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ABREVIATIONS.

AA : acide arachidonique

AGE : acides gras essentiels.

AGPI : acides gras polyinsaturés.

AGS : acides gras saturés

ALA : acide a-linolénique

B: bilan -

BA : bilan azoté

BSA: bovine serum albumin

Ca*]: calcium intracellulaire

CCM: chromatographie sur couche mince

CL : Cholestérol libre

CMH : complexe d'histocompatibilité

Con A : concavaline A

CPG: chromatographie en phase gazeuse
CRAC : Ca**-release activated Ca?*-channels
CT : Cholesterol total

CUD. . Coefficient d'utilisation apparente des lipides
CUDy : Coefficient d'utilisation digestive apparente de I'azote.
DAG : diacylglycérol

DHA : acide docosahexaénoique

DID : diabéte insulino dépendant

DNID : diabéte noninsulino dépendant

EDTA : acide éthylénediamine-tétraacétique
EGF : facteur de croissance épidermique
EPA : acide eicosapentaénoique

HDL : High density lipoprotein

HEPES : acide N-[2-hydroxyéthyijpiperazin N'-[2-éthane-sulfonique]




Ig: immunogiobuline

IL-1,2,10 : interleukine 1,2,10.

IL-2R :-récepteur de l'interleukine 2

INF : interferon

lono. : ionomycine

IP3 : inositol -1,4,5-triphosphate ‘
LCAT : lécithine cholesterol acyl transférase
LDL : Low density lipoprotein

LPL : Lipoproteine lipase

MAI : maladie auto immune

MAPK : protéine kinase mitogéne activée
NK : natural Killer

NOD : Diabétique non obése

OPD: orthophényléne-diamine

PBS: Physiological buffer serum

PHA : phytohaemagglutinin

PIP3 . Phosphatidyl inositol-4-5 biphosphate
PKC : protéine kinase C

PL : phospholipides

PLD : phopholipase D

RE : reticulum endoplasmique

PR : polyarthrite rhumatoide

REN : Rapport d'efficacité nutritionnelle
STZ: streptozotocine

TCR : récepteur des cellules T

Tg : Thapsigargine

TG : Triglycérides

TGF : facteur de croissance tumoral

TNF : facteur de nécrose tumorale
VLDL : lipoprotéine de trés petite densité



AVANT PROPOS

L'huile de foie de morue était tré

hivers. Sa richesse en vitamine D

s utilisée par nos grands parents au cours des

était la premiére raison de son utilisation. Mais

depuis les années 1970 de nombreuses études concemant les effets bénéfiques

des huiles de poisson ont été
connue, menee chez les esquims
en majorité & base de poisson
touchée par les maladies cardio\
chroniques de l'intestin par exen
tard, Kromhout et al. (1985) mor
de poisson par jour diminue la 1
effets observés concernaient plut
Depuis de nombreuses études
particulier les acides gras poly
inflammatoires ou auto-immune
cliniques ont donné dans l'ensen

a I'nétérogénéité des groupes, au

réalisées. L'étude danoise, aujourd'hui bien
iux du Groenland, dont le régime alimentéire est
, @ demontré que cette population était peu
vasculaires ou par des maladies inflammatoires
ple (Bang et al., 1980). Quelques années plus
trent que la consommation quotidienne de 30g
nortalité par accident coronarien. Les premiers
Ot les problémes cardiovasculaires.

concemant 'effet de certains acides gras, en

s ont été réalisées. Les premiéres eétudes
ble des résultats discordants dus certainement

faible nombre des malades et également a une

mauvaise folérance des préparations utilisées. Mais aujourd'hui, les effets

bénéfiques des acides gras de la famille n-3, principaux acides gras des huiles

ge poissons, sont totalement élucides.

Depuis une vingtaine d'années,

les recherches concemant "l'alimentation une

voie thérapeutique" se sont développées. D’'une maniére générale, des études

nutritionnelles ont montré que

l'addition d'acides gras polyinsaturés dansg

nsaturés, sur le développement de maladies
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l'alimentation réduit la mortalité cardiovasculaire, le développement de certains
cancers et diminue les symptdmes de certaines pathologies inflammatoires.
Dans cette étude, le pouvoir immunorégulateur des acides gras polyinsaturés
(AGPI) nous Intéresse particuliérement.

De nombreuses études concernant les AGPI de la famille n-6 ont été réélisées
laissant les AGPI de la famille n-3 de cdté (Harbige et al.,1998). Cependant les
effets bénéfiques des AGPI de la famille n-3 commencent & étre connus et bien
documeﬁté ( Harbige et al.,1998). En effet, le caractére "enrichi en omega 3"
devient une force de vente puisqu’ on le voit apparaitre de plus en plus sur
certains produits tels que les huiles ou les margarines. On trouve égalemenf
dans le commerce des "ceufs omega 3". Ces ceufs sont pondus par des poules
dont la moulée est enrichie en graines de lin. |

D'autre part, différentes études épidémiologiques ont mis en évidence qu'il existe
une corrélation entre les habitudes alimentaires et le pourcentage de personnes
atteintes de maladies cardiovasculaires et cancers dans certaines régions de
France ou dans certains pays. Ainsi le régime crétois ou méditerranéeri diminue
le Qéveloppement du cancer de 10 a 15% par rapport au régime dit de l'ouest
(Trichopoulou et al., 2000). La richesse de ce régime en AGP| semble étre
responsable de ses effets. Ces acides gras sont apportés par le poisson et
I'huile d'olive contenus dans ce régime. Certains auteurs ont également mis en
évidence que le régime japonais, également riche en poisson, va dans le méme

sens (Okita et al., 1995).



Cependant, les mécanismes d'actions de ces acides gras sont encore peu
connus. lIs interviennent directement sur la composition en acides gras des
membranes et donc sur leurs propriétés biologiques et physiologiques (Singh et
al.,1988). lIs interviennent également indirectement par l'intermédiaire de leurs
métabolites.

‘Le diabéte représente un facteur trés important de maladies cardio-vasculaires,
de plus il représente un facteur de risque trés important du dysfonctionnement du
systéme' immunitaire qui aggrave les complications vasculaires du diabétique
| (Delovith et al., 1997 ; Mc carty., 1999) . En outre limportance des lymphocytes
dans la survenue du diabéte auto-immun est actuellement bien établie. De
nombreuseé études ont montré qu’il existe un dysfonctionnement de
fhoméostasie des Ilymphocytes T sur les. sujets atteints de pathqlogies
chroniques (diabéte, hypertehsion) (Beatlle et a., 1990). L'étude du diabéte se
justifie particuliérement en Algérie ou son incidehce est élevée de 2 4 4% de la
population générale En Algérie, l'alimentation de type méditerranéen présente
des caractéristiques propres qui lui donnent une originalité avec consommation
plus élevée en acide AGP| comparée a celles des pays européens (Renaud et
al.,1995). Ce mode alimentaire est associé a une diminution du risque
cardiovasculaire (Stampfer et al.,, 2000). Ainsi la fonction immunitaire chez le
diabétique consommant un tel régime suscit.e un intérét particulier, et il existe
trés peu d'étude sur les interrelations entre ce régime et la modulation du

systéme immunitaire au cours du diabéte.



Les réactions auto-immunes associées au diabéte insulinodépendant de type |
sont trés sélective et commencent souvent avant 'age adulte et principalement
chez la progéniture des méres diabétiques (Herrera et al., 1985). Il a été établi
que les complications observées lors de grossesses diabétiques ne sont pas
seulement liées aux altérations métaboliques mais aussi & des modifications
immunologiques (Lapolla et al.,1999). .Sachant que le systéme immunitaire est
significativement altéré lors du diabéte de type | chez la mére, d'autres auteurs
ont démbntré que les enfants de méres diabétiques présentent des deésordres
immunologiques importants faisant intervenir les lymphocytes entrainant d'pne
part une altération de la sécrétion des cytokines (Chahg | et
Shaio,1995 ;Rabinovitch,1999) et d'autre part une augmentation de l’inci.dence
des infections (Itoh,1989).Cependant trés peu de travaux rapportent I'évolution
poét natale du statut immunitaire chez les enfants de méres diabétiques (Roll et
al., 1984).

Au cours de ces derniéres années, de nombreux travaux ont été réalisés surla
modulation du systéme immunitaire par les AGP! en n-3 qui sont actuellement
considérés comme immunosuppresseurs (Calder, 1996). En effet une
alimentation supplémentée en AGP! n-3 engendre une suppression de la
prolifération in vitro (Endres et al., 1993). Par ailleurs il a été démontré que les

AGP! n-3 exercent des effets curatifs dans certaines maladies auto immunes

comme les polyarthrites rhumatoides (Carmruthers et al, 1988 ). Ainsi une -

alimentation riche en AGPI n-3 diminue le risque cardio vasculaire (Knopp, 1989)

en-agissant sur les cellules du systéme immunitaire. Cependant, bien que de



nombreuses études aient été réalisées, le mode d'action a I'échelle cellﬁlaire et
moléculaire de ces acides gras n'est pas encore clairement établi. On suppose
qu'ils pourraient entrer en compétition.avec les AGP| en n-6, en particulier I'acide
arachidonique (AA) au niveau de la position n-2 des phospholipides
membranaires (Gallai et al, 1995).Il est d’autre part possible que les AGPI,
notamment de la famille n-3, acide eicosapentaénoique (EPA, C20: 5n-3) et
acide docosahexaénoique (DHA, C22: 6n-3) incorporés dans la bicouche
Iipidiqué soient libérés par l'action de la phospholipase A2 cytosolique (Sumida
et al., 1993) puis métabolisés en derives eicosanoides n-3 qui ont des actions
différentes de ceux des AGP! n-6 normalement synthétisés a partir de I'acide
arachidonique(Blond, 1992). Il apparait clairement que les AGPI n-3, vu leur réle "
immunomodulateur, peuvent exercer des effets bénéfiques sur les anomalies
immunologiques observées au cours du diabéte, chez la mére et méme chez sa
progeniture.

Dans ce travail, nous avons utilisé un modele expérimental, la rate rendue
diabétique par la streptozotocine et son nouveaux-né diabétique, afin de mieux
comprendre les altérations du systéme immunitaire au cours de la grossesse
diabétique, et d'éclaircir les mécanismes d'action des AGPI n-3. En effet, un
régime enrichi en AGPJ n-3 (EPAX 7010) est donné aux rates diabétiques et é
leur dc;scendance dés le sevrage. La rate gestante est un bon modséle
expérimental de la grossesse et de ses modifications métaboliques et
immunologiques. L’administration de la streptozotocine au 5°™ jour de la

gestation permet de provoquer une hyperglycémie chez la rate gestante qui

\



entraine par la suite une hyperglycémie foetale. Ainsi la situation est comparable
a celle d'une grossesse chez la femme diabétique insulino dépendante dont le
diabete est mal controlé, ce qui majore la prévalence de l'obésité foetale suite &
Fhyperinsulinisme foetal. A la naissénce, 'excés de poids, 'hyperglycémie et
Fhyperinsulinisme sont les critéres de sélection de la progéniture diabétique (rats
diabétigues de meres diabétiques). Ces rats sont suivis jusqu'a Iage adulte
(3mois). Ainsi dans cette étude, nous nous sommes fixés plusieurs objectifs :
1- Lelpre-amier objectif est d’approfondir nos connaissances sur les altérations du
systeme immunitaire associées au diabéte et de deéemontrer que les AGPI
peuvent constituer un bon moyen pour améliorer les stratégies de prévehtion du
traitement du diabéte.
2- Le deuxiéme aobjectif est de déterminer si les actions immunosuppressives
induites par les AGP! en n-3 chez les méres gestantes diabétiques et leurs
progénitures sont responsables de leurs effets antidiabétiques et s’ils exercent
leurs actions en modulant la signalisation calcique lymphocytaire-T. |
3- le troisiéme objectif‘ est de déterminer la composition en acides gras des
phospholipides des membranes lymphocytaires et d’évaluer la prolifération des
IYmphocytes au cours du diabéte et leurs modifications aprés un régime enrichi
~ en AGPI n-3.
Le suivi des rats nés de méres diabétiques implique I'évolution.

- Du poids corporel.

- Des teneurs sériques en glucose et en insuline

- Lesteneurs sériques en cholestérol total, triglycérides et phospholipidei |



| - De la prolifération lymphocytaire-T

ﬁ - De la sécrétion de linterleukine —2

o - De I'homéostasie calcique des splénocytes-T (calcium intracellulaire)

- - De la composition en acide gras des phospholipides des membranes
h lymphocytaires



. INTRODUCTION
Le diabdte sucré est un syndrome regroupant un ensemble de maladies
métaboliques, qui convergent toutes vers une hyperglycémie. Celleci est due dans
certains cas a une anomalie de secrétion de linsuline et on parle de diabéte
insulinodépendant (DID) ou diabéte de type | (Buysschaert, 1998 ; Proietto,1999).
LeDIDoule qiabéte jeune est causé par une destruction progressive des cellules B
des flots de Langerhéns qui produisent l'insuline et malgré les études poussées dan;; |
ce doméine, les mécanismes impliqués dans cette destruction demeurent
obscures(Yoén et al.,1997).
Comprendre les mécanismes de cette destruction est essentiel d'un point de vue tant
physiopathologique que thérapeutique. Heufeusement aujourd’hui, le ct{amp de
. I'immunologie s'étend au dela de la nature des maladies et leur prévention : Ia»
recherche s;oriente vers des nouvelles approches du traitement des cancers (Nossal, i
1993) et des pathologies dues au dysfonctionnement de la réaction immunitairef
(Nossal, 1993).
Dans le systéme immunitaire de chague iﬁdividu, il ya un phénomene de tolér‘anoé'
- qui se définit comme I'absence d’agression pathogéne vis-a-vis des constituants duj'v |
80i, et c'est une propriété acquise au cours du développement lors de laf’
différenciation des lymphocytes T et B . Mais tout individu est exposé a des maladies‘f
- auto-immunes (MAI) dues a des lymphocytes T et/ou B spécifiques d'auto antigénes,:i ,
. glest A dire d’épitopes ou de peptides faisant partie des constituants du naturels de |
'organisme. La présence de lymphocytes T et B auto réactifs est une caractéristiquq

tout & fait normale de tout organisme (Amold et al., 1993)

" Matheureusement il y'a des lésions dues  la mise en jeu d'une réaction immunitaire_;;? i

 vis-a-vis des constituants du soi. Certaines maladies chroniques, dont le diabéte d§ i



type | surtout sont dues a l'effet pathogéne des lymphocytes auto réactifs (Bach,
1994).

Les influences génétiques et les facteurs déclenchant liés & I'environnement
peuvent entrainer I'effondrement de la régulation immunologique normale. Dans ce
cas, les lymphocytes T ou B ou les deux a la fois, réagissent avec des auto-
antigénes en attaquant les propres celiules de l'organisme, ce qui entraine des
maladies auto-immunes dévastatrices. Certains désordres de ce type proviennent
d'une erreur de ciblage des anticorps, pour d'autres maladies auto immunes, ce sont
les Iymphocytes qui sont responsable de la maladie (Rése et Mackey, 1992).

Le diabéte s’accompagne de meodifications importantes du systéme immunitaire
(Delovitsch et Singh, 1997) ce qui aggrave les complications vasculaires du
diabétique.

En outre, importance des lymphocytes T dans la survenue du diabéte auto immuh
est actuellement bien établie (Marrack et Kappler, 1993 ; Nossal, 1993). De plus}:,‘
plusieurs études montrent que la fonction des lymphocytes T, notamment la
sécrétion des cytokines est altérée au cours du diabdte de type | (Chanﬁ et
Shaio, 1995 : Rabinovitch, 1999).

Lincidence des infections est élevée;chez les diabétiques de type | (ltoh,1986).
" Ceci est dd & des anomalies du systéme immunitaire. .

Au cours de ces demiéres années, de nombreux travaux ont 6té réalisés sur
immuno-modulation par les acides gras poly insaturés, notamment de la famille n-3 ‘
(EPA et JDHA) qui sbnt considérés comme des immunosuppresseurs. Les i
. mécanismes d'actions pourraient étre liés & une modification de la sécrétion des |

cytokines ou de la composition en acides gras des lipides des membranes des



lymphocytes T (Harbige, 1998). Ainsi, les effets des immunosuppresseurs des AGPI

| qu'il est transporté dans le placenta par un mécanisme de diffusion facilitée, R

n-3 peuvent étre exploités dans la prévention et le traitement du diabate sucré.

Il Diabéte et grossesse
L'association diabéte et grossesse peut entrainer une exagération des troubles

du metabolisme des glucides et des lipides. Au cours de la grossesse, les femmes
diabétiques insulino-dépendantes présentent une hyperglycémie qui varie suivant le
niveau de contrdle du diabéte ( Montelongo et al.,, 1992 ; Merzouk et al., 2001 ;
Merzouk et al.,, 2002). De plus, il peut exister une forte élévation des teneurs i

sériques en acides gras libres et en triglycérides et une diminution des teneurs de

:cholestérol total, en HDL3-cholestérol, en apo A-l et apo A-ll (Knopp et al., 1993 1
- Merzouk et al., 2001 ; Merzouk et al., 2002).

La grossesse chez la femme diabétique entraine des altérations plus marquées du

- métabolisme du glucose et des lipides et un déficit en insuline, et par conséquent a
~une forte augmentation de la glycémie. La déficience en insuline a pour effet de

~ faciliter la lipolyse, dont Fune des conséquences est la formation accrue de o‘orps:

cétoniques. De plus, le diabéte insulinodépendant chez la femme enceinte

- s'accompagne de taux plasmatiques élevés en triglycérides, en acides gras libres et

~ en cholestérol (Merzouk et al., 2001). Une élévation plus marquée des VLDL et des

LDL et une réduction des HDL sériques, associées & des modifications de la

composition de ces lipoprotéines sont présentes (Merzouk et al., 2001 ; Merzouk et

al., 2002).

Etant donné que le glucose constitue le substrat énergétique essentiel du fostus et

T'hyperglycémie maternelle conduit & 'hyperglycémie fostale. Cette derniére sti‘mu!é )

. le pancréas foetal, ce qui entraine une hyperplasie des cellules B ét un



hyperinsulinisme fostal, & I'origine de la macrosomie foetale. En effet, on admet qu'il

y'a macrosomie (obésité foetale) si le poids de naissance a terme dépasse 4000g. La

macrosomie fostale est le reflet d'une augmentation de I'adiposité, mais aussi des
masses musculaires et d'une organomégalie. En effet, plusieurs études montrent
quen plus de l'excés de tissus adipeux, les macrosomiques présentent a la
naissance une hypertrophie et une hyperplasie de la plupart des organes (muscles,
foie, cosur, poumon, thymus.....)a I'exception du cerveau et des reins (Hill, 1978 ;
Cowett&Schwartz, 1982 ; Merzouk et al., 2000). La croissance fostale accélérée est
le résultat de I'effet combiné d'un hyperinsulinisme foetal et d'un apport important de
nutriments. (Calandra et al.; 1981 ; Breschi et al., 1993 ; Merzouk et al., 2000).

Il a été bien établi que I'hyperglycémie maternelle, méme modérée, est
responsable de [P'hyperinsulinisme foetal ( Bréschi et al, 1993; Hoegsberg et

al. 1993 ; Simmons, 1994). De plus, la fréquence de la macrosomie reste plus

élevée chez ies méres gestantes diabétiques dont la glycémie a été pourtant bien ‘

contrdlée tout au long de la grossesse (Small et al., 1987).

une hypertrophie et une hyperplasie des cellules B pancréatiques sont présentes

chez les macrosomiques ( Pedersen et al.,1961 ; Cowett et Shwartz., 1982; De

villiers et al., 1984). Ces changements morphologiques sont associés & une élévation

du contenu pancréatique en insuline et & une maturation précoce des mécanismes

de secrétion de linsuline (De Villiers et al., 1984) et un accroissement du nombre et

de I'affinité des récepteurs a l'insuline (Pedersan et al., 1981 ; Kaplan, 1984 ; Lautala

et al; 1988), ce qui accentue les effets de I'hyperinsulinisme foetal. Les études

expérimentales mettent en évidence l'effet anabolisant de linsuline pendant Iai‘“

~ période de développement fostal. En effet 'administration d'insuline in utero a des:: s 5

fostus de rats entraine une augmentation de la taille, du poids et de Fimportance du "
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tissu adipeux a la naissance (Picon, 1967; Hill, 19?8). Les mémes résultats ont été
obtenus par Susa et al. (1984) aprés infusion d'insuline & des foetus de singe
Rhésus. Ainsi, 'hyperinsulinisme foetal est & lorigine d’'un accroissement de la
synthése du glycogéne, d'un anabolisme protéique et d'un stockage lipidique, d'ou
un développement excessif de tissu adipeux, responsable de la macrosomie ( Hill,
1978). Les travaux de Enzi et al. (1981) montrent que 'augmentation du poids de
naissance est surtout liée au développement du tissu adipeux fostal, avec
enrichissement de son conténu en triglycérides. :
-Les oorioenfrations plasmatiques en acides aminés sont élevées chez les femmes

gestantes diabétiques, et sont aussi corrélées positivement au poids de naissance

' (Kalkhdff et al., 1988). Ces auteurs suggérent qu'un transfert excessif d’acides

aminés a ftravers le placenta peut constituer un facteur contribuant au . -

développement de la macrosomie foetale. En plus de leur rdle dans la synthése

protéique, certains acides aminés sont des puissants sécrétagogues de I’in_:suline.f

C'est le cas de la leucine et de l'arginine qui stimulent la sécrétion de l'insuline par .

les cellules B chez le foetus (Milner et al., 1972). D’autres études rapportent que les

* concentrations en peptide C du liquide amniotique (Reflet de la sécrétion dinsuline

footale) sont augmentées chez les diabétiques gestantes et sont comréiées

positivement non seulement aux teneurs sériques maternelles en glucose, mais

aussi a celles en acides aminés (Ogata et al., 1980 ; Persson et al., 1986).

A cdté de Fabondance de Fapport en nutriments et de Fhyperinsulinisme foetal & L
~ lorigine de la macrosomie, d'autres facteurs hormonaux peuvent affecter le =

:développement foetal. Un taux élevé de somatomédines (IGFs, servant

‘d'intermédiaires A l'action de 'hormone de croissance) favorise la multiplication :

cellulaire et contribue & la macrosomie fostale (Erickssson et al., 1980 ; Susa et al.,
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- 1984 ; Hall et al., 1986 ; Delmis et al., 1992). De plus lors d'une grossesse normale.
Hill et al. (1989) mettent en évidencé;e une corrélation positive et signiﬁcativ\e entre les.
concentrations en IGF dans le sarélg de cordon et le poids de naissance a terme.
Comme f'insuline stimule la producition de somatomédines par le foie (Daughaday et ‘.
al., 1976), ceci peut expliquer qtixe I’hypen’nsulinisme foetal s'accompagne d’uhe
augmentation des concentrations sériques foetales en IGFs, parailéle a I'élévation du -
poids de naissance (Delmis et al .,1992).

D'autres études montrent que l'activité des hormones de contre- régulation de
linsuline, hotamment ie glucagon et la noradrénaline est défectueuse chei les
enfants de méres diabétiques (Light et al.,1967 ; Bloom et Jhonston,1972 ; Hertel et
ai.,1980 ; Kuhl et al., 1982).

La fréquence de survenue du diabeéte et de I'obésité est accrue chez ces nouveaux-
nés macrosomiques de méres diabétiques. En effet, les nouveaux nés obéses sont
plus prédisposés a I'obésité durant 'adolescence (Vohr et ai., 1980 ; Pettitt et al., 1983 |
et 1991). Cette obésité favorise le développement du diabéte a lage adulte
(Lebovitz, 1984). Plagemenn et al. (1997) rapportent, qu'a
I'age adulte la fréquence de lintolérance au glucose est élevée chez les enfants de
méreé diabétiques. Le rapport insuline/ glucose, chez ces enfants est cormréle
positivement & la valeur trouvée a la haissance. Les adolescents nés de méres
diabétiques présentent souvent une hyperglycémie, un hyperinsulinisme et une
augmentation du rapport insuline/glucose, reflet d'une insulino- résistance (Silverman
et al., 1995 ; Purdy et al., 1996). D’autres travaux soulignent que I'hyperinsulinisme
foetal est un facteur prédisposant a l'obésité et au diabéte non insulind—dépendaht a '

~ l'age adulte (Dorner et Plagemann, 1994 ; Mc Cance et al., 1994).
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ili Diabéte et systéme immunitaire

Le diabéte s’accompagne de modifications importantes du systéme imfnunitair’e
(Delovitsch et singh, 1997). Les réactions auto- immunes associées au diabéte -
insulino dépendant de type | sont trés sélectives et commencent souvent avant I'age
adulte. Le systéme immunitaire, dans ce cas, attaque uniquement les oellﬁles B des
ilots de Langerhans. Dans le pancréas des sujets diabétiques, les ilots sont envahis
de macrophages, de lymphocytes et contiennent des auto anticorps anti-celiules § et
anti insuline (Assan, 1985).

1- Mécanisﬁes d’induction du diabéte

Le diabéte insulinodépendant est une maladie chronique de F'enfance causé
par la perte progressive des cellules pancréatiques B productrices d’insuline,
provoquant un état d’hypo- insulinémie et d’hyperglycémie (Bach, 1995 ; Tisch et al.,
1996).

Connaitre les mécanismes impliqués dans [initiation de I'auto- immunité
spécifigue aux cellules B et la ;progression de leur destruction, résultant de la
collaboration entre les macrophages et les cellules T, en association avec les auto-
antigénes des cellules B, des antigénes du CMH de classe | et Il sont essentiels pour

vaincre la maladie.

‘1-1 Role des macrophages dans cette auto-immunité :

Plusiéurs études démoMrQnt que la majeur partie de la population' cellulaire

_qui infiltre les flots durant les premiers stades du diabéte sont les macrophages et les

cellules dendritiques (Kolb et al., 1986 ; Ziegler, 1992). Ces cellules précédent

Finvasion des flots par les lymphocytes T, les cellules NK et les lymphocytes B (Lee
 etal, 1988) | -
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Les macrophages jouent des rdles importants dans l'initiation du diabéte (Lee
et al., 1988).

Parmi ces roles clés, la présentation restreinte des antigénes aux cellules T
helper grace aux molécules du CMH de classe |l reste le plus important (Unuaue et
al., 1984).

La réponse immune aux antigénes spécifiques présents sur les cellules g du
pancréas implique l'activation des cellules T helper, un événement qui ne prend
plape que si les cellules T helper interagissent avec les antigénes présentés sur la
surface deé macrophages ou tout autre cellule présentatrice de I'antigéne comme la
cellule dendritique (Unuaue et al., 1987).

Cec-i' suggeéere que.la présentation des auto- antigénes spécifiques aux cellﬁles
.. B par les macrophages et/ou les cellules dendritiques aux cellules T helper peut étre
l’étape initiale au développement d'une destruction des cellules B spécifiques au
diabeéte insulinodépendant auto- immun (Nagala etal., 1992 : Yoon et al., 1999).

1-2 Les cellules T

Les lymphocytes T ont un rble dans limmunité a médiation cellulaire et

représentent environ 70% des lymphocytes présents au niveau sanguin. La présence

a la surface des cellules T d'un récepteur bien particulier pour I'antigéne définit cette
population cellulaire. La structure fonctionnelle du récepteur T (TCR) se compose

d'un hétérodimére (aB) ou (yd), dont la fonction est de reconnaitre I'antigéne

présenté a la surface d'une autre cellule en association avec une molécule

d’histocompatibilité (CMH), et d'un complexe multiprotéique CD3 dont la fonction est
de transmettre un signal d'activation au lymphocyte T lorsque le TCR est stimulé.
Les deux types d'hétrérodimére sont composés de deux chaines polypeptidiques,

chacune étant elle-méme composée de deux domaines :
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- le domaine N terminal est le plus externe. C'est un domaine variable d'un
lymphocyte T & l'autre, responsable de la reconnaissance de I'antigéne.

- le domaine C terminal, est proche de la membrane cellulaire, identique d'un
lymphocyte a l'autre pour une chaine donnée (o, B, v, 5)

- Un lymphocyte T exprime soit un récepteur TaB soit Ty, mais jamais les deux
ensembles. La sous-population TaB représente environ 85% des lymphocytes T
sanguins.

1-3 Activation des lymphocytes T

Les lymphocytes T sont activés via le TCR. Le domaine variable de chacune des

~ deux 6haines constituant le récepteur reconnait le peptide présenté par une

molécule d'histocompatibilité. Comme les lymphocytes T différent les uns des autres
par le domaine variable dé chacune des deux chaines constituant le TCR, seuls les

lymphocytes T ayant le "bon" récepteur reconnaissant I'ensemble CMH/peptide

antigénique seront stimulés. Cette reconnaissance par le récepteur T pour l'antigéne

transmet un signal d'activation par lintermédiaire du complexe CD3 qui lui est
associé.

Au fur et & mesure de la prolifération et de la différentiation, les lymphocytes

subissent de nombreux changements. L'expression de récepteur de I'interleukine 2 |

(IL-2R), des protéines du complexe TCR/CD3 et des co-récepteurs CD4 et CD8 est
essentielle pour obtenir une réponse spécifique a l'antigéne. Les lymphocytes T
cytotoxiques (CD8+ ou CDA+) présentent un comple'axe récepteur TCR/CD3 qui
reconnait le peptide présenté au sein des molécules du/CMH (de classe | dans le cas
des cellules CD 8+ et de classe Il dans le cas des celiules CD4+ a la surface des

cellules cibles (Roitt et al., 1991) (Figure 1).
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In vivo, les cellules T sont normalement au repos en phase GO tant qu'elles n'ont pas
rencontré d'antigéne. Lors de la présentation antigénique, en méme temps que le
TCR reconnait 'ensemble CMH-peptide antigénique, 'une des molécules, CD4 ou
CD8, interagit avec un autre domaine du CMH. Il en résuite un rapprochement au
niveau de la membrane plasmique des cellules T entre le complexe TCR/CD3 et une
tyrosine kinase, p56ick, associée & CD4 ou CD8. Ce rapprochement est
indispensable a Factivation du lymphocyte T in vivo (Roitt et al., 1991).

L'activation cellulaire peut | étre divisée en deux parties avec en premier le
déclenchemént des événements précoces par l'interaction de I'antigéne avec le TCR
qui permet aux cellules d'entrer en phase S du cycle cellulaire. Ensuite, le relais est
pris par les événements tardifs assurés par une voie de co-stimulation via le
récepteur CD28. La molécule CD28 est présente de maniére constitutive a la surface
des lymphocytes T CD4+ et a Ié surface de 50% des cellules T CD8+ et se lie aux
ligands présents sur les cellules présentatrices de l'antigéne. La combinaison de
'antigéne et de CD28 induit I'expression de I'lL-2 et du récepteur de l'lL-2 (Roitt et
al., 1991).

La premiére rencontre de I'antigéne spécifique en présence du signal co-stimulateur
par CD4 ou CD8 déclenche l'entrée de la cellule T en phase G1 du cycle cellulaire.
Les cellules T CD8 qui sortent du thymus sont orientées vers leur différentiation en
celiules T cytotoxiques. Les cellules CD4 donneront, quant a elles, des cellules T
inflammatoires (Th1) ou des cellules T auxiliaires (Th2) (Roitt et al., 1991). -

Par conséqi:ent, la réponse immunitaire est un phénoméne complexe faisant
_intervenir différentes étapes : la présentation de I'antigéne, une étape d'amplification
et de régulation et la phase effectrice. Lorsque la cellule est activée par la
présentation de ['antigéne, plusieurs phénomeénes sont activées : 'expression au

\
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niveau de la membrane plasmique des cellules T de molécules lui permettant de
communiquer avec son environnement, la production de cytokines (iL2, IL10, TGFa)
influencant les réponses des cellules avoisinantes, une phase de prolifération qui

accroit le nombre de cellules spécifiques.

1-4 Role des cellules T dans la destruction des cellules B :

Au début du DID, les cellules T sont abondantes parmi les cellules infiltrant les
ilots (Gepts, 1981 ; Hannien et al., 1992).

Des études utilisant des souris diabétiques non obéses (NOD) démontrent
que la plupart des cellules infiltrant les ilots sont des cellules T (Edouard et al., 1993 ;
Koevary et al., 1983). Par ailleurs, des substances anti-cellules T préviennent la
survenue du diabéte chez les souris (Christianson et al., 1993 ; Semp et al., 1991). |

Les celiules T sont essentielles mais non suffisantes pour induire le diabate.
‘La colléboration des macrophages et des cellules dendritiques reste importante
(Hutchings et al., 1990 ; Ihm et al., 1990 ; Jansen et al., 1994 ; Lo et al., 1993).

Le DID requiert a la fois les TCD 4+ et les TCD 8+. (Bendelgc, 1988 ;
Bendelac et al., 1987 ; Christianson et al., 1993 ; Thivolet et al., 1991 ; Yagi et al.,
-1992). Cependant, les roles spécifiques des CD8+ et CD4+ demeurent obsc__uré.

Alternativement, les cellules T CD4+ diabétogénes sont adivées et se
différencient en cellules effectrices. Ces derniéres libdrent des auto- antigénes
responsables de la destruction des cellules B du pancréas. Ce phénoméne a pour
résultat leur destruction a médiation cellulaire par les cellules T CD8+. Cette
hypothése est appuyée par des recherches effectuées sur des souris diabétiques
(Christianson et al., 1993 ; Kartz et al., 1993 ; Wicker et al., 1994).

Les cellules TCD8+ détruisent sélectivement les cellules B in vitro, alors que

les TCD4+ se lient étroitement & elles (Nagata et al., 1992).
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1-6 Roile des cytokines dans la destruction des celiuies 8 :

Les médiateurs biochimiques de la cytotoxicité comme les cytokines, les
perforines et protéases peuvent aussi sélectivement détruire les cellules g (Mandrup-
Pulsen et al., 1985 ; Pankewyez et al., 1995).

Récemment, une étude sur le rdle des cytokines dans le DID a démontré que
linterleukine 1(IL-1) est sélectivement cytotoxique aux cellules B du pancréas in vitro
(Bendtzen et al., 1986 ; Sandler et al., 1991).

Il a été suggéré que les réce;pteurs de I'iL-1 sont présents sur les cellules [3
(Erizik et él., 1991), et que la liaison de l'lL-1 au récepteur IL-1 induit une
transcription de 'ARN m ét une synthése protéique (Hughes et al., 1990). ”

La destruction produite par I'lL-1 est potentialisée par le facteur de la Nécrose
~ tumorale (TNF) (Mandrup-Poulsen, 1987). Le TNFa inhibe la libération de linsuline
In vitro, les études démontrent que l'effet cytotoxique des cytokines interleukine 6 (IL-
6), TNF, lymphotoxine, et interféron (INFy) sur les ilots est cumulatif (Rabi\novitch et
al., 1989 ; Sandler et al, 1990).

Au cours de la demniére décennie, le role des cytokines Th1 et Th2 dans la
pathologie du diabéte a été étudiée d'une maniére trés étendue (Rothe et al., 1994 ;
Fox et al., 1997).

" En général, les cytokines Tﬁ‘l comme Ieé IL-2 et 'INFy semblent activer limmunité
induisant ainsi le développement d'un DID, alors que les cytokines Th2 telles que les
IL-4 et les IL-10 ont un rdle suppresseur de Pactivité immune, prévenant ainsi la
survehue d’un DID.

L’accélération du diabéte est comrélée avec I'augmentation de I'expressionv des
INFy (Rothe et al., 1994). Ces derniers ont été décelés dahs Finfiltrat lymphatique

d'un diabéte récent chez des patients (Somoza et al., 1994). Une baisse de |
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T'expression des Ii.-4 dans les cellules sanguines mononucléaires de la périphérie a
- été remarquée chez ces patients (Berman et al., 1996).

D’autres études ont suggéré un rdle important des IL-2 dans la pathologie du
DID.

Cependant, le réle des cytokines Th1 et Th2 dans la pathologie de ce demier
d'un point de vue auto-immun reste controversé (Wogensen et al., 1994). Par |
exemple, I'administration de I'lL.-2 aux rats (BB) accélére I'expression de la maladie
(Kolb et al., 1986). Mais dans d'autres études, elle réduit l'incidence de la maladie
chez ces rafs (BB)vet chez des souris diabétiques non obéses (NOD) (Burstein et al.,
1987 ; Serveze et al., 1989).

il n'en reste pas moins que le role individuel d’'une cytokine dans le développement

d'un DID est trés complexe.

1-6 Réle des radicaux libres dans la destruction des cellules 8 :

Les cellules B sont trés sensibles a la production des radicaux libres car ces
derniéres n'ont que peu de moyens de défense contre les radicaux libres (Corbett et |
al., 1992 ; Faust et al., 1996).

Le mécanisme repose sur l'interaction de la molécule (Fas-Ligand), (Fas-L :
qui est une des voies d'activation moléculaire transmettant le signal d’ apoptose,
c'est une protéine de surface qui une fois en contact avec son Ligand induit
I'apoptose de la cellule & la suTace de laquelle elle est exprimée), exprimée par les

| lymphocytes T cytotoxiques activés et de Fas-CD95 exprimée par la cellule cible. Les
celiules B humaines n’exprimeLt pas Fas de fagon constitutionnelle. En revanche,
'iL-1 peut induire I'expression Le Fas par ces demiéres purifiées seoo+dairement a

la production du monoxyde J’azote (NO : Toxique en exceés), elle-méme liée a

'activation de la NO- synthase.
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L'insuline est un des auto- antigénes responsable de I'activation des fonctions
des Lymphocytes T, de la production des cytokines et du développement du DID

(Tchorzewski et al., 2001).

1-7 Collaboration des macrophages avec les lymphocytes T dans l'initiation et
fa progression de la destruction des cellules 8 en cdnjonction avec les

molécules du CMH de la classe | et de laclassell :

Une des fonctions clé du macrophage est la présentatioh de Pantigéne aux
celiules T ﬁelper via les molécules du CMH de la classe Il (Unuaue et al.,, 1984 ; -
Unuaue et al., 1987).

Les macrophages ont un réle dans la présentation des auto- antigénes aux
cellules T helper grace aux molécules de la classe Il du CMH (Unuaue et al., 1984 ;
Unuaue et al., 1987).

Ainsi, antérieurement au développement d'une insulinite, il peut y avoir des
changements sur les cellules B (tel que I'expression retardée de leur auto- antigéne),
qui font que la cellule est reconnue comme un non soi (Ko et al., 1991 ; Ko et al.,
1994).

De plus, il est suggéré que les auto- antigénes des cellules B sont libérés par un
revirement spontané des cellules 8 ou par la lésion de ces demiéres par des facteuré
environnementaux (infections virales...) aboutissant a leur présentation par les
macrophage (Yoon, 1995 : Yoon, 1996).

Ainsi, la présentation des auto- antigénes spécifiques ‘aux cellules B par les
macrophages auX T CD4+ peut étre I'étape initiale au développeméni du diébéte

- auto-immun (Figure 2)
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Durant ce procédé, les macrophages activés sécrétent I'lL-12, FlL-1B et
d'autres cytokines. L'IL-12 active les cellules Th1 de type CD4+, qui a leur tour
sécrétent L’ INFy et I'lL-2.

La sécrétion de L'INFy génére des macrophages cytotoxiques parmi les
macrophages au repos. Ces macrophages cytotoxiques sécrétent de L'IL-1B, TNF a
et des radicaux libres qui sont des substances toxiques aux cellules B.

Simultanément, I'lL-2 et d'autres cytokines libérées des cellules Thide type
CD4+ activent les cellules T CD8+ pré- cytotoxiques. Ces substances peuvent aussi
induire la migration des cellules T CD8+ pré- cytotoxiques périphériques vers les
flots inflammés sans doute par induction de 'expression des récepteurs spécifiques
sur les cellules éndothéliales. Les cellules T CD8+ pré-cytotoxiques portant- les
. récepteurs spécifiques a I'antigéne des cellules B se différencient en cellules T
CD8+ cytotoxiques qui répondent a la reconnaissance des peptides spécifiques des
cellules B liés aux molécules du CMH de la classe | en présence des cellules T CD
4+ helper (Cella et al., 1997 ; Kurts et al., 1998). |

Les cellules T CD8+ cytotoxiques provoquent des lésions dans les cellules B
par la libération des perforines (protéines) et de granzym (sérine estéras;as) éprés
avoir reconnu les peptides— CMH classe | a la surface des cellules aboutissant a une
mort cellulaire certaine, et/ou par I'apoptose a médiation cellulaire par le biais de la
protéine Fas (Albert et al., 1998 ; Kwon ét al., 1999 ; O'Brien et al., 1997).

Les T CD8+ ne peuvent migrer vers les flots du pancréas ou y provoquer des |
lésions sans la présence des cellules Th1 de type CD4+ et des macrophages (Ingulli |
et al., 1997 ; Matsue et al., 1999).

De cette facon, les macrophages activés, les CD4+ et les CD8+ agissent

synergiquement pour détruire les cellules B, en association avec les auto- antigénes

i
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spécifiques des cellules g et les molécules de la classe | et Il du CMH (Bach et al.,
-1995 ; Rossini et al., 1993).
LLe tout aboutit au développement d’'un diabéte insulino- dépendant auto-

immun (Green et al., 1999 ; Ridge et a., 1998).
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iV-Les Acides Gras- Synthése et roles

Les AGPI sont classés en 4 grandes familles, deux familles non essentielles parce
que les précurseurs, les acides palmitoleique (16 :1n-7) et oléique (18 :1n-9) peuvent
étre bio synthétisés par 'organisme ou aussi apportés par l'alimentation _etgkdeux
familles essentielles en n-3 et en n-6 qui comprennent les deux acidés gras
indispensables et tous leurs dérivés (Figure 3). Ceé acides gras indispenéables sont
l'acide linoléique (18 : 2n-6) et l'acide a-linolenique (18:3n-3) (Blond, 1992).Les
acides gras de la famille n-6 proviennent essentiellement des végétaux tels que le
soja, l'olive et le tournesol. Les éddes gras n-3 sont extraits des huiles de poisson. R
Les principaux représentants de cette famille sont I'acide eicosapentaenoique (EPA)/
et 'acide docosahexaenoique (DHA).

La régulation de la biosynthése des acides gras se fait par un double systéme
enzymatique qui fabrique continuellement les AGPI n-3, n-6, n-7 et n-9. Ces daux
enzymes sont les élongases (Figure 4) ou les désaturases. Les élongases
augmentent la longueur de la chaine, les désaturases augmentent le nombré
d'insaturation. Les désaturases agissent dans des régions spécifiques des acides
gras mais ne sont pas spécifiques d'un acide gras ce qui entraine une oompétition de
substrat. Les désaturases sont au nombre de 5, A9, 6, 5 communes aux animaux et
végétaux et les A12, 15 spécifiques aux végétaux. Les A12, 15 permettent la

synthése de l'acide linoléique, précurseur des AGPI de la famille n-6 et de l'acide

linolénique, précurseur des AGPI de la famille n-3 (Poisson et al., 1991).
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Famille en n-7 Famille en n-9 Famille en n-6 Famille en n-3

16:0 9,12- 18:2 9.12,15- 18:3
Acide paimifique Acide Iinoléique Acide a-linolénique
ELONGATION A6 DESATURATIONl
6,9,12- 18:3 6,9.12,15- 18:4
A9 DESATURATION Acide y—lmolénique Acide stéaridonique

ELONGATION
Acide‘&ﬂmoleique Acide gﬂearique l

20 3 811,141 20:4
Acide dihomoy-linoléniquz Acide eicosatétraénoique

A9 DESATURATIO
l AS DESATURATIONl

8: 5,8,11,14- 20:4 58,11,14,1% 205
Ack]’e 'oléique Acide omchudonique Acide eicosapentaénoique

l T ELONGATION l T
RETROCONVERSION

7,10,13,16- 22:4 7,10,13,16,19- 22:5
Acide docosaféfméno‘ique Acide docosopenfaé‘fque

ELONGATION *
v v

9,12,15,18- 24:4 9,12,15,18.2F 24:5

A4 DESATURATION A6 DESATURATION™
* Voie mise en évidence-pay. v ‘
6,9,12,15,18 24:5 6,9,12,15,18.2F 24:6

l B-OXYDATION* l

— 4,7,10,13,16- 22:5 4,7,10,13,16,19- 22:6
Acide docosapentaénoique Acide docosahéxaénoique

Figure 3: Biosynthése des acides gras insaturés (Voss et al., 1991)
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- Dans certaines conditions physiologiques (age, jeﬁne) ou pathologiques (diabéte
insulinoprive, cancers...), un déficit en A6 désaturase conduit a un déficit de
;ynthése des dérivés supérieurs acide gamma linoleique (C18:3n-6), acide
arachidonique (AA) et EPA ou DHA. C’est pourquoi on les appelle parfois des acides
gras conditionnellement indispensable (Lecerf, 1998 ; Lecerf, 2000). \
Chez le foetué et le nouveaux- pb prématuré et donc chez la femme enceinte et
- allaitante, I'AA et le DHA seraient également des acides gras indispensables. Le lait
maternel a d'ailleurs des teneurs élevées en précurseurs (acides linoléique et
a |ino|eniqué) et en dérivés supén’eurs (AA, DHA), mais cetfe teneur varie selon
alimentation des femmes (Lecerf, 1998 ; Lecerf, 2000).
V-2 Effets bénéfiques des Acides gras de ia familie n-3
Les acides gras de la famille n-3 jouent un réle important dans la prévention des
maladies cardiovasculaires ('Krorfnhout, 15{%}9), le soulagement des symptémes de la
polyarthrite rhumatoide (Cleland and James, 2000; Volker et al/, 2000) et Ia
réduction des triglycérides sanguins (Durrington ef al, 2001). lls participént
également a l'élaboration des prostaglandines qui sont médiateurs des réponses
inflammatoires aigués et jouené aussi un role central dans I'élasticité des vaisseaux,
dans l'agrégation plaquettaire et dans métabolisme du cholestérol (Lecerf , 2000).
Ces 15 demiéres années, de nombreuses études utilisant des quantités variables
d'AGPI de la famille n-3 ont été réalisées afin d'investir leur role sur le systéme
immunitaire humain et sur les réponses inflammatoires. Des études, réalisées chez
'homme ont montré au'une augmentation significative de la consommation de
graines de lin riches en acide a-linolénique (ALA) diminue la prolifération in vitro des
| lvmphocytes sfimulée par des mitogénes. De plus la concentration en ALA, EPA et

DHA dans les cellules sanguines de ces personnes augmentent (Kelley ef al., 1991).
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I'augmentation de la proportion en ALA dans I'alimentation inhibe la désaturation de
l'acide linoléique et aussi de l'acide oléique (C18:1n-9 en C20..3n-9) (Lecerf,
1998 ; Lecerf, 2000). Cependant, l'effet direct de I'ALA ou de ses métabolites ('EPA
ou le DHA) issué de I'élongation de I'ALA reste a déterminer (Kelley et al, 1991)
Certains auteurs ont utilisé directement I'huile de poisson. D'aprés ces étqdes, la
consommation quotidienne de 1,23g d'EPA et de DHA sans supplémentation en
vitamine E entraine une diminution de la prolifération des cellules mononuclées et de
la production de certaines cytokines in vitro (Kelley et al., 1992). Par conséquent les
effets de I'EPA et du DHA sur les réponses inflammatoires et immunes varient en
fonction du type cellulaire, de la concentration en acides gras, de la présence ou
l'absence de vitamine E ou d'autres anti-oxydants.

Les effets bénéfiques des acides gras de la famille n-3 sont nombreux :

Omeéga 3 et maladies cardiovasculaires : De nombreuses études ont mis en
évidence gue les acides gras de la famille n-3 contenus dans [‘huile de poisson sont
favorables a la préventio.n et au traitement des patients atteints de maladies
cardiovasculaires (Kromann and Green, 1980; Kromhout, 1989; Prichard ef al.,
1995). Leurs sites d'actions sont multiples : prévention des arythmies, action anti- 4'
coagulante et anti-plaquettaire, modulation de la croissance cellulaire dans la paroi
artérielle, ameélioration de 'hémodynamique vasculaire, régulation de la pression
artérielle et action hypolipidémiante. En effet, concernant cette derniére propriété, il a
été observe que ces acides gras diminuent les teneurs plasmatiques en triglycérides
Il se produit une baisse de synthése du LDL cholestérol concomitante &
l'augmentation du HDL cholestérol, ceci est du d’'une part & une augmentation de
production des HDL, et d'autre part une augmentation de l'activité de I'enzyme

_ lecithine cholestérol acyl transférase (LCAT) ainsi qu'a la diminution du catabolisme
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des HDL (Fumeron et al, 1991; Sanchez-Muniz et al, 1999). Ces résultats
benéfiques concernant les maladies cardiévasculaires sont également corrélés aux
effets dilatateurs exercés par ces acides gras sur les endothéliums vasculaires (De
Caterina et al., 2000). ‘

Effets anti-cancéreux des acides gras de Ie; famille n-3 : Des études réalisées in vitro
et chez la souris ont mis en évidence que le DHA et I'EPA inhibent le développement
de certains cancers. Dans les modéles d'étude de cancérogenése mammaire, les
huiles de poissons semblent inhiber la croissance tumorale ainsi que celle des
métastases'(Carrol, 1992). Il a été démontré que I'ALA a un plus fort effet inhibiteur
de la croissance des tumeurs mammaires et des métastases que I'EPA et le DHA.
Cela suggére un effet protecteur de 'ALA dans la cancérogenése mammaire.
L'association de cet acide gras avec de I'EPA et du DHA a un effet inhibiteur sur les
métastases d'adénocarcinomes mammaires (Rose et al., 1994; Kim, et al., 2005).
Les acides gras n-3 n'ontA pas d'effet inhibiteur sur ce type de cancer lorsque les h—6
-.sont en apports trop élevés ou insuffisants. Mais lorsque les apports en n-3 et n-6
sont équivalents, les effets anti-tumoraux des acides gras n-3 s'expriment. Il semble
que les n-3 exercent des effets antagonistes sur la stimulation tumorale induite par
les n-6 (Rose et al., 1994). Une étude épidémiologique réalisée en Alaska‘ et sur les.
esquimaux du Groénland a démontré les effets bénéfiques des acides gras n-3 sur le
développement du cancer du colon (Blot et al., 1975, Nielsen and Hansén, 1980;
Willett et al., 1990). A l'opposé les acides gras saturés induisent la carcinogenése’}
chez la souris. Ainsi les études réalisées in vitro et sur les modéles animaux ontw
montré que les acides gras n-3 inhibeht la prolifération des cellules cancéreuses
alors que les acides n-6 induisent le développement tumoral (Hardman et al., 2004).

Les effets anti-cancéreux sont liées a un effet sur la prolifération des lymphocytes T
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et & l'effet apoptotique des AGPI sur les cellules cancéreuses (Beain et al., 1986;
Reddy et al., 1991). |
Les effets bénéfiques des AGPI n-3 ont &té également mis en évidence concemant
les maladies inflammatoires et auto-immunes. En effet, depuis plusieurs années, de
nombreuses études ont été menées concemant la régulation de certaines fonctions
du systéme immunitaire par les acides gras polyinsaturés.
IV.3 AGPI et systéme immunitaire
Le fonctionnement du systéme immunitaire peut étre altéré par une mainutrition ou
. un déséquilibre alimentaire (Calder et al., 1999). Concernant le role des AGPI sur la
modulation du svstéme immunitaire, de nombreuses études ont été réalisées au
cours de ces demiéres années. Le mode d'action est encore mal connu mais
cependant certaines hypothéses sont en cours d'étude : l'effet sur le métabolisme
“des cellules dd au changement de composition des phospholipides membranaires en
acides gras, l'effet de la peroxydation lipidique, I'altération de I'expression de certains
genes ou de la production de certains eicosanoides. Enfin certaines étude?s ont mis
en évidence que I'EPA, le DHA peuvent supprimer in vitro et ex-vivo l'apoptose ou la
mort cellulaire programmée (Calder et al., 1999).
iV-3-1 Effets des acides gras sur la prolifération des lymphocytes T
Les études réalisées ont mis en évidence que I'acide oléique (18 : 1, n-9), I[EPA et le
DHA inhibent la prolifération des lymphocytes induite par la concanavaline A (ConA)
et la phytochemmagglutinine (PHA) dans ia rate, le thymus et les ganglions chez le
rongeur (Yagoob and Calder, 1993). Selon certains auteurs, les acides gras saturés
ont moins d'effets que les AGP| et supposent que le degré d'insaturation pourrait étre
la cause de certains effets. Des études ont mis en évidence que I'acide laurique (C12)

et myristique (C14) n'exercent pas d'effet inhibiteur sur la prolifération des cellules T.
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Cependant l'acide stearique (C1s) exerce dés effets similaires & ceux de l'acide
oléique (Calder and Newsholme, 1992; Rotondo et al., 1994; Soyland et al., 1993).
La proiifération des cellules T dépend de certaines cytokines, particuliérement
linterleukine 2 (IL-2). L'IL-2, cytokine essentielle & la croissance et la différentiation
celiulaire T est parfois utilisée dans certaines études pour induire Ia prolifération des
cellules T. Rotondo et al (1994) ont montré que plusieurs acides gras inhibent la
.prolifération des celiules T du thymus induite par I'lL-2. Cet effet n'est pas médié par
les eicosanoides ni la peroxidation des lipides comme I'ont démontré ﬁlusieurs
auteurs (Cailder, 1997; Rotondo ef al., 1994; Soyland et al., 1993). Par contre,
l'incorporation dans les phospholipides }membranaires des acides gras ajoutés
pourrait modifier ia fluidité des membranes affectant Ia transmission du signal c'est a
dire la réponse des cellules aux différents mitogénes employés.
Calder et al. (Calder, 1997) ont mis en évidence que 40 a 50% de la production de
ML-2 est inhibée én présence d'acide oléique, d'acide linoléique, d'acide a-
linolénique, de I'acide arachidonique AA, de 'EPA et du DHA. Par contre les acides
aras saturés (AGS) n'exercent aucun effet.
Soyland et al. (1993) ont également mis en évidence qu'une alimentation enrichie en
AGPI diminue I'expression du récepteur a ['iL-2 (IL-2R).
La production de l'interleukine 1 IL-1 par les lvymphocytes T et du facteur de nécrose
tumorale (TNF) d'origine macrophagique impliqués dans les phénoménes pro-
inflammatoires est également diminuée lors d'un régime enrichi en acides gras n-3.
L'arrét du régime entraine un retour aux taux initiaux d'iL1 et de TNF (Endres ef al.,
1989).

Le régime méditerranéen a des effets bénéfiques sur certaines maladies auto-

immunes. Il a été démontré gu'un régime enrichi en huile d'olive exerce des effets en
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diminuant la production d'lL-1 et d'IL-2 par les cellules T variables selon la durée du
régime (Granato et al., 2000). D'autre part, ces auteurs ont observé qu'un régime &
basé d'huile dé poisson peut supprimer la production d'iL-1 au bout de quatre
semaines chez le rat alors qu'un régime a base d'huile d'olive agit au bout de 8 |
semaines ( Pablo ef al., 1998). |

De plus, les études menées par Kelley et al. (1991) ont mis en évidence que les

AGPI n-3 et n-6 diminuent la production du TNF, mais augmentent I'lL-10,

IV-3-2 Modulation des cellules tueuses

Les cellules tueuses protégent l'organisme contre les virus, les bactéries ou le
développemerit des cellules tumorales. La composition en acides gras de
I'alimentation influe sur la résistance a ce type d'infection (Barone et al., 1989, Jeffery
et al., 1996). En effet, la diminution du taux d'acides gras totaux dans l'alimentation
induit une augmentation de l'activité des cellules tueuses. D'autre pért une
alimentation enrichie avec de 'huile de poisson ou de I'huile d'olive entraine une forte
diminution de l'activité de ces cellules (Assmann et al., 1997). Dans le méme temps
Kelley et al. (1992) ont montré que les effets observés en présence des deux types
d'huile pourraient étre corrélé a leur richesse en DHA. Une alimentation enrichie en
cet acide gras entraine le méme effet. Par contre, la consommation d'acides gras n-6
ou d'acides gras saturés provoque une moindre diminution de cette activité. Selon
certains auteurs, ces effets sont dus a la production des eicosanoides tels que les
pmstagiandines (Bray, 1986; Roder and Kiein, 1979). Notons que la supplémentation
en AA (1.5g/f pendant 50 jours) n'a pas d'effet sur l'activité des celldles tueuses et

sur la prolifération des lymphocytes T et B stimulées par des mitogénes (Mollard et
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al., 2005). De méme la sécrétion de I'll-2 et du TNFa n'est pas modifiée (Mollard et

~ al,, 2005).

" IV-3-3 Effets des acides gras sur le phénoméne de phagocytose et ia réponse
inflammatoire
Le phénoméne de phagocytose permet d'éliminer les micro-organismes et les
différentes particules produites par les vésicules d'endocytose. La fluidité
- membranaire joue un role important dans ce mécanisme ce qui est en corrélation
. avec les effets modulateurs des acides gras. Cependant, les acides gras n-3
n'inhibent pas ou n'ont pas d'effet sur la phagocytose (Anel et al., 1993).
En ce qui concerne les phénomenes inflammatoires, Kremer et al. (1990) ont
démontré qu'une alimentation enrichie en acides gras n-3 chez des personnes
 afteintes de polyarthrite rhumatoide (PR) diminue les symptomes de la maladie.
D'autre part, il est intéressant de noter que chez les personnes atteintes de psoriasis
on observe une augmentation du taux d'AA et des produits dérivés de la 5-
ﬁii'poxygénase. Par conséquent, une alimentation enrichie en n-3 diminue le taux d'AA
(Harbige, 2003).
Ainsi chez 'lhomme, la PR , le psoriasis ainsi que le lupus érythémateux sont des
- maladies sensibles au DHA et a I'EPA (Bittiner et al.,, 1988; Mayser et al., 2002) . |l .
. semblerait méme que I'EPA serait plus efficace que le DHA (Bittiner, 1988). Par
contre, des études ont mis en évidence qu' un enrichissement en AA tend a faire
augmenter les désordres inflammatoires et les pﬁénoménes allergiques (Harbige,

2003).
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v. AGPI et leurs roles au cours du diabéte :

Il a eté récemment bien établi que les AGP| n-3 et n-6 régulent les fonctions des
cellules immunommpét‘qntes: les n-6 sont des immunostimulateurs et les n-3 sont
des immunosuppresseurs (Harbige, 1998). Plusieurs études montrent que le
prolifération des lymphocytes, ainsi que leurs activités cytotoxiques, diminuent suite a
un régime enrichi en AGP! n-3 (Locniskar et al., 1983 ; Erickson et al., 1983 ; Calder et
al,, 1995 ; Jeffery et al.,1996). Ces auteurs rapportent que chez des rats nourris avec
un régime enrichi en n-3 (EPA et DHA), l'effet immunosuppresséur est marqué par
une diminution de la production des lymphocytes actifs et de l'activité lytique NK
(natural killer).Ces modifications sont associées & un changement de la composition
en acides gras des membranes des lymphocytes (jeffery et al., 1996; Yaqoob et

al.,.1995). Le nombre des récepteurs a I'lL-2 est un facteur déterminant de la

prolifération lymphocytaire aprés l'activation antigénique. Ce nombre des récepteurs

a k-2 a la surface des lymphocytes est réduit par les AGPI n-3 (Yaqgoob et
al.,1994).

La surproduction de I'lL-6 observée chez les diabétiques peut étre corrigées par une
supplémentation en AGPI n-3 (Mc Carty, 1999). Ceci peut entrainer une réduction

des taux de fibrinogéne et une baisse du risque athérogéne chez les diabétiques,

~ (Mc Carty, 1999). Leffet bénéfique des AGPI n-3, particulidrement le DHA et 'EPA,

sur I'évolution du diabéte pourrait étre lié@ 4 une modulation de Fexpression du géne
des molécules d'adhésion (Horrocks et Yeo, 1999). La formation de I'athérome chez
le diabétique est multifactorielle et s'accompagne d’adhésion des lymphocytes au
niveau des Iésions vasculaires. Il apparait donc clair qu'une ré'ductio'nrdu nombre de
molécules d’adhésion est associée a une diminution du risque athérogéne (Homrocks |

et Yeo, 1999). .
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L’EPA et le DHA entrainent une réduction de la sécrétion des interférons et des IL-1 ,

respectivement, par les macrophages et les lymphocytes. Ces deux substances

jouént un réle dans le déclenchemént et I'expression du diabéte auto-immun du type

1 par leur action cytotoxique sur les cellules-B du pancréas. L’effet

immunosuppresseur des AGPI n-3 peut étre exploité dans la prévention de ce
diabéte auto-immun (Horrocks et Yeo,1999). \
Lety et al.(1992) ont constaté la production frés élevée des eicosaenoides de la série

n-6 par des macrophages au cours de la progression du diabéte chez la souris NOD

,, indiquant Aque les n-6 peuvent étre responsables, en partie, de cette pathologie.

Molvig et al. (1991) ont également signalé que les AGPl n-3 diminuent la proliféfation
monocytaire et la sécrétion de I'iL-1, via la production des eicosanoides de la série n-
3, chez les sujets diabétiques. Altemativement, il est également possible que 'EPA
et le DHA exercent leurs différentes actions via leur intervention sur la cascade de

second messagers, déclenchée par le TCR (T-cell receptor).

L'activation de cellules-T peut étre divisée en deus événements : précoce et tardif.

Dans les événements tardifs de I'activation des cellules-T, la phospholipase A2, en
libérant I'acide arachidonique, et la phospholipase D, en produisant le diacyl glycérol

a partir de la phosphatidycholine, stimulent I'activité de la protéine kinase C (PKC)

. (Khan et Hichami, 1999). Dans les cellules-T, I'activation de la PLD est PKC-

dépendante (Khan et Hichami, 1999).

Dans toutes les céuules, le calcium ionisé est stocké dans le réticulum
endoplasmique (RE), les mitochondries et également, dans un compartiment, dit -
« pool cytosolique ». Puisque, a I'état de repos la concentration intracellulaire du
Ca*, [Ca2'], est trés faible, des petites augmentations des flux de Ca®*, notamment

au niveau de la membrane plasmique ou de la membrane du RE, entrainent des
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variations a la fois trés importantes et trés rapides du taux de calcium intracellulaire

(Khan et al.,1995 ; Khan et al., 1996). Ceci explique pourquoi le Ca?* est utilisé

‘comme signal intracellulaire, notamment dans les fonctions biologiques telle que le

transport intracellulaire et I'activation de cellules-T (Khan et al., 1993 ; Khan et al

1995 Khan et al,1996). Les AGPI n-3 modulent [Ca®]i dans les cellules-T

humaines (Bonin et Khan.,2000), ainsi le DHA augmente [ Ca®'Ji & partir des pools

intraceliulaires et extracellulaires, en ouvrant des canaux CRAC ( Ca®- release
activated Ca® -channels).

il est possible que les AGPI n-3 influencent d'autres mécanismes de sighalisation '

- cellulaire tels que [lactivation de MAPK (mitogen activated protein kipase)

responsable de la prolifération des cellules T. Cette hypothése peut étre soutenue
également par les observations de Green et Flavell (1999) qui ont suggéré que la
rupture de la tolérance immunologique chez les diabétiques est due a une

modification de la signalisation cellulaire-T.




MATERIEL ET METHODES

1-Animaux et Régimes

Les rats Wistars adultes utilisés dans notre étude proviennent de IFA-CREDO
(Lyon, France). EPAX 7010 (70% EPA/12%DHA) a été foumi par le laboratoire
Pronova, Norvége. | |

Aprés une semaine d’at_:climatation, les animaux agés de cihq semaines sont
nourris pendant 2 semaines avec un régime témoin ou un régime AGPIVEPAX dont la

composition est la suivante (en g par kg) : amidon,587 ; caséine délipidée, 200 ;

cellulose, 50 ; saccharose, 50 ; mélange minéral, 40 ; viatmines, 20 ; DL méthionine, \

3 ; huile végétale Isio-4 (Lésieur, Neuilly-sur Seine), 50 ( régime témoin) . Dans le
régime AGPI/ EPAX ; la moitié de I'huile végetale Isio4 est remplacée par '/EPAX
7010, (Isio ,25; EPAX, 25). L'huile Isio-4 est _pqpﬁitgé_(gspggt_ilgg\gqt‘ (mg/g): 18:
2(n6), 47.2; total (n-3), 1.7 ,acade gras monoinsaturé, 40.2; EPAX 7010 est
composé de 85% n-3 PUFA, i.e., EPA, 70% ; DHA, 12% ; alpha tocophérol,2.1-3.2%.
Afin d'éviter 'oxydation des acides gras, la préparation de la nourriture est réalisée
chaque jour et L'EPAX est fermé sous azote et conservé a 4°C. L'eau et la nourriture

sont foumies par ad libitum.

2-protocole expérimental

Aprés accouplement de rats wistar adultes, le premier jour de la gestation est
déterminé par la présence de spermatozoides sur le frottis vaginal des femelles. Par
la suite, les femelles sont mises dans des cages individuelles. Elles mangent environ

30g par rat de régime témoin ou AGPI/EPAX et elles boivent & volonté de 'eau du

 robinet. Les rates gestantes sont alors divisées en 2 groupes :
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¢ - Un lot expérimental constitué 40 femelles (20 rates recevant le régime témoin et
20 rates recevant le régime AGPIEPAX) qui regoivent au 5 ™ jour de la gestation
4L-me injection intra péritonéale de streptozotocine diluée dans du tampon citrate
(0.1mol/L, pH 4.5) a une dose de 40mg/kg de poids corporel. L'injection de la
streptozotocine a cette dose provoque chez 60% de rates traitées une hyperglycémie
moyenne comprise entre 1.5 et 3 g/l et permet d'avoir un nombre suffisant de |
- nouveaux-nés obeses pour la suite de I'expérimentation |
~ Un lot témoin est constitué de 30 femelles (15 rates recevant le régime témoin et
15 rates réoevant le régime AGPI/EPAX qui recoivent une injection intrapéritonéale
de tampon citrate seul (0.1mol/L, pH 4.5).au 5 °™ jour de la gestation.

A fin de voir si la streptozotocine a été efficace, un prélévement sanguin a
I'extrémité de la queue est effectué au 13*™, 15°™ ot 18*™ jour de gestation, chez
les rates sous streptozotocine et chez les rates témoins, pour mesurer la glycémie.
Le sang est déposé sur une bandelette réactive BM-TEST GLYCEMIE 20-800
(méthode a la glucose oxydase, Boehrig{t‘ar Mannheim, Meylan, France). La Iecture"
so fait & l'aide d'un glucometre (Beckman glubose Analyser, palo Alto, CA, USA).
Seules les rates diabétiques présentant une hyperglycémie comprise entre 1.5 et
3g/L. sont sélectionnées.

Une sélection des portées est effectuée dans les lots expérimentaux et témoins.
Seules les portées entre six et huit naissances sont inclues dans ce travail. Comme
le nombre de petits paiir portée influence la croissance postnatale (CHA et al., 1987),
la sélection des poriées est importante pour que les méres puissent foumir,
jusquau sevrage (quatre semaines), une quantité de lait identique pour les

différents lots étudiés.
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Chaque semaine, le poids des rats est noté, la glycémie et l'insulinémie sont

déterminées. A quatre semaines, les petits sont séparés de leurs méres, et sont mis -

dans des cages par groupes de deux ou trois de méme sexe. lIs boivent et mangent
des quantités déterminées des deux  régimes cités auparavant (témoin,

AGPI/EPAX). (Régime correspondant a celui de leurs méres).

Au 12*™ et au 21°™ jour de la gestation, ainsi que chez les nouveaux nés au-

30°™ 60°™ 90°™ jour, les rats sont anesthésiés au moyen d'une injection de

pentobarbital sodique (0.2ml/100g de poids corporel ).

Aprés anésthésie, ces rats sont placés sur une table chauffante thermosthatée, |

permettant de maintenir une température corporelle a 37°C. Une ouverture de
l'abdomen selon une incision longitudino- médiane permet d'effectuer nos

prélévements de sang et de rate.

3- Bilan nutritionnels.

Aprés le sevrage, les lots de rats étudiés consomment les deux régimes (Isio et

EPAX) pendant une période de 2mois : le but est d'étudier les effets & long terme

- des AGPI n-3 chez la progéniture des rates diabétiques. La méthode des bilans

permet de connaitre l'utilisation métabolique de ce' régime par les quatre groupes de
rats. Huit rats de chaque lot sont placés dans des cages individuelles &

métabolisme.

La nourriture ingérée est pesée quotidiennement. Les urines et les fécés sont .

collectées durant des périodes de 7 jours, du 30°™ au 37*™ jour (Bl), du 53*™ au |

680%™ ‘jour (BlI), du 60°™ au 67°™ jour (BII), et du 83*™ au 90°™ jour (BIV). Les

urines sont recueillies sur un antiseptique (thymolfisopropanol a 10%) puis
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conservées a 4°C. Les féces débarrassées de toute nourriture sont pesées,

finement broyées et conservées a -20°C.

-1 Détermination du contenu en azote.
Le contenu en azote des régimes, &es' urines etv des féces est déterminé aprés
 minéralisation par la méthode de NESSLER.
Les bilans azotés (BA), les coefficients d'utilisation digéstive apparente de l’azbte
(CUDy) et le rapport defficacité nutritionnelle (REN) sont calculés aux quatre
périodes de bilans (BI, Bil, Blll et BV1) selon les formules suivantes.
CUDy (%)= [(N ingéré — N féces) /' N ingéré] x 100
BA (%) = [(N ingéré — (N urines + N féces) N ingéré)]‘x 100
) 'REN=Gaiﬁ de poids (g)/Nourriture consommée pour obtenir ce gain de poids(g)
lll\-2 Détermination des teneurs en urée.
L'urée est dosée sur les urines par une méthode enzymatique utilisant une uréase
qui transforme I'urée en carbonate d’'ammonium (Kit Sera Pak, Miles, Milan, italie).
ll-3 Détermination des contenus en lipides.
Les lipides des régimes et des féces sont extraits selon la technique de DELSAL,
(1944). Les coefficients d'utilisation digestive apparente les lipides (CUDy) sont
détenniﬁés.

CUDy (%)= [(Lipides ingérés — Lipides fécaux) / Lipides ingéré] x 100

4- Analyses et méthodes utilisées.

4-1 Dosage par ELISA de l'insuline (Eniyme Linked immuno Sorbent, soit

immunoenzymodosage en phase solide), mise au point dans notre

faboratoire.
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On place dans les puits de microtitration (Immuno 96F- Type I-NUNC, Kamstrup,

Danemark), une quantité constante d'insuline (100ul d'insuline a 1mglml dans un

- tampon carbonate, pH 9,6). Les sérums contenant l'insuline a doser et les anticorps

anti-insuline sont mélangés et incubés une nuit a 4°C. Ces mélanges
antigéne_anticorps sont déposés dans les puits. L'anticorps anti-insuline non 1ié a

linsuline de l'échantilion, va se fixer sur le support. Aprés incubation a 37°C

. pendant 1h et lavage, un second anticorps spécifique marqué (anti IgG marqué a la

péroxydase) se fixe & son tour sur l'anticorps anti-insuline. Aprés une 2™
incubation.é 37°C pendant 1 heure puis lavage, seul le marqtjer fixé au complexe
persiste dans le milieu réactionnel. La coloration du milieu est obtenue p;:r addition.
d'un colorant orthophényléne- diamine (OPD) en présence d’'H,0,. La coloration est
inversemént proportionnelle a la | concentration d'insuline de I'échantilion. Cette
concentration est déterminée a 'aide d'une gamme étalon d'insuline (préparée a
partir d'une solution mére de 1500ng/mi).
4-2 Détermination des teneurs séﬁques en cholestérol, triglycérides et

phospholipides.

Le Cholestérol total, les triglycérides et les phospholipides sont dosés sur le sérum

par une méthode enzymatique (Kits Boehringer, Mannheim, Allemagne).

4-3-Préparation des spiénocytes-T
La rate est écrasée doucement au dessus d'une grille dans un milieu RPMI1640,
la suspension cellulaire obtenue est filtrée afin d‘éliminer les amas cellulaires: "
restants. Aprés centrifugation (2000g x 10min), le culot est repris par 15ml de PBS
(NaCl,137g ; Kdl, 2.7g ; Na;HPO4g, 17.5 ; KH,PO4, 1.5g ; pH=7.4) puis déposé dans
une boite de pétri afin d'éliminer les macrophages qui vont adhérer a la surface

plastique. Aprés incubation d'une heure & 37° C, les splénocytes sont prélevés puis
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lavés avec du PBS- BSA 0.2%. La suspension cellulaire est ensuite déposée sur les
boites ,R\r,éalablemem coatées avec des anticops anti IgG (37.5mg/1 SmiPBSlboite) et
Ve Y.

incubée pendant 45min a 4°C. Les anticorps fixent les lymphocytes-B, le surageant

récupéré contient les splénocytes-T.

4-4 Test de transformation lymphoblastique.

Lés splénocytes‘-T sont mis en culture (2x10° cellules / puits) en présenqe ou non
de concavaline-A (Con-A) qui est un agent mitogéne spécifiqgue aux lymphocyte T -
(1uglpuits). Les cellules sont distribuées en sextupléte comme suit: 180ul
suspension cellulaire ; 20pl Con-A
Les plaques sont ensuite mises & incuber 72 heures a 37°C, 5% CO,. Aprés 60
heures |, 20u| de ? H-thymidine ( 20Ci/fmmol, 0.8uCi/puit) est ajoutée. A la fin de
fincubation, les cellules sont Iavéesllysées avec un «récolteur de
cellules » (Dynatech, Autriche). Cette technique permet la détermination de la
prolifération en mesurant la radioactivité incorporée dans 'ADN qui est restée fixée

| aux papiers filtres. Les filtres sont placés dans des fioles puis 4ml de liquide de
scintillation sont ajoutés ; la radioactivité est déterminée comme suit : cpm cellules

stimulées par Con-A/ cpm cellules hon stimulées.

- 4-5 Composition en acide gras des phospholipides membranaires
L'extraction des phospholipides (PL) membranaires des splénocytes-T est
déterminée par la méthode de Bligh et Dyer (1959) grace a un mélange
méthanol/chloroforme/ NaCl 2M (1/1/0.9 ; VIVIV). |

|’isolement de ces PL se fait par :

Chromatographie sur couche mince : (CCM)
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L'extrait lipidigue est déposé sur les plagues de gel de silice (G 60, Merck,

Allemagne).' La migration se fait grace 4 un mélange d’hexane, d'éther diéthylique, et

'd’acide. acétique (90/30/1.VIVIV). Aprés migration, la révélation se fait grce aux

vapeurs d'iode. Les phospholipides, qui demeurent au niveau du dépdt, sont grattés

et récupérés dans un tube en verre sovirel.

- La composition en acides gras des phospholipides est déterminée par :

La Chromatographie en phase gazeuse : (CPG) -

[} B

Aprés addition d’'une quantité connue de standard interne (ébide héptadécanoique »|

17 . 0, C17 H340, dilué dans du benzéne & 2mg/mi), |es'acides gras sont saponiﬁé;
grace a Vladditon de NaOH méthanolique, puis sont méthylés par le
Bromotrifluoromethanol (BF3). La séparation des différents acides gras est réalisée
par la suite par chromatographie en phase gazeuse (colonne capillaire en pyrex de
39 m de longueur et 0.3 mm de diamétre interne, remplie avec du carbowax 20 M, -
Applied Sciénces Labs, State College, PA).Le chromatographe est équipé d'un
injecteur de type ROS et d'un détecteur a ionisation de flamme relié a un intégrateur

- calculateur Enica 21 (Delsi instruments, France). L'identification des acides gras est

réalisée par comparaison de leurs temps de rétention avec ceux des standards

‘d’acides_ gras (Elysiam, USA). La surface des pics d’'acides gras est proportionnelie

a leur quantité ; elle est calculée a 'aide d'un intégrateur.

4-6 Mesure de la concentration en calcium libre intra-ceilulaire, [Ca*]i
La [Ca®']i libre est déterminée en utilisant une sonde fluorescente Fura-2/AM
dérivée de chélateur de calcium EGTA ( Tsien et al., 1986).
La liaison du Calcium avec la sonde entraine & la fois une variation de l'intensité de

fluorescence et un déplacement du spectre d'excitation la sonde (Fura 2).
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La s’onde Fura-2 est une sonde double excitation/mono émission. En effet, I'émission
de fluorescence du Fura-2 est obtenue & 5'10 hm en réponse a une excitation é'340
nm (Fa40) et 380 nm (Fago)en présence et en absence de Ca* et se tradu\it par une

: aughentation a (Faxw) et une diminution & (Fas). La mesure du rapport de

fluorescences raso / F3s0 permet de calculer la concentrétion en Ca? (GryngiéWic ot

al., 1985). La sonde sous cette forme diffuse a travers la membrane plasmique vers
le cytoplasme ou elle est hydrolysée par des estérase endogénes. Sous la forme
libre, Fura-2 est capable de fixer le calcium libre et ne péut plus traverser la
membrane. ALes lymphocytes-T (2x10° cellules/ml) sont mis & incuber avec 1pM de
sonde dans un tampon contenant (mM) : Nacl,110 ;'KCI, 5.5; NaHCOs3, 25; MgCl,

0.8 ; KHPO,, 0.4 ; Na;HPO,, 0.33; Hepes, 20; CaCLz,‘ 1.2; pH = 7.4 pendant 1
heure a 37° C. les cellules sont ensuite lavées trois fois (2000g x 10min) avec un
tampon contenant ou non du caicium et resuspendues dans ces mémes tampons.
Chaque essai comprend 4 millions de cellules réparties dans 2mi de tampon. La
fluorescence est mesurée a 510 nm'avec deux longueurs d'excitation, 340 et 380
nm, en mode ratio (340/380) avec le sbectroﬂuorométre (PTI, USA). La fluorescence
est mesurée 3 létat basal, puis apres ajdut de divers stimulateurs comme la
thapsigargine inhibiteur de la pompe Ca®-ATPase et [ionomycine (& 100nM)
permettant I'ouverture les canaux calciques. La concentration en‘ calcium libre intra-
cellulaire est déterminée selon I'équation suivante (Grynkiewic et al., 1985) :

| [Ca®]= Kd x [(R-Rmin)/(Rmax-R)]x Sf2/Sb2
R= F1/F2, est le rapport des intensités de fluorescence obtenues avec ['excitation
4340 ét 380nm pour toute concentration inconnue en calcium. Rmax et Rmin ont été

obtenues respectivement par I'ajout d'ionomycine a 5uM entrainant Ia pénétration
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maximale du Caé* extracellulaire par I'ouverture de toutes les pompes calciques et du
MnCL; & 2mM qui entre en compétition avec le Ca®* pour une ﬁxatioh minimum.
$f2/Sb2 = fluorescence a 380 sonde libreffluorescence a 380, sonde liée totaiement.
Kd correspond a la constante de dissociation du complexe Fura-2/Ca®*,

Kd = 224nM.

5- Analyse statistique.

Les résuitats obtenus & partir de 15 rats par groupe sont présentés sous forme de
moyenne % erreur standard. Aprés analyse de la variance, la comparaison des
moyennes est réalisée par le test t de Student entre les différents groupes de rats
étudiés :

1- Effet Diabéte : Diabétiques-ISIO et Témoins-ISIO
Diabétiques-EPAX et Témoins-EPAX.

2- Effet régime : Témoins-EPAX at Témoins-ISIO
Diabétiques-EPAX et Diabétiques- ISIO .

Les moyennes sont considérées significativement différentes quand P<0.05.
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RESULTATS ET INTERPRETATIONS

| Evolution du poids corporel et bilans nutritionnels

1 1. Evolution du poids corporel (Fig 1).

A la naissance (J0), le poids corporel des rats obéses de méres diabétiques nourries
par le régime ISIO et EPAX est significativement plus élevé que celui de leurs
témoins respectifs. Par contre, il est significativement diminué chez les nouveauxx
nés obéses de méres diabétiques sous régime EPAX comparés aux nouveauxx nés
obéses de méres nourries par le régime ISI10.

A J30, J60 et J9O, le poids corporel des rats ob&ses du groupe ISIO et EPAX est

_toujours significativement plus élevé que celui de leurs témoins respectifs.

Cependant, le régime EPAX diminue significativement la charge pondérale chez les

rats obéses comparés aux rats obéses sous régime ISIO.

1 2. Bilans nutritionnels

1 2 1. Consommation alimentaire (Fig 2)

- La consommation alimentaire quotidienne (exprimée en 'gfjlrat) augmente avec 'age

des animaux. En effet de Bl & BIV, les rats témoins et obéses ont une consommation
alimentaire qui double pour les deux types de régimes ISIO et EPAX.
De Bl a BIV, la nourriture ingérée est .similaire chez les rats obéses de méres

diabétiques sous régime 1SIO comparés a leurs témoins. Aucune différence n'est

notée entre les rats obéses de méres diabétiques sous régime EPAX comparés a

leurs témoins.

47



450 1 irgy * §§——o— Témoin-1SI0
—=— Obese-iSI0
j — —&~ — Témoin-EPAX

R T - Obese-EPAX

poids (g)

75 90 dJours

Fig 1: Evolution du poids corporel (g) chez les rats témoins et obéses de la naissance
jusqu'a ['age de 3 mois,

Chaque valeur represente la moyenne + ES, n = 8 rats, la comparaison des moyennes
entre les différents groupes de rats est effectuée par TANOVA Il

* P<0.05 ; ** P<0.01 Différence significative entre témoins et obéses pour chaque régime
§ P<0.05; §§ P<0.01 Différence significative entre régime ISIO et régime EPAX.
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§ (P<0.05) Difference significative entre ISIO et EPAX
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Cependant, le régime EPAX n’entraine aucune modification significative de la
consommation alimentaire quotidienne chez les rats obéses comparés aux rats
obéses du groupe ISIO au cours des quatre bilans.

Au cours du B, BII, BIll et BIV, 'apport énergétique (exprimé en KJjjiP®™®)  est

semblable chez rats obéses a celui des témoins aux différents quelque soit le régime

- EPAX ou ISIO .

12 2. Azote ingéré et excrété (Fig 2 et Fig 3).

Une augmentation progressive et significative de l'ingéré azoté (exprimé en mg/j/rat)
est notée du Bl au BIV, dans les quatre lots de rats (Fig 2).

L’azote ingéré par les rats obéses de meére ISIO et EPAX diabétique ne présente

~aucune différence significative comparée a leurs témoins respectifs aux différents

bilans
De BIl & BIV, l'azote urinaire et excrété total (exprimé en mgljrat) diminue
significativement chez les rats obéses de méres diabétiques ISIO comparés aux

témoins du méme groupe (Fig 3). Par contre, aucune différence significative n'est

observée entre les rats obéses sous régime EPAX et leurs témoins.

Le régime EPAX augmente significativement I'azote urinaire et excrété chez les rats

obéses comparés aux rats obé&ses nourris par le régime ISI10. \

Les différences ne sont pas significatives au B! (Fig 3).

De BI & BIV, l'azote fécal est semblable chez les rats témoins et obéses nourris par
les deux régimes ISIO et EPAX (Fig 3).

1.2.3 Coefficient d’'utilisation digestive agggrenfe de 'azote (CUD)y, bilan azoté B

(BA) et rapport d’efficacité nutritionnelie (REN) (Fig 4).
Aux bilans BI, Bll, Blll et BIV, les CUDy des 4 lots de rats sont similaires (Fig 4).
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Fig 3 : Effet du régime EPAX sur l'azote urinaire, fécal, et excréte,

Chaque valeur représente ia moyenne x ES, n=8 Bl 30éme-37éme j; Bil: 53éme-
60éma j, Bill: 60éme-87&me j, BIV: 83éme- 90éme j de I'expérimentation,
La comparaison des moyennes entre les différents groupes de rats
est éffectuée parle testt de Student
* (P<0.05) Difference significative entre témoins et obéses pour chaque régime
§ (P<0.05) Difference significative entre ISIO et EPAX
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Fig 4 : Effet du régime EPAX sur le coefficient d'utilisation digestife apparente
de I'azote (CUDN), Bilan azoté (BA) et rapport d'efficacité nutritionnelie (REN)
Chaque valeur représente la moyenne + ES, n=8 Bi: 30éme-37éme j; BIl: 53éme-
80&mé j, BIl: 60éme-87ame j, BIV: 83&me- 90&me j de 'expérimentation,

L.a comparaison des moyennes entre ies différents groupes de rats

est éffectuée par le testt de Student -

* (P<0.05) Difference significative entre témoins et obéses pour chaque régime

§ (P<0.05) Difference significative entre 1SIO et EPAX
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Aux bilans et I, les BA sont semblables pour les 4 lots de rats, alors qu'aux bilans
BNl et BIV on note une augmentation significative des BA chez les rats obéses
nourris par le régime EPAX comparés aux rats témoins du méme groupe. Cependant
aucune différence significative n’est retrouvée chez les rats ob&ses consommant le
régime EPAX comparés a leurs témoins et aux rats obéses nourris par le régime ‘
ISIO (Fig 4). |

l.es REN décroissent avec I'age des animaux, dans les 4 lots de rats.

Les REN sont significativement plus élevés chez Iés rats obéses-ISIO et dbéses—
EPAX compérés a leurs témoins respectifs ; lesdifférences etant importantes aux
bilans 1 et Il. Cependant on note une diminution significative des REN chez les rats
obéses du groupe EPAX comparés aux rats obéses du groupe ISIO (Fig 4).

1.2.4 Coefficient d’utilisation digestive apparente de lipides (CUD), (Fig 5).
Les quantités de lipides ingérés par rats obéses sous régime ISIO ou EPAX

(mglifrat) sont semblables & ceux des rats témoins sous les mémes régimes aux
différents bilans

Au bilan BI, 'excrétion fécale des lipides (mg/j/rat) est similaire chez les rats ISIO et
EPAX obéses et leurs témoins respectif. Par contre, aux bilans B If, B |l et BiV, la
quantité de lipides fécaux est significativement diminuée chez les rats obéses
consommant le régime I1S10 et EPAX compérés a leurs témoins respectifs.'

Ainsi les CUD, chez les rats obése ISIO et EPAX sont plus élevés que ceux de leurs

témoins aux bilans 1i, 1l et IV.

Il Evolution des teneurs sériques en insuline et en glucoSe

L'injection de la STZ au 21°™ jour de la gestation entraine une augmentation

significative de la glycémie (15.20 £ 2.10mM) par rapport aux méres témoins
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Fig 6 : Effet du régime EPAX sur les lipides ingérés, lipides fécaux 1 o
et le coefficient d'utilisation digestif apparenté des lipides (CUD,), ' ’ |

— Chaque valeur représente la moyenne * ES, n=8 BIl: 30&8me-37éme j; Bll: 53&mie-

‘ 60&éma j, Blll: 60&dme-67&me j, BIV: 83éme- 90&me j de I'expérimentation,

La comparaison des moyennes entre les différents groupes de rats

’ \ * (P<0.05) Difference significative entre témoins et obéses pour chaque régime
§ (P<0.05) Difference significative entre iSIO et EPAX
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(4.89 + 0.21mM), alors que le régime EPAX diminue significativement la glycémie |
chez les méres gesténtes diabétiques (8.80 £ 0.21mM).

A la naissance, et aprés la sélection des nouveauxx nés obéses, ces derniers sont
hyperglycémiques (9.13 + 1.89 rhM) et hyperinsulinémiques (93.52 + 8.33 pmol/l)
Comparés aux rats témoins (4.60 + 0.75mM pour le glucose et 48 + 6.89 pmolfl pour
linsuline). |

L'évolution au cours du'temp.s montre une augmentation significative de la glycémie .
et de linsulinémie chez les rats témoins et obéses. Cependant, le régime EPAX
n'influence bas les teneurs sériques en insuline et en glucose durant les deux
premiers mois de la vie postnatale. Par contre au troisié¢me mois (J 90), les rats
obéses sous régime ISIO présentent une augmentation significative de la glycémie
(16.30 £ 1.10mM) et de l'insulinémie (310 + 25.47pmoll) comparés aux rats obéses
sous régime EPAX (13.25 + 1.22mM pour le glucose et 228 + 26 pmol/l pour

Finsuline) et aussi par rapport aux rats témoins (5.23 + 0.64mM pour la glycémie et

150 £13 pmolfl pour l'insulinémie).

lil Evolution du poids et des teneurs en lipides totaux des organes.

il 1. Poids relatifs des organes (Fiqg 6).
Le poids relatif des organes (poids de I'organe/poids du rat x 100) renseigne.sur la |
croissance pondérale de I'organe par rapport a celle de I'organisme entier. Alors que
le poids du foie reste stable au cours du temps chez les rats témoins et obéses pour
les deux régimes (ISIO et EPAX ), le poids relétif du tissus adipeux augmente
significativement avec I'dge chez les rats obéses sous régime ISIO et EPAX "
comparés a leurs témoins respectifs. Quelque soit I'dge des rats et quelques soit le . 

régime consommé, le tissu adipeux est plus important chez les rats obéses
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Fig 6 : Effet du régime EPAX sur le poids relatif du fole et du tissus.adipeux
chez les rats témoins et obéses & J0, J30 et J9O

Chaque valeur représente la moyenne * ES, n = 15, La comparaison des moyennes

entre les différents groupes de rats est éffectuée par le test t de Student
* (P<0.05) Difference significative entre témoins et diabétiques pour chaque régime
§ (P<0.05) Difference significative entre I1SIO et EPAX
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comparés aux témoins. Cependant, aucune différence n'est notée entre les rats

témoins sous régime EPAX comparés aux rate témoins sous régime 1SIO.

~A J30 ”et J90, le régime EPAX diminue significativement le poids relatif du tissu

adipeux chez les rats obéses comparés aux rats obéses consommant le régime

ISIO .
Il 2 . Teneurs en lipides totaux des différents tissus (Fig 7)

i 2 1. Teneurs en lipides totaux du foie

A la naissance, les teneurs en lipides du foie ne montrent aucune variationvtv‘:hez les
rats obéses de méres diabétiques ISIO et EPle comparés a leurs témoins
respectifs. Par contre, a J30 et J90, ces valeurs augmentent significativement chez
les rats obéses sous régime ISIO comparés aux témoins du méme groupe.
Le régime EPAX diminue significativement le contenu en lipides totaux du foie chez
lés rats obéses comparés aux rats obéses du groupe ISIO.

lii 2 2. Teneurs en lipides totaux du tissu adipeux.
A la naissance, les teneurs en lipides totaux du tissu adipeux sont signiﬁcati;/ement
plus élevées chez les rats obéses de méres diabétiques sous régime ISIO ou EPAX '
comparés a leurs témoins respectifs. Aucune différence n'est noté entre les rats
témoins sous régime ISIO comparés aux témoins sous régime EPAX.
Cependant, le régime EPAX diminue significativement le contenu en lipides totaux du
tissu adipeux chez les nouveauxx-nés obéses de méres diabétiques EPAX
comparés aux nouveauxx nés obéses de méres diabétiques ISIO.
Les mémes variations sont retrouvées chez les différents groupes de rats a J30 et
J90. La réduction des teneurs en lipides totaux du tissu adipeux par le régime EPAX

est importante 3 J30 et J90.
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Fig 7 : Effet du régime EPAX sur les teneurs en lipides totaux du foie et du

tissu adipeux chez les rats témoins et obéses & JO, J30 et J90O '
Chaque valeur représente la moyenne % ES, n =15, La comparaison des moyennes
entre les différents groupes de rats est éffectuée par le test t de Student

* (P<0.05) Difference significative entre témoins et diabétiques pour chaque réglme
§ (P<0.05) Difference significative entre ISIO et EPAX
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IV Effet du régime EPAX sur les teneurs sériques en lipides.

1-Teneurs sérigues en cholestérol total. (Fiq 8 et Fig 8)

Chez les méres diabétiques _consommant le régime ISIO a J12 et J21 de la

gestation, les teneurs sériques en cholestérol total (CT) sont significativement
augmentées (p<0.05) par rapport au méres témoins consommant le méme régime.
Cependant, aucune différence n'est notée entre les méres diabétiques et témoins
{

consommant le régime EPAX. A J12 de la gestation, on note une diminution
significative du taux de CT chez les méres diabétiques consommant le régime EPAX
par rapport aux méres diabétiques consommant le régime ISIO (Fig 8).

L'évolution au cours du temps montre que le CT est toujours significativement plus
élevé chez les méres diabétiques sous régime ISIO aprés un mois de gestafion (J51)
comparées au rates témoins sous le méme régime, alors qu'aucune différence
significative n'est notée chez les rates diabétiques EPAX comparées aux témoins du

méme groupe et aux rates diabétiques du groupe ISIO (Fig 8).

A la naissance, les nouveauxx nés obéses de meéres diabétiques ISIO montrent une

N augmentation significative des teneurs sériques en CT comparés aux valeurs des

nouveaux-nés de meéres témoins sous le méme régime, alors qu'aucune variation

n’'est notée chez les rats obéses de méres diabétiques consommant le régime EPAX

comparés aux nouveaux-nés de meres sous le méme régime (Fig 9). |

Cependant, une diminution significative du taux de CT est notée chez les rats
obéses de méres diabétiques EPAX comparés aux rats obéses de meéres

diabétiques ISIO (Fig 9). |

Les mémes variations sont retrouvées pour les différents groupes de rats étudiés a

J30 et JOO (Fig 9).
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Fig 8 : Teneurs sériques en cholesterol total (CT) chez les méres diabétiques

4 j12 et j21 de la gestation et & J51 (1 mois aprés la gestation)

Chaque valeur représente la moyenne £ ES, n =15, La comparaison des moyennes
entre les différents groupes de rats est éffectuée par le test t de Student

* (P<0.05) Difference significative entre témoins et diabétiques pour chaque régime
§ (P<0.05) Difference significative entre 1SIO et EPAX
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Fig 9 : Teneurs sériques en cholesterol total (CT) chez les rats témoins
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Chaque valeur représente la moyenne + ES, n =15, La comparaison des moyennes

entre les différents groupes de rats est éffectuée par le test t de student

* (P<0.05) Difference significative entre témoins et obéses pour chaque régime'

§ (P<0.05) Difference significative entre ISIO et EPAX
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2-Teneurs sériques en triglycérides. (Fig 10 et Fig 11).
A J12 et J 21 de la gestation, les ratesv diabétiques consommant le régime ISIO
présentent des teneurs sériques élevées en triglycérides (TG) comparées a leurs
témoins. Par contre, les teneurs sériques en TG chez les diabétiques consommant
FEPAX sont similaires aux témoinsj sous le méme régime (Fig 10).
On note une diminution signiﬁcat:ive de ce taux chez les rates diabétiques sous
régime EPAX versus diabétiques consommant le régime ISIO (Fig 10).
Les mémes résultats sont retrouvés chez les méres un mois apres la gestation (J51)
(Fig 10). |
Ala naissance, les rats obéses de meéres diabétiques sous régime ISIO ont des
teneurs en TG sériques significativement élevées par rapport aux témoins, alors que
les rats obéses de meéres diabétiques consommant le régime EPAX ne présentent
aucune différence significative avec leurs témoins (Fig 11)
Le régime EPAX dirﬁinue significativement les teneurs sériques eh TG chez les fats
obéses de meéres diabétiques comparés aux rats obéses de méres diabétiques sous
régime ISIO (Fig 11).
Les mémes; variations soht trouvées pour les différents groupes de rats étudiés a VJ30
..et J9o (Fig 11).
3-Teneurs sériques en phospholipides. (Fig 12 et Fig 13)

Chez les méres diabétiques sous régime ISIO a J12 et J21 de la gestation, les

teneurs sériques en phospholipides (PL.) sont significativement augmentée;s (p<0.05)

par rapport aux témoins du méme régime.

L.a méme augmentation est retrouvée chez Iés méres diabétiques EPAX comparées

a leurs témoins (Fig 12). Cependant, les jtaux des PL sériques chez les rates

diabétiques EPAX sont similaires a ceux des} diabétiques ISIO (Fig 12).

62



1,4 - 8 Témoin- ISI0
1,2 I Diabétique-1S10
1 - W Témoin-EPAX

08 - B Diabétique-EPAX

3OO
5K
Pateleteletel el
52505

X

0.6 -

SR80

IR

Fatataletatds

%

atatetelenaaetelslalelelets

0,4

Serum TG {mmol/l)

W

LRI IARRK,

02

J12

1,8
1,6
1.4
1,2 -

0,8 -
0,6 -

Serum TG (mmoilf)
)

SO
X

J21

e L °
E_ S S
1 t

3

0,3

52559
50X

<

%

prarare e et tss
R
SCRHKIHK

000 a0t %

0,2 -

XHEONRHRI
SRR

5

Serum TG (mmol/l)

SOOI

0,1 4

SO

SR
52550529¢5¢
222222?

0 - ?
J 51

Fig 10 : Teneurs sériques en triglycéride (TG) chez les méres diabétiques

2 j12 et j21 de la gestation et & J51 (1 mois aprés la gestation)

Chaque valeur représente la moyenne % ES, n =15, La comparaison des moyennes
entre les différents groupes de rats est éffectuée par le test t de Student v
* (P<0.05) Difference significative entre témoins et diabétiques pour chaque régime
§ (P<0.05) Difference significative entre I1SIO et EPAX
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Chaque valeur représente la moyenne + ES, n =15, La comparaison des moyennes

entre les différents groupes de rats est éffectuée par le test t de Student
* (P<0.05) Difference significative entre témoins et obéses pour chaque régime

Fig 11: Teneurs sériques en triglycéridess (TG) chez les rats témoins
§ (P<0.05) Difference significative entre ISIO et EPAX
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A J51, aucune différence significative nest notée chez les différents groupes de ratv

étudiés (Fig 12).

A la naissance, les teneurs sériques en PL sont significativement élevées chez les

rats obéses du groupe ISIO comparés a celles des rats témoins du méme groupe.

Dans le groupe EPAX, les concentrations en PL chez les obases sont similaires a
\Ieurs témoins (Fig 13). ‘

Aucune différence significative n'est notée pour le taux de PL sériques entregs les |
rats obéses de meéres diabétiques sous régimé EPAX et les rats obéses de rhéres
diabétiques sous régime 1S10 (Fig 13). |

A j30, aucune variation n'‘est notée chez les différents groupes de rats étudiés
- (Fig 13).

Cependant a J90, une augmentation significative des taux de PL est notée chez les
rats obéses sous régime 1SIO comparés aux témoins du méme groupe. Par contre,
le régime EPAX r'influence pas les conoéntrations en PL chez les rats témoins

alors qu'il entraine une diminution significative (p<6.05) des PL sériques chez les

rats obéses (Fig 13).
V Effets du régime EPAX sur la prolifération lymphocytaire-T
- (Fig14 et Fig 15).
| La prolifération celiulaire est estimée par le test de transformation lymphocytaire
(TTL). Afin d'évaluer le role du régime EPAX sur la prolifération cellulaire, nous g
avons stimulé par la concavaline A (Con-A, agent rﬁitogéne spécifique des cellules
T) les splénocytes-T des rats témoins et diabétiques. Aprés incubation et
incorporétion de la radioactivité de la 3H- thymidine, nous avons ensuite calculé
Iindex de stimulation qui est égal au rapport des cpm des cellules stimulées par la

- Con-A sur cpm des cellules non stimulées.

65



B Témoin- 1S10

¥ Diabétique-1SIO

Témoin-EPAX
B Diabétique-EPAX

LI
......... SRR
0 SIKIIE
IR o %7 e o G RIRHAIHH IR
ERIRRX I UIANLIXLRHXIXLI XXX
L 3
H T T T T T T T
© & N - 0 O w N O
- = - [ T = S = S =]
(yiown} jd wniag

J12

T e
sfolere N
5RO 50
525K e
SR 5262
100707 4 20 %0 5 %0 % T b 505
25020 552
50S25RIEREIENK
0255250025055
2RI
NNNNNNN 0K
i Ll 1 i
- -

- o
(ifoww) 14 wrueg

BROR,

llllllllllllll

J 51

RO0RRRIEEOXKIH

e BX R
T

F t H 1] ] 1 Tt
© ¥ N v~ © © «w N
R o o C O

(inoww) 4 wirueg
{ { {

Fig 12 : Teneurs sériques en phospholipides (PL) chez les méres diabétiques

4 j12 et j21 de i3 gestation et & J51 (1 mois aprés la gestation)

Chaque valeur représente la moyenne + ES, n =15, La comparaison des moyennes

entre les différents groupes.de ;rats est éffectuée par le test t de Student

* (P<0.05) Difference significative entre témoins et diabétiques pour chaque régime

§ (P<0.05) Difference significative entre 1SIO et EPAX
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A J12 et J21 de la gestation, les meres diabétiques montrent une diminution
significative de la prolifération cellulaire induite par la con A comparées aux témoins

du méme groupe, alors quelle ne varie pas significativement chez les rates

diabétiques sous régime EPAX comparées aux témoins nourris par le méme régime

(Fig 14).  Le régime Epax stimule la prolifération cellulaire entrainant une élévation
;igniﬁcative de l'index de stimulation chez les rates diabétiques & J12 et J21 de la
gestation comparées aux rates diabétiques nourris par le régime ISIO (Flgr 14).

 Des résultats similaires sont retrouvés chez les méres un mois aprés la gestation
(J51) (Fig 14).
La prolifération cellulaire n'est pas déterminée a la naissance (JO) car les nouQeaux
nés n'ont pas suffisamment de splénocytes pour réaliser cette expérience. Dans ce
cas il faudra que les rats atteignent au moins I'adge de un mois.
A J30, la prolifération cellulaire induite par la Con-A diminue significativement chez
les rats obéses de mére diabétiques sous régime ISIO comparés a leurs témoins,
contrairement au rats obéses sous régime EPAX qui ne présentent aucune

différence significative avec les témoins sous le méme régimé (Fig15).

Le régime EPAX augmente significativement la prolifération cellulaire induite par la -

Con-A chez les rats obéses comparés aux rats obéses consommant le régime ISIO
(Fig 15).
A J90, les mémes variations sont notées dans les différents lots de rats (Fig 15).

Vi Effet du régime EPAX sur la sécrétion de Pinterleukine-2.

L'interleukine-2 est un facteur autocrine et paracrine des lymphocytes-T. Afin de
determiner si des altérations de la production d'IL-2 peuvent étre responsable des

effets immunosuppresseurs du régime EPAX sut les spénocytes-T, nous avons dosé
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Fig14 : Effet du régime EPAX sur la profifération cellulaire- T induite
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Chaque valeur représente la moyenne % ES, n =15, La comparaison des moyennes
entre les différents groupes de rats est éffectuée par le test t de Student
* (P<0.05) Difference significative entre témoins et diabétiques pour chaque réglme
§ (P<0.05) Difference significative entre ISIO et EPAX
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Fig156 : Effet du régime EPAX sur la prolifération cellulaire- T induite

par la Concavaline A chez les rats témoins et obéses & J 30 et J 90 ‘
Chaque valeur représente la moyenne £ ES, n =15, La comparaison des moyennes
entre les différents groupes de rats est éffectude par le test t de Student
* (P<0.05) Difference significative entre témoins et obéses pour chaque régime

§ (P<0.05) Difference significative entre ISIO et EPAX
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I'lL-2 dans le sumageant des splénocytes-T stimulés par la Con-A des rattes

diabétiques gestantes et leurs progénitures.

A J12 et J21 de la gestation, la quantité d'lIL-2 sécrétée est significativement plus

élevée chez les rates diabétiques sous régime ISIO comparées aux témoins du

méme groupe

Le régime EPAX diminue significativement la quantité de cytokine secrétée chezles

meéres diabétiques a J12 et J21 de la gestation comparées a leurs témoins et aux

méres diabétiques ISIO (Tableau ).

Des résultats similaires sont retrouvés chez les méres un mois aprés la gestation

(J51) (Tableau 1).

Aprés le sevrage (J30), les rats obéses de meéres diabétiques du groupe ISIO

présentent une élévation significative de la production d’IL-2 comparés aux témoins,
alors qu'on note une diminution significative de cette concentration chez les rats
" obdses de meéres diabétiques consommant le régime EPAX comparés a leurs
{6moins et aux rats obdses de meres ISIO diabétiques (Tableau i), | "

. Des résultats similaires sont retrouvés chez les rats & I'age adulte & J90 (Tableau Il).

VIl Effet du régime EPAX sur Phoméostasie calcique des

splénocytes T.

\

Plusieurs mécanismes sont impliqués dans la variation de la concentration du

calcium intracellulaire (Fig 16). Certains agents sont capables de modiﬁef cette

concentration intracellulaire du [Ca®]i, et peuvent étre donc utilisés in vitro pour,

suivre les effets du régime EPAX sur l’homéostasie'calcique.

Les agents utilisés dans notre étude sont .
La Thapsigarginé qui inhibe la pompe Ca*-ATPASE.

L’ ionomicyne (100nM) qui ouvre les canaux calciques.
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Figure16 :Modéle capacitatif de Putney (19;;)
Les mécanismes Impliqués dans I'augmentation de la [Ca*']l dans l'ordre
chronologique sont les suivants :

1- Interaction entre un antigéne et TCR (T cell receptor)

2- La phospholipase C produit I'lP3 a partir de PiP.

3- IP; se fixe a son récepteur du réticulum endoplasmique (RE).

4- Le calcium est alors libéré & partir du pool du RE.

5- Cette petite quantité de Ca®* va induire la libération massive de Ca®* 3 partir
du pool de CICR.

6- Efflux calcique vers le milieu extra-cellulaire.

7- L'influx de calcium via les canaux (CRAC) va permettre la reconstitution des

pools intra-cellulaires.



Tableau | : Effet du régime EPAX sur la sécrétion d'lL-2 par les spiénocytes-T stimulés par la ConA des méres témoins et

g
~

diabétiques & J12 et J21 de la gestation et & J51 (1mois apres la gestation)

Production d’TL-2 .ﬂmE&: -ISIO Diabétique -ISIO Témoin -EPAX Diabétique-EPAX

J12 401.8 £ 122 7322105 * 4789108 5933105 §
J21 390.2+ 114 7688+ 117 * 4512+ 114 543.7+£95§
Js1 4103+ 128 725.6 107 * 492.3+123 528998 §

Chaque valeur représente la moyenne + ES, n=15, La comparaison des moyennes entre les différents groupes de rats est

effectuée par le test t de Student
o * (P<0.05) Différence significative entre témoins et obéses pour chaque régime
e § (P<0.05) Différence significative entre ISIO et EPAX

Tableau Il : Effet a%wx sur la sécrétion d'lL-2 par les mu.m:ooﬁwm.._. stimulés par la ConA des rats témoins et obéses a
J30 et JOO

Production d’IL-2 Témoin -ISIO Obése -ISIO Témein -EPAX Obése-EPAX
J30 408.3 £ 94 714.1£ 110 * 472 =108 491+ 105 §
J9o 417.8+102 733.5 £ 145* 493 94 514125 §

Chaque valeur représente la moyenne + ES, n=15, La comparaison des moyennes entre les différents groupes de rats est
effectuée par le test t de Student

e * (P<0.05) Différence significative entre témoins et obéses pour chague régime

+ § (P<0.05) Différence significative entre 1S10 et EPAX




1-Effet du régime EPAX sur la concentration basale intracellulaire. (Fig 17 et
- Flg 18).

Lorsque les animaux sont nourris avec le régime iSIO, nos résultats montrent que la

[Ca®']i basale est significativement inférieure dans les splénocytes T des méres

diabétiques au 12°™ et 21*™ jour de la gestation comparées a celles des rates

~ témoins.

A J12 et J21 de la gestation, le régime EPAX conduit a une augmentation

significative (p<0.05), de la concentration basale en calcium chez les méres

diabétiques comparés au rates diabétiques ISIO (Fig 17).

De plus, la [Ca®i basale chez les rates gestantes diabétiques nourries avec le

régime EPAX est significativement supérieure a celles des rates gestantes

diabétiques sous régime IS10 a J12 et J21 (Fig 17).

Les mémes résultats sont retrouvés chez les méres un mois aprés la gestation (J51)
(Fig 17).

Apres le sevrage (J30), les rats obéses présentent le méme profil caicique que leurs

meéres diabétiques pour les deux régimes. |

La [Ca®]i é)asale est significativement inférieure dans les splénocytes T des rats
_.obéses de méres diabétiques ISIO comparés aux témoins du méme groupe.

Le régime EPAX entraine une augmentation significative (p<0.05) de la [Ca®]i

basale chez les rats obéses comparés a leurs témoins et aux rats obéses nourris de
régime ISIO (Fig 18). A J90, les rats adultes présentent des résultats similaires a
ceux observés a J30 (Fig 18). .

2- Effet du régime EPAX sur I'augmentation Mg_[_c_gﬂi__lgg;w
I'lonomycine. (Fig 19 et Fig 20).
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Fig 17 : Effet du régime EPAX sur la concentration basale intra cellulaire

([Ca2+]i, nM basale) des splénocytes Tchez les méres diabétiques & j12 et j21

de la gestation et & J51(1mois aprés la gestation)

Chaque valeur représente la moyenne £ ES, n =15, La comparaison des moyennes
entre les différents groupes de rats est éffectuée par le test t de Student v

* (P<0.05) Difference significative entre témoins et diabétiques pour chaque régime
§ (P<0.05) Difference significative entre ISIO et EPAX
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Chaque valeur représente la moyenne + ES, n =15, La comparaison des moyennes
entre les différents groupes de rats est éffectuée par le test t de Student

* (P<0.05) Difference significative entre témoins et obéses pour chaque régime

§ (P<0.05) Difference significative entre ISIO et EPAX



L'ionomycine utilisée a une concentration de 100nM permet 'ouverture spécifique
des canaux calciques membranaires (Ferriere et al, 1997).

A J12 et J21 de la gestation, 'augmentation de la [Ca®']i induite par I'lonomycine est
significativement plus élevée chez les rates diabétiques sous régime ISIO

comparées aux témoins du méme groupe

Le régime EPAX diminue significativement I'élévation du calcium intraoelluléire suite

a lionomycine chez les méres diabétiques a J12 et J21 de la gestation comparées a

leurs témoins et aux méres diabétiques ISIO (F.ig19). |

Des résultaté similaires sont retrouvés chez les méres un mois aprés la gestation

(J51) (Fig 19).

Aprés le sevrage (J30), les rats obdses de méres diabétiques du groupe ISIO

- présentent une élévation significative dé I'augmentation de la [Ca®']i induite par

Fionomycine comparés aux témoins, alors qu'on note une diminution significative del

cette concenfration chez les rats obéses de méres diabétiques consommant le

régime EPAX comparés a leurs témoins et aux rats obéses de méres ISIO

diabétiques (Fig 20).

Des résultats similaires sont retrouvés chez les rats a I'ége adulte a J90 (Fig 20).
2-_Effet du régime EPAX 'sm" augmentation de la_[Ca®'li_induite par la

thapsigargine. (Fig 21, Fig 22, Fiqg 23 et Fig 24).

La thapsigargine (Tg) est un inhibiteur de I'enzyme Ca*-ATPase, présente dans le

reticulum endoplasmique (RE). Cet agent engendre une faible augmentation de la
[Ca?']i en inhibant la recapture du calcium par le RE (Thastrup et al., 1990). Cette

augmentation de la [Ca®']i conduit & une libération de calcium a partir du pool CICR
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Fig 19 : Effet du régime EPAX sur I'augmentation du [Ca®']i dans les spiénocytes de:
meéres témoins et diabétiques & J12 et J21 de la gestation et & J51 (1 mois aprés la

gestation) sous l'action de l'ionomycine (100nM) en présence de calcium extra-celluis
Chaque valeur représente la moyenne t ES, n =15, La comparaison des moyennes

entre les différents groupes de rats est éffectuée par le test t de Student
* (P<0.05) Difference significative entre témoins et diabétiques pour chaque régime
§ (P<0.05) Difference significative entre ISIO et EPAX
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en présence de calcium extra-cellulaire,
Chaque valeur représente la moyenne + ES, n =15, La comparalson des moyennes
entre les différents groupes de rats est éffectuée par le test t de Student

* (P<0.05) Difference significative entre témoins et obéses pour chaque régime

§ (P<0.05) Difference significative entre ISIO et EPAX
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(Calcium Induced Calcium Release) puis a une sortie de calcium vers le milieu extra-
cellulaire et enfin a un influx massif de calcium a partir du milieu extracellulaire afin
de remplir les pools-intracellulaires.

A J12 et J21 de la gestation, les splénocytes des rates diabétiques 1SIO présenteht
une augrhentation de la [Ca®™]i suite é I'action de la Tg, significativement supérieure
é. celles des splénocytes des rates témoins consommant le méme régime.

e régime Epax diminue I'élévation de calcium intracellulaire suite a 'action de la Tg

i

dans les splénocytes des rates diabétiques par rapport aux rates témoins et aux

rates ISIO diabétiques (Fig 21).

Les mémes résultas sont retrouvés chez les méres un mois apres la gestatibn (i51)
(Fig 21). |

A J30, les rats obéses de méres diabétiques ISIO présentent eux aussi une élévation
~ significative de 'augmentation du [Ca®']i bar la Tg comparés a leurs témoins, alors
qu'elle est diminuée significativement chez les rats obéses de méres diabétiques
EPAX comparés aux témoins du méme groupe (Fig 22).

Le régime EPAX diminue également 'augmentation du [Ca®']i par la Tg chez les rats
obéses EPAX comparés aux rats obéses ISIO (Fig 22).

Le méme profil calcique a été retrouvé chez les rats aduites a J90 (Fig 22).

Nous avons également entrepris les mémés expériences dans un milieu a 0%

calcium. Nous avons observé que I'augmentation de la [Ca®'i suite & 'action de la

Tg est significativement supérieure dans les splénocytes des meres diabétiques ISIO B

gestantes a J12 et J21et & un mois aprés la gestation(J51) comparés aux rates
témoins sous le méme régime, alors qu’ une diminution significative est observée
chez les méres diabétiques nourries par le régime EPAX comparées aux méres

diabétiques consommant le régime ISIO (Tableaulliet Fig 23).
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Fig21:Effet du régime EPAX sur 'augmentation du [Ca®']i dans les spiénocytes

des méres témoins et diabétiques a J12 et J21 de la gestation et & J51

(1mois aprés la gestation) sous 'action de la thapsigargine (Tg) (1puM) en présence
de calcium extraceliulaire ‘

Chaque valeur représente ia moyenne + ES, n =15, La comparaison des moyennes
entre les différents groupes de rats est éffectuée par le test t de Student

* (P<0.05) Difference significative entre témoins et diabétiques pour chaque régime

§ (P<0.05) Difference significative entre ISIO et EPAX
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* (P<0.05) Difference significative entre témoins et obéses pour chaque réglme
§ (P<0.05) Difference significative entre ISIO et EPAX

82



‘gligjnjjecexe wniojed ep eouesqe us mc_mhmm_mamﬁ. g|ep co_ﬁm._ shos Aco_«mgmmm g| sgide siow})Lsr %
e Jo uoiejseb e| ep Lz 1@ ZII & senbliigdelp 1@ seigw sep 1-seykooueids sej suep [ ,eD] el Ins Xvd3 ewibes np 1943 : §e Bid

LsI b1 6L - 51
g h W H uaE h
ﬁmm.o”wuzaﬁ w05 Xvda-enbnsqerq 08 xedg -onbBXEIT i o — 05
OISI-onbnaqela OISI-anbnpqen(y Wiy oIsI-enbnaqeiq

oL
Wu 1{+zeD]

XVd3 18 OIS exue aajeoyiubls sousioya (500>d) § ¢

swibes enbeyo Jnod senbiiggelp 18 SUIOW) 84US aAneoiuBis eousieyld (S0°0>d) « ¢

. Juspnig ep } 158 o) Jed egnjosye

150 sjel op sednosb sjusiedip S| eliue seuusfow sep uosiesedwod B ‘gi=u ‘S3 F euusiow e ejuesgides insjea enbeyd

§801=¢9¢ €60F P8 v L8TFP9SI 8T'1 F06'8 Ise
§¢70=2L01 p6°0F €T I1 x OL'TFE891 TITFEER 1r
§ sT1I=¢6L 80 F £€6'8 «0TTFOTTL 2T LF8IL (41}
(ouiBaeSisdey L)
1, eol ®
Xvda-enbugqeiq XVdd- uounny OISI- *nbuqelq OISI- WlowyL  3p uonsWaNY

"alig|n|jooRiXe
wnojes ep eouesqge ue suibiebisdeyl e ep uonoe,| snos (uoneisel e| seide siow|)igr & 18 uonelseb e ep |2r 1@ Zir
e senbijeqelp } suiouIs] salow sep 1-seyfoousids se| suep _rumo_ g| ep uoneuswbneg,| NS Xvd3 swibal np 1843 : |iI nesiqel



Des résultats similaires sont retrouvés chez la progéniture obése a J30 et J9O
- (Tableau Vet Fig 24).

Vill Effet du régime EPAX sur la composition en acide gras des

phospholipides membranaires. (Fig 25 et Fig 26).

Effet du régime EPAX sur le pourcentage de C18 : 2n-6

L'analyse de la composition en acides gras des phospholipides (PL) membranaires

lymphocytaifes montrent qu'il y'a une diminution significative (P<0.05) du C18 :2n-6 _

chez les meres diabétiques a J12 et J21 de Ia gestation et un mois aprés la gestation
(J51) comparées aux rates témoins dans le groupe I1SIO (Fig 25).
Le régime EPAX diminue significativement le pourcentage du C18 : 2n-6 chez les
meres diabétiques a J12 de la gestation comparés aux rates témoins consommant le
méme régime, alors quaucune différence significative n'est notée chez les rates
consommant le régime EPAX a J21 de‘ la gestation et un mois aprés la gestation
(J51) (Fig 24).
- A J12 et J21 de la gestation et & un mois aprés la gestation (J51), le pourcentage de
C18 :2n-6 augmente significativement chez les rates témoins consommant le régime
EPAX comparées aux rates témoins sous régime 1SIO (Fig 25). |
Des résultats similaires sont retrouvés entre les rates diabétiques sous régime ISIO
ou EPAX.
A J30 et J90, le pourcentage de C18 : 2n-6 diminue significativement chez les rats
obéses de meéres diabétiques sous régime ISIO comparées aux valeurs témoins,
alors qu'on note une diminution significative chez les rats obéses de méres
diabétiques sous régime EPAX comparés aux témoins consommant le méme régime

(Fig 26).
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Le régime EPAX augmente significativement la valeur de C18: 2n-6 chez les rats
témoins a J30 et J90 comparés aux rats témoins consommant le régime ISIO

A J30 et J90, les rats obéses de méres diabétiques sous régime EPAX montrent une
augmentation significative du pourcentage du C18 ;. 2n-6 comparés aux rats obéses
sous régime ISIO (Fig 26).

Effet du régime EPAX sur le pourcentage de C20 : 4n-6 (Fiqg 27 et Fig 28).

A J12 et J21 de la gestation et & un mois aprés la gestation (J51), le pourcentage de

C20 : 4n-6 augmente signiﬂcativement chez les méres ISIO diabétiques comparées

a leurs témoins (Fig 27).

Par contre, les valeurs de C20: 4n-6 diminuent significativement chez les rates

témoins sous régime EPAX comparées aux rates témoins consommant le régime

ISI0 au 12°™ et 21°*™ jour de la gestation et a 1 mois aprés la gestation (J51).

Les mémes variations sont trouvées chez les rates diabétiques EPAX par rapport au

rates diabétigues ISIO (Fig 28).

A J 30 et JOO, les rats obéses de meéres diabétiques sous régime ISIO présentent
~une augmentation significative du pourcentage de C20 : 4n-6 avec leurs témoins.

|
Aucune variation n'est retrouvée chez les rats obases consommant le régime EPAX [v

compareés aux fémoins sous le méme régime (Fig 28).

Le Régime EPAX diminue significativement le taux de C20: 4n-6 che.‘z les rats
témoins a J30 et J9O comparés aux témoins sous régime ISIO.

Les mé@mes |résultas sont retrouvés chez les groupes de rats obéses} EPAX
comparés aux rats I1SIO obéses (Fig 28).

|
Effet du régime EPAX sur le pourcentage de C20: 5n-3 et C22: 6n-3 (EPA, DHA)

(Fig 28-31).
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Fig 26 : Effet du régime EPAX sur les pourcentages en C18; 2n-8 des phospholipide
membranaires des spiénocytes T chez les méres témoins et diabétiques a j12 et j21
de la gestation et & J51(1mols aprés la gestation)

Chaque valeur représente la moyenne £ ES, n =15, La comparalson des moyennes

entre les différents groupes de rats est éffectuée par le test t de Student

* (P<0.05) Difference significative entre témoins et diabétiques pour chaque régime
§ (P<0.05) Difference significative entre 1SIO et EPAX
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Fig 26 : Effet du régime EPAX sur les pourcentages en C18: 2n-8 des phospholipide
membranaires des spiénocytes T chez les rats témoins et obéses & J30 et J90,
Chaque valeur représente la moyenne £ ES, n =15, La comparaison des moyennes
entre les différents groupes de rats est éffectuée par le test t de Student

* (P<0.05) Difference significative entre témoins et obases pour chaque régime

§ (P<0.05) Difference significative entre 1SIO et EPAX
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Fig 27. Effet du régime EPAX sur les pourcentages en C20: 4n-8 des phospholipides
membranaires des spiénocytes T chez les méres témoins etdiabétiques a j12 et j21

de la gestation et 4 J51(1mois aprés la gestation)
Chaque valeur représente la moyenne + ES, n =15, La comparaison des moyennes
entre les différents groupes de rats est éffectuée par le test t de Student

* (P<0.05) Difference significative entre témoins et diabétiques pour chaque régime
§ (P<0.05) Difference significative entre iSIO et EPAX

35 - . B Témon-ISIO
M Obdse-ISIO
N 30 - [ Témoin-EPAX
R 254 B Obése-Epax
® 20
c
T 15 33
& 1 i 3 ’
o 10 3
5 §
0 < -

Fig 28: Effet du régime EPAX sur les pourcentages en C20: 4n-6 des phospholipides
membranaires des splénocytes T chez les rats témoins et obéses & J30 et J90

Chaque valeur représente la moyenne  ES, n =15, |.a comparaison des moyennes
entre les différents groupes de rats est éffectuée par le test t de Student

* (P<0.05) Difference significative entre témoins et obéses pour chaque régime
§ (P<0.05) Difference significative entre ISIO et EPAX
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A J12 et J21 de la gestation, et & 1 mois aprés la gestation, les pourcentages de
'EPA et de DHA ne montrent aucune variation chez les rates diabétiques sous
régime ISIO comparés aux témoins nourris par méme régime. Des ‘résultats .
semblables sont retrouvés chez rates diabétiques nourries par le régime EPAX
comparées aux rates témoins sous le méme régime (Fig 29, 31). .

Le régime EPAX augmente significativement le taux d'EPA et de DHA dans les
splénocytes T des rates témoins par rapport aux méres témoins nourries par le
régime I1SI0 au 12°™ et 21*™ jour de Ia'gestaiion et & 1 mois aprés la gestation
(J51).

Les rﬁémes variations sont observées chez les rates diabétiques EPAX comparées
aux rates diabétiques I1S10 (Fig 29, 31).

A J30 et J90, les pourcentages d' EPA ne montrent aucune différence significative
- chez les rats obéses sous régime ISIO comparés a leurs témoins, contrairement aux
taux de DHA qui sont significativement augmentés chez le méme groupe de rats
comparés aux témoins du méme groupe (Fig 30, 32).

Cependant, on ne note aucune variation du pourcentage d'EPA et de DHA chez les
rats obéses consommant le régime EPAX comparés aux témoins nourris par le
méme régime.

| A J30 et J90, le régime EPAX augmente significativement le taux d’EPA et de DHA
dans les splénocytes T des rats témoins par rapport au groupe témoin nourri par le
régime 1SI0.

Les mémes variations sont observées chez les rats obéses sous régime EPAX |

comparés aux rats obéses sous régime ISIO (Fig 30, 32).
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Fig 29 : Effet du régime EPAX sur les pourcentages en C20: 5n-3 des phospholipide
membranaires des splénocytes T chez les méres témoins etdiabétiques a j12 et j21
de la gestation et & J51(1mois aprés la gestation)

Chaque valeur représente la moyenne + ES, n =15, La comparaison des moyennes
entre les différents groupes de rats est éffectuée par le test t de Student

* (P<0.05) Dlfference significative entre témoins et diabétiques pour chaque régime

§ (P<0.05) Difference significative entre I1SIO et EPAX
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Fig 30 ; Effet du régime EPAX sur les pourcentages en C20: 5n-3 des phospholipide:
membranaires des splénocytes T chez les rats témoins et obéses & J30 et J90
Chaque valeur représente 1a moyenne + ES, n =15, La comparaison des moyennes

entre les différents groupes de rats est éffectuée par le test t de Student
* (P<0.05) Difference significative entre témoins et obéses pour chaque régime
§ (P<0.05) Difference significative entre ISIO et EPAX
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Fig 31 : Effet du régime EPAX sur les pourcentages en C22: 8n-3 des phospholipide
membranaires des splénocytes T chez les méres témoins etdiabétiques & j12 et j21

de la gestation et 3 J51(1mois aprés la gestation)
Chaque valeur représente la moyenne * ES, n =15, La comparaison des moyennes

entre les différents groupes de rats est éffectuée par le test t de Student
* (P<0.05) Difference significative entre témoins et diabétiques pour chaque régime
§ (P<0.05) Difference significative entre 1SIO et EPAX
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Fig 32 : Effet du régime EPAX sur les pourcentages en C22; 6n-3 des phospholipide
membranaires des splénocytes T chez les rats témoins et obéses & J30 et J80
Chaque valeur représente la moyenne + ES, n =15, La comparaison des moyennes
entre les différents groupes de rats est éffectuée par le test t de Student

* (P<0.05) Difference significative entre témoins et obéses pour chaque régime
§ (P<0.05) Difference significative entre ISIO et EPAX
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Discussion

* Au cours de la gestation, le diabéte matemel est un facteur de risque trés important

de la suralimentation in utero associé a un hyperinsulinisme responsable d’'un excés

de croissance appelé macrosomie ou obésité foetale (Jones, 2001 ;Schwartz, 2000). o

L’obésité foetale constitue un syndrome de troubles nutritionnels et hormonaux du
développement foetal. De plus, des études ont 'mis en évidence ces demiéres
‘années les conséquences a long terme des perturbations du développement fostal.
La macrosomie fostale constitue un des facteurs de risques de I'apparition de
nombreuses maladies métaboliques a 'age adulte, notamment ('obésité, le diabéte,
Ihypertension et les maladies cardiovasculaires (Dormmer & Plagemann, 1994 ;
Barker, 1995 ; Stanner et al., 1997).
 Ainsi, 'hyperinsulinisme Foetal est associé au développement de lintolérance au
glucose, l'obésité et le diabéte au cours de I'enfance et a l’ége adulte (Domer et al.,
1994 ; Pribylova, 1996 ; Plagemann et al., 1997). Chez l'adulte, ces maladies sont
" caractérisées par des altérations du métabolisme des lipides et des lipoprotéines. De
plus, la sufalimentation a l'age adulte entraine des perturbations lipidiques. Ces
données justifient donc l'intérét que nous portons a ce 'type d’'agression pendant la
vie foetale sachant limportance du métabolisme des lipides au cours des périodes
anté- et néonatale.
La premiére partie de notre travail permet de connaitre les effets & long terme de
I'obésité foetale chez les rats nés de rates rendues diabétiqueé par la STZ.
Les résultats obtenus, comparés a ceux de I'enfant obése né de meére diabétique
insulino-dépendante permettent de mieux suivre I'évolution des modifications du

métabolisme des lipides entrainés par la macrosomie.
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Comme l'effet toxique de la streptozotocine est dose dépendant, nous avons choisi

une dose de 40mg/kg de poids corporel au 5*™Jour de gestation provoquant ainsi ‘

une hypérglycémie moyenne (comprise entre 1.5 et 2.5 g/l). L’hyperglycémie de la
mére entraine chez le fostus une hyperglycémie et un hyperinsulinisme, causes
 majeures de la macrosomie (Pedersen et Oster, 1961; Hill, 1978 ; Stevenson et al,,
1982 ; Berket et al., 1989). Cette maérosomie est le reflet dune croissance
postnatale accélérée, et d'une augmentation de l'adiposité, de masse musculaire et
d’'une organomeégalie généralisée (Hill, 1978 ; Cowett et Shwartz, 1982). |
D’autres pad dans notre étude, nous nous sommes aussi intéressés a l'importance

des AGPI n-3 alimentaires dans 'évolution et la prévention du diabéte chez les rates

‘gestantes diabétiques et leurs progénitures obéses ou macrosomiques. Plusieurs

études ont monfré que les AGPI de la série n-3 exercent des effets anti-
inflammatoires, vasodilatateurs, anti hypertensifs et sont considérés comme des
immunosuppresseurs en plus de leurs actions hypolipémiante et hypoglycémiante
(Lichtenstein, 1998; Harris, 1989). D'autres études ont démontré qu'une
supplémentation de I'alimentation par de I'huile de poisson contenant les AGPI n-3
exergait un effet bénéfique dans la progression des maladies cardio vasculaires y
compris le diabéte et I'obésité.

Nous avons évalué dans un premier temps l'effet des AGPI n-3 (EPA et DHA) sur
I'évolution postnatale du poids corporel, les bilans nutritionnels, les teneurs en
glucose et en insuline, les teneurs en lipides du foie et du tissu adipeux chez les
nouveaux ﬁés obéses dé meéres diabétiques et sur I'évolution dés teneurs sériques
-.en cholestérol total, phospholipides et triglycérides chez les méres au cours de la

gestation et un mois aprés, et chez leurs progénitures jusqu’'a 'age adulte.
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L&IS notre étude, on remarque que le régime EPAX diminue I'hyperglycémie chez -

les rates gestantes diabétiques, ce qui va entrainer une réduction de la prévalence
de la macrosomie chez les nouveaux nés de meéres diabétiques. Dans cette premiére
partie du travail, la discussion sur le métabolisme des lipides est faite chez les méres
diabétiques a J12 et J21 de la gestation et un mois aprés la gestation. En accord
avec plusieurs études (Jones et al., 2001; Sd1wartz et al., 2000 ; Knopp et al., 1986 ;
Shafrir et al., 1982 ;Oh et al., 1988; Gelardi et al, 1990 ; Merzouk et al., 2003), nous
avons observé que le diabéte induit des altérations du métabolisme des lipides chez
 les rates géstantes et leurs progénitures. Durant la gestation et 1 mois aprés la

gestation, les rates diabétiques sous régime 1SIO présentent une augmentation des
| teneurs sériques en TG et CT. Ces résultats sont comrélés a I'augmentation de
synthése et de sécrétion des lipoprotéines observée durant le diabéte gestationnel
(Knopp et al., 1986 ; Shafrir et al., 1982). Chez ces femelles diabétiques, des
concentrations plus élevées en oestrogénes peuvent expliquer augmentation des
TG sériques et hépatiques, puisque les oestrogénes stimulent leur synthése
hépatique (Weinstein et al., 1979, Schaeffer et al., 1983 ). En effet, I'augmentation
des TG sériques s’accompagne de I'augmentation des VLDL. Elle dépend d'une
surproduction hépatique des VLDL et parfois d'un déficit de leur catabolisme. Cette
hypertriglycéridémie est dépendante de Ihyperglycémie, c'est-a-dire que le glucose
en excés dans le sang est transformé en acides gras et friglycérides. De plus,
l'activation directe de la synthése hépatique des VLDL s’associe souvent a un déficit
de I’activité; de la Iipoprétéine-lipase (LPL) chargée de détacher directement Hles
..acides gras des chylomicrons circulants et de les faire entrer a travers la paroi

vasculaire vers les adipocytes et les cellules hépatiques.
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L'augmentation du taux de CT sériques chez les méres gestantes diabétiques du
groupe ISIO est liée a un taux élevé de LDL. En effet, il existe une anomalie
structurale des récepteurs des LDL chez les sujets diabétiques (qui reconnait et fixe
B Fapo Bioo) comme l'ont démontré Brown et Goldstein (2004). Selon la place de
mutation dans le géne du récepteur (Chromosome 19), ce demier est totaIAement ou
partiellement incapable d’'assurer la captation cellulaire des LDL. Normalement le

cholestérol qui entre dans la cellule par cette voie, est libéré dans le lysosome et sert

d'inhibiteur du premier stade de la voie de biosynthése du cholestérol. Si son entrée

est rendue impossible, la synthése endogéne du cholestérol fonctionne sans
limitation et ce cholestérol sort de la cellule pour aller accroitre la cholestérolémie,
déjad rendue anormalement élevée par la stagnation des LDL chez les sujets
diabétiques (Brown & Goldstein, 2004).

Vileisis & OH (1983) et Shafrir et al. ( 1982 et 1987) notent que les teneurs sériques
en TG et en AGL sont augmentées chez la rate gestante diabétique. Ceci entraine
une augmentation du transfert transplacentaire des acides gras vers le foetus.
D’autre part, les activités de la LPL et de la lipase intracellulaire placentaire sont
| élevees chez la rate diabétique, ce qui augmente VI'hydrolyse des TG maternels et la
4captation des AG par le placenta, et par la suite leur libération dans la circulation
footale (Shafrir & Barash, 1987). Ces acides gras sont alors captés par le foie ou ils

contribuent a la synthése des TG. En effet, chez la rate gestante diabétique, les

teneurs sériques en TG et en AGL maternels sont corrélées positivement avec les

teneurs fostales en triglycérides (Goldstein et al., 1985).
Dans notre étude, les nouveaux nés de rates rendues diabétiques par la STZ et
nourris par le régime I1SI0 et EPAX présentent un poids significativement plus élevé

que celui des nouveaux nés de rates témoins nourries paf le régime ISIO et EPAX.
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De plus, ces rats obéses sont hyper glycémiques et hyper insulinémiques a la
naissance. Nos résuitats confirment ceux de Mezrouk et al. (2001, 2003) montrant
que la STZ injectée a la mére au 5°™ jour de la gestation a la dose utilisée n'a pas
d'effet destructeur sur le pancréas foatal. Ainsi 'hyperglycémie maternelle conduit &
une hyperglycémie foetale qui va stimuler les cellules pancréatiques, entrainant une
hyper insulinémie foetale (Oh et al., 1988).
_Cet hyperinsulinisme intra-utérin induit I'augmentation de I'adiposité (Vileisis et al.,
1983). L’insuline, principale hormone anabolisante lors du développement fostal,
stimule la doissance, celle-ci est corrélée avec une augmentation de la synthése
protéique, du glycogéne et de la graisse chez le feetus (Susa et Schawztz, 1985).
Aprés la naissance, ces rats obéses sous régime ISI0 et EPAX maintiennent une
érbissance plus importante jusqu’a la fin de 'expérience, lorsque les rats sont agés
de 3 mois. Ces résultats en accord avec ceux d’autres auteurs (Mezrouk et al., 2001,
2003) qui montrent que le poids élevé des rats obdses & la naissance reste plus
. important celui des rats témoins, jusqu'a 'age adulte. L'excés pondéral est di en
particulier & une augmentation de la masse grasse, puisque le poids relatif du tissu
N adipeux est significativement plus élevé chez les obéses par rapport aux témoins.
: Aprés la naissance, les rats obéses sous régime ISIO et EPAX restent hyper
insulinémiques et hyper glycémiques. D’aprés certains auteurs, les rats obésgs sont
caractérisés par une période de grande sensibilité a l'insuline allant de la naissance
jusqu'a 2 mois de vie post- natale (Oh et al., 1988 ; Gelardi et al., 1990 ; 1991 ;
Merzouk et al, 2001). L’augmentation de la sensibilité tissulaire a I’insQIine est
secondaire au conditionnement de la cellule B pancréatique in utero et la persistance
d’'un nombre élevé de récepteur a I’insdline et de l'augmentation de la fixation de

linsuline aux cellules cibles. Ceci peut expliquer le développement postnatal de
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Fobésité chez les nouveaux nés Aprés I’age de 2 mois, c'est-a-dire aprés
linstallation QB I'obésité,les rats obéses devienﬁent insulino-resistants.

- En Effet, plusieurs auteuré ont mis en évidenée un hyperinsulinisme, associé a une
résistance périphérique a l'insuline chez les rats obéses &gés de 12 semaines (Oh
et al., 1988; Gelardi et al., 1990 et 1991 ). De nombreux travaux, réalisés chez

fhomme, rapportent que ['obésité définie par un excds de masse grasse,

- g'accompagne {rés souvent d'une insulino résistance et de son corollaire,

Fhyperinsulinisme (Reaven, 1988 ; Bjomtorp, 1991).

Chez I’homnﬁe, Finstallation progressive de I'obésité est aussi associée évun état
d’hypersensibilité a l'insuline, et le maintien de I'obésité entraine une résistance a
cette hormone (Delprato et al., 1990; Frayn & Coppack, 1992). De plus,
I'hyperinsulinisme s'accentue avec I'accrbissement de I'obésité (Delprato et al.,
1990).

Dans plusieurs modéles d'obésité (rat Zucker faffa, souris ob/ob), la résistance a
Finsuline est retrouvée et elle est une conséquence du développement de I'obésité
(Dubuc, 1976 ; Sclafani, 1984 ; Connelly & Taberner, 1989).

Les mécanismes imbliqués dans I'insulino-résitance chez 'obése sont compléxes.
L'accumulation progressive des triglycérides dans le tissu adipeux aboutit a une
- saturation lipidique des adipocytes qui deviennent moins sensibles & I'action

-principale de linsuline, a savoir I'entrée du glucose et sa conversion en lipides

(Olefsky, 1977 ; Kissebah et al., 1989). De plus, ces adipocytes montrent non .

seulement une diminution du nombre et de l'affinité des récepteurs a r'insuline, mais

aussi une réduction des activités enzymatiques impliquées dans la conversion du

glucose en AG et en TG (Kissebah et al., 1989 ). Une réduction de l'activité de

Fenzyme acyl CoA carboxylase et une inhibition de la voie des pentoses phosphates
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- sont aussi observées, ce qui diminue la synthése des AG dans les adipocytes déja
trés riche en lipides (Richardson & Czech, 1978 ). Ces mémes mécanismes de
rétrocontrdle de la lipogenése adipocytaire ont été mis en évidence par Gelardi et al.

(1990) chez les rats obéses, ils apparaissent a I'age de 10 semaines. \

De la naissance a I'age adulte (JO ~ J90), chez les rats obéses sous régime ISIO et

EPAX, le poids relatif du foie est similaire & celui des témoins, alors que-célui du

tissu adipeux est significativement augmenté. Ceci souligne le caractére préoooe de
Finstallation de I'obésité chez les rats nourris par le régime ISIO et EPAX comparé 3

leurs témoins respectifs.

De méme, les rats obéses sous régime EPAX présente une diminution du poids

corporel, du poids du tissu adipeux et une réduction des teneurs en lipides du foie et
du tissu adipeux, ainsi qu'une diminution de I'hyperglycémie et de 'hyperinsulinémie
comparés aux rats obéses nourris par le régime ISI0. Ces résultats indiquent l'effet
' bénéfique du régime EPAX. De nombreuses études ont démontré qu'un régime

enrichi en AGPI n-3 induit une variation de la balance énergétique et du poids

corporel entrainant une réduction de I'obésité (Storlien et al., 1987; Cunnane et al.,

1986). Cunnane et al. (1986) ont montré chez la souris ob/ob qu'un régime & base
d’huile de poisson entraine une réduction de gain de poids comparé a un régime
enrichi en AGPI n-6.

- D’autres études effectuées chez le rat ont montré que I'huile de poisson a un effet
bénéfique sur [linsulino résistance, entrainant une prévention totale du
développement de la résistance a Finsuline induite par les régime riches en AGS
(Storlien et al., 1987; Cunnane et al,, 1986., Storlien et al., 1991). De plus, les AGPI

réduisent F'utilisation du glucose périphérique chez les rats (Storlien et al., 1991).
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La constitution de I'obésité dépend de I'apport nutritionnel et du bilan énergétique.

La constitution d'une obésité nécessite un excés d'apport d'énergie par rapport aux
“besoins. C'est la raison pour laquelle nous avons déterminé les bilans nutritionnels

chez les rats obéses.

. Apres le sevrage, la prise alimentaire et paf conséquent I'azote ingéré, ainsi que

I'apport énergétique chez les rats obéses nourris par le régime ISIO et EPAX sont

similaires a leurs témoins respectifé. Ces résultats sont en accord avec ceux de Oh
et al. (1991) qui notent que la prise alimentaire des rats obéses ne différe pas de

celles des téhoins. Ainsi la persistance de I'obésité chez les rats obéses ne semble
pas étre lide A une suralimentation.

Au bilan Bl (du 30*™ au 37°™ jour), qui correspond & la premiére semaine aprés le
sevrage, quand les animaux sont Agés de § semaines, non seulement la prise
alimentaire, mais aussi les pertes azotées et lipidiques sont similaires dans les 2
groupes de réts (obéses e{ témoins) pour les deux régime 1SI0 et EPAX. Cependa;wt,
les rats obéses sont moins actifs que les témoins (notre propre constatation in vivo),
ce qui contribue a la diminution de leurs dépenses énergétiques.

Aux bilans BIl (53*™ au 60%™ j), Bl (60*™ au 67°™ j) et BIV (83*™ au 90°™ j),

malgré une consommation alimentaire (g/j/rat) similaire a celles des témoins, les rats -

obéses du groupe ISIO montrent des pertes azotées et lipidiques plus faibles, ce qui
entraine un BA et un CUD des lipides plus élevés. En effet, éu cours des bilans BII,
Bill, et BIV, 'excrétion de 'azote urinaire est plus faible chez les rats obéses du
groupe ISIO comparés aux témoins. Chez ces obéses, la diminution dés pertes
~ urinaires d’azote peut étre produite par uné augmentation de l'efficacité de synthése

et / ou une diminution de la dégradation des protéines.
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Aux bilans BIlI, Blll et BIV, la diminution du rapport azote urinaire/azote ingéré

indique une meilleure rétention azotée chez les obéses nourris par le régime IS10, ce

qui erj faveur d'une augmentation des synthéses protéiques. Ceci est confirmé par

I'augmentation des teneurs en protéines des différents tissus (Merzouk et al., 2000).

La diminution de l'azote urinaire chez les rats obéses du groupe ISIO eét due

essentiellement & une réduction de Pazote uréique. Dans I'azote urinaire, I'azote

uréique représente la fraction la plus importante. La diminution de I'azote uréique

chez les rats obdses résulte probablement de la réduction de la quantité de substrat

(NH3), issu de la désamination oxydative des acides aminés, ce qui est le signe de ,
leur meilleure utilisation pour les synthéses protéiques.

Les rats obéses du groupe EPAX montrent des pertes azotées plus importantes

comparés aux rats obéses du groupe ISIO, ce qui entraine un bilan azoté (BA), et un

| coefficient d'utilisation digestive (CUD) de l'azote similaires aux rats témoins du

groupe ISIO et EPAX. Aux cours des trois demiers bilans I'excrétion de l'azote

urinaire est plus élevée chez les rats obéses nourris par le régime EPAX comparés |
aux{ rats obéses nourris par le régime ISIO, alors qu'elle est similaire & celle des

témoins ISIO et E‘PAX. Ainsi le régime EPAX enrichi en AGPI n-3 a tendance a

régulariser l'efficacité de synthése et la dégradation des protéines chez: les rats

obéses. |

Au;l( différents bilans nutritionnels, I'azote fécal ne varie pas significativement entre
les }obéses et les témoins pour les deux régime ISIO et EPAX. Cette fraction azotée

|

cor‘#espond a l'azote alimentaire non absorbé mais aussi et surtout a l'azote
1

en&ogéne. Le coefficient d'utilisation digestive de I'azote (CUDy) chez les rats

|

ob(}ses est similaire a celui des rats témoins, quelque soit le bilan nutritionnel et Ie
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mr.égime alimentaire. Ceci montre que les fractions d’azote non absorbé et d'azote

- endogéne restent proportionnelles a Fazote ingéré chez les 4 lots de raté.

Les rats ob&ses du groupe ISIO ont toujours des valeurs plus importantes de BA, ce |
qui confirme leur meilleure utilisation métabolique de l'azote et leur 'meilleure

- capacité de retention azotée. Cependant le régime EPAX enrichi en AGPI n-3 a
tendance a normaliser le BA chez les rats obéses.

Au bilan BI, quelque soit le régime, la digestion des lipides n'est pas perturbée chez
les rats obéses puisque le coefficient d’utilisafion digestive apparente des lipides
(CUD,) est similaire dans tous les lots de rats. Cependant, lors des bilans BIl, Biil et
BV, les lipides fécaux sont plus faibles chez les rats obéses nourris par le régime -
ISIO et EPAX, ce qui augmente les valeurs des CUD,. Chez les rats obéses, |
labsorption intestinale des lipides est donc majorée. Une meilleure efficacité
nutritionnelle (REN) est obtenue alors chez les rats obéses du groupe ISIO et EPAX,
ce qui favorise leur plus forte croissance pondérale.

Ces différents résultats, reliés & Faugmentation du poids corporel et de la masse
a?ipeuse chez les rats obéses, montrent ‘que les deux régimes ISIO et EPAX sont
mieux assimilés et gue leur mise en réserve est augmentée, en dépit d'une
ch)nsommation alimentaire non majorée.

N{os résultats montrent que I'obésité entraine aussi de nombreuses modifications

1
rr,‘étaboliques qui varient selon I'age et le régime alimentaire consomme.
D{]ans cette partie du travail, la discussion sur le métabolisme des lipides est faitei
chez les rats obéses a différentes périodes (JO, J30 et J90), cér les effets de la
nflacrosomie aux différents ages ne sont pas semblables. De plus ces modifications
métaboliques en fonction du temps pour les deux types de régime ISIO et EPAX sont

leffondemént de cette partie de notre travail expérimental.
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A la naissance, les rats ob&ses du groupe I1SIO présentent une augmentation des
TG, ces résultats sont en faveur d'une augmentation de la synthése et de la
sécrétion des TG par le foie. De plus ces nouveaux nés obéses ont des ieneurs
élevés en LDL, HDL, et VLDL (Merzouk et al., 2001):
- Ces résﬁltats vont dans 18 méme sens que ceux obtenus chez les nouveaux-nés
obéses humains (Merzouk et al ; 1999 ; 2060)
L'hyperinsulinisme fostal et I'abondance de substrats provenant de la mére
diabétique sont & l'origine d’'une augmentation de la synthése des apo proteines et
d'une lipogenése exagérée dans le foie fostal (Vileisis & Oh, 1983).
| L'augmentation de transfert placentaire du glucose et des AGL de la rate diabétique
vers le footus, ainsi que I'hyperinsulinisme. fostal peuvent &tre a l'origine de la
stimulation de la production hépatique des TG. Chez les nouveaux nés obéses hyper
glycémiques, le glucose capté par le foie en grande quantité, est soit stocké sous
- forme de glycogéne hépatique, soit dégradé par la voie de la glycolyse et la voie des
pentoses. La dihydroxyacétone phosphate et le pyruvate, produits de la glycolyse,
constituent des substrats pour la synthése des AG et des lipides. La formation du
NADPH par la voie des pentoses est aussi essentielle pour cette synthése.
- Plusieurs auteurs montrent que I'activité des enzymes hépatiques de la glycolyse et
de la lipogendse est élevée chez le fostus hyper insulinémique de rates diabétiques.
(Merzouk et al ; 2000 ; 2002). Chez le rat nouveau-né de mére ISIO diabétique, les
teneurs sériques en CT sont significativement élevées par rapport a leurs témoins.
En effet chez les nouveaux nés, les récepteurs hépatiques des LDL soht fonctionﬁels
Tet jouént un réle important dans la régulation de la concentration sérique en

cholestérol (Durer et al., 1987). La synthdse du cholestérol hépatique peut étre

102



élevée chez le foetus obése, en raison dun excés d’'acétyl-CoA provenant du
glucose et des acides gras. Ceci peut entrainer une diminution de la synthése des
récepteurs hépatiques des LDL avec une réduction de la captation des LDL sériques,
phénomeéne de rétrocontrole destiné a protéger le foie dune surcharge éventuelle en
cholestérol.

Chez le foetus, les HDL représentent la fraction majeure des lipoprotéines, elles

" jouent un role important dans le transport du cholestérol aux différents tissus, aussi

bien chez I'homme (Rossenén et al., 1983) que chez le rat (Argiles & Herrera., 1991 ;

_ Garcia-Molina et al., 1996). L'augmentation du cholestérol peut étre liée a celle des

HDL chez le nouveaux né obése, ce qui refléte certainement des besoins majorés en

cholestérol pour assurer la croissance de ses différents tissus, sachant que la

- majorité des tissus sont hypertrophiés chez le foetus hyperinsulinémique obése (Hill.,

1978).
A J 30 et J 90, les anomalies présentent & la naissance persistent et s’aggravent.
L’augmentation des teneurs sériques en TG et CT chez les rats obése d\u groupe
I1S10 peut étre due a une augmentation de leur synthése hépatique. L’association de -
Ihyperinsulinisme et 'hypertriglycéridémie a été bien établie chez 'lhomme et chez le
rat. L’hyperinsulinisme chez les sujets obéses ou diabétiques non insulino- |
dépendants est & chaque fois lié & une surproduction hépatique des VLDL (Tomkin &
Owens, 1994 : Taskinen, 1997). Steiner et al. (1984) montrent que le taux de“ '
sécrétion des TG par le foie est élevé chez les rats rendus hyperinsuliniques par} |
injection sous ~cutané d'insuline. Chez le rat obése Zucker (faffa), I'hyperinsulinisme -
est aussi associé a une surproduction hépatique des TG et des VLDL (Schonfeld et
al.‘, 1974; Boulange et al .,1981). A J90, les rats obéses répondent & Faugmentation

de la lipogenése hépatique par une augmentation de la production des triglycérides
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et par la suite des VLDL. Cependant, ce processus n'est pas suffisant pour prévenir
'accumulation des \Iipides hépatiques (stéatose hépatique) chez les rats obeéses. De
plus, I'augmentation de l'activité de 'enzyme triglycéride lipase hépatique (HTGL)
peut permettre de majorer la captation des AG par les hépatocytes, aprés hydrolyse
des PL et des TG des lipoprotéines, contribuant aussi a I'élévation des lipides
hépatiques chez les ocbéses adultes.

A J90, les rats obéses ISIO ont des concentrations élevées en CT. Il a ét6 démontré
que cette augmentation est le reflet de 'augmentation des HDL,, dont la composition
est modiﬁéé (Merzouk et al., 2000). Les travaux de COHN et al. (1987) sur les rats
~ géneétiquement obéses (SHR-N) montrent qué les HDL circulantes sont élevées avec
M une augmentation de leur contenu en apos, en cholestérol, en TG et en PL. Ces
résultats vont dans ie‘méme sens que ceux obtenus dans notre travail chez les rats
obéses adultes consommant le régime ISI10. ‘

Aprés avoir observé que le régime EPAX enrichi en EPA et DHA diminue la
 prévalence de I'obésité, nous avons constaté qu'il induit aussi la régula_tidn des
anomalies lipidiques observées chez les méres gestantes diabétiques et leurs
progénitures obéses. En effet, le régime EPAX inddit une diminution significative des
teneurs sériques en TG chez les méres gestantes diabétiques au cours et aprés la
gestation ainsi que chez les nouveaux nés obéses debla naissance jusqu'a l'age
adulte. Cette réduction des TG sériques est la conséquence de la réduction des TG
hépatiques. Les études effectuées chez 'homme ainsi que chez des modéles
expérimentaux ont aussi démontré que la diminution du téux de triglycérides
plasmatiques est la conséquence de la diminution de synthése des TG hépatiques

(Lichtenstein at al., 1988; Harris, 1989; Nassar et al., 1986; Sanders et al., 1985;

Wong et al., 1985).
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Dans notre étude, nous avons aussi observé que le régime EPAX riche en EPA et
.DHA a un effet hypocholestérolémiant chez les meres diabétiques a J12 de la -
gestation, ainsi que chez les nouveaux nés obéses a différentes périodes de la vie. |
L’effet hypocholestérolémiant des AGPI n-3 est accompagné par une diminutibn du
cholestérol hépatique suggérant une diminution de synthése du cholestérol ou une
augmentation de son excrétion dans la bile. En effei, il a été démontré que l'huile de
poisson induit des variations du métabolisme de cholestérol dans le foie des rats
conduisant & une augmentation de son excrétion biliaire (Smit et al., 1991).
Les | études épidémiologiques ont démontré la diminution de [lincidence des
pathologies inflammatoires chez les Japonais et les esquimaux de Groenland. Ceci
est attribué a une grande consommation de poissons de mer froide riches en AGPI

n-3 (Jolly et al., 1997, Miles et Calder., 1998; Roberts et al.,1998 ; Wesly et al,
1998). En outre, il a 6té démontré que les AGP! n-3 exercent des effets curatifs dans
certaines maladies auto-immunes comme la polyarthrite rhumatoide et la sclérose en
plaque (Bittiner et al.,1988; Kremer et al., 1987) car ces pathologies sont

caractérisées par la présence des celiules T activées et des cytokines dans la
circulation ( Merrill et al., 1984 ; Wolf et al., 1988), et dans les tissus endommagés
(Kontinnen et al., 1987; Barker at al.,v 1991). Les effets des AGPI n-3 sur les
fonctions des lymphocytes aprés stimulation mitogénique ont été conséquents chez
les huméins et les animaux, démontrant une suppression lymphocytaire (Calder,
1995 ; 1999).
Un régime a base d’huile riche en AGPI n-3 induit une diminution de prdduction
d'interleukine (IL), IL-1, IL-6 et de TNFa par les macrophage péritonéaux{n'!urins'
(Yaqoqb et calder, 1993). Plusieurs auteurs ont étudié le statut immundlogique chez

' les méres gestantes diabétiques et I'impact du diabéte sur le systéme immunitaire de

105



lymphocytes au repos et non activés. Dans ce cas, les lymphocytes déja activés
chez les diabétiques répondent peu a l'effet de la Con A et leur prolifération in vitro
~ est faible comparée a celle des lymphocytes des sujets témoins. EnAeffetA, plusieurs
auteurs notent un pourcentage élévé de lymphocytes-T activés chez }I'es diabétiques
(Hoffman et al., 2001 ; Peterson et al., 1999). Ainsi, nous pouvons présumer qué la
prolifération des cellules T altérée in vitro est due au faite que dans ces pathologies,
les cellules des rates diabétiques gestantes et de leurs nouveaux nés sont ‘déja
activés in vivo. Des résuitats contradictoires sont notés par certaines études qui ont
démontré qye la réponse_. des lymphocytes T aux mitogénes, ainsi que la sécrétion
des cytokines sont élevées chez les enfants obdses de méres diabétiques (EI
Moha‘ndes.et al., 1982) comparés a leurs témoins. Cependant, notré hypothése peut
étre soutenue par les observations de plusieurs auteurs qui ont démontré une
augmentation significative dans le pourcentage des lymphocytes activés in\ vivo chez
- les rats diabétiques (Peterson et al., 2002 ; Stentz et al., 2000) et chez les hommes
diabétiques (Bansal et al., 1993). De méme, la présence de lymphocytes gdivés a
été trouvé chez les nouveaux nés de méres gestantes atteinfe de diabéte de type | et
de type I (Di Mario et al., 1987). De plus, Ieé nouveaux nés de méres diabétiques -
~ notent une réduction significative des cellules NK indiquant ainsi un déficit de
Fimmunité naturelle a Ia naissance (Lapollé etal., 1997 ; Lapolla et al., 1999).

La plupart des études ont indiqué que la prolifération des cellules T était initiéé
exclusivement par la production des IL-2 et par conséquent I'expression de son
récepteur membranaire IL-2R (Canterell et al., 1984 ; Smith., 1988). Un déficit dans
I'expression de leur récepteur peut aboutir & une réponse proliférative basse. |
Nos résultats montrent que le taux circulant d’ IL-2 est éievé chez les rates gestantes

diabétiques a J12 et J 21 de la gestation ainsi que chez leurs nouveaux nés obéses.
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D'autres études ont trouvé les mémes résultats chez les diabétiques (Mc Carty,
1999). L'hyperglycémie du diabéte est un facteur favorisant la synthése
d'interleukine IL-2 et IL-6 par I'endothélium (McCarty, 1999). Ces interleukines
stimulent la croissance et la différenciation des lymphocytes, et augmentent la
synthése hépatique du ﬁbr'inogéne, constituant ainsi des facteurs de risque de -
complications vasculaires au cours du diabéte et 'obésité. L'augmentation des LDL
sériques favorise la prolifération des cellules musculaires lisses et des fibroblastes,
Factivation des plaquettes, des Iymphocytes et des macrophages au niveau
vasculaire (Colwell, 1993). L’augmentation des fibroblastes entraine une libération |
~ plus importante d'interférons qui stimulent la synthése des cytokines et la
prolifération des lymphocytes. D'autres part, les interférons amplifient le‘processus
d'auto-immunité du diabéte de type | (Weigent et Blalock, 1989). L’activatiqn des
plaquettes induit la libération de facteurs de croissance comme le PDGF (platet |
derived growth factor) qui stimulent I'action des interleukines et de's Ieucotriéﬁes.

A Pheure actuelle, il est bien établi qu'il existe une corrélation entré la sécrétion de
cytokines proinflammatoires tels que les IL-2 et IL-S et la destruction des cellules
pancréatiques par l'insuline (Rabinovitch; 1999). En effet, les cytokines participent &
Ié diabétogénése, en favorisant la recrutement et lactivation des cellules-T CD4",
des macrophages et des cellules dendritiques (Rabinovitch, 1999). Chritianson et al. -
(1993) ont démontré que pour l’apparition‘ de symptomes diabétiques chez la souris
NOD (non obése diabétique), Iactivation des cellules-T CD4* et CD8' est
indispensable. Selon Katz et al. (1993), les cellules CDB*‘sont impliquées dans le
relargage des auto-antigénes membranaires dans le milieu extracellulaire. Par
ailleurs, les celiules CD4* sont responsables de l'auto-destruction des cellulevs B

lorsque les autoantigénes sont présentés par les cellules présentatrices d’antigénes
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(CPAg). La différenciation de cellules ~T CD4" de phénotypes Tx0 vers le phénotype
Tw2, au lieu du phénotype Ty1, peut jouer aussi un role primordial dans l’indﬁction du
diabéte chez la souris NOD (Serreze et al., 1994). Les cytokines tel que les IL-2 sont
responsable pour cibler les cellules B et entrainer leur destruction par apoptose
~ (Amrani et al., 2000).

Il a été récemment établi que les AGPI n-3 régulent les fonctions des cellules

immunocompétentes : les AGPI n-3 sont des immunosuppresseurs (Harbige, 1998).

~Dans notre étude, nous avons constaté que le régime AGPVEPAX enrichi en EPA et

DHA augménte significativement la prolifération cellulaire induite par la ConA chez
" les rates gestantes diabétiques et leurs progénitures obéses comparées aux rats
diabétiques et obéses sous régime ISIO. On note aussi que ce régime a tendance a
normaliser la prolifération cellulaire. D’autres part, le résuitat sur le dosage de I'lL-2
- montrent que le régime AGPI/EPAX inhibe la sécrétion d'IL-2 par les spénqcytes T
de rates gestantes diabétiques et les nouveaux nés obéses. Les effets du régime
sur la sécrétion d’lL-2 sont & mettre en relation avec ceux du TTL, vu que l'lL-2 est
une cytokine qui stimule Ia prolifération celldlaire. Ces données corroborent plusieurs
études précedentes qui ont prouvé que la ‘prolifération des lymphocytes, ainsi que
Iéms activités cytotoxiques, diminuent suite a un régime enrichi en AGPI n-3
(Locniskar et al., 1983 ; Calder et al., 1995 ). Jeffery et al.(1996) rapporteni que chez
des rats nourris avec un régime enrichi en EPA et DHA, l'effet immunossuppresseur
| est marqué v’par une. diminthion de la production des lymphocytes actifs et de l’acti\;ité
_Iytique NK (natural Killer). Ces modifications sont associées & un changement de la
composition en acides gras des membranes des lymphocytes (Jeffery et al., 1996 ;
Yaqoob et al., 1995.). Le nombre de récepteurs a 'lL-2 est un facteur déterminant de

la prolifération lymphocytaire aprés [activation antigénique. Ce nombre de
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récepteurs a I'lL-2 & la surface des lymphocytes eét réduit par les AGPI n-3 (Yaqoob
et al., 1995).

Les lymphocytes de la rate jouent un role central dans linitiation, la régulation et les
fonctions effectrices du systéme immunitaire. Des changements dans la composition
de la membrane peuvent altérer sa fluidité, la distribution des récepteurs et par
conséquent la fonction des cellules. Les altérations des réponses immunes dans

I'état du diabéte peuvent étre attribuées en partie a I'induction de ce dernier dans les

~ altérations du métabolisme des AGE. Les AGE et leurs dérivés (familles n-6 et n-3)

présentent de nombreuses et trés importantes propriétés biologiques qui expliquent

~ leur importance nutritionnelle. Certains servent non seulement a I'élaboration des Pl

des membranes cellulaires, contribuant a la fluidité membranaire et régulant les
activités des protéines membranaires intrinséques (Christon et al., 1988 ; Leger et
al., 1989), mais aussi constituent les substrats pour la lsynthése des eicosanoides |
dorigine = microsomale | (endobéroxydes, prostaglandines, = thromboxanes,
prbstacyclines et Ieucbtriénes) qui jouent de nombreux rble‘ physiologiques et qui
sont impliqués dans difféféntes pathologies (Spector et al., 1988). Ainsi, toute
perturbation de la composition en AG des lipides sériques peut entrainer des
altérations métaboliques et modifier le fonctionnement des membranes cellulaires et

intracellulaires.

~ Les rates gestantes ISIO diabétiques et leurs prpgénitures obéses a J 30 et J 90

présentent une diminution du pourcentage de C18:2n-6, associée a une
augmentation du pourcentage C20 : 4n-6 dans les phospholipides membranaires des
lymphocytes de la rate, ce qui est en faveur d'une élévation de la con\(ersioh
microsomale du C18 : 2n-6 en C20 :4n-6, suite a I'action de A6 et A5 désatufrase et

des élongases. L'insuline stimule les activités des désaturases, probablément en
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augmentant la synthése de ces enzymes (ECK et al., 1979). De plus, les teneurs en
C20: 5n-3 et C22: 6n-3 dans ces phospholipides membranaires sont diminuées
chez les rates gestantes I1SIO diabétiques et leurs progénitures obéses a J 30 et |

J 90, ce qui peut étre di a une augmentation de I'utilisation de ces acides gras par

les rates gestantes diabétiques et par les rats obéses. Il a été démontré que le tissu
adipeux chez les rats obéses accumule une grande quantité dAGPI, et le dépot
d’AGPI de la série n-3 dans le tissu adipeux dépasse largement celui des autres

| tissus (Innis, 1991). L'excés du tissu adipeux chez les rats obéses hyper insuliniques
“peut augmenter I'accumulation du C20 : 5n-3 et C22 : 6n-3 dans ce tissu, ce qui
diminuerait leurs teneurs dans les phospholipides membranaires de la rate.

Nos résuitats montrenf clairement que les acides gras ne sont pas représentés de la
méme fagon chez les animaux témoins et chez les animaux nourris avec un régime
AGPI/EPAX. En effet,} I'EPA et le DHA non détectable dans les lymphocytes de rats
sous régime ISIO, sont présents en quantité significative chez les rates gestantes et
leu.rs.prbgénitures maintenus sous le régime AGPIIEPAX. Ainsi, 'EPA et le DHA ont
été significativement incorporés aux lipides membranaires des splénocytes des rates
~ diabétiques gestantes et leurs progénitures. Plusieurs hypothéses peuvent étre |
. émises pour expliquer le mode d’action de ces AGPI exogénes. lis peuvent participer
a la production d'eicosanoides de la série n-3 aYant des actions biologiques
différentes de ceux de la série n-6 normalement produits a partir de lacide
arachidonique (Fitzgerald et al., 1989). Il est possible qu'ils participent dans la
composition du diacyliglycérol (DAG), composé clé lors de la transduction du signal :
conduisant & P'activation cellulaire T. Nos résultats comoborent les résultats de
Triboulot et ai. (2001), et d’autres qui ont également signalé que les acides gras n-3.

sont significativement incorporés aux phospholipides membranaires ptasmatiques et
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par conséquent modulent Pactivation des cellules T (Fan et al., 2003). Enfin, 'EPA ét
le DHA pourraient moduler la signalisation calcique.

Dans toutes les cellules, le calcium ionisé est stocké dans le réticulum
endoplasmiqué (RE), les mitochondries et également, dans un compartiment dit
-« pool cytoéolique ». | |

_Puisque, a I'état de repos, la concentration intracellulaire du ca®*, [Ca®']i, est trés
faible, des petites augmentations des flux du Ca**, notamment au niveau de la
* membrane plasmique ou de la membrane du RE, entrainent des variations a la fois
trés importahtes et trés rapides du taux de calcium intraceliulaire (Khan et ‘al., 1995 ;
Khan et al., 1996). Ceci explique pourquoi le Ca®* est utilisé comme signal
intracellulaire, notamment dans des fonctions biologiques 'telles que le transport
intracellulaire (Khan et al., 1993) et I'activation des cellules T (Khan et al.,, 1995 ;
Khan et al., 1996). Les AGPI n-3 modulent la [Ca®']i dans les cellules-T humaines |
(Bonin ot Kﬁan., 2000). Ainsi, 'EPA et le DHA augmente le [Ca?']i & partir des pools
intracellulaires et extracellulaires, en ouvrant des canaux CRAC (Ca®-release
activated Ca**-channels).

L'importance dés AGP| dans 'homéostasie calcique intracellulaire des cellules -T
diabétiques n'est pas encore totalement étudiée. De nombreux sujets diabétiques |
présentent des anomalies de 'homéostasie calcique intracellulaire. Nos résultats
montrent que la [Ca®']i est inférieure dans les splénocytes —T de rates gestantes
ISIO diabétiques et leurs progénitures obéses a J30 et J90 en comparaison avec
leurs témoins respectifs. Ceci peut étre mis en relation avec des études précédentes
montrant une implication de dysfonctionnement du systéme immunitaire et en
particulier des cellules-T dans la pathologie du diabéte et de I'obésité (Rabinovitch, -
1999). Le régime EPAX enrichi en EPA et DHA augmente significativement la [Ca?i
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basale les rates gestantes diabétiques et leurs progénitures obéses a J30 et J90 en
comparaison avec les rates gestantes IS0 diabétiques et leurs progénitures . Ces
résultats sont en accord avec une étude qui a montré que I'augmentation de la
concentration en [Ca®']i peut étre corrélée avec une baisse de la glycémie (Henquin,
1979). Ceci pourrait s’expliquér par le fait que contrairement & nous, ils ont déterminé
la concentration en calcium en utilisant un spectrofluorométre a une seule longueur
d'onde 340nm alors que nos mesures ont été effectuées a deux longueurs d'onde
340 et 380nm pour plus de précision. D’autre part, certains auteurs ne constatent
pas de diff'érence‘ au niveau de la concenfration en calcium libre basale des
lymphocytes-T de rats diabétiques et normaux (Bonin et al., 2000).

Dans les cellules-T, une augmentation biphasique de la concentration en calcium
intracellulaire [Ca®'[i, est induite par la liaison d’antigénes aux récepteurs de cellules-
T.

D’aprés le modeéle capacitatif de Putney (1997) (Figure 5 dans la partie resultats), le
calcium est d'abord libéré dans le cytosol a partir des réserves intracellulaires
(principalement le RE) puis relargué dans le milieu extracellulaire. Les cellules T
assurent le remplissage de leurs pools calciques préalablement vidés, via I'ouverture
de canaux calciques dits canaux CRAC. L'augmentation de la [Ca®']i constitue le
signal essentiel du déclenchement de la prolifération et de la différenciation

cellulaire-T (Lewis et Cahalan, 1995 ).

Afin de déterminer les modifications du pool calcique chez les rates gestantes
diabétiques et leurs progénitures obéses, nous avons utilisé la Fura-2 pour mesurer
augmentation de la [Ca®]i. Nous avons aussi utilisé divers agents mobilisant Ié
calcium-intracellulaire via des voies cellulaires différentes. Ces agents sont la.

thapsigargine (Tg) et l'ionomicyne.
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La Tg conduit & une augmentation de la [Caz*]i en inhibant la pompe Ca**ATPase du
RE. Nous avons constaté que l'augmentation de la [Ca®']i est supérieure pour les
splénocytes-T des rates gestantes ISIO diabétiques et les rats obéses & J30 et J90O
en comparaison avec leurs témoins respectifs. Ainsi, il est possible que le pool du
RE contienne une réserve calcique plus importante chez les rates diabétiques
gestantes et chez les rats obéses, ou alors que le calcium libéré conduise & la
libération de seconds messagers qualitativement et quantitativement différents de
ceux produits chez les rats témoins.

Dans le milfeu 0% calcium, les rates gestantes ISIO diabétiques et les rats obéses a
J30 et J90 montrent une augmentation significative de la [Ca®]i induite par la Tg.
Cette augmentation vient exclusivement du pool du RE, et éucun influx ne peut se
produire en absence du calcium dans le milieu extracellulaire (Grynkiewics et al.,
1985).

Ces résultats démontrent que la signalisation calcique des splénocytes-T est altérée

durant le diabéte gestationnel et la macrosomie. Dans notre étude, nous avons

observé de_petites mais significatives augmentations de la [Ca®']i dans les cellules-T.

En effet, ces petites augmentations dans la [Ca®']i sont cruciales pour I'activation des

- cellules —T. Cependanit, Li et al. (1998) ont prouvé que Ies\oscillations de caicium qui

induisent de petites mais significatives augmentations dans Ia’[Ca’*“]i pendant des
périodes de 100 secondes sont suffisantes pour activer les facteurs trénscriptionelé

au niveau des cellules —T humaines.

- Le régime EPAX enrichi en EPA et DHA diminue significativement I'augmen_tation du .

[Ca®']i induit par la Tg chez les rates gestantes diabétiques et les rats obéses.

Le mécanisme d’action de FEPA et le DHA dans la modulation de I'homéostasie

~intracellulaire du calcium n'est pas bien élucidé. Cependant, notre étude peut étre
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justifiée en partie, par les résultats d’'une étude récente qui a démontré qu'un régime
enrichi en EPA et DHA a exercé non seulement des effets antinéoplasmiques, mais
aussi une diminution de 'augmentation dans la [Ca®}i induite par la Tg dans les
cellules cancéreuses (Calviello et al., 2000).
~ En outre, il a été démontré que l'addition in vitro de 'EPA et le DHA peut de maniére
significative diminuer I'augmentation du [Ca®'Ji induit par la Tg (Bonin et al., 2000):
"*'Cependant, le mécanisme d'action de Penrichissement des phospholipides des
cellules-T par les AGPI in vivo peut étre expliqué sur |a base des études récentes
~ qui ont déinontré que lincubation des cellules-T avec les AGPI méne au
déplacement de la protéine tyrosine kinase de la famille Src & partir de lipides
membranaires parallélement & l'inhibition de la réponse de calcium (Zeyda et al.,
2002). :Les Src kinases sont. attachées a la couche cytoplasmique de domaines
détergent-résistants de la membrane (DRM), saturés par des parties d'acyls
- (myristol, palmitoyl) (Stuling et al., 1998). Le degré élevé de linsaturation par les
AGPl dans les lipides de DRM pourrait .entrainer des modifications de la couche
inférieure des lipides et par conséquent exclure la protéine tyrosipe kinase de la
famille -Src des domaines membranaires (Stuling et al., 2000).
Ceci pourrait étre le mécanisme par lequel les AGPI agissent sur la modulation de la |
- signalisation des cellules—T. Puisque I'action de la Tg dans le milieu 100% ca*
montre une réponse élevée de la mobilisation du calcium, il a été suggéré que l'influx
de calcium puisse étre également modifié chez les rates gestantes d%abétiques et
leurs progénitures obéses.
L’ionomycine induit également I'élévation de l'augmentation de [Caz‘]i,dans les |
cellules-T des rates gestantes ISIO diabétiques et les rats obéses & J30 et J90 en

comparaison avec leurs témoins respectifs. Nos résultats sont en accord avec ceux
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d’Ebata et al. (1991) qui ont démontré I'augmentation de la densité dés canaux
’calciques chez les rats diabétiques. De méme, I'augmentation de [Ca®']i, induit par
Fionomycine est significativement plus élevée chez les rats obéses sous régime ISIO
comparés aux témoins du méme groupe. Le régime EPAX réduit significativement
‘I."augmentation de [Ca®'}i induite par I'lonomycine chez les rats obéses .

Ces demiers résultats permettent de conclure quau niveau de P'homéostasie
calcique, c'est le fonctionnement des canaux calciques qui est modifié ainsi que le
pool du RE qui est altéré chez les rates diabétiques au cours de la gestation ett chez
les rats obéées.v De plus, nous avons constaté que le régime EPAX est capable de

restaurer cette modification chez les animaux diabétiques et obéses.
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CONCLUSION

Le Diabéte provoqué expérimentalement chez le rat, entraine des modifications du'
métabolisme des lipides et des altérations du systéme immunitaire, a la naissance et
a l'age adulte.

Nos résultats mettent en évidence que le métabolisme des lipides, la prolifération
des lymphocytes T, la sécrétion d'interleukine-z, la composition en acides gras des
phospholipides membranaires, et 'homéostasie calcique des splénocytes-T des
rattes gestantes nourris par le régime ISIO et leurs nouveaux nés sont profondément
perturbés par le diabéte.

Les profils lipidiques, et immunologiques chez les méres gestantes I1SIO_diabétiques
sont différents de ceux des méres témoins. Les méres gestantes ISIO diabétiques
présentent des teneurs sériques élevés en TG, CT. La prolifération lymphocytaire
stimulée par la Con A diminue significativement chez les méres pendant et aprés la
gestation due au faite que pendant le diabéte, les cellules sont déja activées in vivo
par contre le taux circulant d'lL-2 est élevé en relation avec I'hyperglycémie qui est
un facteur favorisant ia synthése des interleukines (IL-2). Les rattes gestantes I1SIO
diabétiques présentent une diminution du pourcentage de C18:2n-6 associé une
augmehtation du pourcentage C20 : 4n-6 dans les phospholipides membranaires des
splénocytesT, de plus les teneurs en C20 :5n-3 et C22: 6n-3 sont diminués. Nos
résuitats montrent aussi que la [Caz’]i basale est diminuée dans les splénocytes-T
des rattes gestantes ISIO diabétiques. Cependani, I'utilisation d’agents mobilisant le
~ calcium intracellulaire via des voies cellulaires différentes tels que la Tg et
- lionomycine dans des milieux a 0 et 100% Ca** montrent que la sigﬁalisation
calcique des splénocytes-T est altérée durant le diabéte gestationnel et aprés la

gestation.
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L'utilisation d'un modéle animal, le rat obése né de ratte rendue diabétique par la
streptozotocine consommant le régime ISIO permet d'établir définitivement que
'obésité footale est associée A des troubles du métabolisme et a un
dysfonctionnement du systéme immunitaire, non seulement & la naissance (JO) et
aprés 1 mois de vie post-natale (J30), mais aussi et surtout a age aduite (J90). En ’
effet, les rats nouveaux-nés obéses de meéres ISIO diabétiques montrent un
" hyperinsulinisme, une hypeﬂipidémie‘ qui sont en faveur d'une stimulation de la
lipogénése in utéro. Ces rats obéses maintiennent une croissance accélérée et un
excéds du tissu adipeux jusqu'a 3 mois de vie. Il apparait que le fa‘;:teur primaire
d’induction de I'obésité est la suralimentation subie in utero. Cependant, la
persistance de cette obésité n'est pas liée & une augmentation de la consommation
alimentaire post-natale, mais plutét & une meilleure utilisation des nutriments et a
une augmentation de la capacité de mise en réserve. De plus, des modifications
immunologiques similaires & ceux des méres gestantes diabétiques sont observées
a chaque témps de I’expérimentation chez les rats obéses consommant le régi}né’
_IS10. Toutes ces perturbations semblent étre liées initialement & une plus grande
sensibilité des tissus a l'insuline acquise in utero. Cette sensibilité a l'insuline parait
diminuer progressivement, puis s'installe une résistance a l'insuline. La majorité des
troubles lipidiques et immunologiques chez les rats obéses adultes sous régime ISIO
peuvent étre rapprochés de ceux observés chez leurs méres ISIO diabétiques :

Dans notre étude, nous avons aussi élucidé l'effet in-vivo d’'un régime énrichi en
AGPI (n-3), DHA et EPA sur le métabolisme lipidique et sur la modulation du
systéme immunitaire chez la ratté gestante diabétique, et ses nouveaux-nés. Ces
AGPI sont considérés comme des immunosuppresseurs. Nous avons déterminé

l'effet de ce régime sur les troubles glycémiques et lipidiques ainsi que sur la
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prolifération cellulaire, la sécrétion des IL-2, 1a composition en acides gras des
phospholipides membranaires et 'homéostasie calcique des splénocytes-T des
rattes diabétiques au cours et aprés la gestation ainsi que chez leurs progénitures
obéses. Le régime EPAX enrichi en EPA et DHA diminue I'hyperglycémie chez les
‘ Mrattes gestantes diabétiques ce qui va entrainer une réduction de la prévalence de
Pobésité chez leurs nouveaux nés. Ce régime induit également la régulation des
“anomalies lipidiques entrainant une dirﬁinution des TG et CT plasmatiques
conséquence de leur réduction au niveau hépatique. Le test de transformation |
Iymphoblastique—T révéle une inhibition de la prolifération induite par la concavaline-
A et de la sécrétion d’interleukine-z‘ des splénocytes-T de rattes gestantes
- diabétiques nourris avec le régime EPAX comparés a ceux des témoins. L'analyse
da la composition en acides gras des phospholipides des cellules-T montre une
substitution de I'acide arachidonique par les acides gras de la série n-3 (EPA, DHA)
chez les animaux nourris avec le régime EPAX. Nous avons égalemeht observé que
'homéostasie calcique intracellulaire est modifiée et a tendance & se normaliser chez
les rattes diabétiques au cours et apres la gestation.

Les nouveaux nés obéses de méres EPAX diabétiques présentent une diminution du
poids corporel, du poids du tissu adipeux et une réduction des teneurs en lipides du
foie et du tissu adipeux ainsi qu’une diminution de la glycémie et de
Ihyperinsulinémie. Nos résultats mettent aussi en évidence les effets
immunosupprésseurs des AGPI de la famille n-3 et par conséquent l'importance de
leur ingestion au cours de lobésité, ou comme prévention contre ce type de.
pathologie. Les résultas sur la prolifération cellulaire induite par la ConA, le dosage
de I'lL-2 , la composition en acides gras des phospholipides membranaires, et

'homéostasie calcique chez la progéniture obése nourris par le régime EPAX sont
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similaires a ceux de leurs méres diabétiques nourris par le régime EPAX et ceci a
chaque temps de 'expérimentation (J30 et J90). |
‘Toutes ces données tendent 2 prouver que les troubles nutritionnels
(suralimentation) in utero prdvoquent des déviations de la croissance (obésité)
associées a des altérations hormonales, métaboliques et immunologiques a l'origine
d'une prédisposition & certaines maladies métaboliques & I'dge adulte‘ (obésité,
diabate, atherosclérose).
C'est dire tout l'intérét d’identifier les femmes enceintes a risque comme Ies:femmeé
diabétiques.. Dans ce cas, il est nécessaire de réaliser un bon controle du diabéte et
du poids des méres avant et pendant la grossesse afin de diminuer la prévalence de
fobésité foetale. De plus, un contrile méfabolique rnigoureux est chez toute femme
enceinte diabétique nécessaire, car les effets délétéres pour la descendance,
engendrés par le diabéte maternel, ne sont pas limités a la période foetale ou
néonatale, mais persistent a 'age adulte.
De plus, un suivi des nouveau-nés qbéses est nécessaire dans le but de voir si les
perturbations lipidiques et immunologiques persistent ou non. Ceci permettra un
dépistage plus précoce des risques métaboliques, et nécessitera une prise en
charge nutntionnelle dés le jeune age.
Néanmoins, des approches nutritionnelles utilisant un supplément d’acides gras dans
les pathologies comme le diabéte et I'obésité soit en thérapie complémentaire soit
comme thérapie alternative sont potentiellement trés importantes, car la régulation
de P'expression génique, la production des eicosanoides et des cytokines, {'action
des enzymes antioxydantes et les paramétres lipidiques et glucidiques sont tous des

mécanismes par lesquels les AGPI de la famille n-3 peuvent exercer des effets
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favorable sur le systéme immunitaire, les maladies auto-immunes et les anomalies

métaboliques.
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Dosage Elisa de l'insuline
On prépare ce dosage la veille de la 2°™ séance.

Protocole

Décongeler les échantillons (culots, plasma et gamme)

- On utilise une plaque 96 puits.

1. Revétement des puits : 100 pl d'insuline a 1 mg/ml dans un tampon
carbonate (Tc), dans les puits des lignes A, B, C, E, F, G, d'une plague de
microtitration (immuno 96 F - type I-NUNC, Kamstrup, Danemark).

Incuber la plaque 1 nuit & 4°C.

2. Les échantillons contenant l'insuline a doser et l'antisérum (anti insuline
bovine de cobaye diluée dans Ts 1/50000) sont mélangés, dans un tube en
verre, volume a volume (200 pl/200 pl) et incuber 1 nuit a 4°C.

24" séance

3. Sortir la plaque du réfrigérateur. Faire 2 lavages (liquide de lavage dans la
pissette) de 3 a 5 min.

4. Saturer les sites par 200 yl de Ts.
Incuber la plaque 1h a 37°C.
5. Faire 2 lavages (a la pissette) de 3 a 5 min.

6. Déposer

¢ 100 pl de Ts dans les puits de la colonne 1 (=blanc)

¢ 100 pl danticorps dilué 1/5000 dans les puits de la colonne 2 (=0
insuline)

¢ 100 yl du mélange antigéne-anticorps en concentrations croissantes
colonnes 3 a 12 en utilisant le schéma suivant.

Les lignes A, B et C servent au dosage de la gamme d'insuline et le plasma, les
lignes E, F et G pour l'insuline dans les culots.

1 12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

'A | Ts | alns | 0.0001 [ 0.0001 | 0.0005 | 0.0005 | 0.001 { 0.001 | 0.005 | 0.005 | 0.01 { 0.01

B |Ts | alns | 0.05 0.05 0.1 0.1 0.5 0.5 1 1 5 5

C|Ts|ains |10 10 50 50 100 100 | Pl Pi Pl Pl

1/10 | 1/10

D

E|Ts|alns |0 0 10 10 20 20 30 30 40 | 40

F [Ts|ains | 50 50 60 60 70 170 80 80 90 |90

G |Ts|alns | 100 100 200 200 300 | 300 |400 400 500 | 500

H




Incuber la plaque 1h a 37°C

7.
8.

Incuber la plague 45 min & 37°C & I'abri de la lumiére.

. 9.

10.

.

12.

Faire 3 lavages (a la pissette) de 3 8 5 min.

Incuber avec le second anticorps (anti IgG de cobaye marqué a la

péroxidase) 100 ul d'anti-IgG dilué 1/2000 dans Ts dans tous les puits sauf
lignes D et H

Faire 3 lavages (a la pissette) de 3 4 5 min.

Révélation enzymatique, ajouter 100 pyl d'OPD dans tous les puits, sauf
lignes D et H, attendre 15 min a I'obscurité.

Arrét de la réaction par 50 ul d'H2S04 2.5 M/l
Lecture de la plaque avec un filtre & 492 nm, ou bien transférer 100 pl dans

une micro cuve, ajouter 900 ul d'H2S04 0.6 M/L et lire au spectrométre a
492 nm. Utiliser la colonne 1 pour faire le 0 de lecture.

Solutions
Tampon d’homogénéisation (Th)

NaCl
CaCi2

150 mM PM=58.44 8.766 g/L
1 mM PM=147.44 (2H20)1.474 g/L

TrisHCL . 10mM PM=121.14 12.114 g/L

pH 7.5

gsp 1L

Tampon d'incubation (Ti)

HEPES 30 mM PM=260.3 7.809 g/L

NaCl

80 mM - PM=58.44 4.675 g/L

OVA ou BSA 2g/L

MgCi2

Triton X 100

2mM PM=95.21 (anhydre) 0.190 g/L.

N-acétyl-D-glucosamine 60 mM PM=221.2 13.27 g/L

pH 7.6

gsp 1L

- Tampon carbonate (Tc)

NaHCO3 10 H20 0.1 MpH 9.6

28.6 g/l

ajuster pH avec NaOH 10N

Tampon de saturation (Ts)
Tween20 01 %
OVA ou BSA 1% dans PBS

PBS = NaCl 0.15 M (8.77 g/l) dans tampon phosphate 0.01 MpH 7.4
Tampon phosphate 0.1 = PO4K2H 17.4 g/l (4volumes) et PO4KH2 13.6 g/l

(1volume)

Solution de lavage

Tween 20 0.1 % dans PBS



T

)

Solution d'orthophénylénediamine QPD

OPD 0.4 g/l
H202 (30V = 10.2 g/l) 0.68 g/l
Acide citrique 3.4 mM PM=192.1 0.653 g/l

Tampon phosphate 6.6 mM pH 5.2
Pour 100 ml de solution, pH 5.0

Acide citrique 0.73¢g
Na2HPO4 7H20 1.77 g
Amener a 100 ml

Extemporanément, ajouter

H202 30V 0.2 ml

OPD 0.04g



Extraction des lipides Totaux par la technique de FOLCH

Description de la technique pour 1 g de tissu frais

Introduire 1g (pesée exacte) de tissu frais (découper aux ciseaux pour réduire en
petits fragments) dans un tube a centrifuger de 50 ml.

Ajouter 13.3 ml de CHCI3 RP/Méthanol 1/1 V/V.
Mixer 5 a 10 secondes a grande vitesse a 'homogénéiseur (ULTRATURAX)
Ajouter 6.7 ml de CHCI3 pur (qui rincent aussi la tige de I'appareil).

Mélanger au vibreur et laisser en contact 1 & 2 heures pour dénaturer les
protéines.

Ajouter 4.2 ml de KCl 0.37 M.

Homogénéiser et'centrifuger a 3500 rpm pendant 5 minutes.

Il se forme 3 couches :

Une phase inférieure chloroformique enrichie en méthanol et eau

(CHCI3/méthanol/eau (86/14/1 VIVIV). Elle représente 58.5 % (14.8 ml) du volume
total.

|
Une couche de protéines qui forme selon les échantillons un disque solide ou
- facilement dissociable.

Une phase supérieure hydroalcoolique; eau méthanol chloroforme 47/48/3 VIVIV
| qui représente 41.5 % (10,5 ml) du volume total.

Eliminer la phase supérieure par aspiration.

Ajouter 10 ml de phase supérieure (top phase eau/méthanol/CHCI3 47/48/3
VIVIV) pour éliminer 'eau et les produnts hydrophiles.

Homogénéiser et centrifuger dans les mémes conditions que précédemment.
Eliminer la phase supérieure et recommencer une 2°™ fois.
L'extrait chloroformique (phase inférieure) est conservé.

NB. Une variation de + 40% du poids de I'échantillon modifie de 0.5 % le volume
final de la phase chloroformique.



Détermination de l'urée
Principe

Urée -ﬂ"—-—> carbonate d'ammonium

En présence de phénol, le carbonate d'ammonium est oxydé par I'hypochlorite de
Na : Réaction de Berthelot qui donne une coloration bleue. Par addition de
nitroprussiate de Na, l'intensité de la réaction est fortement augmentée.

Réactifs
1. Suspension d'urée 3.5 KU/L
2. Solution étalon d'urée 400 ml/l (6.66 mM)
3. Réactif au phénol 150 mM phénol + 0.47 mM nitroprissiate de Na
4. Réactif a I'nypochlorite 13 mM NaCl + 130 mM NaOH

1

Mode opératoire

Dans 3 tubes a essais, pipeter :

Echantillon Etalon Essai a blanc
Uréase 0.2 0.2 0.2
Etalon ' 0.02
Sérum ou urine '
dilués 1/100 0.02

Mélanger couvrir les tubes et attendre 30 minutes a température ambiante ou 15
minutes a 37°C

Réactif 3 5 5 5
Réactif 4 5 5 5

Mélanger et laisser reposer 30 minutes a température ambiante ou 15 minutes a
37°C

Lire la DO a 620 nm des échantillons et de I'étalon par rapport a I'essai a blanc.

Calcul

C =D0,, X_:t_og_ en mg/| ou =D0O -l % en mM/|
DO DO

‘ch
E TE



Dosége de l'azote total (méthode Nessler)
Minéralisation '

| ~ Peser 10 mg (environ, mais exactement) de féces

Prélever 0.1 mi d'urine diluée 1/100

Introduire les prélevement dans des matras (3 pts/éch.)

Ajouter 0.3 ml dH2S04 RP

Chauffer sur la rampe jusqu'a I'apparition de fumées blanches (procéder de la
méme maniére que pour les minéralisations de phosphore, laisser fumer 2 h,
refroidir

Ajouter dans chague matras 1.8 ml NaOH 20 % + 7.9 ml d'eau.

Laisser refroidir 1 h & 1h30

Réactifs

Réaclifs de Nessler
50 Kl + 7g Hgl2 sont broyés dans un mortier en Agathe puis dissous dans 5 ml -
d'eau.

2.4 g de gomme arabique est broyé au mortier puis dissous dans 1 peu d'eau.

On laisse reposer 1 nuit, puis on filtre, sur papier Kl et Hgl2 et sur verre fritté la
gomme arabique. On mélange les 2 solutions et on compléte a 1.5 I.

Etalonnage

On place au déssicateur SO4 (NH4)2. Faire le vide pendant 8 jours, 132 mg
correspondent a 28 mg d'azote, 47.1 mg a 10 mg d'N2.

Peser 47.1 mg de sulfate d'ammonium parfaitement sec et dissoudre dans 100 mi
d'eau (solution & 10 ug d'azote/ml).

Sol 10 pg d'N2 0.2 0.5 0.7 1 2 3 4 5

H2504 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3

NaOH 20% 1.8 1.8 1.8 1.8 1.8 1.8 1.8 1.8

H20 gqsp 10m| 7.7 7.4 7.2 6.9 59 4.9 3.9 2.9

Concentration 2 5 7 10 20 30 40 50
| pug d'N2/mi

Coloration

Ne pas oublier de préparer un essai a blanc (0.3 ml d'H2S04 + 1.8 ml NaOH 20%
gsp 10 ml H20)

Dans chaque matras ajouter

3 ml de réactif de Nessler

1.2 ml de NaOH 20 %

5.8 mi d'eau

Lire aprés 10 minutes a 430 nm (5 & 10 pg) 500 (10 a 50 pug).

Ne colorer qu'un seul échantillon, si la coloration est trop forte, prélever 1 ml de
I'échantillon total en ajouter 0.3 ml d'acide, 1.8 de soude gsp 10 ml avec d'eau
attendre 1h30 puis faire la coloration.



RESUME

Le but de ce travail est d’étudier I'effet in vivo d’'un régime enrichi en ester d'acide
sicosapentaénoique (EPA) et d'acide docosapentaénoique (DHA) sur ie métabolisme
des lipides, la prolifération cellulaire, ia sécrétion d'interleukine (IL,), la composition
en acide gras des phospholipides membranaires et 'homéostasie calcique des
splénocytes T des nouveaux nés obéses de mére diabétiques. Tous ces paramétres'
sont déterminés chez deux populations de nouveaux nés obases (J30 et JOO) nés
de méres diabétiques et sont comparés dans chaque cas a celles obtenues chez des
nouveaux nés témoins de meéres normales.

L'utilisation d'un modéle animal, le nouveau né obése de ratte rendue diabétique par
fa STZ a permis de mieux cerner les conséquences de 'obésité pour les rats aprés
un mozsdeveapostnataleetladwéedeoeseffetséRongterme .

A J12 et J21 de la gestation et un mois aprés gestation, les méres diabétiques sous
régime ISIO présente des teneurs sériques élevés en triglycérides (TG), cholestérol
total (CT) et (IL2), tandis que celle les tests de transformation lymphoblastiques (TTL)
révelent une réduction de la prolifération induite par la concavaline A (Con-A) des
splénocytes T de rattes diabétiques nourris par le régime ISIO. et une modification de
homéostasie calcique intra cellulaire.

On note chez les méres diabétiques nourries par le régime EPAX au cours et aprés
la gestation, une diminution significative des teneurs sériques en TG, CT et IL, ,
tandis que les TTL sont plus élevés comparées aux valeurs des méres diabétiques
nourries par le régime i1S10. De plus ia composition en acide gras de phospholipides
membranaires des splénocytes T est modifiée avec une augmentation du
" pourcentage du C18: 2n-6, d’'EPA et de DHA et une diminution de C20 :4n-6. Le
réglme EPAX diminue significativement 'homéostasie calcique intracellulaire T chez
les méres diabétiques au cours et aprés ia gestation.

Les nouveaux- nés obéses de méres ISIO diabétiques montrent a la naissance, un
hyperinsulinisme, une hyperglycémie, une hyperlipidémie associée a une
augmentation des teneurs sériques en TG et CT, ce qui en faveur d'une stimulation
de la lipogenése in utero. Ces rats ont une croissance accéiérée et un exceés de tissu
adipeux, qui entraine une obésité jusqu’'a 3 mois de vie. La persistance de 'obésité
n'est pas liée a 'hyperphagie mais a une meilieure utilisation des nutriments et a une
augmentation du stockage des lipides. Un mois aprés la naissance les rats obéses

‘nourris par le:régime T80 notent une diminution de la prolifération cellulaire induite
par la Con A et une augmentation de la sécrétion d'iL-2. L’'homéostasie calcique
intracellulaire est significativement plus élevée chez les rats obéses nourris par le
régime ISIO comparés a leurs témoins.

Les teneurs en lipides, en iy, les TTL, les pourcentages en acides gras des
phospholipides membranaires des splénocytesT ainsi que 'homéostasie caicique -
intraceliulaire chez les rats obéses nourris par le régime EPAX & 'age de 1 mois et 3
mois sont similaires & ceux de ieurs méres nourris par le méme régime,

En conclusion I'obésité foetale est associée & des altérations du métabolisme des
lipides et de certains paramétres immunologiques, qui peuvent prédisposer a
certaines maladies métaboliques et immunologiques a I'age adulte (diabéte, obésité,
athérosclérose). Nos résultats. mettent aussi en évidence les effets -
immunosuppresseurs des acides gras polyinsaturés de la famille n - 3 exogénes, et
par conséquent l'importance de leur ingestion au cours d'un diabéte gestationnel ou
comme prévention contre ce type de maladies
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