionnelle semble
étre impliqué davantage dans la croissance du placenta que dans I’approvisionnement en
glucose du feetus, car son expression augmente significativement durant la croissance
exponentielle du placenta c'est-a-dire pendant la premiére moitié de la gestation (Takata and
Hirano, 1997). Au niveau du labyrinthe, le transporteur GLUT1 est exprimé du c6té maternel

et feetal, assurant ainsi la fonction de nutrition feetale(Takata and Hirano, 1997).

GLUTS3 est une protéine de 42 Kd également ubiquiste, mais présente majoritairement
au niveau du cerveau. Bien que cette isoforme soit exprimée dans le placenta, son role n’est
pas clairement établi (Shin et al., 1997). Chez I'Homme, le profil d’expression du
transporteurGLUT3 est différent de celui du transporteur GLUT1. En effet, ’ARN de GLUT3
est abondamment exprimé au niveau du syncitiotrophoblate, alors que 1’expression de la
protéine est tres faible. Cette dichotomie explique que le transporteur GLUT3 ne soit pas
considéré comme un acteur majeur de la diffusion facilitée de glucose dans le placenta
contrairement au transporteur GLUT1. Chez le rat, le transporteur GLUT3 est fortement
exprimé au niveau de la zone labyrinthique et plus précisément au niveau de la partie apicale,

et son expression augmente tout au long de la gestation (Shin et al., 1997).

Hormis le fait que leur répartition au sein du placenta soit différente, les 2
transporteurs se caractérisent par leurs affinités vis-a-vis du glucose, ou Km différents. En
effet, le Km qui correspond au GLUT1 est plus élevé que celui du GLUT3 ce qui leur confére
des roles distincts au niveau du placenta chez le rongeur. L’une des fonctions principales de

GLUTS3 serait de protéger le feetus des hyper et hypoglycémie maternelles (Shin et al., 1997).

Transport des acides aminés

Le transport des acides aminés au travers du placenta est assuré par 9 systémes
differents, localisés chez I’homme au niveau apical des membranes villositaires et chez le rat
au niveau de la zone du labyrinthe. Les transporteurs sont classés en fonction de la charge des

acides aminés (cation, neutre, anion) et de leur dépendance ou non vis-a-vis du sodium. Tous

51



les transporteurs d’acides aminés présentent une augmentation de leur capacité de transport a

I’approche du terme de la gestation chez ’Homme comme chez le rat.

Le systeme A est exprimé de maniére ubiquiste dans les cellules de mammiféres et constitue
le représentant majeur des systemes de transport des aides aminés dans le placenta (Jones et
al., 2007). Au niveau du placenta, 3 isoformes appartenant au systeme A sont exprimées
SNATI1, SNAT2 et SNAT4. Chez I’'Homme et chez les rongeurs, ces transporteurs sont
régulés par de nombreux facteurs tels que les nutriments, les changements d’osmolarité, les
facteurs de croissance (IGF1, IGF2) et les hormones (insuline, leptine)(Jones et al., 2007).
Lorsque des fragments villositaires humains sont incubés en présence de doses élevées
d’insuline ou de leptine, on observe une up regulation de ces des transporteurs (Jansson et al.,
2003a; Jansson et al., 2003b). Des études in vitro menées chez le rat ont également apporté

une régulation de I’activité du systéme A placentaire par les IGF.

Transport des lipides

Le transfert des lipides vers le feetus a travers le placenta requiert un transport actif des FFAs
(Free FattyAcid, acides gras libres) par D’intermédiaire de fatty-acidbinding proteins
(FABP)(Haggarty, 2002). Les FFAs proviennent soit des FFAs liés a 1’albumine, soit des
triglycérides ou des phospholipides associés aux lipoprotéines chylomicrons, VLDL. Dans le
sang maternel, les FFAs liés a I’albumine sont probablement directement transférés par les
protéines qui lient les acides gras. Les FFAs issus des lipoprotéines nécessitent 1’action de
lipase. La lipoprotéine lipase (LPL) et la lipase endothéliale sont fortement exprimées dans le
placenta et assurent 1’hydrolyse des triglycérides et des phospholipides (Lindegaard et al.,
2006).

B) Altérations placentaires et programmation feetale

1) La notion de « cross talk » placentaire

Au travers des différents éléments décrits ci-dessus et qui composent 1’unité placentaire, la
notion de « cross talk » c’est-a-dire de dialogue croisé materno-foeto-placentaire prend tout
son sens. Le placenta est au centre de ce dialogue du fait de sa structure a la fois

embryonnaire et maternelle, et de ses fonctions nutritive et endocrine. Ainsi, 1’état
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physiologique de la mére peut avoir des répercussions directes et indirectes sur le feetus via la

fonction placentaire. Réciproquement, le placenta peut étre sensible aux modifications

hormonales et métaboliques du milieu utérin et aux signaux d’origine feetale et par conséquent

s’adapter a ces conditions intra-utérines et influencer la croissance feetale (figure 14). De

nombreuses études chez I’Homme et chez 1’animal se sont focalisées sur les modifications

placentaires et les répercussions éventuelles qu’elles peuvent avoir sur le développement du

feetus dans un contexte de programmation.

Figure 14-Cross talk de I’unité materno-feeto-placentaire
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2) Altérations placentaires et grossesses diabétiques

Lors d’une exposition intra utérine a I’hyperglycémie maternelle, on observe une modulation
de I’expression des transporteurs de nutriments. Dans le cas des grossesses diabétiques,
I’expression des GLUTSs est augmentée, entrainant un apport plus important de glucose au
feetus. Dans les modeéles de rats diabétiques induits par la streptozotocine, le taux des ARNm
du GLUT 3 est 3 a 4 fois plus important dans les placentas diabétiques, alors que 1’expression
du GLUT 1 n’est pas modifiée. De tels résultats confortent 1’importance du transporteur
GLUTS3 dans le transfert du glucose et dans les mécanismes de protection du feetus vis-a-vis
de I’hyper ou I’hypoglycémie chez le rat(Haggarty et al., 2002). Les transporteurs de glucose

ne sont pas les seuls a étre modulés.

Une dysrégulation du systeme insuline/IGF peut avoir de profonds effets sur le placenta et par
conséquent sur le développement du feetus. Lors d’une grossesse diabétique (DT1, DG),
I’hypo insulinémie maternelle va entrainer une hyper activation de 1’axe insuline/IGF(Hiden
et al., 2009a). Les taux maternels circulants d’insuline, d’IGF 1, IGF 2, et de certaines IGFBP
sont augmentés. Au niveau placentaire comme chez le feetus, I’expression de I’insuline et des
IGFs est up régulée. (Hiden et al., 2009b).
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Figure 15-Altérations placentaires de I’axe insuline/Insulin-likegrowth factor dans les

grossesses diabétiques.
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3) Altérations placentaires et nutrition maternelle

3a-Dénutrition maternelle

La dénutrition maternelle affecte la structure et le développement du placenta chez lerat en ce
sens qu’elle induit une réduction de la taille de la zone de jonction et du labyrinthe par
apoptose des cellules trophoblastiques (Belkacemi et al., 2009). La restriction protéique induit
quant a elle une expansion de la zone de jonction, une diminution de la zone labyrinthique et
une augmentation de la surface du trophoblaste (Doherty et al., 2003). En cas de dénutrition
maternelle par restriction alimentaire ou par régime low protein, on observe également une
diminution de I’activité des transporteurs du systéme A. L’expression des transporteurs
SNATL1 et SNAT2 est fortement diminuée respectivement au niveau des cellules géantes et
dans la zone du labyrinthe et précéde 1’apparition du RCIU (Doherty et al., 2003).

3b Obésité maternelle

Trés peu de données décrivent la relation entre le poids de la mere et la taille du placenta. Le
ratio poids du feetus sur poids du placenta est largement utilis¢ comme marqueur de
I’efficacité du transport placentaire (Allen et al., 2002).Chez 1’homme, un surpoids ou une
obésité maternelle sont associés a une augmentation de la taille, de la surface ou du poids du
placenta (Wallace et al., 2012). Chez le rat, un régime alimentaire hyperlipidique obésogene
est associé a une augmentation de la taille du placenta, en relation avec une hypertrophie de la
zone jonctionnelle et du labyrinthe. D’autres études montrent au contraire une diminution de

la zone jonctionnelle mais pas d’altération au niveau du labyrinthe (Mark et al 2011).

Les modifications métaboliques (ie concentrations plasmatiques des lipides et du glucose) et
hormonales (insuline, IGF2, leptine), qui accompagnent 1’obésité maternelle semblent étre

impliquées dans les anomalies structurales du placenta.
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La nutrition maternelle, et les modifications homéostatiques qu’elle engendre perturbent la
structure et les fonctions du placenta et bouleversent le développement feetal. Le placenta a
longtemps été considéré comme un organe asexué, et de ce fait la plupart des études ont poolé
les résultats des placentas males et femelles dans un méme groupe. Or nous savons

maintenant que le placenta, comme d’autres organes, présente un dimorphisme sexuel.

C)Dimorphisme sexuel du placenta

1-Origine precoce du dimorphisme sexuel

L’hypothése d’un dimorphisme sexuel du placenta repose sur les observations que la
prédisposition métabolique a certaines maladies différe selon le sexe. En effet, les femmes
sont plus nombreuses a développer une obésité, tandis que les hommes sont plus touchés par
les maladies cardiovasculaires. Ce dimorphisme sexuel pourrait déja exister au stade
embryonnaire et concernerait également le placenta (Junien et al., 2012). Un certain nombre
d’évidences suggere que le sexe de I’embryon joue un rdle significatif dans la détermination
de la taille du feetus, la nutrition, la morbidité et la survie(Gabory et al., 2012). De
nombreuses équipes se sont alors penchées sur I’impact de différents régimes alimentaires
maternels sur le développement du placenta. Ils se sont intéressés aux relations entre régime
alimentaire et expression différentielle de certains genes en fonction du sexe (Mao, et al.,
2010).

Le régime alimentaire semble également influencer le sexe de la descendance dans certaines
especes de mammiferes incluant la souris et I’Homme (Cui et al., 2005; Fountain et al., 2008;
Rosenfeld et al., 2003).Un régime hypocalorique favorise en général la naissance d’individus

males, alors qu’un régime hypercalorique tend a favoriser la naissance de femelles (Mathews

et al., 2008; Meikle and Drickamer, 1986).

L’existence d’un dimorphisme sexuel dans les placentas est constitutionnelle car il est

observé dans les placentas des groupes contrOles. La programmation nutritionnelle des
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maladies métaboliques chez 1’adulte présente egalement un caractére dimorphique peut avoir
une origine placentaire. Les résultats obtenus par les modéles animaux de malnutrition
(régime « High fat », dénutrition) montrent que la réponse du placenta en terme d’expression

génique est differente entre le male et la femelle.

2-Les génes soumis a empreinte

Le placenta est un organe qui exprime un grand nombre de genes soumis a empreinte
qui se caractérisent par le fait d’étre exprimés de maniere paternelle ou maternelle. Ces génes
sont bien souvent impliqués dans la régulation de la croissance fcetale. Le profil d’expression
des génes soumis & empreinte est modifié dans le cas d’altérations placentaires qui
accompagnent le RCIU ou la macrosomie. Les genes soumis a empreinte codent pour des
protéines dont le réle est essentiel dans le placenta et impliqués dans la capacité de transport
des nutriments contrdlant ainsi la demande en nutriments du feetus (Charalambous et al.,
2010; Coan et al., 2005; Tycko and Morison, 2002). Des études génétiques portant sur le
développement et 1’évolution du dimorphisme sexuel ont établi que certaines marques
épigénetiques portées par des génes soumis a empreinte sont établies de maniere sexe

dépendante des le stade blastocyste (Gebert et al., 2009).

Des expériences menées chez la souris ont permis de mettre en évidence qu’un régime
hypercalorique durant la gestation entraine une expression différentielle des genes soumis a
empreinte spécifique du sexe. Les meéthylations globales de I’ADN sont également
dépendantes du régime et du sexe. Les mécanismes moléculaires mis en jeu au cours de ces

modifications épigénétiques sexe spécifique sont encore mal définies (Mao et al, 2010).

58



Partie 1

Altérations placentaires et foetales dans un modele
d’hyperglycémiec gestationnelle chez le rat: le modéle

Nicotinamide-Streptozotocine.
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Introduction

Le role délétere de I’environnement diabétique in utero est I’'une des causes de la
macrosomie, responsable d’une augmentation de la prévalence de 1’obésité et du diabéte chez
I’enfant et 1’adulte. Les différentes approches expérimentales d’induction du diabete
gestationnel ont donné lieu a des résultats contradictoires en ce qui concerne le profil
glycémique de la mére et la croissance du feetus. Un modele de diabéte gestationnel a été
décrit chez I’animal basé sur I’effet diabétogene de la streptozotocine au moyen de doses et de
fenétres d’administration variées. Ces modeles insulinoprives par destruction quasi compléte
des ilots miment un diabete de type 1 pré-gestationnel non contr6lé ou mal contrdlé en cours
de gestation et sont pour la plupart responsables d’un retard de croissance. Or, les
modifications métaboliques au cours du diabéte gestationnel conjuguent une baisse modérée
de I’insulinosécrétion et une insulinorésistance physiologique révélées par une hyperglycémie

modérée en période post prandiale.

Il existe une relation entre le statut glycémique de la mere pendant la gestation et le
degré de macrosomie, de méme qu’une hyperglycémie modérée en cours de gestation peut
s’avérer délétére pour la croissance du feetus. A ce titre, ’obtention d’un modéle animal
reproduisant les anomalies du métabolisme glucidique qui accompagnent ces Qgrossesses,
permettrait une meilleure comprehension des mécanismes placentaires impliqués dans la

macrosomie.

En1998, Masiello et collaborateurs mettent au point un nouveau modele chimique de
diabéte modéré chez le rat par administration conjointe de streptozotocine (STZ) et de
nicotinamide (Masiello et al., 1998). Ce modeéle, baptisé « nicotinamide-STZ » (N-STZ), est
décrit comme un modele de diabéte de type 2 et est validé comme tel chez de nombreuses
especes, mais toujours en dehors d’un état gestationnel. Le nicotinamide, forme amide de la
vitamine B3 protéege la cellule béta des effets cytotoxiques de nombreux agents diabétogénes
tels que la STZ et I’alloxane. De nombreuses études in vivo et in vitro ont clairement

démontré le réle protecteur du nicotinamide vis-a-vis de I’action cytotoxique de la STZ.
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Les données de la littérature montrent 1’existence de deux mécanismes majeurs
impliqués dans I’action inhibitrice du nicotinamide vis-a-vis des effets cytotoxiques de la STZ
a savoir I’inhibition de PARP-1, et I’apport en NAD+, et sont représentés dans la figure 18.

Figure 16 : Mécanismes d’action du Nicotinamide sur les effets cytotoxiques de la

streptozotocine dans la cellule béta.
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Les effets protecteurs du nicotinamide dépendent de la dose administrée, de I’age de
I’animal et du délai d’administration par rapport a celui de la STZ. A faible dose, le
nicotinamide ne produit aucun effet, alors qu’un surdosage inhibe totalement 1’action de la
STZ. L’age de I’animal est également déterminant dans I’efficacité du nicotinamide. Les

cellules béta de nouveau-nés ou de jeunes rats sont moins sensibles aux effets déléteres de la
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STZ que les cellules béta issues de rats adultes et sont donc mieux protégées par le

nicotinamide.

Alors que les rats rendus diabétiques par I’injection de STZ seule constituent des
modéles de diabéte de type 1, ceux traités par le nicotinamide et la STZ sont considéres
comme développant un diabete de type 2. Le modéle du rat N-STZ se caractérise par un grand
nombre d’anomalies fonctionnelles et métaboliques proches de celles observées chez
I’Homme en cas de diabéte de type 2. En particulier, les ilots de rat N-STZ ont une réduction
partielle de la masse des cellules béta et sécrétent moins d’insuline en réponse au glucose

(Szkudelski, 2012).

Objectif

L’étiologie du diabéte gestationnel étant proche du celle du diabéte de type 2, nous
nous sommes inspiré du modele N-STZ décrit chez le rat male pour le transposer chez la
femelle gestante. Notre objectif étant d’induire une hyperglycémie modérée durant la

gestation.

Dans un premier temps, nous avons mis au point un protocole expérimental d’hyperglycémie
modérée au cours de la gestation, en administrant & des femelles 1 semaine avant la gestation,

le nicotinamide puis la STZ.

Dans un second temps, nous avons recherché a identifier les marqueurs métaboliques
maternels et foetaux qui accompagnent la macrosomie et tenté de déterminer quelles sont les
anomalies placentaires (structurales et moléculaires) susceptibles d’étre impliquées dans la

croissance accélérée du feetus.
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Résultats majeurs

Nous pouvons dans un premier temps valider notre modéle comme étant un bon
modéle d’hyperglycémie modérée durant la gestation. Les injections de nicotinamide et de
STZ ayant été effectuées avant la gestation, nous pouvons affirmer que I’hyperglycémie est
stable car 1’effet protecteur du nicotinamide sur les cellules béta perdure 20 jours apres
I’administration. L’activité insulinosécrétrice de la cellule béta est diminuée uniquement en
réponse a une charge orale en glucose, situation qui mime 1’état post prandial. L’insulinémie
et glycémie basales sont normales. Cependant le capital insulaire reste supérieur a 10%, seuil
en dessous duquel une hyperglycémie chronique est observée. Cependant nous n’avons pas

évalué la morphologie des flots pancréatiques des meres N-STZ.

Les anomalies phénotypiques qui se traduisent par la survenue de nouveau-nés
macrosomes, s’accompagnent de modifications placentaires et restreintes aux portées
présentant 10 a 14 petits. Les altérations phénotypiques sont modulées si les portées sont plus
petites ou plus nombreuses. Il est donc impératif de prendre en compte la taille de la portée
quand on s’intéresse aux modifications de la croissance feetale dans le cadre de la
programmation. Ces observations mettent en €vidence la capacité d’adaptation du placenta et
place le «dialogue » mere-placenta-feetus comme un déterminant majeur de la survie du

nouveau-né et de la santé de la mére.

L’hyperglycémie et ’hyperinsulinémie feetale réactionnelle n’expliquent pas a elles
seules les modifications de la croissance fcetale, et en particulier la macrosomie. L’analyse de
I’expression génique placentaire identifie la lipoprotéine lipase LPL1 comme étant le seul
géne surexprimé dans les placentas de nouveau-nés macrosomes. Ces résultats renforcent
I’idée que la capacité du placenta a transférer les lipides constitue un élément clé de la

croissance feetale.
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Partie 2 :

Influence d’un régime hyperlipidique sur 1’expression génique
placentaire et la croissance foetale chez le rat . impact de la
programmation nutritionnelle
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Introduction

Des modifications de I’environnement nutritionnel et hormonal pendant les périodes
critiqgues du développement du feetus et du nouveau-né sont susceptibles d’altérer sa
croissance et d’induire a long terme le développement de pathologies métaboliques telles que

I’obésité, ’hypertension et le diabéte de type 2.

Nos travaux antérieurs ont montré qu’une restriction alimentaire maternelle de 70%
(modele FR30) pendant toute la durée de la gestation, est responsable d’un petit poids de
naissance dans la descendance traduisant un retard de croissance intra utérin, et prédispose a
I’apparition d’anomalies métaboliques a 1’age adulte. Les rats males FR30, agés de 4 mois ont
développé certains traits de syndrome métabolique, se traduisant en particulier par une
hypertension artérielle en relation avec une altération de I’activit¢ du systéme Rénine-
Angiotensine (SRA)(Riviere et al., 2005). Sur le plan métabolique, les rats males FR30
adultes présentent une hyperleptinémie, une hypercorticostéronémie et une hyperphagie sans
phénotype d’obésité marqué (Breton et al., 2009). Ces animaux montrent également un
décalage de la prise de nourriture en phase diurne en faveur d’une perturbation des rythmes

biologiques (Breton et al., 2009).

Les rats males FR30 ne deviennent pas diabétiques, mais montrent des troubles du
métabolisme glucidique (I’intolérance au glucose et une réduction de I’insulinosécrétion) et
lipidique, qui sont exacerbés quand les animaux sont exposés a un environnement obésogéne
(Lukaszewski et al., 2011).

Fort de ces résultats, nous avons émis I’hypothése que les rats femelles issues de meres
dénutries soumises a un régime hyperlipidique a partir du sevrage seraient plus sujettes a
développer un diabete gestationnel, exposant ainsi le feetus a un environnement intra-utérin
« diabétique » susceptible de modifier sa croissance. Afin de discriminer les effets du regime
alimentaire de la mere avant la gestation de ceux observés au cours de la grossesse, ce réegime
dit « high fat » sera poursuivi pendant toute la gestation chez une moiti¢ des animaux, 1’autre
moitié des animaux retrouvera un régime standard. Le choix de moduler le régime
hyperlipidique chez les animaux en le limitant pour I’un des groupes expérimentaux a la

période prégestationnelle, est justifié par les observations cliniques qui montrent clairement
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que 1’état nutritionnel et métabolique des meres diabétiques,et en particulier le statut lipidique
en période prégestationnelle conditionne le bon déroulement de la grossesse et la morbidité
feetale (Lepercq et al., 2001).

Nos objectifs sont doubles :

1) Evaluer les effets d’un régime hyperlipidique chez la mére sur la croissance feetale et

le placenta

2) Déterminer I’impact de la programmation nutritionnelle et d’un régime hyperlipidique
maternel sur le placenta. Le placenta est considéré a I’heure actuelle comme un organe

clé de la programmation fcetale capable de s’adapter a son environnement.
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Matériel et méthodes

1) Animaux et protocole expérimental

Des rats Wistar femelles (250-260g) sont mises une nuit en présence d’un rat Wistar male afin
de permettre 1’accouplement (Charles Rivers laboratoires, 1’albresle France). La présence de
spermatozoides dans le frottis vaginal détermine le jour O du développement embryonnaire.
Les femelles gestantes sont individualisées et maintenues dans des conditions standards
d’élevage : cycle d’éclairement jour/nuit de 12h/12h (avec des phases diurnes 7h-19h) et
température 22 + 2°C. Les femelles gestantes de la génération FO sont subdivisées en deux

groupes des le premier jour de gestation :

-un groupe contréle C (n=30), constitué des femelles nourries ad libitum avec un régime
standard (bouchons SAFE 04, Augy France) composé de 4% de cellulose, 3% de matiéres
grasses brutes, 16,5% de protéines, 71,5% d’hydrates de carbone et 5,2 % de cendres brutes et
d’additifs de cuivre et de vitamines A, D3 et E (2,900 cal/g).

-un groupe FR (n=35), constitué des femelles soumises a une restriction alimentaire de 70%

pendant les trois semaines de la gestation (GO a G21).

A la parturition, les meres contréles et FR, dont les portées sont composées de 10 a 14 petits
sont incluses dans 1’étude. Les portées sont égalisées a 8 petits avec une préférence pour les
femelles (5 femelles pour 3 méles). Pendant les trois semaines de la lactation, les méres de la
génération FO du groupe C et FR ont libres acces a la nourriture. Au sevrage qui correspond
au 21° jour de vie postnatale, les femelles C et FR de la génération F1 sont réparties en 2
groupes selon le régime alimentaire, régime standard (S) ou régime hypercalorique (HF), 23%
de matiéres grasses brutes, 23% de protéines, 40% d’hydrates de carbone (4,720cal/g). Nous

obtenons donc 4 groupes expérimentaux :

- groupe C S (n=15), constitué des femelles F1 issues de meres contréles et nourries ad

libitum avec un régime standard
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- groupe C HF (n=25), constitué des femelles F1 issues de méres contrbles et nourries avec un

régime alimentaire hypercalorique

- groupe FR S (n=15), constitué des femelles F1 issues de méres dénutries FR et nourries avec

un régime standard

- groupe FR HF (n=25), constitué des femelles F1 issues de meres dénutries FR et nourries

avec un régime hypercalorique

Suivi des femelles de la génération F1

Du sevrage, jusqu'a I’age de 4 mois, les femelles de la F1 sont pesées toutes les semaines, et
la prise alimentaire hebdomadaire est également mesurée. A 1’age de 3 mois, les femelles de
la F1 subissent un test de tolérance au glucose par voie orale (OGTT). Apres un jelne de 16
heures, les animaux recoivent par gavage une solution de glucose a raison de 2g/kg. La
glycémie est mesurée avant (TO) et 30, 60, 90, et 120 minutes aprés I’ingestion de glucose a
I’aide d’un glucométre (Accuchek ROCHE).

Au bout de trois mois de régime, les femelles de la F1 des 4 groupes expérimentaux sont

mises en reproduction avec des rats males Wistar nourris avec un régime standard.

Au premier jour de la gestation (GO0), les méres de la F1 nourries avec un régime standard
(CS, FRS) maintiennent ce régime alimentaire pendant la gestation. En revanche, les femelles
CHF et FRHF de la F1 soumises a un régime hypercalorique sont divisées en deux groupes ;
un groupe nourri avec un régime standard et 1’autre groupe continuant un régime
hypercalorique. On se retrouve au total avec 6 groupes expérimentaux comme indiqué dans la
figure n°19: C S-S, C HF-S, C HF-HF, FR S-S, FR HF-S, FR HF-HF ( n=6 femelles dans
chaque groupe). La nomenclature est définie selon la signification des 3 sigles :

-le 1° sigle correspond a I’origine de la FO, -le 2° sigle correspond au régime alimentaire de la
mére F1 avant la gestation, -le 3° sigle correspond au régime alimentaire de la mére F1

pendant la gestation

A la parturition, seules les femelles de la F1 ayant eues entre 10 et 14 petits sont retenues pour

I’étude.
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Figure 17 : Schéma du protocole expérimental
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2) Preélévements sanguins et tissulaires

Le sacrifice des méres de la F1 en fin de gestation (G21) est réalisé par décapitation en moins

de 1 minute, afin de ne pas activer les systemes neuroendocriniens de la réponse au stress (axe

corticotrope et sympathosurrénalien) qui risqueraient de modifier les parameétres sanguins.

Une césarienne est rapidement effectuée et les feetus vivants de la génération F2 sont prélevés

avec leur placenta respectif. Chez les méres de la F1, la glycemie est mesurée immédiatement

et le sang est collecté dans des tubes contenant de ’EDTA a 5%, puis centrifugé 10 minutes a

5000g a 4°C. Le plasma est recupére puis congele a -20°C. Les tissus adipeux périgonadiques

et périrénaux sont prélevés dans leur ensemble, pesés puis plongés directement dans 1’azote

liquide avant d’étre conservés a -80°C.
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Les nouveau-nés males et femelles de la F2 sont pesés et le sang est prélevé au niveau
axillaire. La glycémie est mesurée individuellement et le sang est ensuite poolé pour chaque
portée selon le sexe dans des tubes contenant de ’EDTA a 5%, puis centrifugé 10 minutes a

5000g a 4°C. Le plasma est récupéré immédiatement puis congelé a -20°C.

Tous les placentas des nouveau-nés males et femelles de la F2 sont prélevés de facon stérile,
pesés puis lavés dans trois bains successifs de PBS 0,1M, (pH 7,4) pour éliminer le sang au

maximum et coupés en deux au niveau de la zone d’insertion du cordon :

- ¥, placenta est incubé pendant 24 h dans une solution de RNA later (Qiagen, Inc. Valencia,

CA, USA) a 4°C puis congelés a -80°C pour I’analyse génique.

- Y2 placenta est directement plongé dans 1’azote liquide puis congelé a -80°C pour 1’analyse

protéique.
3) Dosage plasmatique

L’insuline plasmatique est déterminée par dosage immunoenzymatique a I’aide d’un Kit
Elisa (DRG Ultra sensitive Rat Insuline Elisa, DRG International, Inc., USA), utilisant un
anticorps monoclonal de souris anti-insuline. La sensibilité du dosage est de 0,13ug/I
(3,25uU/ml) et les coefficients de variation inter et intra assay sont respectivement de 5 % et
3,7 %.

La leptine plasmatique est déterminée par dosage immunoenzymatique a 1’aide d’un Kit
Elisa (rat Leptin Enzyme immunoassay Kit, SPI-BIO/Bertin Pharma Biotech Division,
Brunschwig Germany), utilisant un anticorps monoclonal de rat anti-leptine. La sensibilité du
dosage est de 50 ng/ml et les coefficients de variation inter et intra assay sont respectivement
de 7% et 3,8 %.

La quantité de triglycéridesTGsplasmatiques est déterminée par une méthode
enzymatique et colorimétrique, utilisant la glycérophosphatase oxydase a 1’aide d’un Kit
(Triglycerides LBB, SOBIODA Montbonnot St-Martin, France). La sensibilité du dosage est
de 6,0 mg/dl.

Le taux plasmatique de NEFA (acides gras libre) est déterminé par une méthode enzymatique
et colorimétrique, utilisant 1’Acyl-CoA-Synthéthase puis I’Acyl-CoA-Oxydase a I’aide d’un
Kit (NEFA C, ACS-ACOD, WakoChemicals Gmbh, Allemagne). La sensibilité du dosage est
de 52 I/mEq.
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4) RT-PCR quantitative

Extraction des ARN totaux

Pour le placenta, un fragment de 30 mg est prélevé dans la zone labyrinthique. Le
fragment de placenta est broyé a I’aide d’un polytron dans 800 pl de tampon RLT et 8 pl de
bétamercaptoéthanol, et purifié sur colonnes d’adsorption selon les instructions du Kit
(RNeasy mini-kit™ Qiagen). Pour les tissus adipeux, un fragment de 30 mg de tissus est
prélevé et broyé dans du trizol avant d’étre purifié sur les colonnes Qiagen. Les broyats
placentaires ou adipeux sont ensuite élués avec 40 pl d’eau RNase free. Les ARN totaux sont
dosés par spectrophotométrie a 260 nm, et leur intégrité est vérifiée par électrophorése sur un

gel d’agarose a 1,2 %. Les ARN totaux sont conservés a -80°C.

Synthése des ADNCc : la Reverse transcriptase (RT)

La transcription des ARN totaux en ADNc est réalisée sous ’action de la transcriptase
inverse (Kit ThermoScript RT-PCR system, Invitrogen Life Technologie, Carlsbad, CA,
USA). Un premier « mix » est réalis¢ contenant 1ug d’ARN, 0,5 pl d’hexaméres aléatoires
(50ng/ul), 0,5 pl d’oligodT (50uM), 2 ul de dNTP (10mM) et 9 pl d’eau RNase free. Le tube
est incubé pendant 5 min dans un bloc chauffant a 65°C afin de dénaturer les ARNs. On
ajoute un second « mix » contenant 1ul d’eau, 4 pl de tampon (5X cDNASynthesis Buffer),
1ul de DTT (0,1M), 1l de RNAsin (40U/ul), et 1pl d’enzyme (ThermoScript R-T, 15U/ul).
Le tube contenant les 20ul de volume réactionnel final est incubé pendant 10 min a 25°C, 35
min & 55°C et la dénaturation des ADNc est effectuée 5 min a 85°C. Les ADNc sont

conservés a -20°C.

Choix des oligonucléotides

Les oligonucleotides (Eurogentec, Inc., San Diego, CA, USA) sens et antisens de nos
génes d’intéréts (tableau n°1) ont été modélisés en tenant compte des parameétres suivants : 1)
la spécificité du produit d’amplification généré, 2) se situer dans une portion de la région
codante qui enjambe un intron de taille importante, empéchant 1’amplification d’ADN

génomique, et 3) amplifier une séquence d’environ 150 bases.
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Polymérase Chain Reaction (PCR) en temps réel

La PCR quantitative en temps réel est basée sur la détection et la quantification d’un
«reporter» fluorescent a chaque cycle. L’augmentation du signal fluorescent est directement
proportionnelle a la quantité d’amplicons générés durant la PCR. Le nombre de cycles pour
lequel le signal fluorescent devient significativement supérieur a celui du bruit de fond définit
un seuil ou Ct « Cycle treshold » qui dépend de la quantité de matrice initiale. Il apparait au
début de la phase exponenticlle d’amplification. Ainsi un nombre de Ct faible correspondra a
une quantit¢ de matrice initiale importante tandis qu’un Ct élevé sera associ¢ a une faible

quantité de produit a quantifier.

Des expériences préliminaires nous ont permis de déterminer pour chaque gene étudié
les conditions d’amplifications optimales. Une gamme de dilution (1/4 ; 1/10 ; 1/40 ; 1/100)
est réalisée a partir d’ADNc calibrateur provenant d’un pool d’ARNm de tissus témoins.
Celle-ci permet de déterminer la dilution optimale d’ADNc et de calculer I’efficacité réelle de
I’amplification (E) selon la formule E= 105 -1 ot S représente la pente de la courbe. Le

calibrateur sert a comparer les échantillons entre eux.

La réaction est réalisée dans une plaque de 96 puits, contenant 5ul de Master Mix
(QuantiTect SYBR Green PCR, dNTP mix, HotstarTaqg DNA polyméase), 0,5ul de chaque
amorce sens et antisens (10uM), 3pl d’eau RNase free et 1ul d’ADNc dilué au 1/10. La
réaction d’amplification est effectuée a 1’aide d’un thermocycler (Light-Cycler LC 2.0,
ROCHE). Chaque échantillon est dosé en duplicate pour un géne donné. Les parameétres
utilisés pour la PCR en temps réel sont 15 minutes a 95°C pour I’inactivation de la Taq

polymérase, puis 1’amplification est conduite pour 50 cycles comme décrit dans le tableau ci-

dessous :

Etape Température | Durée Paliers
Dénaturation 95°C 15 sec 2°Clsec
Hybridation* 55°C 20 sec 2 °Clsec
Elongation 72°C 20 sec 2°C/sec
Courbe de fusion | 60 °ca 90 °C

*La température d’hybridation peut varier pour certaines amorces.
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La spécificité et la taille des amplicons sont vérifiées par électrophorése sur gel de

polyacrylamide a 6%.
L’analyse des résultats repose sur la méthode « advance » qui utilise les calculs suivants :

e Nous faisons la moyenne des Ct des duplicats de chaque échantillon « Ct ech » et du
calibrateur pour « Ct cal » pour chaque gene étudié. Puis, nous établissons la moyenne

géomeétrique des 3 genes de référence pour chaque échantillon.

e Dans un premier temps, nous calculons « A », qui compare le niveau d’expression du
gene d’intérét entre le calibrateur et I’échantillon en prenant en compte 1’efficacité E

avec 1’équation suivante :

A:E(géne cible) (Ctcal-Ctech)

e Dans un second temps, nous calculons « B», qui compare le niveau d’expression des

génes de référence entre le calibrateur et 1’échantillon avec 1’équation suivante:

B= E(géne cible) (Ctcal-Ctech)

e La quantification finale « C » pour un gene donné est déterminée par le rapport

suivant :

Le cut off pour considérer qu’un géne montre une variation significative est la moyenne
(témoins) + 2, donc les génes sous exprimés ont une expression relative inférieure a 0.5, et les
genes surexprimés ont une expression relative supérieure a 2. Nous séparons les résultats des

males et des femelles.

Dans un premier temps, 1’analyse génique a été effectuée sur des pools constitués de cing
placentas provenant de différentes portées et sélectionnés en fonction du phénotype du feetus.
Pour chacun des groupes expérimentaux, et pour chaque phénotype au sein de ces groupes, 2
pools ont été réalisés. Les pools de placentas ont été effectués a partir des ARN totaux. Une
fois les 5 ARN totaux poolés, on a produit ’ADNc. Les résultats des pools ont ensuite été

confirmés individuellement sur les échantillons qui ont servis a constituer chaque pool.
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5) Westernblot

Les protéines placentaires ont été extraites a partir de demi placenta dans un tampon de lyse
contenant 250 mmol/l de sucrose, 10 mmol/l de tris Hepes (pH 7.4), 1 mmol/l ’EDTA, 1%
Triton X-100, et 1:1000 d’un cocktail d’inhibiteurs de protéase (Sigma). La concentration
protéique a été déterminée a I’aide de la méthode de Lowry en utilisant le kit de dosage DC
proteinassay (Laboratoire Bio-Rad Marnes-La-Coquette, -France). Des quantités equivalentes
de protéines et variables selon la protéine étudiée ont été déposées sur un gel d’électrophorése
SDS-PAGE a 10% et transférées sur une membrane de nitrocellulose (Hybond-ECL,
AmershamBioSiences, Chalfont, UK). Les membranes ont été bloquées avec 5% de lait
écréme dans du tampon TBS contenant 0.1% de Tween 20 toute la nuit a 4°C, puis incubées
avec les anticorps primaires, (voir tableau) sur la nuit a 4°C. Aprés lavage avec un tampon
TBS contenant 0.1% de Tween 20, les membranes ont été incubées avec un anticorps
secondaire (voir tableau) durant 1h a température ambiante. Apres lavage, les bandes sont
visualisées par amplification a la chimiluminescence ECL (AmershamBioSciences). Les
membranes ont été déstrippées a 1’aide du Reprob Agent, puis réincubées avec un anticorps

anti-tubuline qui nous sert de protéine contrdle.

Tableau- Conditions d’utilisation des anticorps.

Protéine | clone Quantité Dilution | Dilution Type d’ac secondaire
depose (Hg) | ac ac
primaire | secondaire

Apod Polyclonal | 20 1/100 1/500 Goat 1gG-HRP (sc-2056)
SNAT2 | Polyclonal | 40 1/400 1/800 Goat 1gG-HRP (sc-2056)
CD36 Polyclonal | 40 1/1000 1/1000 Goat 1gG-HRP (sc-2056)
IFR1 Polyclonal | 40 1/1000 1/1000 Mouse 1gG-HRP (sc-2314)
IGFBP3 | Polyclonal | 40 1/200 1/800 Goat 1gG-HRP (sc-2056)
tubuline | Monoclonal | 20 1/5000 1/50000 Mouse 19G-HRP (sc-2314)
tubuline | Monoclonal | 40 1/10000 | 1/10000 Mouse 1gG-HRP (sc-2314)

Tous les anticorps proviennent de chez Santa Cruz, a ’exception de la tubuline qui vient de chez
Sigma.

Analyse statistiqgue

Les analyses statistiques ont été effectuées a l'aide du logiciel GRAPH PRISM 4. Pour les
variables continues, sont précisées la moyenne et la SEM. La comparaison des moyennes a
été réalisée avec une analyse de variance multivariée, complétée par post test de Boneferoni.

Le niveau de significativité est de p< 0.05.
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Tableau 1 : Liste des primers

Geénes Transcrit Primer sens 5'-3" Antisens 5'-3' Amplicon

Geénes de référence

PipiA NM_017101 ATT CATGTG CCAGGG TGG T GAT GCC AGG ACC TGT ATG CT 110pb
B2M NM_012512 ACC TGG GAC CGA GAC ATG TA GAA GAT GGT GTG CTC ATT GC 134pb
HPRT NM_012583 GTG TCA TCA GCG AAA GTG GA ATG GCC ACA GGA CTA GAA CG 123pb
Génes d’intérét

LPL1 NM 012598 AAG GTC ATC TTC TGT GCC A CAG CCC GAC TTC TTC AGA GA 115 pb
Phospholipase B1 Plb1 NM_138898.1 ACTCAGCTCGCGAGAGCCCT GGGCTTGTCCTTGGTGGGGC 114 pb
Apolipoproteine A4 CV105437.1 ACAAGCTGGTGCCCTTCGCC TGGCCCGTAGGTCCTCGAGC 102 pb
FATcd36 XM_575338.2 GGACCCCAAGGACAGCACTGT TGTGGTGCAGCTGCCACAGC 126 pb
FATP 1 NM_053580.2 TCCTGCGGCTTCAACAGCCG AGAAGGCCAGGTTCCCCGGG 137 pb
FABP3 NM_024162.1 ATGGCGGACGCCTTTGTCGG TGGCAAAGCCCACACCGAGTG 88 pb
FABP 4 NM_053365.1 TGCGACGCCTTTGTGGGGAC GGTGGCGAAGCCAACTCCCAC 87 pb
COX 1 (PTGIS1) NM_031557.2 GCACCGTCCTGCTGGGTGAC GTGCGTGGTGAGGCCTCCAC 133 pb
COX2 (PTGIS2) NM_017232 TCCCCCAGGTGCCTCATGCT TGGTGGGTGGAGTGAGTCCTGC 115pb
Ptges: Prostaglandin E synthase NM_021583.2 CCAACCCCGAGGACGCGTTG GTTGCGGTGGGCTCTGAGGC 89 pb
PTGES3 Prostaglandin E synthase NM_001130989.1 GTTTGCGAAAAGGAGAATCCGGCC AGCCAATTAAGCTTTGCCCTTTCCT 70 pb
PPARy NM_001145367.1 GCCTGCGGAAGCCCTTTGGT AAGCCTGGGCGGTCTCCACT 136 pb
RXRa NM_012805.2 ATCCTCCTCCGGGCAGGCTG CCACCCCAGCACTGTGAGCG 133 pb
Rcp Chylomicron NM-012688 GCGGGAAAAGGCCATCGGTG CCTCAGCACCTGGCACTCGAC 127pb
Glutl NM_138827 ATT AAA AAG GTG ACG GGC C CGG TGG TTCCATGTT TGATT 120pb
Glut3 RN98055 GAC CAA GCG ACG GAG ATC AGA GCT CCA GCA CAG TGA CC 108pb
Slc7a2 NM_017353.1 GCCTGCCTCTGCGTGCTACT CCAGGGCCAGCAGTTTGGCA 103pb
SNAT2 NM_181090 AAG AGC TGA AGA GCC GCA GC CGG CAA GCA AAT ACA TCA GA 117pb
Snat4 NM_1569874 CTG TTC CCC ATC CGT ACT TC GAC GTT GTT GAG AGC GAT GA 120pb
Latl NM_031341 GCT GCC TGC ATC TGT CTC TTA CAA TCA GCG CCAACACTT TA 118pb
Lat2 NM_054698 AGCGGCCTTGTGTCAAGG GGGTGGGGAGGTGGGGAACA 148pb
GPx7 NM_2668568 GGCCCCCTTCCAGAGACTCCC TGGAGGTGTGGTGGGTGGAGTG 140pb
Glutathione peroxydase 4 NM_017165.2 CGGGAGGCAGGAGCCAGGAA TGGGTGGGCATCGTCCCCAT 112pb
Glutathione peroxydase 1 NM_030826.3 CAGTTCGGACATCAGGAGAATGGCA CCCACCACCGGGTCGGACAT 75pb
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Glutationereductase : GRS
Glutathione S-transferase Gstm2
Gluitathione S-tranferase pi2 Gstp2
HSPB6

Vdr : rcp vitamine D
Catalse : CAT4
SOD1

SOD2
Melatoninreceptor 1 a
Melatoninreceptor 1b
NOS2

NOS3

Cxcl14

Cxcl16

Ccl3

Xanthine reductase
Xanthine oxydase
IGF1

IGF2

IGFR1

IGFR2

IGFBP1

IGFBP3

IGFBP5

INSR

IRS1

IRS2
Angiopoietin-like 4
Angiopoietin-like 2
Angiopoietine2
VEGF

Plgf

Leptin
Rcpleptin 1 obrb

U73174.1
NM_177426
NM_012577.2
NM-048558
NM_017058.1
NM_012520.1
NM_2656587
NM_017051.2
NM_053676.1
NM_001100641.1
NM_012611.3
NM_021838.2
NM_0548408.1
NM_054745.3
NM_475838.2
NM_45235411
NM_48692807
NM_475758
NM_31511
NM_052807
NM-012756
NM_013144
NM_012588.1
NM_012817.1
NM_017071
NM_0129969
XM_001076309
NM_199115.2
NM_133569.1
NM_134454.1
NM_031836
NM_6960
NM-013076
NM_020099

GGCCCCCTTCCAGAGACTCCC
CTGGGACATCCGTGGGCTGG
TCCCAGTTCGAGGGCGCTGT
ACCCTGGGAGCCCATCAGAGC
ACGCAGCAGCTATGCCACCG
AAGATGCTCCAGGGCCGCCT
CCCGAGTGTGGGGCGACAAC
GAGGCGCTGGCCAAGGGAGA
AGAAGCTCAGGAACGCAGGGAA
GCAAGCTGCGGAACGCAGGTAA
GAAGTCCAGCCGCACCACCC
TCCGCTACCAGCCTGACCCC
ATCTTTGGCTCGGAGGCGGC
GTGGCATCCGGGCAGGCTTT
CCAGAGTGGCATCCGGGCAG
CTTGGCTCAGCATGGCCGCT
CGACCCGGGAAGCCTGTCCT
CCCGGTGGCTTGTGCTTCGT
CGCGGCTTCTACTTCAGC A
TTGGAGATTTTG GTATGACACG
CCG TGT GTG CTG TGG ATA AG
GCCCCATCCCGTGAGGACCA
GGCTTCTGCTGGTGCGTGGA
GCGGAGAACACTGCCCACCC
AAC AAC CTG GCA GCT GAACT
ACA GAG AGT GGA CCCCAATG
CTCTTTGCCCCGCTCTTAC
AGCCTCTCTGGTGGCTGGTGG
GGCAACGCAGGCGACTCCTT
CAGGACTCACAGGCACGGCG
CTG GAGCGT TCACTGTGAG
CGC TAA AGACAG CCAACATC
GTTCCTGTGGCTTTGGTCCT
GGCCAGCCTGCCAGTGTCAG
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TGGAGGTGTGGTGGGTGGAGTG
CGGGAGCATCCCCCATGCTG
TCCTCCTTCCAGCTCTGGCCC
AAAGCCTGCCCGGATGCCAC
AGCTCTGGCCCTGGTCAGCC
ACGCGAGCACGGTAGGGACA
TCCAGAACTGCCTGAGTGGCCT
TGGCCCCCGCCATTGAACTTC
AGACGTCAGCGCCAAGGGAA
GGGTACAGGGCTACCACCAGGT
CAGGGCCGTCTGGTTGCCTG
CGCCATCACCGTGCCCATGA
CGGAGCACACGCTCTACCCC
TAGAGGCCACATCGGACCCGC
AGAGGCCACATCGGACCCGC
AGCTGTCGTTGGCCCCCTCA
CCAGCATTACCACGCCCGCA
CGCCTCCACTCCCGAACGTG
GTC TCC AGG AGG GCC AAG
GAG GGA CTC GGG AGACATC
CAC AGT CAT CGC CAT CAG AG
CCGTTGGCAGGGCTCCTTCC
CCACGTTAAGTGGCACAGCGGT
CGGCAGGGGCCTTGGTCAGA
TTC CAAGGT CTC TCC TCG AA
ATGCTGCTACTG CTG CAA GA
GCTCCAGTCTCTCCTCTTCC
CTGCTGCCGTTGCCGTGGAA
TGGGCACAGTTTCCTGTGTAGACA
GCGTCGAACCACCAGCCTCC
GCGAGTCTGTGTTTT TGC AG
ATT CGC AGA GCACATCCTG
CTGGTG ACAATGGTCTTGATGA
GTCCATCCAACCGCCGGCAG

140pb
98pb
70pb
104pb
96pb
104pb
129pb
72pb
95pb
72pb
112pb
128pb
101pb
T77pb
74pb
143 pb
79pb
100pb
115pb
120pb
89pb
111pb
123pb
74pb
117pb
119pb
108pb
90pb
93pb
136pb
112pb
122pb
110pb
71pb
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Adiponectine
AdipoR1
AdipoR2

Lactogene placentaire

Visfatin

UCP2

CPT1A

CPTTI1C

CTPT2
cytochrome P450i
CYP4A2
CYP4A3
CYP4A8

CACT = Slc25a20
Tnfa

Tnfar

1r6

rarres

ser

NM_144744.2
NM_207587.1
NM_001037979.1
NM_012535.2
NM_177928.3
NM_019354.2
NM_031559.2
NM_001034925.2
NM_012930.1
NM_031576.1
NM_001044770.2
NM_175760.2
NM_031605.2
NM_053965.2
NM_3698547
NM_4587932
NM_4798253
NM_7895649
NM_1598736

TACCGGGCCGTGATGGCAGA
CCAGCCCAGCCAAGGCTGAA
TGTGTGCTGGGCATTGCAGC
TCAGCAGGGTTCAACCTGGAGC
AGACTGCCGGCATAGGGGCA
GGGCTCAGAGCATGCAGGCA
TCCTCAGCAGCAGGTGGAGCT
CAGACTGGGGCGGACAGCAC
GAAGCAGCGATGGGCCAGGG
TCAGGCGAGGGCAAGGAGCT
TCCACGCCTTCCCACTGGCT
CCTGCGTGCAGAGGTGGACA
TCACCTGGGACGACCTGGACAA
CACGGTCAAGGTCCGACTGCA
AGGAGTCTGCTGCGGTTCGC
CGGGCGCTTATGTGCTCCGA
GGAGTCTGCTGCGGTTCGCAT
AGTCTGCTGCGGTTCGCATCC
ACCCTGGGAGCCCATCAGAGC

ACCAAGAACACCTGCGTCTCCCT
TGGCATGGTGGGCTTGCAGA
AGCCCACGAACACTCCTGCTC
CCCTGCGCATGCACCGATACA
TGTGCTCTGCCGCTGGAACA
TGGGCCTGGAAGCGGACCTT
GTCATCGGCAACCGGCCCAA
CAG CCG TGG TGG GAC AGC AG
TGAGTCCTCTGGCCGTTGCCA
GTCGATGGGTGGCCGCAGTG
GCAGGACTCGTGCTGTGCTCC
TCAGGGTGGGTGGCCAGAGC
CCGGGAAGGTGACAGGTGTGC
GCCATGCCCCGATACAGCCC
TTGGCGCTAGCCTTGGGGGA
CCAGCCTTTGGCGCTAGCCT
GCGCTAGCCTTGGGGGATGG
TTTGGCGCTAGCCTTGGGGG
AAAGCCTGCCCGGATGCCAC

71pb

102pb
94pb

129pb
138pb
114pb
88pb

130pb
73pb

102pb
130pb
96pb

120pb
132pb
112pb
101pb
103pb
126pb
104pb
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Résultats

1-Profil métabolique et évolution du poids corporel et de la prise alimentaire des
femelles de la génération F1 en période prégestationnelle

Le profil d’évolution du poids corporel des femelles F1 du sevrage jusqua la 12°™
semaine de vie varie selon le phénotype de la mere (contréle vs FR) et selon la nature du

régime alimentaire (S vs HF).

La courbe d’évolution du poids corporel des femelles F1 issues de mére FO controle et
soumises a un régime « high fat » (C HF) ne montre aucune différence comparée a celle des
femelles F1 sous régime standard (C S)(figure 1 A). Les femelles de la F1 issues de mére FO
dénutries et soumises a un régime standard (FR S) ne montrent aucune différence dans
I’évolution de leur poids corporel par rapport aux femelles C S (figure 1A). En revanche, les
femelles de la F1 issues de mere FO dénutrie et mises sous un régime « high fat » (FR HF)
ont une prise de poids inférieure a celle des femelles C HF (p<0.05) et des femelles C S
(p<0.05) (figure 1A).

En ce qui concerne I’apport énergétique hebdomadaire exprimé en Kcal/g poids
corporel, on constate que les femelles C et FR sous régime «high fat» ont un apport
calorique plus important comparé aux femelles C et FR sous régime standard (p<0.05) deés la
4*™ semaine de vie, puis & partir de la 5°™ semaine, I’apport énergétique diminue et devient
comparable a celui des femelles sous régime standard (figure 1B). Si I’on évalue la quantité
de nourriture ingérée par semaine, on constate la encore une différence entre les femelles
ayant un régime « high fat » et celles ayant un régime standard. En particulier la prise de
nourriture hebdomadaire (exprimée en g/g poids corporel) est significativement réduite, et ce
dés la 5™ semaine chez les meéres FR et C recevant un régime
hyperlipidique/hypercalorique. Cette diminution de la quantité de nourriture peut engendrer
une carence en macronutriments, autres que les lipides comme les protéines et/ou hydrates de

carbone.
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Pour évaluer I’influence de la programmation feetale et du régime alimentaire sur le
métabolisme glucidique, un test oral de tolérance au glucose (OGTT) est réalisé aprés deux
mois de régime. Le test de tolérance au glucose évalue la sécrétion d’insuline par les cellules
béta pancréatiques plutét que la sensibilité a I’insuline. Comparées aux femelles CS, les
femelles FR S montrent une anomalie du métabolisme au glucose qui se manifeste par une
intolérance partielle au glucose (figure 1C, p<0.05). Ce qui signifie que la programmation
nutritionnelle induit chez la femelle, comme chez le male, un trouble du métabolisme
glucidique. Le régime hypercalorique ne modifie pas la réponse a I’OGTT chez les femelles
contréle (figure 1C, p=0.065). A I’inverse, ce méme régime chez les femelles FR accentue les
anomalies de la tolérance au glucose. En effet, les glycémies chez les femelles FRHF a la 90°
et 120° minute demeurent significativement élevées (»150mg/dl), signe d’une intolérance au
glucose plus marquée (figure 1C, p<0.05). Les aires sous la courbe de la glycémie sont
significativement augmentées chez les femelles FRS et FR HF comparées au groupe CS

(figure 1C p<0.05 et p<0.01 respectivement).

Le régime «high fat» utilisé dans notre étude ne perturbe pas le métabolisme
glucidique de femelles issues de meres controles. En revanche ce régime hyperlipidique et
hypercalorique est délétére chez les animaux issus de méres dénutries puisqu’il contribue a

["aggravation de l’intolérance au glucose.

2-Profil morphométrique, hormonal et métabolique des méres de la génération F1
pendant la gestation

Comparée aux meres témoins C S-S, les meres des groupes C HF-HF et C HF-S ne montrent
aucune différence significative dans 1’évolution du poids corporel (figure. 2A, p>0.05). De
méme, les meres FR HF-S présentent la méme courbe d’évolution corporelle que les femelles
FR S-S et C S-S. En revanche, les femelles FR HF-HF gagnent peu de poids entre la 1° et 2°
semaine de la gestation, et I’évolution de leur poids corporel est significativement diminuée

pendant la gestation en comparaison des autres groupes (figure. 2A, p<0.05).

Le jour de la parturition, les femelles sont également pesées aprées extractions des cornes

utérines, afin de déterminer le gain de poids net des méres pendant les 3 semaines de
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gestation. De nouveau, les femelles FR HF-HF présentent un pourcentage de gain de poids

corporel significativement plus faible comparé aux autres groupes (figure 2B, p<0.05).

Différents paramétres métaboliques et hormonaux ont été mesurés sur des prélevements
sanguins non a jeun au partum (G21). Les femelles du groupe C HF-S ne montrent aucune
difference dans les taux plasmatiques des différents parametres comparées aux femelles du
groupe contréle C S-S (p»0.05). Par contre, les femelles C HF-HF ont une hyperleptinémie et
un taux plasmatique de NEFA significativement €levé (tableau 2, p<0.05). Toutes les femelles
issues de meres denutries quel que soit leur régime alimentaire (S ou HF), ont une
hyperleptinémie (tableau 2). Hormis I’hyperleptinémie, les femelles FR S-S ne présentent pas
d’autres altérations par comparaison aux femelles C S-S. Les femelles FR HF-S ont des taux
plasmatiques de TGs plus faibles comparées aux femelles FR S-S (tableau 2 p«<0.05). Les
femelles FR HF-HF quant a elles, présentent des anomalies, qui se traduisent par une
hyperinsulinémie, des taux circulants de NEFAs élevés, et un taux plasmatique de TG

diminué (tableau 2).

Chez les femelles contrdles, le régime hyperlipidique en prégestationnel ne modifie pas le
métabolisme énergétique de la mére. Par contre, si ce régime est maintenu pendant toute la
gestation, il entraine chez la mére une hyperleptinémie et une augmentation des taux
plasmatiques de NEFA. Chez toutes les femelles issues de meres dénutries, la concentration
plasmatique de leptine est augmentée, et ce indépendamment de la nature du régime. Cette

hyperleptinémie est donc un marqueur métabolique de la programmation.

Le régime «high fat » en prégestationnel chez les femelles FR n’entraine pas d’altération
significative des paramétres métaboliques et hormonaux. Par contre, on constate une baisse
des taux plasmatiques de NEFAs, et une légere augmentation de I’insulinémie (p=0.55) par

rapport aux femelles contréles C HF-S ayant le méme régime.

Le régime «high fat» chez les femelles FR lorsqu’il est maintenu pendant la gestation
entraine des effets comparables a ceux que 1’on observe chez les femelles contréles, a savoir
une augmentation de la leptinémie et des NEFAs circulants, avec en plus une

hyperinsulinémie et un taux de TG bas.

Afin de déterminer le degré d’adiposité des méres, les tissus adipeux blancs périgonadiques et
périrénaux ont été pesés et rapportés au poids corporel de la femelle moins le poids des cornes

utérines. La figure 3A montre que la masse du tissu adipeux périgonadique représente 3 a 4%
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de la masse corporelle, et celle du tissu adipeux périrénal 1.5 a 2%. Cependant, le degré
d’adiposité est identique dans tous les groupes. De méme 1’expression du gene de la leptine
dans les deux tissus adipeux ne présente aucune différence entre les groupes (figure 3B).
L’hyperleptinémie n’est pas en rapport avec la masse adipeuse et ne peut pas s’expliquer par

une surexpression génique.

Si ’on s’intéresse a la répartition des macronutriments (ie lipides, protéines et glucides), on
constate que I’apport en hydrates de carbone est significativement diminué chez les femelles
C HF-S et FR HF-S par rapport aux femelles C S-S et FR S-S (tableau 3, p<0.05). En
revanche, le régime alimentaire « high fat » des femelles C HF-HF et FR HF-HF se traduit par
un apport en hydrates de carbone encore plus faible (tableau 3, p<0.001) et une carence
relative en protéines, en particulier pour les femelles FR (tableaux 3 p<0.05). Les lipides
représentent prés de 50% de I’apport énergétique, tandis que les glucides ne comptent que

pour a peine 30% contre respectivement 75% et 73% dans le cas du régime standard.

L’apport réduit en glucides dans le régime « high fat » peut étre expliqué par [’absence
d’obésite chez ses femelles. La réduction plus importante des glucides, associée a celle des
protéines dans la ration alimentaire des méres FR HF-HF, peut étre a [’origine du manque de

gain de poids corporel que [’'on observe au cours de la gestation chez les femelles.

-Le régime « high fat », administré pendant la période prégestationnelle et gestationnelle, est
responsable chez les meres contréles comme chez les méres FR d’un certain nombre

d’anomalies métaboliques, qui ne sont associées ni a une obésité ni a une hyperphagie.

-Ces effets sont amplifiés chez les femelles FR, ce qui suggere que la programmation

nutritionnelle potentialise les effets déléteres d’un régime hyperlipidique chez la mere.

3- Analyses phénotypiques des nouveau-nés de la génération F2

A la naissance, les nouveau-nés males et femelles de chacun des groupes expérimentaux sont

classés selon leur poids et répartis en 3 groupes :

Les nouveau-nés présentant un petit poids pour I’age gestationnel (SGA) traduisant un RCIU.

Le groupe est défini par un poids de naissance inférieur a la moyenne des témoins -1.7SD.
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Les nouveau-nés présentant un poids normal pour 1’age gestationnel (AGA) et qualifiés de
normotrophe. Ce groupe est défini par un poids de naissance compris entre la moyenne
+1.7SD.

Les nouveau-nés présentant un gros poids de naissance pour 1’dge gestationnel (LGA) et
traduisant une macrosomie. Ce groupe est défini par un poids de naissance supérieure a la

moyenne des témoins +1.7SD.

La moyenne est calculée a partir du poids de naissance des nouveau-nés contréles issus de

meére C S-S, et en tenant compte du sexe.

La répartition globale des différents phénotypes chez les nouveau-nés est représentée dans la

figure 5.

Les nouveau-nés issus de meres FR S-S présentent la méme répartition phénotypique que les
nouveau-nés issus de meres contrbles C S-S (figure 5). Les meres F1 issues de meres
contrbles ou dénutries et ayant eu un régime alimentaire hyper gras avant et pendant la
gestation (C HF-HF et FR HF-HF) donnent naissance a des nouveau-nés F2 présentant un
phénotype identique et marqué par un fort pourcentage de SGA (42% des nouveau-nés F2
issus de méres C HF-HF et 51% chez nouveau-nés F2 issus de méres FR HF-HF). Aucun
nouveau-né qualifié de LGA n’est observé a I’issue de ces gestations, de méme que le

pourcentage d’AGA est réduit.

Les femelles FR HF-S sont les seules a donner naissance a des nouveau-nés macrosomes
puisque le pourcentage de LGA chez ces femelles est de 52% (figure 5). En revanche, chez
les femelles C HF-S, la répartition phénotypique des nouveau-nés est comparable a celle des
femelles contréles C S-S. Afin de déterminer I’existence d’un dimorphisme sexuel, la
répartition des phénotypes SGA LGA a été évaluée séparément chez les nouveau-nés males et

chez les nouveau-nés femelles (figure 6).

Un dimorphisme sexuel est présent dans le phénotype des nouveau-nés issus de meres
contréles C S-S avec un phénotype LGA plus prononcé chez les méles et un phénotype SGA
plus prononcé chez la femelle. A I’inverse, chez les femelles FR S-S, le phénotype SGA est
plus élevé chez les nouveau-nés males tandis que le phénotype LGA est plus marqué chez les

nouveau-nés femelles.
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Les effets du régime « high fat » avant la gestation chez les méres contrdles n’a aucun effet
sur le phénotype de la F2. Cependant le dimorphisme sexuel n’est plus visible car il y autant
de macrosomes chez les méles que chez les femelles. Parmi les femelles qui présentaient des
phénotypes spécifiques de SGA ou LGA, la encore on remarque I’existence d’un

dimorphisme sexuel (figure 6).

Le régime « high fat » administré aux femelles contréles et FR avant et pendant la gestation
entraine un RCIU qui touche davantage les nouveau-nés males que les nouveau-nés femelles.
Cependant le dimorphisme sexuel est plus prononcé chez les nouveau-nés issus de meres FR
HF-HF.

Les nouveau-nés males sont donc plus sensibles au RCIU en réponse au régime de leur mére
F1 (ici régime « high fat »), mais aussi a celui de leur grand-mére FO (dénutrition) (figure 6
A).

Le régime « high fat » avant la gestation entraine une macrosomie uniquement chez les méres
F1 issues de meres dénutries FR HF-S. La macrosomie touche davantage les descendants
femelles que les descendants males (figure 6 B). A D’instar des descendants males, les
femelles sont donc sensibles au régime alimentaire de leur mére F1 (régime « high fat » avant
la gestation) et de leur grand-meére FO (dénutrition) mais avec un phénotype opposé. La
programmation nutritionnelle a elle seule (dénutrition FO) sans modification du régime
alimentaire de la mere F1 (FR SS) modifie également la croissance de la descendance F2 de
maniere sexe-spécifique, en favorisant chez les nouveau-nés male un RCIU, et chez les
nouveau-nés femelles une macrosomie. Les manipulations du régime alimentaire des meres
F1 issues de méres dénutries, que ce soit en période prégestationnelle ou pendant la gestation

contribuent & accentuer ce dimorphisme sexuel.

La répartition des nouveau-nés en fonction de leur poids de naissance montre que chez les
meéres qui donnent naissance a des nouveau-nés RCIU ou macrosomes, le poids de naissance
des nouveau-nés normotrophes issus de ces mémes portées est comparable a celui des

normotrophes issus des meres contrdles C S-S (figure 6 C).
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4- Analyses morphométrique, moléculaire et protéique des placentas
a) Analyse morphométrique

Le poids du placenta ainsi que le rapport poids du feetus/poids du placenta utilisé pour
évaluer I’efficacité du transport placentaire sont représentés dans le tableau 4. Chez les
femelles du groupe contr6le, nourries avec un régime « high fat » avant la gestation (C HF-S),
et qui donnent naissance a des normotrophes, les parametres placentaires sont comparables a
ceux du groupe témoin C S-S. En ce qui concerne les femelles soumises a un régime « high
fat » avant et pendant la gestation (C HF-HF), et qui donnent naissance a une majorité de
nouveau-nés avec un petit poids de naissance, on constate que chez les SGA la masse
placentaire n’est pas modifiée tandis que le rapport F/P est significativement diminué aussi
bien chez le male que chez la femelle (tableau 4, p<«0.05). Cependant, ces modifications ne
sont pas spécifiques du phénotype SGA, puisque chez les normotrophes (ou AGA) I’efficacité
placentaire (F/P ratio) est également diminuée (tableau 4 p<0.05). Chez les femelles issues de
meéres dénutries, soumises a un régime standard, (FR S-S) et qui donnent naissance a des
nouveau-nés normotrophes, les parameétres placentaires sont identiques a ceux du groupe
témoin C S-S. Chez les femelles FR, soumises a un régime HF en prégestationnel et qui
donnent naissance a une majorité de macrosomes (LGA), on constate une augmentation du
poids placentaire, et une diminution significative de I’efficacité placentaire seulement chez les
femelles comparées au groupe FR S-S (tableau 4, p<0.05). En revanche, les paramétres
placentaires ne sont pas modifiés chez les femelles normotrophes. Enfin, chez les femelles FR
soumises a un régime « high fat » avant et pendant la gestation et qui donnent naissance a une
forte proportion de nouveau-nés ayant un petit poids de naissance (SGA), le profil est
différent de celui que I’on observe chez les femelles contrdles soumises au méme régime
CHF-HF. En effet, les placentas des nouveau-nés SGA males et femelles issus des meres FR
HF-HF sont significativement moins gros, alors que 1’efficacité placentaire n’est pas altérée.
Les raisons du retard de croissance chez les nouveau-nés issus de meres FR HF-HF et de
méres C HF-HF sont probablement différentes. Les nouveau-nés males et femelles issus de
meéres FR HF-HF et qui sont normotrophes (AGA) ont un placenta dont le poids est supérieur
a celui des normotrophes issus de mere FR S-S, alors que Defficacité placentaire est

comparable (tableau 4 p<0.05).
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b) Analyse de I’expression génique

Prées de 70 génes impliqués dans le transport de nutriments, le métabolisme lipidique,

la croissance placentaire, I’inflammation et le stress oxydatif ont été analysés sur les placentas

de la F2.

Les résultats ne font apparaitre que les génes qui montrent une variation significative
(moyenne + 2), donc des génes sous exprimes ont une expression relative inférieure a 0.5, et
les genes surexprimés ont une expression relative supérieure a 2 (figure 7 A). Pour les
groupes C HF-S, C HF-HF et FR S-S, le groupe de référence pour quantifier une sous ou sur
expression est le groupe C S-S. Pour les groupes FR HF-S et FR HF-HF, le groupe de
référence est FR S-S. Les résultats concernant les males et les femelles ont été séparés.

L’analyse des genes est faite en 2 temps dans chacun des groupes C et FR. Tout d’abord, nous
déterminons les genes exprimés différentiellement dans les placentas en réponse au régime
« high fat » de la meére. Puis dans un second temps, nous tentons d’identifier les geénes
associés au phénotype RCIU ou macrosomie. Dans les 2 cas, nous séparons 1’analyse des

génes en fonction du sexe, afin de mettre en évidence un dimorphisme sexuel.

1) Expression génique en réponse a un régime alimentaire hyperlipidique dans les

placentas contrbles : analyse des placentas C HF-S et C HF-HF

Nous observons trés peu de différences dans 1’expression génique des placentas femelles
issues de meéres C HF-S comparé au C S-S, avec seulement deux génes sous exprimés
(VLDLR, et PLGF) et un géne surexprimé (ApoA4). A I’inverse, les placentas des méales
montrent une majorité de genes sous régulés qui sont impliqués dans la vascularisation
(VEGF, Angptl4, Angptl2, Angpt2), le métabolisme lipidique (VLDR), le transport de
nutriments (LAT1, SNAT2, SNAT4), la croissance cellulaire (IRS2, IGF2, IGFR1, IGFR2,
INSR, PLGF) et I’inflammation (TNFa, ILR6, COX2), et aucun gene surexprime.

Les placentas des maéles issus de meres C HF-HF présentent également une sous
expression de ces mémes genes a I’exception des génes Rares et Serpine impliqués également
dans I’inflammation. A I’inverse, les placentas des femelles montrent plutét un profil de
surexpression génique qui touche des genes impliqués dans le métabolisme lipidique
(AdipoR2, Apoa4, FABP3).

Certains genes, comme adipor2, angpl4 et INSR sont exprimés différentiellement dans les

placentas males en réponse au régime « high fat » de la mére quand celui-ci est administré
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avant la gestation alors que ces mémes genes sont modulés dans les placentas femelles
uniquement si le régime hyperlipidique est poursuivi pendant la gestation. Ce qui signifie que
ces genes sont avant tout sensibles au régime «high fat», et que cette sensibilité est
dépendante du sexe. Il faut poursuivre le régime « high fat » pendant la gestation pour que
leur expression soit affectée dans les placentas femelles. Le RCIU qui caractérise les
nouveau-nés issus de mére C HF-HF s’accompagne de modifications de I’expression génique
placentaire qui sont sexe-spécifique. En effet, on observe un profil d’expression génique
opposé qui se caractérise par une majorité de genes sous régulés dans les placentas males
contre une proportion plus importante de génes sur régulés dans les placentas femelles. On
observe également un dimorphisme sexuel dans les genes qui sont dérégulés. Les genes
dérégulés dans les placentas des nouveau-nés RCIU males sont des génes de 1’inflammation,

tandis que ceux déregulés dans les placentas femelles contrdlent des fonctions métaboliques.

2) Expression génique dans les placentas en réponse a la programmation nutritionnelle :

analyse des placentas FR S-S

L’analyse moléculaire des placentas des nouveau-nés méles et femelles issus de meres FR S-S
montre que 44% des génes étudiés (31/70) sont exprimés de maniere différentielle, dont 24
sont up régulés et 7 down régulés comparés au C S-S. Les génes surexprimés sont impliqués
dans le métabolisme des lipides et le stress oxydatif, tandis que les genes sous exprimés
controlent le développement du placenta. En revanche, ce profil d’expression est beaucoup

plus marqué dans les placentas males que les placentas femelles (figure 7A).

3) Expression génique en réponse a un régime alimentaire hyperlipidique dans les

placentas FR : analyse des placentas FR HF-S et FR HF-HF.

Les placentas FR S-S présentent un profil d’expression génique différent de celui des
placentas du groupe contrdle C S-S, et montrent de ce fait que la dénutrition maternelle
programme dans la seconde génération certains genes placentaires. Afin de déterminer
I’influence du régime hyperlipidique sur la réponse génique placentaire, nous avons analysé le
niveau d’expression des génes dans les placentas FR HF-S et FR HF-HF par comparaison a

celui des placentas FR S-S.

Les résultats montrent que le régime « high fat » de la mere en prégestationnel est capable de

moduler I’expression d’un certain nombre de genes dans les placentas males. En revanche, si
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le régime « high fat » de la mére se prolonge durant la gestation, ces mémes genes sont alors
dérégulés dans les placentas femelles. Les génes qui sont pour la plupart impliqués dans la
maturation du placenta (facteurs de croissance, facteurs angiogéniques) et dans
I’inflammation, sont modulés par le régime « high fat » mais avec une sensibilité différente
entre les males et les femelles. Si I’on analyse les geénes, exprimés différentiellement dans les
placentas des nouveau-nés FR HF-HF et qui semblent associés au RCIU, on constate que la
majorité d’entre eux présente un profil de sous expression. En effet, le phénotype RCIU
s’accompagne dans les placentas males comme dans les placentas femelles d’une diminution
de I’expression des genes CACT, SNATA4, Ptges, CAT4, IRS1, Glutl, rares et LAT1. De plus,
des geénes associés au RCIU sont spécifiquement dérégulés dans les placentas males ou
femelles. Les genes Adipo, SIC7A2, Glut3, leprl, et Gstp2 sont up régulés et le géne SERPIN
est down regulé dans les placentas males, tandis que les genes Anptl4, Lep, Glut3, SLC7A2 et

tnfo sont down régulés dans les placentas femelles.

Enfin, ’analyse des geénes placentaires associés a la macrosomie montre que peu de génes
sont modulés (8 génes) et tous de maniere sexe-spécifique. La macrosomie chez les males
s’accompagne d’une sous expression du geéne Angpl4 et d’une surexpression des genes
CPT1C et adipo R2, tandis que chez les femelles, elle est associée a une diminution des génes
VLDLR, LAT1, Rares et Serpine 2.

L’analyse génique a été effectuée sur des pools d’échantillons caractérisant chacun des
phénotypes étudiés. Afin de nous assurer de la validité de nos résultats, nous avons réalisé une
analyse par Q RT-PCR sur les échantillons individuels qui ont servi a constituer les pools. Les
résultats obtenus sont conformes a ceux des pools (Figure 7B).

L’analyse protéique a été effectuée sur des placentas males et femelles présentant un
phénotype marqué (RCIU/Macrosomie). Nous avons analysé 5 protéines (Apoa4, IGFBP3,
SNAT2, CD36 et IGFR1). Nous n’observons pas de différence significative dans 1’expression

protéique entre les différents groupes bien que I’expression génique soit modulée.
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Figure 1 A Evolution du poids corporel des femelles F1 avant gestation
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Figure 1
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 5

Répartition phenotypique des nouveau-nes F2
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Figure 6

RCIU chez les nouveau-nés males RCIU chez les nouveau-nés femelles
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Figure 6
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Expression génique placentaire des nouveau-nés de la F2 (fait sur des pools). En bleu la sous expression, en jaune la surexpression.

Figure 7A
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Expression génique placentaire des nouveau-nés de la F2 fait sur des échantillons individuels.

Figure 7 B
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Tableau 2. Parametres métabolique des meres F1 au partum.

C FR
Partum CS-S HF-S C HF-HF GFR S-S GFR HF-S GFR HF-HF
Glycémie mg/dl  97,17+8,54 89,20+1,95 74,00+11,97 78,83+3,00 70,73+13,12 83,50+36,61
Insulinémie pU/l 9,73+0,87 7,99+1,25 7,93+1,15 9,47+2,26 10,81+1,42 22,49+7,03%+
NEFA mmol/l  0,49+0,09 0,51+0,09 0,68+0,090* 0,45+0,05 0,420,174 0,65+0,09%
TG g/l 1,64+0,26 1,03+0,22 1,80+0,56 1,28+0,02 1,04+0,04 * 0,82+0,06%+
Leptine ng/ml  3,09+0,22 4,02+0,32 8,92+0,56* 5,89+0,22+ 5,56+0,22F 7,524+0,36+

Les valeurs représentent la moyenne £SEM , *p<0.05 vs C S-S, 1 p<0.05 vs FR S-S.
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Tableau 3. Répartition des macronutriments en fonction du régime alimentaire.

C FR

S-S HF-S HF-HF S-S HF-S HF-HF
Lipides (g/d)  5,70+0,33 5,03+0,39 27,982 50%** 6,54:0,30 5,39+0,26 24,851 50%**
Protéines (g/d) 13,45:0,80  11,94+0,93 12,81+1,10 15,50+0,74 12,78+0,62 11,38+0,70%
Hydrates de 50,57+301  44,77+35* 20,27+1,81%** 58,16+2,77 47,92+2,33* 18,01:£1,11%**

carbone (g/d)

Les valeurs représentent la moyenne =£SEM , *p<0.05, ***p<0.001 vs C S-S.
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Tableau 4. Analyse phénotypique des nouveau-nés de la génération F2.

C FR
S-S HF-S HF-HF HF-HF S-S HF-S HF-S HF-HF HF-HF
AGA AGA SGA AGA AGA AGA LGA SGA AGA
Poids
Placenta(g)
male 0,394+0,008 0,401+0,008 0,385+0,014 0,447+0,015* 0,417+0,014 0,401+0,012 0,450+0,015* 0,381+0,012* 0,437+0,013*
femelle 0,384+0,007 0,406+0,008 0,402+0,022 0,454+0,0167* 0,376+0,009 0,390+0,011 0,454+0,022* 0,351+0,009* 0,417+0,012*
F/P ratio
male 12,60+0,28 12,35+0,25 11,54+0,45* 11,04+0,33* 12,06+0,33  12,51+0,37 12,26+0,35 11,70+0,30 11,36+0,33
femelle 10,55+0,87 10,34+0,74 7,407+1,33* 8,982+00,78* 11,36+0,80  10,03+1,12 10,21+1,14  9,063+1,18  9,610+0,85

Les valeurs représentent la moyenne =SEM , *p<0.05 vs C S-S.
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Discussion

Selon I’hypothése de I’origine développementale de la santé et des maladies
métaboliques (DOHaD), nos résultats ont démontré qu’une restriction alimentaire de 70 % au
cours de la gestation chez le rat entraine chez la descendance male la survenue d’une
intolérance au glucose et une hypertension qui sont d’autant plus marquées si les individus
sont soumis a un régime obésogéne. Nous montrons dans ce travail que la descendance
femelle issue de meres sous-alimentées présente une intolérance partielle au glucose qui
comme pour la descendance méle, est accentuée lorsque les femelles ont une alimentation
enrichie en graisses. Bien que ces animaux ne développent pas de pathologies avérées, les
anomalies métaboliques que I’on observe a 1’dge adulte sont programmées au cours du
développement feetal. En revanche, ce régime hyperlipidique riche en acides gras saturés
n’entraine ni surpoids ni obésité, et induit méme chez les femelles issues de méres dénutries
une baisse de leur masse corporelle. L’absence d’obésité chez nos femelles sous régime
hyperlipidique s’explique en partie par le manque d’appétence que présente ce régime. En
effet, les graisses contenues dans ce régime sont exclusivement d’origine animale et apportées
sous forme de lard, contrairement au régime dit « cafétéria » composé d’aliments appétents et
qui renferment non seulement des lipides sous formes AG saturés, mais également des
hydrates de carbone et du sel (Bayol et al 2005). Le caractére appétent d’un régime gras est un

critere important dans le développement de 1’obésité (Bayol et al., 2005).

Les femelles qui consomment ce régime hyperlipidique ont également un apport réduit en
hydrates de carbones qui évite la prise de poids excessive chez les femelles C issues de méres
contr6les, mais réduit significativement celle des femelles FR issues de meres denutries.
L’obésité chez le rat, consécutive a 1’ingestion d’un régime hypergras et appétent est la
conséquence non seulement d’une augmentation globale de la prise alimentaire du fait du
caractére appétent de ce régime, mais de 1’action combinée des hydrates de carbone et des
lipides ingéres sur le développement et la fonction des tissus adipeux blancs. Sur le plan
métabolique, le régime hyperlipidique chez les femelles contrdles ne perturbe pas la tolérance
au glucose, alors qu’il potentialise les troubles de la tolérance au glucose chez les femelles
issues de meres denutries traduisant le fait que leur capacité a secréter de I’insuline en réponse
a une charge orale en glucose est plus basse. Les anomalies de la tolérance au glucose chez les

femelles issues de meéres dénutries, et en particulier chez celles qui consomment une
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alimentation riche en graisses, peuvent s’aggraver pendant la gestation et entrainer
I’apparition d’un diabéte gestationnel. Dans ce contexte, il s’aveére pertinent d’évaluer les
conséquences d’un régime hyperlipidique avant et pendant la gestation sur la croissance

feetale, dans le cadre d’un modé¢le de programmation.

Le RCIU et la macrosomie seraient ils une conséquence de [’altération du statut

métabolique maternel ?

Au moment de la gestation, les femelles sous régime hyperlipidique ont été divisées en deux
groupes : un groupe continuant le régime hyperlipidique, et 1’autre recevant un régime
standard. Les meres FR donnent naissance a des nouveau-nes de petit poids de naissance
traduisant un RCIU. Par contre, la progéniture des meres C qui retrouvent un régime standard
pendant la gestation a un poids de naissance normal. En revanche, les femelles FR chez qui on
rétablit le régime standard pendant la gestation donnent naissance a des nouveau-nés
macrosomes. Le réegime hyperlipidique en prégestationnel et maintenu pendant la gestation est
donc responsable d’un ralentissement de la croissance feetale. Ces résultats sont comparables
a ceux rapportés par plusieurs études sur les rongeurs et qui montrent qu’un régime
hyperlipidique chez la mére administré avant et/ou durant la gestation est responsable d’un
retard de croissance chez la descendance (Cerf et al., 2005; Hausman et al., 1991; Tallman
and Taylor, 2003). De méme, les rattes nourries avec un régime cafétéria (hyperlipidique et
forte teneur en sucre) avant et pendant la grossesse avaient des nouveau-nés dont le poids de

naissance était fortement diminué (Tallman and Taylor, 2003).

Bien que la majorité des études épidémiologiques indiquent que les femmes ayant un régime
alimentaire hyper gras ont un risque élevé d'accoucher de nouveau-nés macrosomes, elles
mettent également au monde des enfants présentant un RCIU. Les méres C HF-HF et FR HF-
HF présentent au partum des troubles métaboliques qui se caractérisent par une
hyperleptinémie et une augmentation des NEFA (acides gras libres) circulants. Chez
I’Homme au cours du dernier trimestre de la grossesse, le métabolisme maternel passe de
I’anabolisme a un état catabolique, ce qui se traduit par la dégradation accélérée des dépots
graisseux et 1’augmentation de I’activité lipolytique dans le tissu adipeux(Coltart and
Bateman, 1975). Ce changement est responsable de l'augmentation dans le plasma des acides
gras libres que 1’on observe durant les derniéres semaines de gestation (Benassayag et al.,
1997; Benassayag et al., 1999). Chez le rat, I’ activité lipolytique du tissu adipeux est aussi

augmentée en fin de gestation (Chaves and Herrera, 1978; Freinkel et al., 1970) en rapport
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avec I’augmentation de I'expression des ARNm et de I'activité de la lipase hormonosensible

qui constitue I'enzyme clé de la cascade lipolytique (Martin-Hidalgo et al., 1994).

Pour expliquer I’hyperleptinémie des femelles C  HF-HF nous avons donc quantifié la
masse des dép6ts adipeux périgonadiques et périrénaux, et déterminer dans chacun de ces
tissus I’expression de la leptine. La leptine est synthétisée principalement par le tissu adipeux,
son taux plasmatique est positivement corrélé a I’IMC, et une hyperleptinémie associée a une
résistance a la leptine est observée en cas d’obésité. Dans notre étude, nous montrons que ni la
masse grasse périrénale et périgonadique, ni I’expression du geéne de la leptine ne sont
augmentés chez ces femelles. L’hyperleptinémie serait dans ce cas liée soit & une
augmentation de sa sécrétion, soit a une diminution de son turn over. Ce dernier serait en
relation avec une diminution de la captation et/ou des effets de la leptine au niveau des tissus
périphériques (Hipmair, et al 2010).

L’hyperleptinémie que 1’on rencontre dans la plupart de cas d’obésités a pour origine une
réduction du transport de la leptine dans le cerveau. Ce déficit serait lié soit a une altération
du mécanisme de transport de la leptine, soit a une diminution de sa captation au niveau du
systéme nerveux central en raison de 1’expression accrue de protéines de liaison (Tups et al
2009). Un tel mécanisme a été proposé pour expliquer la résistance a la leptine qui se met en
place durant la grossesse (Tups, 2009). Dans ce cas, I’hyperleptinémie s’expliquerait par un

mauvais acheminement de la leptine au niveau du SNC et /ou des organes périphériques.

Cependant, les taux plasmatiques de leptine élevés sont également mesurés dans le plasma des
femelles FR issues de méres dénutries, sans relation avec leur masse corporelle et ce, quelque
soit leur régime alimentaire. Nous avons précédemment montré que ce paramétre métabolique
était augmenté dans le plasma des males issus de méres dénutries soumis ou non a un régime
hyperlipidique (Breton, et al, 2009). Les mécanismes impliqués dans la programmation de
cette hyperleptinémie chez des animaux non obéses ne sont pas clairement établis. La leptine
est un marqueur de la balance énergétique. Ainsi dans le cas d’un régime hyperlipidique,
I’excés d’apport énergétique chronique et ’augmentation de 1’énergie disponible au niveau
des adipocytes, via des signaux intracellulaires (MTOR, voies des hexosamines), conduit a
une production de leptine en agissant non seulement sur la transcription du gene mais
également sur la traduction de son ARNm. En revanche, 1’état pseudo inflammatoire
(cytokinproinflammatoire, glucocorticoides) qui caractérise les animaux FR issus de meres

dénutries (Breton, et al, 2009, Mayeur et al., 2010), et dans une moindre mesure ceux qui ont

103



un régime alimentaire riche en graisses, peut €tre a 1’origine de I’hyperleptinémie présente
chez ces animaux. La leptine est secrétée majoritairement par les adipocytes mais également
par d’autres tissus comme le placenta, les muscles squelettiques, les cellules épithéliales
mammaires, 1’estomac (sécrétion exocrine), et les cellules immunitaires (dans le cas de la

réponse inflammatoire).

De méme, les femelles issues de méres contréles et soumises a un réegime hyperlipidique en
période prégestationnelle ne présentent pas de troubles significatifs de la tolérance au glucose
et donnent aussi naissance a des nouveau-nés normotrophes. Ces résultats renforcent 1’idée
qu’il existe un continuum entre le degré d’hyperglycémie de la mere et 1’augmentation du
poids de naissance (Metzger et al., 2008). Cependant, la réponse au glucose (OGTT) chez ces
femelles n’a pu étre évaluée au cours de la gestation, ce qui ne permet pas de tirer une

conclusion définitive.

L’absence de corrélation significative entre le métabolisme maternel et la croissance feetale
laisse supposer que I’interface située entre le compartiment et le placenta puisse jouer un role

déterminant.

Importance de la réponse placentaire dans la survenue du RCIU et de

macrosomie.

Une forte corrélation existe entre le poids du placenta et celui du feetus dans les
grossesses non pathologiques (Brusati et al., 2005). Le placenta a un métabolisme complexe,
dont les activités endocriniennes et nutritives sont essentielles pour la croissance et la survie
de I'enfant. Le ratio poids feetal / poids placentaire est utilisé pour mesurer I'efficacité du
transport des nutriments de la mére au feetus. Dans les grossesses qui s’accompagnent d’une
modification de la croissance feetale, la masse placentaire ainsi que 1’efficacité placentaire
sont altérées (Desoye and Shafrir, 1994). La macrosomie est associée a une augmentation du
poids et de la taille du placenta (Desoye and Shafrir, 1994; Winick, 1985), tandis le RCIU
s’accompagne d’une réduction de la masse placentaire (Hutcheon et al., 2012). Dans cette
étude, nous montrons une altération du poids du placenta et du rapport poids feetal / poids

placentaire aussi bien chez les nouveau-nés RCIU que chez les macrosomes.

Jusqu'a présent, les altérations qui se rapportent au poids du placenta et a 1’efficacité
placentaire ont été observées dans le cas de la dénutrition de la mére ou de I’exposition aux

glucocorticoides (ie RCIU) ou dans les grossesses compliquées par un diabéte (ie
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macrosomie) uniquement dans la genération F1. Nous montrons ici que des perturbations

placentaires peuvent ¢galement apparaitre chez des feetus de la peme génération.

Les capacités adaptatives du placenta sont de natures différentes: morphologiques,
fonctionnelles et moléculaires. Nous n’avons pas réalis€ 1’analyse morphologique des
placentas RCIU macrosomes et normotrophes. Cependant, des données morphologiques
indiquent que les placentas de nouveau-nés RCIU obtenus suite a un régime hyperlipidique de
la mére présentent une diminution spécifique de la zone labyrinthique (Hayes et al 2012,
Retnakaran, et al., 2012) A I’inverse, les placentas de nouveau-nés macrosomes se distinguent
par une prolifération de la zone labyrinthique comme le montrent les résultats du modéle N-
STZ.

Nous avons focalisé notre étude exclusivement sur les modifications de 1’expression génique
afin de tenter d’identifier les génes susceptibles d’étre modulés par le régime hyperlipidique
de la mére et pouvant étre impliqués dans la survenue du RCIU ou de la macrosomie. En
particulier, nous avons cherché a déterminer si les altérations placentaires dans le cadre de la
programmation feetale se transmettent a la seconde génération. Cette question se justifie par le
fait que, dans notre modéle de dénutrition maternelle a 30%, nous avons mis en évidence dans
le placenta des nouveau-nés de la génération F1 une modification du protéome (Mayeur et al.,
2013). Cette étude montre qu’une dizaine de protéines sont affectées par la dénutrition

maternelle, en particulier celles impliquées dans la défense du stress oxydatif.

L’analyse génique a été réalisée sur 70 genes impliqués dans diverses fonctions telles que le
métabolisme lipidique et glucidique, le transfert de nutriments et 1I’inflammation et porte sur
la zone labyrinthique du placenta. Nos résultats ne montrent pas de dimorphisme sexuel dans
I’expression génique dans les placentas males et femelles provenant de méres contrdles et
nourries avec un régime standard. En revanche, la réponse placentaire dans le cas d’un régime

hyperlipidique ou dans le cas de la programmation présente un caractére dimorphique.

Nos résultats montrent que I’expression génique dans les placentas de la génération F2 est
fortement modulée par la programmation nutritionnelle, et qu’un grand nombre de genes sont
dérégulés spécifiguement chez le male. Le dimorphisme sexuel traduit la différence
d’expression d’un gene dans un tissu donné selon le sexe de 1’individu. Des données récentes
montrent que ’expression génique dans les placentas de souris controles présente un

dimorphisme sexuel, et que la réponse placentaire a des conditions nutritionnelles, comme un
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régime hypercalorique ou un régime low calorique chez la mere, est également différente chez

le male et chez la femelle (Mao, et al. , 2010)

De méme, en réponse au régime hyperlipidique de la mere, les placentas contrdles et FR de la
génération F2 présentent un dimorphisme sexuel. Les génes dont 1’expression placentaire est
le plus souvent modulé, aussi bien dans les placentas males que les placentas femelles, sont
ceux appartenant a la famille des angiopoetines (Angptl4, Angptl2, ANGPT2) et des
adipocytokines (Adiponectine et AdipoR1, AdipoR2).

L’adiponectine est une hormone adipocytaire impliquée dans le métabolisme glucidique et
lipidique avec une activité accrue au niveau des tissus sensibles a I’insuline (Yamauchi and
Kadowaki, 2008). L’adiponectine a été retrouvé dans le sang de cordon, et est corrélée
positivement au poids de naissance (Mohanty et al., 2009). Celle-ci est fortement sécrétée par
le feetus et le placenta , ce qui suggeére que I’adiponectine pourrait jouer un role clé dans la
croissance feetale probablement en renforcant 1’effet trophique de I’insuline sur les tissus
feetaux et en favorisant la captation périphérique du glucose (Ouchi and Walsh, 2007). Les
fortes concentrations d’adiponectine feetale peuvent étre attribuées a 1’absence de
rétrocontrole négatif sur la production d’adiponectine, due a un faible pourcentage de graisse
corporel chez le feetus, ou encore une répartition différente des dépdts graisseux chez le
nouveau-né (Park et al., 2007) . Chez les feetus SGA, la forme majoritaire de 1’adiponectine
est I’isoforme de haut poids moléculaire qui est fortement impliqué dans la sensibilité a
I’insuline. La surexpression de cette isoforme pourrait sensibiliser le corps a I’insuline et ainsi
préparer le nouveau-né RCIU au rattrapage de sa courbe de croissance dit « catch up ». On
peut noter que le taux d’adiponectine chez les enfants RCIU était particulieérement bas chez
ceux qui avaient rattrapé leur courbe de croissance comparés aux enfants RCIU qui sont restés
petits durant leur enfance (Luo, et al., 2012). Les deux isoformes R1 et R2 sont activés par la
forme globulaire et entiere de 1’adiponectine et vont alors stimuler la voie de I’AMPc. Le
récepteur R1 a I’adiponectine a une forte affinit¢ pour la forme globulaire et longue de
I’adiponectine. Le récepteur 2 a I’adiponectine a une affinitt moyenne pour la forme
globulaire et longue. Une surexpression des récepteurs R1 et R2 entrainent une résistance a

I’insuline et une forte intolérance au glucose.

Le récepteur 2 de I’adiponectine est localisé au niveau du placenta chez le rat et ’'Homme.

Dans un modele de deénutrition calorique a 30%, ’ARNm de I’adiponectine est diminuée
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apres 16 jours de restriction alors que 1’expression du récepteur 2 : adipo R2 reste inchangee
(Weigert et al., 2010).

Dans notre modéle, nous observons une modification de 1’expression du systéme adiponectine
qui se traduit par une surexpression de l’adiponectine uniquement dans les placentas des
males issus de méres FR HF-S, ou surexpression du récepteur adipoR2 dans les placentas de
nouveau-nes issus de meres C et FR sous régime hyperlipidique (FR HF-HF, C HF-HF) et
une surexpression du récepteur adipoR1 dans les placentas de nouveau-nés issus de femelles
dénutries (FR S-S). Le systéme adiponectine est surexprimé dans les placentas méales de la F2
issus de la programmation feetale. Le régime hyperlipidique chez les meres C et FR entraine
¢galement une surexpression génique de I’adiponectine. Cependant, ces niveaux d’expression
ne sont pas en rapport avec les modifications de la croissance feetale. Les résultats suggérent
que le systéme adiponectine dans le placenta est sensible au statut nutritionnel de la mére,

mais ne semble pas impliqués dans la survenue de RCIU ou de macrosomie.

Le systeme « angiopoetine » est également différentiellement exprimé dans les placentas en
réponse a un régime HF ou en réponse a la programmation. Ce systéme est connu pour réguler
le métabolisme lipidique, et joue un rdle dans 1’'inflammation du tissu adipeux. En effet, les
angiopoetinlike protéine contrdlent ’activité des différentes lipoprotéines lipase présentes non
seulement dans le tissu adipeux, mais aussi au niveau des autres organes impliqués dans le
métabolisme lipidique. A ce jour, 7 isoformes ont été identifiés (angiopoetinlike 1 a 7). La
délétion de I’angiopoetinlike 2 chez la souris améliore 1’état de I’inflammation du tissu
adipeux et la résistance a 1’insuline chez la souris obese. A P’inverse, une surexpression de
I’angiopoetinlike 2 entraine une augmentation de I’inflammation tissulaire et une résistance a
I’insuline (Hato et al., 2008). Cependant, il n’existe pas a I’heure actuelle d’évidence que
I’angiopoetinlike 2 soit impliquée dans 1’homéostasie lipidique. En revanche, les études sur
des souris transgéniques montrent que 1’angiopoetinlike 4 joue un réle déterminant dans le
métabolisme des TGs plasmatiques. Les souris déficientes en angiopoetinlike 4 ont des taux
de TGs plasmatiques bas et une activité LPL tissulaire élevée. L’inhibition de I’activité
enzymatique de la LPL par ’angiopoetinlike 4 est due a la conversion de la forme dimérique
active de la LPL en sa forme monomeére inactive. L’expression de I’angiopoetinlike 4 est
régulée par de nombreux signaux comme le PPARa dans le foie, et le PPARg dans le tissu
adipeux (Kersten, 2005). L’expression de I’angiopoetinlike 4 est fortement induite par les
acides gras libres dans une variété de tissus. Chez ’Homme, 1’angiopoetinlike 4 est stimulée

par I’augmentation des acides gras, par le je(ine et la restriction calorique prolongée (Patsouris
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et al.,, 2006). Contrairement a [I’angiopoetinlike 4, il n’y a pas d’évidence que
I’angiopoetinlike 2 régule le taux de lipides plasmatiques. Il existe tres peu de données sur le
role exercé par les angiopoetinlike protéine au niveau du placenta. La modulation de
I’expression placentaire du systéme angiopoetinlike protéine que I’on observe dans les
placentas contrdles et FR en réponse au régime hyperlipidiqgue montre que ces protéines
peuvent également jouer un réle dans le métabolisme des lipides en plus de leur fonction dans

I’implantation du placenta (Josephs, et al. 2007, Romero, et al., 2009).
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CONCLUSION

Ce travail a permis de démontrer qu’un régime hyperlipidique chez la mére, sans pour autant perturber
significativement le métabolisme lipidique et glucidique, module I’expression génique placentaire et
devient délétére pour le feetus (ie RCIU) si celui-ci est maintenu pendant la gestation. En outre, si la
mere a été elle méme exposée au cours de sa vie embryonnaire a un stress maternel d’origine
nutritionnelle, comme ici une dénutrition calorique (modéle FR30), dans ce cas, le régime
hyperlipidique induit des altérations du métabolisme énergétique, et son impact sur la croissance
feetale (RCIU) est beaucoup plus prononcé. En revanche, si le régime alimentaire hyperlipidique de la
mere est évité pendant la gestation, le développement du feetus se trouve malgré tout altéré puisque la
majorité des nouveau-nés sont macrosomes et 1’expression des génes placentaires est modifiée.
L’ensemble des ces données montre clairement que la croissance feetale va dépendre avant tout du
« dialogue » qui s’établit entre le métabolisme maternel, la fonction placentaire et les signaux en
provenance du feetus. Ainsi, on peut supposer que le placenta élabore des réponses adaptatives
différentes qui permettent d’optimiser la survie du feetus et qui de ce fait peuvent aboutir soit a des
phénotypes semblables, cas du RCIU chez les méres C et FR sous régime hyperlipidique avant la
conception et pendant la gestation, soit a des phénotypes opposés comme dans le cas de la macrosomie
vs RCIU chez les méres FR selon que leur régime hyperlipidique en préconceptionnel soit poursuivi
ou non pendant la gestation. Cette hypothese, si elle se confirme, suppose que les capacités
d’adaptation du placenta qui sont présentes dans les grossesses normales ou pathologiques, qu’elles
soient morphologiques, fonctionnelles ou moléculaires, et qui s’accompagnent d’anomalies de la
croissance fcetale, ne sont probablement pas uniformes. L’analyse de I’expression des genes

placentaires plaide en faveur de cette hypothese.

En accord avec un nombre de plus en plus croissant de données de la littérature, nous montrons que la
réponse adaptative du placenta a I’environnement intra utérin est différente chez le male et chez la
femelle. Le caractére dimorphique de I’expression génique placentaire pourrait €tre a 1’origine des
profils pathologiques différents qui sont couramment décrits dans le cadre de la programmation des

maladies métaboliques de 1’adulte.

En conséquence, la recherche de marqueurs placentaires prédictifs du RCIU ou de la macrosomie

s’avere beaucoup plus complexe qu’il n’apparait.
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