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INTRODUCTION




I- La programmation nutritionnelle

1- Obésité, diabete, maladies cardiovasculaires: Le syndrome

métabolique un enjeu mondial

L’obésité, le diabéte et les maladies cardio-vasculaires associées sont devenus de maniére
évidente des enjeux de santé publique. En effet, en 2012 en France, 15% de la population
adulte soit 7 millions de personnes sont obeses (Etude ObEpi), et 2,9 millions sont atteintes
de diabéte, essentiellement de type 2. Toutes ces pathologies participent au développement du
syndrome métabolique. Il s’agit d’une entité clinique et biologique caractérisée par
I’association chez un méme individu de plusieurs facteurs de risque allant de la résistance a
I’insuline, a la dyslipidémie en passant par I’hypertension et I’intolérance au glucose. Le
risque d’apparition d’un syndrome métabolique est potentiellement influencable par des
facteurs environnementaux comme 1’hygiéne alimentaire, I’activité physique mais également

par des facteurs dits de susceptibilité génétique qui le favorisent (Mayer 1996).

Avant les années 1990, ’absence de définition claire et universelle du syndrome métabolique
rendait la comparaison des différentes eétudes extrémement difficile. Dans les années 1990,
I’OMS (Organisation Mondiale de la Santé) et le NIH (National Institute of Health) proposent
une 1% définition historiquement basée sur 1’insulino-résistance et/ou 1’hyperinsulinémie.
Cette définition a largement évolué au cours du temps (Alberti 2009, Alberti 2005) (Tableau
let2)



Tableau 1: Evolution des définitions du Syndrome Métabolique : NCEP (National
Cholesterol Education ) /ATP Il (Adult Treatment Panel I1I), IDF (International Diabetes
Federation) 2005 et IDF 2009

NCEP/ATPIII (2001) IDF (2005) IDF/AHA/ NHLBI (2009)
3 des 5 critéres tour de taille + 2 des 4 3 des 5 critéres suivants
suivants autres criteres
Tour de > 102 cm/hommes indispensable, avec seuils seuils ethno-centrés, reprenant
taille élevé > 88 cm/femmes ethno-centrés ; origine les seuils IDF 2005 pour les non-
européenne > 94 européens et laissant le choix
cm/hommes > 80 entre seuils IDF et seuils
cm/femmes NCEP/ATP Il pour ceux d'origine
européenne
TG élevés >1,5¢g/Lou > 1,5 g/L ou traitement > 1,5 g/L ou traitement
traitement
HDLc bas < 0,40 g/L/: < 0,40 g/L/: hommes < < 0,40 g/L: hommes
hommes < 0,50 g/L: 0,50 g/L: femmes < 0,50 g/L: femmes
femmes

PA élevées PAS >130mmHg PAS > 130 mm Hg et/ou PAS > 130 mm Hg et/ou PAD >
et/ou PAD >85 mm PAD > 90 mm Hg ou 85 mm Hg ou traitement
Hg ou traitement traitement

Glycémiea >1,1g/Lou > 1,0 g/L ou traitement > 1,0 g/L ou traitement

jeun élevée traitement

Tableau 2 : Définition du Syndrome Métabolique par I’OMS 1998

OMS (1998) Diabeéte, troubles de la glycémie a jeun, tolérance abaissée au glucose ou
insulinorésistance (HOMA) + 2 des autres critéres

Rapport taille/hanche > 0,90/hommes, > 0,85 femmes

TG élevés ou HDLc TG > 1,5 g/L ou HDL < 0,35 g/L : hommes; < 0,39 g/L : femmes
bas

Excrétion albumine > 20 pg/min
urinaire

PA > 140/90 mm Hg ou traitement



En France, la prévalence du syndrome métabolique est ¢élevée, de 1’ordre de 25% chez les
hommes et 19% chez les femmes (Projet MONICA : enquéte de population entre 1995-1998.
Etude multicentrique Lille, Strasbourg, Toulouse sur 1700 hommes et 1700 femmes de 35 a
64 ans). Cette prévalence est comparable aux valeurs pouvant étre observées en Europe du
Nord et aux Etats Unis. Mais il existe tout de méme une grande diversité géographique avec

des valeurs deux fois plus importantes dans le nord de la France par rapport au sud.

La survenue du syndrome métabolique est associée a de nombreux facteurs. La prévalence du
SM augmente significativement avec 1’dge (étude MONICA) et est plus faible chez les
sportifs que chez les personnes sédentaires (Dallongeville 2004). Le contexte
socioéconomique entre également en jeu. En effet, un niveau d’éducation et un niveau de vie
plus éleves sont associés a une fréquence plus faible de SM (McLaren 2007, Pigeyre 2011).
Cette relation pourrait éventuellement s’expliquer par I’influence des facteurs économiques
sur le choix de produits alimentaires de trés bonne qualité, sur I’accés a la pratique de
I’activité sportive... Le réle de ces facteurs socioéconomiques est extrémement important

notamment dans la mise en place d’une stratégie de communication pour la prévention.

Malheureusement et compte tenu de 1’augmentation croissante de 1’obésité¢ en France, la
communauté scientifique et médicale pense raisonnablement que le taux de survenue du
syndrome métabolique augmentera de facon significative dans les années a venir. En effet, en
France I’enquéte ObEpi-Roche 2012 montre qu’entre 2009 et 2012, I’augmentation de la
prévalence de I’obésité se poursuivait méme si cette augmentation était moins forte. En 2012,
32% de la population francaise étaient en surpoids et 15% obeses et ceci quel que soit le sexe
(Figure 1).



Pas de surpoids
52, 7%

.
Lo ]

40 2%

Ol
15,0 %

Obésite classa 1 all
13,8 %

3,5%
___

1,

Molnsde 1854 2504 an,né 35,0 4 em,cmu
185 240 308 349 309  plus

&

Figure 1: Répartition de la population francaise en fonction du niveau d’IMC en 2012.
D’aprés ObEpi-Roche 2012

L’obésité est un facteur de risque majeur de développement du syndrome metabolique et
constitue donc un probléme de santé publique dans les pays industrialisés mais également
dans les pays en cours de développement. Selon ’OMS, 1,6 milliard d’adultes seraient en
surpoids dans les pays en cours de développement, et ce chiffre devrait atteindre 3,3 milliards
en 2030. 80% des personnes touchées par 1’obésité appartiendront alors aux pays dits
émergents. En Chine, le nombre de personnes en surcharge pondérale est passé de moins de
10% a 15% en 3 ans. Le Brésil et la Colombie comptent environ 40% de personnes obéses.
Méme I’Afrique subsaharienne, ou vivent la majorité des populations sous-alimentées du
monde, connait un accroissement de 1’obésité, en particulier chez les femmes des zones

urbaines (Figure 2).
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Figure 2: Pourcentage de la population féminine obese dans les pays en cours de
développement. ECO/CEI: Europe centrale et orientale et communauté des Etats
indépendants

L’obésité correspond a une accumulation de tissu adipeux essentiellement au niveau de
I’abdomen et des visceres. Ce stockage excessif de graisse est di a un déséquilibre de la
balance énergétique au bénéfice du stockage d’énergie par rapport aux dépenses. Il est
également fortement lié & I’hygiene de vie et I’alimentation.

Plusieurs études ont montré I’importance du changement de style de vie dans les pays en
cours de développement, caractérisé par I’apparition d’une alimentation plus riche en graisses

et en sucres associée a une vie plus sédentaire (Prentice 2006).

Le développement de 1’obésité semble étre couplé a I’émergence d’un défaut progressif des
réponses du systéme nerveux central liées a la récompense allant jusqu’a générer dans le
cerveau des mécanismes semblables a celui de 1’addiction conduisant donc a des prises
alimentaires compulsives (Cottone 2009). En effet, I’obésité jouerait un role dans le
déréglement du comportement alimentaire médié par le systéme nerveux central conduisant a

une hyperphagie et a des comportements alimentaires compulsifs (Johnson 2010).

Il est important de noter que les pays en cours de développement sont les pays ou les maladies
métaboliques se développent le plus vite (Popkin 2002) comme par exemple le diabete de
type 2 dont les prévisions seraient d’environ 300 millions de personnes atteintes en 2025

(Kiberstis 2005). Les changements rapides de mode de vie et d’alimentation accroissent de
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manicre exponentielle les risques de survenue d’obésité, pouvant étre un accélérateur de

survenue des maladies liées au syndrome métabolique.

2- (Dé)Nutrition périnatale et programmation

Depuis de nombreuses années, il a été montré et prouvé que I’environnement, et notamment la
nutrition, contribuait de maniere prépondérante au déréglement du métabolisme énergétique
associé notamment a 1’obésité. Le 20°™ siécle a été le siécle de I’augmentation de I’incidence
des maladies cardiovasculaires dans les pays industrialisés, devenant 1’'une des principales
causes d’hospitalisation et de mortalité. Il a été¢ largement montré qu’il existait une relation
forte entre des événements survenus tot dans la vie et le développement de maladies
cardiovasculaires a 1’dge adulte. Cela suggére que les conditions de vie particuliérement
difficiles dans I’enfance et I’adolescence et en particulier une nutrition non optimale
pourraient étre un facteur de risque de survenue de pathologies coronariennes plus tard dans la

vie.

a- Evidence épidémiologique entre poids de naissance et pathologies a I’age
adulte

a-1- Faible poids de naissance

Les faibles poids de naissance sont classés en trois catégories : extrémes < 1 kg, tres faibles <
1,5 kg et petits < 2,5 kg.

D’aprés un rapport de ’'UNICEF (United Nations International Children's Emergency Fund),
plus de 20 millions de bébés viennent au monde avec un poids de naissance inférieur a 2.5 kg,

les pays en cours de développement étant les plus touchés (Figure 3).
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Figure 3: Pourcentage de naissances avec un faible poids. Adapté de ’UNICEF 2004

Mais au dela de la notion de poids de naissance, il semble important de prendre également en
compte 1’age gestationnel de ces enfants. En effet, le terme de « nouveau-né avec un petit
7éme

poids de naissance » englobe a la fois les nouveaux-nés prématurés nés avant la 3 semaine

d’aménorrhée, et ceux nés & terme aprés la 37°™ semaine d’aménorrhée mais ayant soufferts

d’une croissance réduite in utero.

Le nombre de naissances prématurées est en constante augmentation en France avec
notamment une forte augmentation de la grande prématurité. Elles représentent un enjeu de
santé publique tant leur prise en charge est lourde et la venue au monde d'un enfant prématuré
dans une famille entraine un bouleversement considérable sur le plan familial et social. Il peut
y avoir plusieurs causes a la prématurité : le retard de croissance intra-utérin, la diminution
des échanges foeto-maternels via le placenta avec une diminution des apports énergétiques au
feetus, les grossesses multiples, les pathologies maternelles comme la prééclampsie... La
prématurité a des conséquences trés importantes sur la mortalité néonatale et les handicaps de

I'enfant.
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a-2- Faible poids de naissance et maladies cardiovasculaires

L’étude réalisée par Barker (Barker 1989) en Grande Bretagne (5654 hommes nés entre 1911-
30 avec mesure du poids de naissance et du poids a un an) a mis en évidence un lien entre la
survenue des maladies coronariennes a 1’age adulte et I’environnement feetal et néonatal. Le
taux de mortalité lié a des pathologies ischémiques cardiaques est le plus élevé chez les
hommes nés avec un faible poids de naissance et ayant encore un poids faible a I’age d’un an.
David Barker a alors montré que les pathologies a 1’age adulte pouvaient avoir un lien avec
les conditions de vie périnatale, montrant en effet une corrélation inverse entre le poids de
naissance et 1’incidence de mortalité pour les pathologies cardiaques a I’age adulte (Barker

1989).

Par la suite, de nombreuses études épidémiologiques ont confirmé ces résultats sur un
ensemble de populations variées (Europe, Amérique du Nord, Inde, Chine...) (Eriksson 2001,
Yajnik 2002, Chen 2008). Cette corrélation a été étendue a la courbe de poids pré et postnatale
et I’augmentation de survenue de pathologies plus diverses comme 1’hypertension, le diabete

de type 2 ou I’obésité, caractérisant le syndrome métabolique plus généralement.

La cohorte d’Helsinki (8 760 hommes et femmes nés entre 1934 et 1944 avec des mesures de
taille et de poids a la naissance et a I’dge de 2 ans) a montré une corrélation entre un faible
poids de naissance et le risque de survenue d’accidents vasculaires cérébraux a 1’age adulte
(Hypponen 2001), ceci via une association entre un petit poids de naissance suivi d’un
rattrapage de croissance rapide dans les deux premiéres années de vie et une augmentation de
I’épaisseur de I’intima média des vaisseaux (Oren 2004).

Les données de la cohorte des infirmieres américaines (Nurses’ Health Study) confirment la
relation inverse entre le poids de naissance et les accidents coronariens, et précisent
I’interaction entre un petit poids de naissance et un IMC (Indice de Masse Corporelle) élevé a
I’age adulte (Rich-Edwards 2005). Ainsi, cette relation inverse entre le poids de naissance et
le risque coronarien est plus important chez les femmes ayant un IMC plus élevé a 1’age

adulte.
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Toutes ces etudes montrent un lien étroit entre un faible poids de naissance et la survenue de
pathologies cardiovasculaires a 1’dge adulte. Des stimuli environnementaux, comme la
nutrition, pourraient avoir une influence précoce au cours de la vie, programmant ainsi la

survenue de pathologies cardiovasculaires et métaboliques a 1’age adulte.

a-3- Poids de naissance / rattrapage de croissance et pression artérielle

De nombreuses ¢tudes épidémiologiques ont montré qu’il existait une relation inverse entre le
poids de naissance et la pression artérielle a 1’age adulte chez ’homme et la femme.

En France, une cohorte de 1600 personnes nées entre 1971 et 1985 a montré une relation entre
des tensions systoliques élevées et un petit poids de naissance (Jaquet 2005).

Une étude menée en Angleterre portant sur 346 hommes et femmes agés de 22 ans a confirmé
les résultats obtenus en France en précisant que la pression artérielle augmentait avec le gain
de poids durant I’enfance (Law 2002).

Il semblerait qu’un rattrapage de croissance postnatale jouerait un role clé dans la pression
sanguine a I’age adulte. Il existerait en effet une relation positive entre 1’élévation de la
pression artérielle a ’age adulte et le rattrapage de croissance soit de mani¢re immédiate apres

la naissance soit durant les 1 années de vie (Ben Shlomo 2008, Forsen 1998).

b- L’hypothése du « thrifty phenotype »

Le « thrifty phenotype » est une hypothése qui propose d’expliquer le lien entre une mauvaise
croissance foetale et post-natale et le développement d’un diabéte de type 2 et d’un syndrome
métabolique a 1’age adulte di aux effets néfastes d’une nutrition précoce inadaptée produisant
des changements permanents du métabolisme.

Cette hypothese proposée par Hales et Barker (Hales 1991) permet d’expliquer le lien entre
une faible croissance feetale, infantile et le risque de survenue de pathologies chroniques,
comme I’intolérance au glucose (Hales 1991) ou un syndrome métabolique a 1’age adulte. La
dénutrition au cours des différentes périodes du développement feetal ou infantile est le pivot

de cette hypothese (Figure 4).

15



Environnement prénatal

Dénutrition malnutrition

Réponse g ? \\ |
adaptative m )

| e

B L &Lv)‘
RCIU ST -
Petit poids de naissance Sy,ndron_we
k l métabolique

Développement foetal
Altérations

physiologiques et
métaboliques

Figure 4: Illustration de la théorie de programmation feetale de Barker

Les 1°® données montrant cette étroite relation sont basées sur des études épidémiologiques
sur les enfants congus ou nés au cours de la famine hollandaise en 1944-45. L’exposition
périnatale a la famine a entrainé une augmentation de la prévalence d’obésité a 1’age adulte.
D’autres études ont montré que dans un environnement feetal dénutri, on observe une
résistance a I’insuline dés la période foetale, réponse adaptative permettant d’optimiser la
croissance des organes clés comme le cerveau et le cceur au détriment d’autres organes

comme le muscle et le foie. Cette adaptation a pour but la survie a court terme du feetus.

L’individu développerait donc ce que David Barker a nommé le « thrifty phenotype » ou
« phénotype économe » qui lui permettrait de survivre dans un environnement nutritionnel
pauvre. Mais cette adaptation peut se révéler inappropriée et méme délétére si
I’environnement nutritionnel postnatal apporte au contraire des quantités suffisantes voire

excessives de nutriments (Figure 5).
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et Robinson 2005
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Les études épidémiologiques chez ’Homme ne sont malheureusement pas suffisantes pour
mettre en relief tous les mécanismes impliqués. Afin de mieux les appréhender, il a été
nécessaire de développer des modéles animaux de sous et sur-nutrition pendant la gestation
(Langleys Evans 2008) afin de mieux évaluer le lien entre la nutrition et la programmation de

diverses pathologies.

c- Les modéles d’étude

Les modeéles animaux ont permis de confirmer le lien identifié chez I’Homme entre la
nutrition précoce et les pathologies observées a plus ou moins long terme. Mais ils ont
également permis de comprendre certains mécanismes physiologiques et moléculaires
engagés dans cette programmation nutritionnelle. Ces derniers restent en effet tres
difficilement appréhendables chez I’Homme car ils nécessitent notamment 1’étude de cohorte
sur le long terme, I’acces a des prélévements invasifs et des études transgénérationnelles.

Les études sur la programmation nutritionnelle chez les animaux ont commenceé au début des
années 90 avec un nombre trés important de modeles développés. La majorité des modéles
animaux utilisent des especes de petites tailles comme le rat et la souris afin d’exploiter au
mieux leurs différentes caractéristiques.

En effet, les rongeurs sont des animaux avec un temps de gestation et de vie court et leur
génome est extrémement bien caractérisé. Mais le mouton est également utilisé car la
croissance feetale et post-natale des nouveau-nés est comparable a celle de I’'Homme. Grace a
ces modeles, il a été possible d’étudier I’impact des variations du régime alimentaire des
meéres, a différents stades de la gestation, sur le développement du feetus et des nouveau-nés et
sur les conséquences a long terme sur de nombreux paramétres physiologiques mais aussi
comportementaux.

Les manipulations sur le régime alimentaire de ces modeles sont diverses allant de la

restriction globale ou protéique a 1’exces calorique ou lipidique.

Plusieurs approches ont été développées avec différents niveaux de restriction et durant

différentes périodes de la gestation.
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c-1 La restriction calorique maternelle

La restriction calorique par réduction des apports caloriques habituellement ingérés au cours
de différentes fenétres d’exposition durant la gestation est une des approches pour étudier la
programmation nutritionnelle chez les rats notamment. Ces études utilisant une restriction
calorique entre 50% et 70% par rapport a la quantité de nourriture consommée par les meres
nourries ad libitum ont montré que la restriction calorique entrainait des troubles a la fois
endocriniens et métaboliques chez les nouveau-nés. Ces effets sont modulés en fonction de la

période de la gestation au cours de laquelle a lieu la restriction calorique (Tableau 3).

Tableau 3 : Conséquences phénotypiques de la restriction calorique maternelle chez la

descendance
Stimulus Période du Sexe / age de Phénotype Référence
développement 1I’étude
50% de 3°™ semaine de Males et | du nombre de Garofano
restriction gestation femelles / 21 cellules 1997
jours
50% de 3™ semaine de Males /3 mois | | de la masse de Garofano
restriction gestation + toute la cellules 1998
lactation
50% de 3°™ semaine de Males / 12 Intolérance au Garofano
restriction gestation + toute la mois glucose 1999
lactation
70% de Gestation Males / 3-4 Hyperphagie, Vickers
restriction mois obésité, 2000
hypertension

La restriction calorique globale maternelle entraine également une diminution de la croissance
feetale et une augmentation de la pression sanguine chez I’adulte par rapport au groupe
contréle (Woodall 1996). Ce méme modéle a également montré que lorsque ces animaux de
petit poids de naissance étaient nourris a 1’age adulte avec un régime hypercalorique ou
obésogene, ils présentaint une prédisposition au gain de poids (Vickers 2003). Mais ce modele

a été tres critiqué car éloigné de la nutrition humaine contemporaine.

c-2- La restriction protéique maternelle

Un modeéle plus couramment utilisé, basé sur la restriction protéique maternelle pendant la

gestation et/ou la lactation chez le rat ou la souris a été développé et est actuellement 1’un des
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mieux caractérisé (Langley Evans 1994, 1996, Ozanne 2004, Coupé 2009, Fanca-Berthon
2009).

Du fait de I'importance des protéines dans la croissance et le développement de 1’organisme,
de nombreuses études utilisant un modele de restriction protéique maternelle ont été réalisées
afin de mieux caractériser les conséquences de cette restriction pendant la vie feetale et/ou
post-natale.

Ce modele de restriction protéique consiste a nourrir ad libitum des femelles gestantes avec
un régime alimentaire restreint seulement en protéines (5-8% au lieu de 20%). Ce régime est
néanmoins isocalorique en comparaison d’un régime contréle (Snoeck 1990, Langley 1994).
Il est également représentatif de la situation de ’'Homme ou les quantités de protéines
disponibles sont extrémement variables selon les régions du monde. Il permet également de
mimer la diminution des échanges foeto-maternels généralement die a une insuffisance
placentaire en mimant la réduction des apports en acides aminés responsable d’un retard de
croissance intra-utérin pouvant conduire a une naissance prématurée comme nous 1’avons vu
précédemment.

Ce modele de restriction protéique a un effet plus ou moins marqué sur la croissance foetale
(Langley Evans 1996) entrainant des retards de croissance intra-utérin plus ou moins séveres
(Desai 1996, Fernandez-Twinn 2005). Il entraine également une augmentation de maniere tres
importante de la pression sanguine qui persiste a 1’age adulte (Langley 1994) et provoque des
défauts de développement du systeme rénal. Il a également été montré que les rats nés de
meres soumises a une restriction protéique avaient une espérance de vie plus courte (Aihie-
Sayer 2001), des troubles de I’homéostasie glucidique avec une intolérance au glucose
(Fernandez-Twinn 2005), des dysfonctions vasculaires (Torrens 2006) et des troubles du
comportement alimentaire (Bellinger 2004). La restriction protéique maternelle conduit
¢galement a une augmentation des taux circulants d’homocystéine (Rolland 1995) largement
connue pour ses effets néfastes. La toxicité de I’homocystéine en cas de taux trés élevé a en
effet été décrite dans certains cas de maladies vasculaires comme les coronaropathies, les
infarctus, les thromboses veineuses et les atteintes cérébrovasculaires. Une
hyperhomocystéinémie entraine également des anomalies du squelette, des retards du
développement voire méme un retard mental.

Ce modele a mis en évidence la survenue d’une résistance a ’insuline a I’age adulte (Ozanne
2003) avec un «timing » différent selon le sexe et une augmentation du risque de survenue
d’obésité (Tableau 4).
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Tableau 4 : Conséquences phénotypiques de la restriction protéique maternelle chez la

descendance
Stimulus Période du Sexe / &ge de Phénotype Référence
développement 1I’étude
9% de Gestation Males et 1 tension artérielle Langley-
protéine femelles / 1 Evans 1994
mois
8% de Gestation et Femelles / 21 Hyperinsulinémie Fernandez-
protéine lactation mOis Twinn 2005
8% de Gestation Males et | de la prolifération des Snoeck 1990
protéine femelles / cellules b et de la taille des
naissance Tlots pancréatiques
9% de Gestation Males et 1 graisse abdominale Bellinger
protéine femelles / 9- 2006
18 mois
8% de Gestation et Males et | de la masse musculaire Desai 1996
protéine lactation femelles / 11
mois
8% de Gestation et Males / 15 Insulino-résistance Ozanne 2003
protéine lactation mois

c-3- Le régime hyper-protéique maternel

A T’opposé de la restriction protéique, plusieurs études ont voulu montrer les conséquences

d’une alimentation riche en protéines pendant la grossesse sur les nouveau-nés. L’évidence

aurait voulu que les effets soient a I’opposé de ceux observés avec la restriction protéique.

Mais il a été montré, chez le rat, qu’une alimentation maternelle contenant une forte teneur en

protéines (40% vs 20%) au cours de la gestation et de la lactation conduisait a une nette

augmentation du poids et de I’adiposité ainsi qu’a une augmentation de la tension artérielle
(Thone-Reineke 2006).

De plus, il a ét¢ montré qu’une augmentation des apports protéiques a la suite d’'un RCIU

(Retard de croissance intra-utérin) induisait des effets a long terme comme 1’augmentation des

taux plasmatiques d’insuline, de triglycérides (Delamaire 2012)
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Pour ’Homme, la consommation d’un régime hyper-protéiné au cours des premiers mois de
vie via des formules de lait infantile enrichies en protéines augmentait de maniére

significative le pourcentage de masse grasse (Gunther 2007).

c-4- La ligature des arteres uterines

Un modele, principalement développé chez le rongeur, de ligature des arteres utérines a été
développé et entraine une restriction de la croissance intra-utérine. En effet, cette ligature
réduit le flux sanguin vers le placenta et donc réduit les apports au feetus. Ce modele est
considéré comme similaire a I’insuffisance placentaire humaine. La ligature des artéres
utérines est souvent utilisée pour étudier des troubles métaboliques tels que le diabéte

(Stoffers 2003) mais également pour explorer les effets sur les néphropathies (Wlodak 2008).

Des modeles plus subtils ont été mis en place par la suite, portant toujours sur la restriction
mais sur des catégories de nutriments bien précis comme la carence en micronutriments (fer,
zinc, calcium, vitamines...). lls affectent de maniére significative la pression artérielle et le

systeme cardiovasculaire (Grambling 2005, Andersen 2006, Bergel 2002).

Mais plus que la restriction, les modeles qui se développent actuellement sont des modeles
basés sur la suralimentation et la supplémentation afin de mieux appréhender les probléemes
survenant dans notre société contemporaine et sa consommation de nourriture en exces en
terme de quantité et de qualité nutritionnelle ainsi que 1’afflux de compléments nutritionnels

pour éviter tout carence éventuelle (Samuelsson 2008, Akyol 2009, Nivoit 2009).

c-5- Le régime hyper-lipidiqgue maternel (high-fat)

Des modeéles plus récents utilisent le regime cafétéria extrémement riche en sucres simples et
en gras, ce qui est trés représentatif des régimes obésogenes contemporains de ’Homme
(Nivoit 2009, Samuelsson 2008). En effet, ces régimes correspondent a un déséquilibre

alimentaire de plus en plus fréquent dans les populations occidentales ou 1’apport excessif de
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graisse et de sucre augmente le risque de survenue d’obésité mais augmente également la
pression artérielle, la masse grasse et la résistance a 1’insuline.

Des effets équivalents chez des ratons nés de meres soumises a un régime cafétéria pendant la
gestation et/ou la lactation ont pu étre observés. Ces ratons présentent des affections propres
au syndrome métabolique comme 1’hypertension, I’hyperlipidémie ou encore I’intolérance au

glucose (Khan 2003).

c-6- La suralimentation par réduction de portée

Il s’agit d’un modele couramment utilisé pour évaluer I’influence de la nutrition pendant la
période néonatale. Il consiste en la réduction de la taille de la portée au cours de la lactation
de maniere & augmenter la quantité de lait mise & disposition pour les nouveau-nés. Les ratons
sont par conséquent en situation de suralimentation et ils présentent une hyperinsulinémie et
une hyperleptinémie (Plagemann 2006). Ils présentent également une hyperphagie associée a
une prise de poids excessive a long terme et a des altérations impliquées dans la régulation de

la prise alimentaire et métabolisme énergétique (Davidowa 2007)

Toutes les études qui portent sur la programmation nutritionnelle et qui sont faites sur ces
différents modeles animaux ont démontré que I’hypothése d’un lien entre nutrition et
pathologies a la naissance mais aussi a 1’dge adulte était établie. Les effets d“une période
méme bréve de sur ou sous-nutrition durant la gestation ont été démontrés malgré la grande
diversité des modeles a disposition.

Il semble donc intéressant de mettre en évidence les cibles physiologiques sensibles a ces

modifications nutritionnelles périnatales.
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I1- Physiopathologie du syndrome métabolique

1- Les mécanismes physiologiques du syndrome métabolique et de la

programmation nutritionnelle

a- Programmation nutritionnelle d’organes clés impliqués dans le SM

L'utilisation des mod¢les animaux décrits précédemment a permis de mettre en lumicre
différents parametres sensibles a la nutrition comme la structure de certains organes, leur taille
et leur nombre de cellules (Waterland 1999, Fowden 2004). En effet, des altérations dans la
structure d’un organe au cours de I’organogenése vont induire des modifications de son
organisation entrainant des modifications de la réponse cellulaire aux hormones et aux

nutriments au cours de la vie (Figure 6).

Restriction nutritionnelle maternelle

Programmation nutritionnelle

}

Organogenése:
période critique

B

Tissu Adipeux Muscle Foie Pancréas Systéme cardiaque Cerveau

1Stockage lipide Accumulation lipide Accumulation lipide Hyperinsulinémie Accumulation lipide Résistance leptine
Lipolyse Lipogenése Intolérance au glucose Accumulation lipide
_ — Hyperinsulinémie| | Maladies Obésité
Résistance a I'insuline cardio-
vasculaires

Diabéte de type 2 Hyperglycémie

Figure 6: Le role de I’environnement nutritionnel maternel dans la programmation

nutritionnelle des différents organes.
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a-1- Le pancréas

La restriction protéique maternelle affecte le pancréas en engendrant une hypoplasie et une
hypotrophie cellulaire (Portha 2011). Comme [I’activité métabolique du pancréas est
dépendante du nombre de ses cellules, son métabolisme s’en trouve affecté. En effet, des
apports protéiques et caloriques non adaptes (Garofano 1997) pendant la gestation ont pour
conséquence une diminution du nombre des cellules B ainsi qu’une réduction de 50% de la
vascularisation des ilots pancréatiques également associée a une réduction de 1’expression de
VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) (Snoeck 1990). Ce défaut de vascularisation
serait un des mécanismes impliqués dans 1’altération de la masse des cellules B (Ham 2009).
Lors d’une restriction protéique dans I’alimentation maternelle (8% vs 20%), les nouveau-nés
RCIU présentaient une réduction de la prolifération des flots pancréatiques associée a une
réduction d’environ 25% de leur taille (Snoeck 1990).

La restriction protéique provoque également une diminution de la prolifération spécifique des
cellules B avec une augmentation concomitante de la longueur du cycle cellulaire et du
nombre de cellules en apoptose (Petrik 1999).

De plus, si la dénutrition maternelle se poursuit au cours de la lactation, la reduction de la
masse des cellules B s’éleve a 70% au sevrage chez les males. Ce phénotype perdure a 1’age

adulte méme apres avoir retrouvé une alimentation normale au sevrage (Garofano 1998).

a-2- Le rein

La nutrition précoce, notamment pendant 1’organogenése, a un impact sur d’autres tissus
impliqués dans le syndrome métabolique. Il a notamment été proposé que la sous-nutrition
maternelle responsable d’un petit poids de naissance pouvait conduire a des altérations
permanentes de la structure des reins contribuant au développement de pathologies cardio-
rénales (Nijland 2008, Nuyt 2009) (Figure 7). En effet, il y a environ 25 ans, Brenner et son
équipe proposerent une théorie portant sur le lien entre un petit poids de naissance et la
réduction du nombre total de néphrons conduisant notamment a une rétention du sodium et
une hyperfiltration des néphrons, tout ceci jouant un role sur la survenue d’une hypertension,

d’une protéinurie et sur l’installation progressive d’une insuffisance rénale (Brenner 1994,

1988).
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Régime maternel
restreint en protéines

|

RCIU

|

| nombre de néphrons

|

Rétention du sodium

Hyperfiltration

|

1 pression des néphrons — perte des néphrons

|

1 Pression artérielle

Figure 7: Schéma résumant le lien entre un régime maternel pauvre en protéines, une
diminution du nombre de néphrons et la survenue d’une hypertension. D’apres Brenner

1994, 1988

Physiologiquement, la néphrogenése est compléte au cours de la 32°™ ou 34°™ semaine et le
nombre total de néphrons chez un adulte en bonne santé varie énormément (Puelles 2011). 1l a
¢té montré que le nombre de néphrons chez I’adulte et I’enfant est corrélé de maniére linéaire
au poids de naissance et qu’il augmente de 257 426 par kilogramme de poids de naissance
(Hughson 2003).

Chez le rat, la néphrogenése commence environ au 12°™ jour de gestation et ne sera compléte
qu’au 8°™ jour aprés la naissance (Larsson 1980).

Des études menées chez ’animal ont démontré cette association entre un petit poids de
naissance et une réduction du nombre de néphrons, ou des dysfonctions rénales. Un petit
poids de naissance, induit par un réegime maternel restreint en protéines durant la gestation,
cause une diminution d’environ 30% du nombre de néphrons et une pression sanguine élevée

a 10 semaines chez le rat (Mesquita 2010, 2010). A 16 semaines, il a également été montré
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une diminution de 50% de I’excrétion rénale de sodium et une diminution du nombre de
récepteurs a I’angiotensine II jouant sur la pression artérielle.

Un modele d’insuffisance utéro-placentaire induit par la ligature bilatérale des artéres utérines
chez une rate gestante de 19 jours induit également de maniere significative une réduction du
nombre de glomérules et une augmentation de la fonction de filtration glomérulaire (Pham
2003).

a-3- Le foie

Il existe de nombreux éléments de preuve d’atteinte du foie comme cible de la programmation
nutritionnelle. Cette derniére altére notamment I’expression de geénes codants pour des
enzymes impliquées dans la production énergétique hépatique (Lane 1996), dans la
diminution de la phosphorylation oxydative (Ogata 1990) et dans le transport du glucose
hépatique (Lane 1999). L’atteinte de ce dernier est une composante importante de la résistance
périphérique a I’insuline associée au diabéte de type 2.

Il a été montré que la restriction protéique maternelle induisait des changements de structure
et de fonction du foie. En effet, la restriction protéique (RP) engendre une augmentation de la
taille des lobules hépatiques (Burns 1997) tout en diminuant leur nombre (Souza Mello 2007)
et augmente le taux d’apoptose hépatocytaire.

Elle altere également certaines activités enzymatiques hépatiques impliquées dans la
régulation de 1’homéostasie du glucose (Desai 1995, 1997), la sensibilit¢ hépatique a
I’insuline (Ozanne 1996) et la tolérance au glucose (Hales 1996) qui font partie du syndrome
métabolique.

Des profils d’expression de genes dans le foie ont été réalisés chez des rats adultes exposés a
une sous-nutrition maternelle. Ils ont montré 249 génes exprimés de maniére différentielle
appartenant a des classes de génes impliqués dans le développement du tissu adipeux et de la
résistance a I’insuline (Morris 2009). Ces animaux ont également présenté une diminution
d‘expression de genes clés impliqués dans 1’entrée cellulaire du glucose et de son

métabolisme.
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a-4- Le muscle

Les fibres musculaires ou myofibres sont les unités structurales du muscle squelettique. La
myogenése prénatale peut étre divisée en 2 étapes, la myogenése primaire et secondaire. Les
deux types de fibres déerivent de cellules souches mésenchymateuses (Bailey 2001)

La myogenese primaire se déroule principalement au cours de la période embryonnaire vers le
14°™ jour de gestation chez le rat (Wigmore 1998) et entre la 6°™ et 8™ semaine de gestation
chez ’Homme.

La myogenése secondaire se déroule en période feetale entre le 17°™ et le 21°™ jour chez le
rat et la 8°™ et 18°™ semaine chez I’Homme (Wigmore 1998, Barbet 1991).

L’¢étape finale est 1’établissement du muscle adulte notamment par hypertrophie (Brameld
2000) pendant la période post-natale ou les facteurs de croissance influencent de maniére

importante les caractéristiques du muscle chez 1’adulte (Maltin 2001).

La nutrition maternelle affecte profondément le développement feetal du muscle (Zhu 2004).
Pendant la période embryonnaire, elle a des effets mineurs sur le développement du muscle
squelettique a cause du petit nombre de fibres musculaires.

Les effets pendant la période feetale sont tout autres. Il a été montré que des apports
nutritionnels non appropriés, comme une restriction en protéines, pendant la période feetale
précoce ou en milieu de gestation ont un impact sur la densité des fibres musculaires en la
réduisant. En effet des mesures aux ultrasons sur des foetus RCIU humains montrent une
réduction de la masse musculaire (Padoan 2004, Larciprete 2005) avec une atteinte du nombre
de fibres musculaires et de leurs tailles.

D’autres études épidémiologiques ont démontré une association positive entre le poids de
naissance et la masse musculaire a différents moments de la vie comme lors de 1’enfance
(Hediger 1998), I’adolescence (Singhal 2003), ou encore chez les jeunes adultes (Kahn 2000)
ou les personnes agées (Sayer 2004).

Des travaux sur des modéles animaux ont montré qu’une sous-nutrition prénatale est associee
a une réduction du poids du muscle néonatal chez le mouton (Greenwood 2000), et a une
réduction du nombre de fibres musculaires postnatales chez le cochon (Dwyer 1994) et le rat
(Wilson 1988). Et ces effets persistent avec le temps (Prakash 1993, Pond 1990).

28



Le nombre de fibres musculaires est un déterminant important de la masse et de la force
musculaire, et un grand nombre d’études ont décrit des facteurs influencant le nombre, la
taille et le type de fibres (Dauncey 1996). Des facteurs génétiques semblent en effet étre les
principaux modulateurs du nombre de fibres primaires alors que des facteurs
environnementaux comme la sous-nutrition maternelle ont un effet prédominant sur la
croissance et le développement des fibres secondaires (Maltin 2001). L’étude la plus récente
sur le sujet menée dans notre laboratoire a montré que la restriction protéique maternelle
influencait exclusivement la densité des fibres secondaires sans atteinte des fibres primaires
(da Silva Aragao 2013)

a-5- Le systeme nerveux central

Le systeme nerveux central (SNC) et plus particuliérement 1’hypothalamus est le centre de la
régulation de la prise alimentaire et de la dépense énergétique. Il est composé de différentes
structures comme le noyau ventro-médial (VMH), le noyau arqué (ARC) et le noyau
paraventriculaire (PVN) (Figure 8). Le noyau arqué contient des neurones orexigénes qui
coexpriment le neuropeptide Y (NPY) et la protéine AgRP (Agouti-related protein) et des
neurones anorexigenes qui coexpriment la propiomelanocortine (POMC) et le transcrit CART
(Cocaine and amphetamine Regulated Transcript). Ces deux populations neuronales exercent
donc des fonctions opposées sur la régulation de la prise alimentaire et elles sont entre autres
régulées par des signaux hormonaux périphériqgues comme la leptine. Les neurones
NPY/AgRP sont inhibés par la leptine (Schwartz 1996) tandis que les neurones POMC/CART
sont actives par celle-ci (Schwartz 1997).
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Figure 8: Schéma d’une coupe sagittale d’hypothalamus de rat illustrant les deux
centres hypothalamiques régulant la prise alimentaire. L’hypophagie et la perte de poids
sont produites par une lésion de I’aire hypothalamique latérale (LHA, en vert) tandis que
I’hyperphagie et 1’obésité sont la conséquence d’une 1ésion du noyau ventromédian (VMH) et
du noyau arqué ARC, en rouge). NPV : noyau paraventriculaire, DMH : noyau dorsomédian,
ME : éminence médiane, SPV : zone subparaventriculaire, SCn : noyau suprachiasmatique,

OC : chiasma optique. D’apres Elias 1999

Le retard de croissance intra-utérin dd a une sous-nutrition maternelle pendant la gestation et
la lactation est a 1’origine des altérations de comportement alimentaire a 1’age adulte (Coupé
2009) avec des altérations de la cascade anorexigene chez le rat (Breton 2009) et une
réduction du neuropeptide NPY dans le noyau arqué (Plagemann 2000) entrainant une
hypophagie et une réduction du poids chez les ratons. Au sein de notre laboratoire, deux
études indépendantes ont montré que les ratons males exposés a la restriction protéique
présentaient une hyperphagie du sevrage a J35 résultant d’une prise alimentaire plus

importante plutdt qu’une augmentation du nombre de repas (Coupé 2009, Orozco-Solis 2009).

Outre la restriction protéique, il a également été observé qu’une alimentation en excés chez
des ratons pendant la lactation entrainait une augmentation de la réponse inhibitrice des
neurones du noyau centro-médian au NPY (Heidel 1999), a la leptine (Davidowa 2000) et a

I’insuline (Davidowa 2001) ce qui entrainait une hyperphagie et un surpoids.
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Il a également été montré que la leptine néonatale, adipokine dont nous détaillerons les
caractéristiques ultérieurement dans cette partie, pouvait programmer la régulation de la
balance énergétique, celle-ci pouvant avoir un impact sur la survenue de 1’obésité et
augmenter ainsi la prévalence a developper un syndrome métabolique.

Une étude menée chez des souris obéses ob-- a montré qu’elles possédaient moins de
projections de neurones NPY/AgRP et POMC/CART de I’ARC vers le NPV et que ce
phénomeéne était réversible apres I’injection de leptine en période néonatale. Une injection
quotidienne de leptine de J4 a J12 (10mg/kg) permet en effet un rétablissement des
projections émanant de I’ARC mais cette injection n’a aucun effet si elle a lieu a 1’age adulte.
Cette étude établit donc le réle essentiel de la leptine néonatale sur la mise en place des
projections neuronales de I’ARC (Bouret 2004). Cependant ces résultats ont été pondérés par
la suite, avec une étude montrant que la programmation de ’homéostasie énergétique n’était
pas seulement due a la leptine mais également a d’autres facteurs comme 1’insuline par
exemple (Cottrell 2011).

En effet, outre la leptine, il a été montré que I’insuline jouait un rdle important dans le
contréle de la prise alimentaire. Son injection chronique entraine une réduction de la prise
alimentaire révélant son action anorexigéne (Woods 1979). Les récepteurs a I’insuline sont en
effet largement présents dans le SNC, en particulier au sein du noyau arqué de 1’hypothalamus
(Baskin 1988).

Deux études portant sur le comportement alimentaire ont également montré que la restriction

éme

protéique maternelle entrainait une hyperphagie des rats du sevrage au 35™ jour (Coupé
2009, Orozco Solis 2009). A 1’age adulte, ces rats mangeaient plus Vvite et avaient des périodes
d’inactivit¢ plus longues entre les repas suggérant des effets a long terme de la

programmation nutritionnelle sur le comportement alimentaire.

Outre I’augmentation de la prise alimentaire, le retard de croissance intra-utérin affecterait
également la dépense énergétique en la diminuant. Les rats RCIU sont en effet beaucoup
moins actifs a 35 jours mais aussi a I’age adulte. Ce résultat est exacerbé lorsque le rat RCIU
est nourri avec un régime hypercalorique (Vickers 2003). Il existe donc un déséquilibre
important de la balance énergétique programmée par la restriction alimentaire pendant la

gestation.

a-6- Le tissu adipeux
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Des données basées sur des modeles animaux ont montré que la restriction nutritionnelle chez
les méres pendant la période de croissance placentaire entrainait une augmentation du tissu
adipeux feetal (Bispham 2003).

Cette programmation du tissu adipeux a été retrouvée chez I’Homme au cours de la famine
Hollandaise ou I’exposition a une sous-nutrition durant le début de la grossesse était associee
a la survenue d’obésité chez I’adulte et donc a un excés de stockage des lipides (Roseboom
2000), avec la encore une atteinte du nombre (hypertrophie) et de la taille (hyperplasie) des

cellules adipocytaires.

En conclusion, la programmation nutritionnelle, illustrée par ces exemples, a un impact sur le
développement d’organes clés jouant un rdle sur le métabolisme et donc sur la prédisposition

au syndrome métabolique.

b. Les mécanismes physiologiques du syndrome métabolique

Le syndrome métabolique a pour principales composantes des anomalies métaboliques
comme nous I’avons vu précédemment avec des troubles de la tolérance au glucose, une
insulinorésistance, une dyslipidémie, une obeésité, une hypertension... conduisant a des
complications cardiovasculaires ou diabétiques.

Plusieurs points dans la physiopathologie du syndrome métabolique ont été mis en relief,
comme le lien étroit entre exces de graisse et résistance a I’insuline ou encore le réle d’un
déterminisme lié notamment a la programmation nutritionnelle et a 1’effet de la nutrition
périnatale sur la prédisposition au syndrome métabolique.

Mais cette physiopathologie du syndrome métabolique n’est encore que partiellement connue.
Elle résulterait vraisemblablement de la conjonction de facteurs environnementaux,
génétiques et épigénétiques. L’obésité abdominale associée a une inflammation chronique et a

une résistance a I’insuline seraient les principaux processus pouvant expliquer les

composantes du syndrome métabolique (Jullien 2008).

b- 1 Le tissu adipeux
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Chez ’Homme et les animaux, le tissu adipeux (TA) est composé de plusieurs compartiments
de stockage des graisses répartis dans des dépdts sous-cutanées et viscéraux (Cinti 2001).

Le tissu adipeux joue un role important dans le contrdle de ’homéostasie du glucose (controle
de I’appétit et de la sensibilité a I’insuline) et des lipides, mais aussi dans 1’inflammation et
I’athérogenese.

Il est principalement composé d’adipocytes, de cellules immunitaires (macrophages,

lymphocytes), de préadipocytes et de cellules endothéliales (Schenk 2008) (Figure 9).
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Figure 9: Schéma de la composition du tissu adipeux. D’aprés Shen 2003

Il existe deux types de tissu adipeux, le TA blanc et le TA brun. Le TA blanc est le principal
lieu de stockage des graisses, de I’excés d’énergie provenant des aliments sous la forme
d’acides gras (Cinti 2001).

L’obésité abdominale semble jouer un role central dans 1’étiologie du syndrome métabolique
en contribuant notamment a des troubles du métabolisme des lipides. L’obésité serait la
meilleure marque de prédiction de la dégradation d’un ou plusieurs composants

physiologiques du syndrome métabolique (Maison 2001).
Une ¢tude longitudinale (Cameron 2008) suggere que 1’obésit¢ abdominale précéderait

I’apparition des autres caractéristiques du syndrome métabolique comme la résistance a

I’insuline pouvant aller jusqu’a la survenue d’un diabéte de type 2 et I’apparition de
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pathologies cardiovasculaires. Le diabete de type 2 est en effet associée dans plus de 80% des
cas d’obésité qui est montrée comme un facteur de majoration de 1’insulinorésistance (Kahn
2000). Dans un contexte d’obésité, une masse excessive de TA, plus particulierement du TA
viscéral, se forme par hypertrophie et hyperplasie des adipocytes associées a un mécanisme de
lipolyse accrue permettant la libération d’acides gras et de glucose dans la circulation
sanguine (Guilherme 2008, Coppack 2005, Coppack 2005). Cette libération massive des
acides gras libres est connue pour jouer un rdle dans 1’établissement de I’insulinorésistance
(Bays 2004, McGarry 2002). Ces acides gras (AG) libres vont aller en priorité vers le foie
participant a la synthése accrue de lipoprotéines de trés faible densité (VLDL) et donc a
I’augmentation des triglycérides circulants. Ces perturbations du métabolisme des AG
provoquent un dysfonctionnement endothélial a ’origine du processus d’athérogenése via une
augmentation des LDL-cholesterol athérogeénes (Lau 2005). Mais cet exces d’AG libres
diminue également 1’apport en glucose au niveau du muscle, entrainant une diminution de la

synthése de glycogéne et de 1’oxydation du glucose associées a une lipotoxicité du muscle
(Griffin 1999).

b- 2 La résistance a ’insuline

L’insulinorésistance est au cceur des mécanismes physiologiques du syndrome métabolique.
L’insuline joue un réle majeur dans l’utilisation et le stockage des substrats énergétiques
(glucidiques ou lipidiques). Il s’agit d’une hormone sécrétée par les cellules B des ilots de
Langerhans pancréatiques qui exerce en plus de son action hypoglycémiante connue, des
effets sur le contréle de la prise alimentaire assez proches de ceux de la leptine. Elle régule
I’entrée de glucose dans le muscle, la syntheése du glycogene dans le foie, le stockage des
lipides et la production d‘acides gras dans le tissu adipeux. L’insuline joue un rdle
prépondérant dans le contr6le de la biodisponibilité des AG libres en régulant notamment
I’activité de la lipoprotéine lipase. L’insuline inhibe la lipolyse et réduit par consequent
I’afflux des AG libres en augmentant la capacité de stockage des adipocytes. Ses roles sont
rendus possibles par sa fixation a son récepteur situé sur les cellules (hépatocytes, adipocytes
et myocytes) de ses 3 tissus cibles (Capeau 2003).

L’insulinorésistance est une limitation de 1’action de I’hormone sur ses tissus cibles a cause
d’une perturbation de la voie de signalisation de son récepteur. Ceci s’accompagne au début

d’une hyperinsulinémie permettant de préserver la tolérance au glucose. Cependant avec le
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temps, [’augmentation des AG libres peut avoir un effet lipotoxique au niveau du pancréas
entrainant un trouble de la sécrétion d’insuline conduisant a une détérioration de la tolérance
au glucose (hyperglycémie). Cette intolérance au glucose est associée a la non utilisation du
glucose par le muscle et a I’initiation de la néoglucogenése et glycogénolyse conduisant a une
hyperglycémie chronique. Une glycémie élevée augmente alors le risque de maladies
cardiovasculaires, en augmentant les taux de cholestérol et de triglycérides endommageant les
parois artérielles.

b- 3 La fonction endocrine du tissu adipeux

Outre sa fonction de stockage des lipides pour une utilisation a distance des repas, un nouveau
réle endocrinien du tissu adipeux a été mis en évidence. Le TA peut secréter de nombreux
peptides tels que des hormones ou des cytokines appelées adipokines. Elles régulent
notamment le métabolisme énergétique, la prise alimentaire, la sensibilité a I’insuline et 1’état
inflammatoire de 1’organisme. Dans une situation d’hypertrophie du TA relative au syndrome
métabolique, il y a une grande variation des taux d’adipokines entrainant un état
inflammatoire de bas grade ainsi qu’une altération de la sécrétion / utilisation des acides gras.
Une augmentation de la masse grasse va influencer la capacité endocrinienne de 1’adipocyte
en affectant la sécrétion de plusieurs protéines comme la leptine.

La leptine fait partie de ces adipokines sécrétées. Elle agit sur le cerveau pour réguler la
balance énergétique (dépenses vs apports) via ses récepteurs (ObR) en inhibant la voie
orexigénique et en stimulant la voie anorexigénique au niveau de I’hypothalamus (Elias
1996). Physiologiquement, une augmentation du taux de leptine plasmatique indique au SNC
que I’apport en nutriments est suffisant et qu’une augmentation des dépenses énergétiques est
nécessaire. La leptine a donc un réle anorexigéne important.

L’impact de la leptine sur le comportement alimentaire a €ét¢ mis en évidence grace au
développement de modéles génétiquement modifiés soit pour le géne de la leptine (souris
ob/ob Zhang 1994), soit pour son récepteur (souris db/db Lee 1996). Il a été montré que ces
lignées génétiquement modifiées développaient une obésité séveére et un diabete de type 2 a
I’age adulte.

Ce méme phénotype est observé chez ’Homme lorsqu'il possede une mutation au niveau du

géne de la leptine (Krude 1998).
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Il a été montré que le TA exprimait lui aussi des récepteurs a la leptine suggérant une action
autocrine de la leptine sur le TA (Tartaglia 1997). 1l a d’ailleurs été montré qu’une inactivation
spécifique du récepteur de la leptine dans le TA entrainait chez la souris I’apparition de
caractéristiques du SM comme une augmentation de 1’adiposité, une résistance a 1’insuline,
une hypertriglycéridémie... sans modifier pour autant la prise alimentaire. Ceci indique
qu’une altération de 1’action de la leptine sur le TA peut avoir des conséquences métaboliques
engendrant la survenue d’un SM (Huan 2003).

De plus, dans un contexte d’obésité, il a ét¢ montré que les concentrations plasmatiques de
leptine ainsi que I’expression de son ARNm dans le TA étaient étroitement liées au degré
d’obésité (Frederich 1995, Zimmet 1996), en faisant donc un indicateur de la masse adipeuse
(Feve 20006). 1l a d’ailleurs été suggéré que I’hyperleptinémie due a un exces de TA pouvait
étre un élément clé du syndrome métabolique (De Courten 1997) (Figure 10). Ce taux élevé
de leptine circulante associ¢ a I’obésité entrailne comme pour ’insuline, une résistance a
I'action de la leptine qui ne joue alors plus son rdle dans la suppression de la prise alimentaire
et dans la perte de poids (Krechowec 2006). Cette résistance a la leptine passe également par

I’inactivation de la voie de signalisation dépendante de son récepteur.
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Figure 10: Schéma de la physiopathologie du syndrome métabolique

2- Les mécanismes moléculaires de la programmation nutritionnelle

Le syndrome métabolique touche de maniere plus ou moins sévere des individus d’une méme
population ayant pourtant le méme style de vie. Ceci suggére que les individus n’ont pas la
méme sensibilité face aux altérations métaboliques caractéristiques du SM.

De nombreuses études suggerent que I’alimentation maternelle pendant la période périnatale
pourrait sensibiliser au développement du syndrome métabolique. L’un des défis actuels est
I’identification des mécanismes moléculaires mis en jeu dans la programmation nutritionnelle.
En effet, trés peu de choses sont connues sur les cascades moléculaires engagées entre la
nutrition périnatale et les modifications fonctionnelles/physiologiques conditionnant la
susceptibilité & développer des pathologies métaboliques a 1’age adulte. Grace aux études
récentes, I’implication de la régulation épigénétique dans la réponse de 1’organisme face a des
apports alimentaires inadaptés semble étre un mécanisme probable méme s’il reste encore

beaucoup de choses a élucider.

Conrad Waddington a été le 1* a introduire le terme d’épigénétique au début des années 40
(Waddington 1942). 11 a défini 1’épigénétique comme regroupant toutes les cascades
moléculaires modulant I’expression des génes conduisant a un phénotype particulier. Avec le
temps, sa définition a évolué pour devenir celle que 1’on connait a savoir I'étude des
changements stables et héritables de I'expression des génes sans modification de la
séquence primaire de I'ADN. En d’autres termes, 1’épigénétique étudie les mécanismes de
contréle de la transcription des genes responsables des variations observées en fonction du
type cellulaire, ou en fonction du temps (pour une méme population cellulaire).

Actuellement la communauté scientifique travaillant dans le domaine de 1’épigénétique
s'attache a étudier les modifications covalentes de I'ADN et post-traductionnelles des histones
ainsi que les mécanismes par lesquels ces derniéres influencent la structure de la chromatine
et I'expression des genes (Goldberg 2007) (Voir encadré Méthylation de I’ADN et
modifications d’histones). En effet, I’ensemble de ces modifications épigénétiques va
modifier les affinités entre histones et ADN ou protéines et ADN conduisant donc a des
changements de la conformation de la chromatine qui favorise, ou non, I’accés des facteurs de

transcription et donc I’expression des génes (Borrelli 2008).
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L’héritabilité épigénétique est fondamentale au niveau cellulaire car elle contribue dans
I’organisme a la mémoire de I’identité des cellules. La méthylation de I’ADN évolue au cours
du développement (Moir encadré Evolution de la méthylation au cours du développement) et
est influencable par I’environnement comme par exemple la nutrition au méme titre que les
autres modifications épigénétiques. Notre mode de vie pourrait ainsi laisser dans nos cellules

une “trace épigénétique” transmissible d’une génération a ’autre.

a- Les 1°™ preuves d’un lien entre nutrition et modifications épigénétiques

Le 1% exemple, chez la souris, d’'un géne soumis & I’impact de la nutrition via des
modifications épigénétiques est le géne Agouti. Ce gene contrdle la production de mélanine
au niveau de la peau pour donner la couleur au pelage des souris.

Les mutations dominantes du locus agouti comme A" (viable yellow), engendrent une
obésité, une résistance a I’insuline, ainsi qu’une coloration jaune du pelage. Chez ces mutants,
I’insertion d’une séquence transposable en amont du promoteur engendre une dérégulation de
I’expression du géne agouti et provogue son expression ectopique conduisant a une
modification du pelage des souris mutantes. La protéine a un role d’analogue de la
mélanocortine bloguant la production de pigment noir et favorisant la pigmentation jaune.
Outre ce pelage jaune, les souris mutantes développent une obésité tardive, ont un
comportement alimentaire incontr6lé et une balance énergétique positive (Spiegelman 1996)

conduisant au développement d’un diabete (Figure 11).

Le profil de méthylation de cette séquence d’ADN transposable est inversement corrélé a
’expression ectopique du géne et varie d’une souris isogénique A" a une autre causant des
variations de couleur du pelage allant du jaune (séquence transposable non méthylée) au
marron (séquence transposable méthylée) (Dolinoy 2008). Mais il a été montré que la
supplémentation des meéres gestantes en acide folique augmentait la proportion de souris au
pelage marron et que ce changement était directement li€ a ’augmentation du niveau de
méthylation de la séquence transposable. Ces observations ont été les 1% & montrer un effet
du régime alimentaire de la mere au cours de la gestation sur le phénotype de la descendance

via des modifications épigénétiques (Wolff 1998).
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spécifique

Figure 11: Alléles Agouti”. (A) Carte de lallele AY. L’alléle posséde une séquence
transposable en amont du promoteur du gene générant une expression ectopique du géne
responsable de I’obésit¢ des animaux. Sa méthylation entraine l'activation du promoteur
spécifique conduisant a un pelage marron. (B) Panel de souris isogénique A" D’aprés
Zamudio 2008

D’autre part, une étude portant sur des rattes gestantes sous restriction protéique a montré que
ce régime induisait une hypométhylation des promoteurs du géne des récepteurs aux
glucocorticoides (23%) et du gene PPARa (21%) dans le foie des descendants quel que soit
leur &ge. Cette hypométhylation a été associée a une augmentation du nombre des ARNm de
ces genes (Lillycrop 2005, Burdge 2007).

L’augmentation de 1’expression du récepteur aux glucocorticoides (GR) au cours de la vie
précoce est impliquée dans I’induction de I’hypertension (Bertram 2001, Phillips 1998), et
I’altération de Dl’activité de PPARa est associée a I’induction de la dyslipidémie (Burdge
2004).

Cette étude (Lillycrop 2005) a été la 1°® & démontrer un effet de la restriction protéique durant
la gestation sur la méthylation des promoteurs de ces deux genes apres le sevrage. La
persistance de ce défaut de méthylation aprés le sevrage (ou l’influence directe de la

restriction maternelle a cesse), suggeére que les modifications épigénétiques produisent des
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effets stables sur I’expression de ces genes. De plus, le fait que la méthylation du promoteur
de PPARS ne soit pas affectée par cette restriction maternelle suggeére une régulation

épigénétique gene spécifique.

Il est important de noter que le récepteur aux glucocorticoides, au dela du fait d’étre sensible a
la nutrition maternelle via des mécanismes épigénétiques, est €également sensible a ’attention
que la mere porte a ses petits (Weaver 2004).

En effet, cette méme équipe a pu observer que les profils de méthylation du promoteur du
récepteur aux glucocorticoides dans I’hippocampe variaient significativement en fonction de
I’attention et des soins apportés par la mére a ses petits au cours de la 1% semaine apres la
naissance. Les petits ayant une mere trés attentionnée ont un taux de méthylation élevé pour
ce géne et inversement pour les petits ayant eu peu de soins de la part de leur mére. Afin
d’identifier si ces résultats pouvaient étre corrigés, ils ont effectué des adoptions croisées dans
les 12h apres la naissance entre des méres attentionnées et des petits nés de mere n’apportant
aucun soin et vice et versa. Ces adoptions ont annulé les différences de méthylation sur des
sites CpG spécifiques et notamment en 5°, suggérant que les variations d’attention et de soins
des meres altérent directement le profil de méthylation du promoteur du gene GR. Ils ont
montré que cette altération du profil de méthylation apparaissait pendant le 1% jour de vie.

Ces résultats ont été confirmés par des études démontrant que la 1°® semaine de vie postnatale
est une période critique, particulierement sensible aux effets d’expériences précoces sur
I’expression du gene GR dans I’hippocampe (Meaney 1996). Cette étude a apporté les eres
preuves qu’un comportement maternel produisait des altérations stables de la méthylation de
I’ADN ayant des conséquences sur l’expression du gene a long terme et de maniere
irréversible.

D’autres modé¢les ont également mis en évidence une implication des mécanismes
épigénétiques dans la programmation nutritionnelle. Un modéle basé sur la ligature des arteres
utérines chez le rat, induisant une diminution des apports feetaux, a montré qu’il existait une
diminution persistante de 1’expression du géne Pdx1 médiée par une série de changements
épigénétiques chez les rats RCIU sans changement de la masse de cellules B (Park 2008,
Stoffers 2003). Par contre a 1’age adulte, ces RCIU présentaient une nette diminution de la
masse de cellules B avec une expression de Pdx1 quasi absente (Stoffers 2003).

Pdx1 est un facteur de transcription pancréatique qui régule le développement du pancréas et

la différenciation des cellules f. Une dérégulation de ce geéne entraine la survenue d’un

diabéte de type 2, de dysfonctions des cellules B (Brissova 2005, Holland 2005, Jonsson
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1994), et des problémes au niveau des ilots pancréatiques associés a une résistance a I’insuline
(Brissova 2005, Kulkarni 2004).

Il a été montré que la limitation des apports en oxygéne, en glucose ou en acides aminés avait
pour effet une diminution d’expression de Pdx1 via une cascade de modifications
épigénétiques aboutissant a 1’inactivation du geéne. Cette cascade touche le promoteur
proximal de Pdx1 qui subit d’abord des modifications au niveau des histones pendant la
période néonatale avec une perte de I’acétylation des histones H3 et H4, suivi a 1’4ge adulte
par une méthylation de novo des Tlots CpG. Ces modifications épigénétiques seraient liées a la

survenue d’un diabete de type 2.

Une autre équipe s’est focalisée sur le gene HNF4a qui est un facteur de transcription
nécessaire a la différenciation des cellules B et a I’homéostasie du glucose (Odom 2004) et qui
a été identifié comme étant lié au développement de certaines formes de diabéte de type 2
(Silander 2004, Barroso 2008).

Cette étude a montré que la restriction protéique maternelle induisait une diminution
d‘expression du géne mais n’avait qu’un effet minime sur la méthylation de I’ADN au niveau
du promoteur proximal. Par contre, ils ont pu mettre en évidence que cette diminution
d’expression du gene était due a une diminution au sein des Tlots pancréatiques des marques
d’histones actives (H3Ac et H3K4mel) et & un enrichissement des marques répressives
(H3K9me2) modifiant alors I’interaction promoteur-enhancer par altérations du code histone
(Ozanne 2011, Sandovici 2011) et ceci chez le rat jeune et ’adulte. 1ls ont démontré que la
restriction protéique maternelle programmait la réduction de 1’expression d’HNF4a dans les
ilots pancréatiques a 1’dge adulte et que cette diminution d’expression était corrélée a la

survenue d’un diabéte de type 2 (Gunton 2005).
Cet exemple est un bel exemple de coopération entre les marques épigénétiques permettant la
variation d’expression de certains génes (Moir encadré Coopération entre les marques

épigénétiques), mettant ainsi en évidence la complexité des mécanismes de régulation

épigenétique.

b- Lien entre nutrition, méthylation et mécanismes physiologiques
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D’autres groupes ont choisi de se focaliser sur des mécanismes physiologiques déja mis en
évidence pour en connaitre les mécanismes moléculaires sous jacents.

Une équipe a travaillé sur ’expression du geéne de la leptine qui joue un role majeur de
régulateur de la prise alimentaire et de controle de I’homéostasie énergétique (Jousse 2011).
Ils ont constaté que dans le cadre d’une restriction protéique maternelle, les descendants
avaient une diminution de leur poids et de leur masse grasse associée a une augmentation de
leur prise alimentaire. Ces modifications persistaient jusqu’a I’age adulte et étaient associées a
une diminution du niveau plasmatique de leptine soulignant le fait que le réegime alimentaire
des meres affectait la balance entre la prise alimentaire et la dépense énergétique chez
I’adulte.

Compte tenu de ces résultats, ils ont analysé le profil de méthylation du promoteur du géne de
la leptine. lls ont montré une hypométhylation des CpG localisés spécifiguement dans le
promoteur de la leptine causant une forte induction de 1’expression du géne en réponse a un

repas.

Une autre étude menée sur de petites portées de rats mimant une surnutrition précoce a mis en
évidence une dérégulation des circuits hypothalamiques (Plagemann  2009).
Physiologiquement ces circuits impliquent la stimulation de 1’expression de neurohormones
anorexigenes comme la propiomelanocortine (POMC) par la leptine et 1’insuline circulantes.
Ces deux hormones inhibent le neuropeptide Y (NPY) orexigéne et contrdlent ainsi la prise
alimentaire et la courbe de poids. La surnutrition précoce n’entraine pas de variation
d’expression du gene NPY ou de son taux de méthylation au sevrage malgré 1’augmentation
de la leptine et de I’insuline plasmatiques. Ceci suggérerait une véritable résistance du
promoteur de NPY face a un défaut nutritionnel. Par contre, le promoteur de POMC présente
une hyperméthylation au niveau des deux sites de fixation du facteur de transcription Sp1 qui
est essentiel dans la médiation des effets de la leptine et de I’insuline sur I’expression du gene.
Cette hyperméthylation entraine donc une diminution d’expression de POMC malgré
I’hyperleptinémie et I’hyperinsulinémie, augmentant ainsi le risque d’obésité ou de survenue
de pathologies du syndrome métabolique comme le diabéte ou les maladies cardiovasculaires
(Plagemann 2009).

Dans la continuité de ces travaux sur POMC, notre laboratoire (Coupé 2010) a travaillé sur un
modele de retard de croissance intra-utérin induit par une restriction maternelle protéique

suivie ou pas d’un rattrapage de croissance rapide aprés la naissance. Il a été montré une

42



grande variation, entre les groupes, du taux de méthylation dans 1’hypothalamus pour un
certain nombre de CpG oscillant entre 20 et 60%.

Ces résultats ont confirmé ceux obtenus par Plagemann (2009), suggérant que les périodes pré
et post natales pouvaient influencer le pourcentage de méthylation sur certains CpG. Cette
¢tude confirme également ’effet programmateur de la nutrition post-natale sur le niveau de
méthylation du promoteur du géne POMC et démontre également 1’existence d’une

programmation in utero.

c- Lien entre nutrition, méthylation et génes soumis a ’empreinte parentale

Il a également été mené de nombreuses études sur une catégorie de genes bien particuliers et
connus pour étre régulés trés finement par la méthylation de ’ADN : les genes soumis a
I’empreinte parentale (GSE) (Voir encadré Empreinte génomique parentale). Ces genes sont
connus pour exercer des fonctions diverses notamment dans la croissance foetale, le
développement, la prolifération et le métabolisme cellulaire, en particulier dans I’embryon et
le placenta. Des analyses ont mis en évidence I’existence d’un réseau de genes soumis a
I’empreinte qui sont impliqués dans le controle de la croissance embryonnaire, et qui seraient
co-régulés au cours du développement (Varrault 2006).

Il était tentant de penser que leurs caractéristiques et leur régulation en faisaient des cibles
particulierement vulnérables face aux perturbations environnementales comme la nutrition par
exemple (Jirtle 2007). Les GSE sont en effet regroupés au sein de larges domaines ou clusters.
Ils présentent des séquences différentiellement méthylées en fonction de 1’origine parentale,
appelées DMR (Differentially Methylated Regions) et sont sous le contrdle de centres
d’empreinte ou ICR (Imprinting Control Region). Ces séquences qui peuvent atteindre
plusieurs kilobases sont riches en CpG et régulent I’expression monoallélique de I’ensemble
des genes du locus grace a 'intervention de la méthylation de I’ADN. Cette derniere est
requise pour contréler 1I’expression mono allélique et est particuliérement sensible aux apports

alimentaires
Il a été mis en évidence un réseau de GSE qui sont co-exprimés et co-régulés (Varrault 2006)

et qui sont impliques dans la régulation du développement d’organes clés, ils ont donc été

proposés comme candidats jouant un réle dans 1’origine développementale de certaines

43



maladies liées a la programmation nutritionnelle (Charalambous 2007) (Voir encadré Réseau
de génes soumis a I’empreinte).

Un lien entre variation d’expression des GSE, via une modulation de la méthylation de
I’ADN, et des pathologies liées a la programmation, a ét¢ montré au cours de I’étude de la
cohorte de la famine Hollandaise (Tobi 2009, Heijmans 2008). En effet, une des rares
opportunités d’étudier ce lien se présente dans 1’étude des adultes exposés pendant leur
période feetale a cette famine de 1944-45. Une équipe de recherche (Heijmans 2008) s’est
concentrée sur I’étude d’un des loci les mieux caractérisés au niveau de sa régulation
épigenétique a savoir le locus contenant les génes Igf2 et H19 (Moir encadré Méthylation de
I’ADN). Le géne 1gf2 code le facteur de croissance IGFII qui joue un réle clé dans la
croissance et le développement feetal (Smith 2006). Le géne H19 code un ARN non codant
dont la fonction n’est pas encore parfaitement ¢lucidée mais qui est liée de fagon trés proche a
la régulation du géne Igf2. Ces deux genes présentent une expression mono allélique opposée
puisque le gene 1gf2 est exprimé a partir de 1’alléle paternel alors que H19 est exprimé a partir
de I’allele maternel. L’empreinte parentale de ces deux geénes est maintenue grace a des
régions différentiellement méthylées (DMR) et les mécanismes régulant 1I’expression mono
allélique des 2 genes sont maintenant relativement bien compris. Cette équipe a mis en
évidence une diminution de la méthylation de I’ADN au niveau des DMR d’1gf2 liée & une
exposition a la famine pendant la période périconceptuelle. Cette hypométhylation observée
est comparable a celle retrouvée pour le géne PPAR« chez les descendants de rattes gestantes
sous régime restreint en protéines commencé avant la gestation.

Ces données issues de modeles animaux sont en accord avec I’hypothése selon laquelle
I’hypométhylation d’Igf2 durant la famine serait due a une carence en donneurs de méthyl
comme la méthionine (Waterland 2004). A contrario, cetre hypométhylation des DMR d’Igf2
n’est pas retrouvée pour les expositions a la famine durant la fin de la grossesse (Reik 2001)
suggérant que les modifications épigénétiques sont particulierement vulnérables durant le
développement embryonnaire précoce qui est une période cruciale pour 1’établissement et le
maintien des marques épigenétiques (Voir encadré Méthylation de I’ADN et Autres

modifications épigénétiques)

Des travaux sur des modéles animaux ont par la suite confirmé cet impact de la nutrition sur
le profil de méthylation des GSE. Une étude a montré que les rats nourris de maniere
excessive pendant I’allaitement présentaient une intolérance au glucose (Waterland 2004). Par

microarrays, il a été identifié 10 génes a expression variable dans les Tlots pancréatiques entre
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le groupe témoin et le groupe sur-nourri. Deux de ces génes, Ins2 et neuronatin sont des GSE.
Comme les rongeurs ne possedent que 0,5% de GSE (Murphy 2003), ces données renforcent
I’hypothése que les GSE soient sensibles épigénétiquement a la nutrition précoce (Waterland
2002). Une autre étude chez la souris a mis en évidence que méme apres le sevrage, la
nutrition pouvait encore altérer 1’expression monoallélique des GSE (Waterland 2004). En
effet, une alimentation supplémentée avec un excés de méthionine, de choline, de Vitamine
B12 et d’acide folique entraine 60 jours aprés le sevrage une expression de 1’alléle maternel
d’lgf2 normalement éteint (Waterland 2004). Cette expression perdure dans le temps méme
apres passage a un régime alimentaire standard. Ces observations ont donc montré que de
subtils changements dans le régime alimentaire aprés le sevrage pouvaient avoir des effets
persistants sur la régulation des GSE. De plus si la nutrition précoce induit des altérations
épigénétiques similaires sur les GSE de la lignée germinale, il est possible que celles-ci soient

transmises a la génération suivante.

Une étude plus récente (lvanova 2012) basée sur le modéle trés connu de la restriction
protéique maternelle a mis en évidence des résultats contradictoires a ceux présentées
précédemment. Cette équipe s’est intéressée au profil de méthylation des DMR de 5 GSE et a
montré que la restriction protéique maternelle durant la gestation ou la période postnatale
précoce n’avait pas d’impact substantiel sur le niveau de méthylation des DMR de ces 5 GSE
dans le foie des descendants. Il est possible que cet effet de la nutrition sur la méthylation de
I’ADN soit tissu spécifique pour une ou plusieurs DMR, mais leurs résultats indiquent qu’il
n’y a aucun effet en réponse a une restriction protéique maternelle majeure. Ils ont pu
observer de légéres augmentations de la méthylation au niveau des DMR des génes Grb10 et
Gnasxl chez des animaux agés de 3 semaines issus de meres soumis a une restriction
protéique durant la gestation. Mais ces variations de méthylation n’affectent qu’un nombre
tres limité de CpG et ne sont pas maintenues a 1’dge adulte. Malgré ’absence de non
perturbation de la méthylation de I’ ADN de ces GSE, leur expression a ét¢ décrite comme
étant trés affectée par la restriction protéique maternelle suggérant que ces perturbations
d’expression pouvaient étre causées par un autre mécanisme épigénétique que la méthylation
de ’ADN.

Malgré ces résultats contradictoires, il semble important de continuer & mieux appréhender
I’impact de la méthylation de I’ADN dans le mécanisme de la programmation nutritionnelle.

Des équipes ont développé des modeles animaux basés sur une supplémentation ou une
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restriction en micronutriments de la voie des mono carbones. En effet, la méthylation de
I’ADN est intimement liée au métabolisme des mono carbones. Ceux-ci lui fournissent les
groupements méthyl (Moir encadré La voie des folates) en présence de micronutriments

comme le folate, la choline ou les vitamines du groupe B apportés par I’alimentation.

3- Les besoins en micronutriments liés a la grossesse : Quels nutriments

ont un effet sur la régulation épigenétique ?

La grossesse est une période d’augmentation des besoins métaboliques due notamment aux
changements physiologiques de la femme enceinte, du développement du feetus et des
annexes foeto-placentaires. Les micronutriments sont des déterminants majeurs de la santé de
la future meére et du feetus. Ces micronutriments sont des vitamines et minéraux essentiels

pour stimuler la croissance et le métabolisme du feetus (Tableau 5).

Tableau 5: Besoins en nutriments des femmes en dge de procréer (poids d’environ 60kg) et

des femmes enceintes. D’apres Costello 2004 et Mathews 2004
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Besoins par jour
Energie, 1\.u’t1*1ments Femme en age de procréer Femme enceinte
(unites)
Kilocalories 2200 2300/2400/240C
Protéines (g) 60 70
Glucides (g) 270 300
Lipides (g) 70 80
Fer absorbé (mg) 1,25 0,8/4.4/6,3
Ca (mg) 900 1000-1200
Magnésium (mg) 400 400
Zinc (mg) 10 14
Tode (ng) 100 150-200
Cuivre (ng) 1.5 2
Vitamine A (1g) 600 700
Thiamine (mg) 1.3 1.5a2
Riboflavine (mg) 2 2,5a3
Pyridoxine (mmg) 2 2.5
Acide folique (ng) 400 800
Cobalamine (ug) 3 4
Vitamine C (mg) 110 120
Vitamine D (ug) 5-10 10-15
Vitamine E (mg) 12 12

La carence en fer peut conduire a une anémie qui augmente significativement le risque de
déces di a une hémorragie lors de I’accouchement. D’autres carences ont également été

associees a des complications durant la grossesse que nous détaillerons plus loin.

Il existe une classe bien particuliére de facteurs nutritionnels connus pour jouer un role
important sur le développement feetal: les composés de la voie des folates.

Ces composés ont été tres étudiés pour leurs effets sur la prévention des malformations
feetales et leurs effets bénéfiques sont largement admis. Cependant leurs effets potentiels sur
d’autres processus physiologiques sont encore trés peu connus dans l’espéce humaine.
Pourtant, de plus en plus de travaux sur des modeles animaux montrent que ces COmposes
agissent sur la mise en place et la régulation des mécanismes épigénétiques pouvant étre
impliqués dans le processus de programmation nutritionnelle.

L’acide folique, la méthionine, le zinc, la bétaine, la choline, les vitamines B2, 6 et 12 sont en
effet des cofacteurs essentiels de plusieurs reactions biochimiques permettant le transfert
d’unités monocarbonées. Leur variation peut influencer plusieurs mécanismes distincts ayant
des conséquences sur ’altération de la biosynthése de I’ADN, la perturbation des réactions de

méthylation et I’accumulation d’homocystéine a des niveaux toxiques.
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Cette hyperhomocystéinémie correspond a un niveau anormalement ¢élevé d’homocystéine
dans le sang largement connu pour conduire a différentes pathologies des maladies
cardiovasculaires et des thromboses (Cattaneo 1999). L’homocystéine est méthylée en
méthionine par le transfert d’un groupement méthyl du méthyltetrahydrofolate, réaction
catalysée par la méthylenetetrahydrofolate réductase (MTHFR) (Ueland 1992).
L’hyperhomocystéinémie peut €tre due a une carence en vitamine du groupe B (Miller 1994)
ou a des variants génétiques touchant la 5-MTHF réductase associés a une reduction de son

activité enzymatique augmentant ainsi les taux d’homocystéine plasmatique.

La dérégulation du cycle des folates lors de la gestation influence également la régulation
épigénétique d’un certain nombre de génes, en particulier des génes liés au métabolisme
énergétique et a la croissance feetale et peut ainsi contribuer a 1’établissement d’une empreinte
nutritionnelle périnatale. Ceci suggére un réle majeur du cycle de I’acide folique dans le
processus de programmation. Plusieurs équipes ont ainsi testé 1’effet de régimes déficients en
divers composés de cette voie et ont montré qu’une carence en acide folique, ou un exces de
méthionine, réduisait le poids maternel et fcetal, augmentait I’homocystéinémie maternelle et
perturbait le métabolisme feetal. Des effets sur le niveau de méthylation global du génome
sont observés (McKay 2011) mais la méthylation de sites (= Tlots) CpG de promoteurs
spécifiques est également perturbée (Lillycrop 2005, Hoyo 2011).

a- L’acide folique

L’acide folique est une vitamine du groupe B (Vitamine B9). Sa carence est extrémement
fréquente au cours de la grossesse et peut avoir des conséquences sur le déroulement de la
grossesse et sur le développement du feetus comme nous le verrons ci-dessous.

Il se trouve que I’apport d’acide folique pourrait ne pas étre assuré uniquement par

I’alimentation, méme équilibrée.

Le défaut de fermeture du tube neural (DFTN) est une anomalie grave qui est souvent
mortelle. Ce DFTN concerne environ 1 grossesse sur 1000 en France et peut conduire a des
interruptions de grossesse volontaires ou spontanées. Ce défaut se met en place au cours des
3-4 premieres semaines de vie au moment méme ou la femme ne sait pas encore qu’elle est

enceinte. Le role particulier de 1’acide folique dans ce DFTN a été mis en évidence en 1964
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(Hibbard 1964) avec une atteinte de son métabolisme chez les meres d’enfants porteurs de
myéloméningoceles.

Une 10°™ d’années plus tard, une étude a montré une baisse des folates érythrocytaires au 1%
trimestre de la grossesse chez ces méres (Smithells 1976).

De 1981 a 1996, plusieurs études ont démontré que cette anomalie pouvait étre corrigée par
une supplémentation en acide folique avant méme le début de grossesse. En effet, il
semblerait que le DFTN serait dGi @ un défaut d’activité de la méthionine synthétase qui
transforme 1’homocystéine en méthionine en transférant un groupement méthyl produit par
I’acide folique. Un défaut de cette enzyme conduit donc a un exces d’homocystéine qui serait
la cause du défaut de fermeture du tube neural (Yang 2013).

I1 a également été démontré que d’autres anomalies comme les malformations cardiaques, les
fentes labio-palatines pouvaient étre évitées avec une supplémentaion en acide folique
(Czeizel 1993, Antony 2000).

Ces données ont conduit des 1992 plusieurs pays a préconiser la supplémentation
systématique de toutes les femmes en période périconceptuelle d’une dose journaliére de
400ug d’acide folique par voie orale.

Pour aller encore plus loin, en 1996, la Food and Drug Administration (FDA) a encouragé
I’enrichissement en acide folique des produits céréaliers destinés a la consommation humaine
(comme les farines) pour finir par le rendre obligatoire en 1998.

Depuis 2000, des publications américaines et canadiennes ont montré I’efficacité de cet
enrichissement des farines en acide folique. L’incidence du DFTN a été en effet réduite de
30% aux Etats-Unis (Honein 2001, Williams 2002).

Malgreé ses bénéfices évidents, cette supplémentation générale a engendré des préoccupations
avec I’augmentation possible du risque de cancers du sein ou du colon et d’une détérioration

cognitive chez les personnes agées (Fife 2011).

Cette supplémentation a également des effets sur les mécanismes de régulation épigénétique.
En effet, cette supplémentation a généralement été associée a une augmentation de la
méthylation de I’ADN, et vice versa pour la restriction en acide folique. Des études ont été
menées afin d‘évaluer les effets d’un régime maternel supplémenté ou restreint en acide
folique sur la méthylation globale. 1l a été observé dans un modele murin que les descendants
exposés a une nutrition maternelle restreinte en acide folique pendant la gestation et la
lactation montraient une diminution de la méthylation globale dans l’intestin des adultes

(McKay 2011).

49



De la méme maniére, une supplémentation in utero a été associée a une hypométhylation des
CpG chez les ratons agés de 28 semaines (Ly 2011). Ces données animales in vivo suggerent
un lien entre hypométhylation globale et acide folique qu’il soit en restriction ou en exces.

Une étude basée sur un régime alimentaire maternel restreint en protéines (Lillycrop 2005) a
montré que cette restriction durant la gestation engendrait une diminution spécifique du
pourcentage de méthylation des génes PPARa et GR dans le foie des descendants au sevrage.
Cette hypométhylation persistait méme apres le sevrage alors que I’exposition a la restriction
protéique avait cessé, suggérant donc l‘implication de modifications épigénétiques stables
dans la régulation de ces genes. Cette hypométhylation a également été associée a une
augmentation substantielle de D’expression des ARNm de ces geénes. Mais cette
hypométhylation est réversible via une supplémentation en acide folique suggérant qu’un
changement du profil de méthylation peut refléter un défaut du taux d’acide folique chez la

mere.

Des études chez I’Homme ont également investigué le role de 1’acide folique maternel dans la
méthylation de I'ADN chez les descendants. Une étude transversale ciblant le gene Igf2 (géne
soumis a I’empreinte parentale) chez des femmes enceintes a montré une hypométhylation du
promoteur d’lgf2 dans les leucocytes du sang de cordon inversement associée a la

supplémentation en acide folique durant la grossesse (Hoyo 2011).

b- Méthionine

La méthionine est un acide aminé essentiel qui est continuellement régénéré grace au
métabolisme des monocarbones et ce via I’homocystéine pour servir de précurseur a la S-
adénosylméthionine (SAM). La fluctuation du niveau de méthionine dans I’alimentation a un
effet potentiel sur la méthylation de I’ADN. En effet, la méthionine a un réle important de
donneur de groupement méthyl suggérant qu’une dérégulation par prise excessive de
méthionine pourrait affecter la méthylation de I’ADN et donc causer une dérégulation de
I’expression de genes cibles.

Plusieurs projets ont été menés pour connaitre les effets d’une prise excessive de méthionine
sur la SAM et SAH hépatique.

Une étude menée en 1990 (Finkelstein 1990) portant sur des rats adultes soumis a des régimes
alimentaires contenant des quantités de méthionine croissantes (0,3 ;1 ;1,5 ;2 et 3%) n’a pas
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mis en évidence de changement dans la concentration hépatique de méthionine méme pour le
régime alimentaire le plus riche en méthionine, illustrant 1’excellente homéostasie de la
méthionine. 1l en est de méme pour les concentrations de SAM et SAH avec une éelévation
pour le régime a 3% de méthionine.

Dans cette étude, aucune toxicité de la méthionine n’a été observée jusqu'a ce que la
concentration de méthionine augmente a 3%.

A contrario, une autre étude (Regina 1993) menée sur la toxicité de la méthionine a montré
qu’une prise de méthionine a 1,5% dans 1’alimentation entrainait une augmentation de la
concentration de méthionine dans le foie mais également dans le plasma et une diminution du
taux de croissance chez les jeunes rats. Dans le foie, cet apport de méthionine a 1,5%
augmentait les concentrations de SAM (7 fois) et de SAH (4 fois). Ces résultats ont permis de
conclure a une hépatotoxicité de la méthionine pouvant résulter d’une réaction de méthylation
incontr6lée causée par une accumulation de SAM hépatique.

Il a été avancé que ces résultats contradictoires sur les effets d’un apport excessif de
méthionine dans ’alimentation pourraient étre dus a la composition spécifique du régime qui
differe entre les deux études (acide aminé vs caséine).

Néanmoins, ces résultats mettent en relief la complexité des effets potentiels d’une
supplémentation en méthionine.

Trés peu d’études ont regardé les effets d’une prise excessive de méthionine sur la
méthylation de I’ADN. Ces études (Tremolizzo 2002, Devlin 2004) n’ont pas montré d’effet
massif de la supplémentation en méthionine sur la méthylation de I’ADN mais ces résultats
n’excluent pas de potentiels effets sur la méthylation de CpG spécifiques dans des tissus

spécifiques et a des temps spécifiques.

c- Choline et bétaine

La choline est un composant dietétique crucial pour maintenir des fonctions cellulaires
normales. C’est en effet un précurseur des phospholipides qui sont des constituants majeurs
des membranes cellulaires jouant donc un role important dans I’intégrité structurale des
membranes cellulaires.

La choline est également un précurseur de la bétaine qui est nécessaire a une fonction rénale

glomérulaire normale. La choline, via la bétaine, est également un donneur de méthyl indirect
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a I’homocystéine pour maintenir 1’homéostasie de la méthionine. Le métabolisme de la
choline est donc étroitement lié au cycle des folates.
Le lait, les ceufs et la viande sont les principales sources de choline alors que les plantes en

sont pratiqguement dépourvues (Tableau 6).

Tableau 6: Pourcentage de Choline dans certains aliments (Zeisel 1994)

Concentration pmol/kg

Food Choline
Apple 27
Banana 240
Beef liver 5831
Beef steak 75
Butter 42
Cauliflower 1306
Comn oil 3
Coffee 90
Cucumber 218
Egg 42
Ginger ale 2
Grape juice 475
Iceberg lettuce 2930
Margarine 30
Milk (bovine, whole) 150
Orange 200
Peanut butter 3895
Peanuts 4546
Potato 511
Tomato 430
Whole wheat bread 968

La perturbation du métabolisme de la choline et notamment sa carence a des conséquences
nombreuses. Elle entraine des lésions musculaires, 1’accumulation de gras dans le foie et la
mort de cellules hépatiques chez la plupart des hommes et des femmes ménopausées (da
Costa 2005, 2004, Zeisel 1991). L’accumulation de gras dans le foie est due a la synthese de
lipoprotéines de tres faible densité qui sont nécessaires a I’empaquetage des triglycérides qui
sont ensuite secrétes par le foie (Noga 2003). La mort des cellules hépatiques est quand a elle
due a des dysfonctions mitochondriales, une fuite des radicaux libres et a une apoptose
(Albright 2005, Holmes-McNary 2001).

La choline est aussi importante pour les fonctions placentaires chez la femme enceinte. Une
supplémentation en choline augmente les mécanismes responsables de 1’angiogenése

placentaire et diminuerait les risques de pré-éclampsie (Jiang 2012).
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L’¢épigénome du placenta est particulierement sensible a la prise de choline, par exemple, la
supplémentation altére la méthylation de I’ADN et I’expression placentaire de la
corticotropine qui est une hormone régulatrice de la réponse au stress (Jiang 2012). Ces
résultats suggerent qu'une faible prise maternelle de choline aurait des effets délétéres sur la
réponse au stress de la mére et du feetus.

La choline est tout particuliérement importante dans le développement feetal. Aux Etats unis,
des meéres ayant un apport restreint en choline avaient des risques significativement plus
importants de donner naissance a des bébés présentant un defaut de fermeture du tube neural
(Shaw 2006).

Chez le rongeur, la prise maternelle de choline durant la gestation influence le développement
de I’hippocampe du feetus et la mémoire du petit par des altérations de la neurogencse
(Craciunescu 2003).

De plus, des études récentes ont montré que la supplémentation en choline durant la période
néonatale pouvait avoir des effets bénéfiques a long terme sur le cerveau. Chez le rongeur, des
variations du métabolisme de la choline durant cette phase critique qu’est le développement
foetal causent des changements a long terme sur la structure et la fonction du cerveau (Zeisel
2006). Chez le rongeur adulte, la mémoire décline avec 1’age, mais I’exposition a une forte
dose de choline in utero empéche ce déclin de la mémoire (Meck 2003). Cette
supplémentation module ’expression de génes impliqués dans les fonctions de mémoire et

d’apprentissage via la méthylation de I’ADN (Mellott 2007).

Cette supplémentation entraine également une diminution du niveau de folate hépatique total
d’environ 31% apres 2 semaines de régime alimentaire déficient en choline (Selhub 1991). Un
déficit en choline a également un impact sur la fonction rénale entrainant notamment une

réabsorption de I’eau et une excrétion de sodium glomérulaire.

Le lien entre la restriction en choline, source de donneur de méthyl, et la méthylation de
I’ADN a été étudié et a mis en évidence une hypométhylation globale significative dans le

cerveau des souris en période foetale (Niculescu 2006).

d- Zinc

53



Le zinc est impliqué dans le cycle des folates au sein de la réaction de transformation de
I’homocystéine en cystathionine. Il a été montré qu’un régime maternel déficient en zinc
génere des effets néfastes allant de I'infertilité, a des défauts de développement, a la mort
embryonnaire/feetale et au RCIU. Des complications post-natales peuvent également avoir
lieu incluant des anomalies de comportement et une augmentation de la pression artérielle
chez les petits (Uriu-Adams 2010). Ce déficit en zinc entraine une diminution des niveaux de

méthylation de I’ADN et des histones (Breksa 2002) mais tout ceci reste largement méconnu.

e- Vitamines B2, 6 et 12

Ces vitamines sont importantes de par leur role catalytique dans le métabolisme des folates et
des monocarbones. Un modeéle in vivo montre qu’une restriction en vitamine B12 associée a
une alimentation supplémentée en folate entraine une hypométhylation globale du placenta en
comparaison d’une alimentation supplémentée exclusivement en acide folique. Ceci suggere
que des interactions entre les micronutriments peuvent altérer le profil de méthylation de
maniere plus importante que la restriction ou la supplémentation en un seul composé
(Kulkarni 2011).

Deux études épidémiologiques ont étudié le réle de la vitamine B12 dans la régulation de la
méthylation de I’ADN. Une étude transversale a montré que le profil de méthylation d’1gf2
dans le sang de cordon était inversement corrélé au taux sérique de vitamine B12 maternelle
(Ba 2011). La seconde étude a étudié la relation entre les taux plasmatiques de Vitamines B2,
B6 et B12 et la méthylation de I’ADN chez des fumeurs (Vineis 2011). Chez les fumeurs, ils
ont observé une augmentation de la concentration de vitamine B12 qui était associée a une

diminution du niveau de méthylation de certains génes impliqués dans différentes pathologies.

En conclusion, nous pouvons aisément affirmer qu’un régime alimentaire inadéquat pendant
la grossesse entraine un apport insuffisant de plusieurs éléments nutritifs comme les
micronutriments de la voie des folates et peut avoir de nombreuses conséquences
physiologiques et épigénétiques chez la meére, le feetus et le nouveau-né. Une approche
somme toute trés classique pour améliorer le statut nutritionnel de la femme enceinte est la
supplémentation en ces micronutriments. Mais des études portant sur des modéles animaux
ont montré que la supplémentation via I’alimentation maternelle en bétaine, choline, acide

folique, méthionine et vitamine B12 pouvait affecter 1’établissement du profil de méthylation
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de ’ADN et altérant ainsi 1I’expression des génes et in fine altérer également le phénotype de
la descendance (Waterland 2003, Sinclair 2007)

4- Supplémentation avec de multiples donneurs de méthyl

Comme nous 1’avons vu plus haut, I’étude du géne A” (Duhl 1994) chez la souris a montré
qu’une supplémentation maternelle en donneurs de méthyl entrainait une hyperméthylation de
ce géne ayant des conséquences sur la couleur du pelage des souris.

Une autre étude basée sur une supplémentation en donneurs de méthyl sur des souris avant et
pendant la gestation a montré un impact sur la morphologie de la queue des petits. En effet,
approximativement 70% des individus témoin étaient affectés par cette « torsion » de leur
queue alors que seulement 40% des petits issus de meres supplémentées en donneurs de
méthyl présentaient cette malformation. 1l a été observé que cette supplémentation augmentait
le niveau de méthylation de I’ADN au niveau du géne Axin™ (Waterland 2006), et réduisait
ainsi I’incidence de survenue de « torsion » au niveau de la queue des descendants. Cette
hyperméthylation a été retrouvée uniquement au niveau de la queue. Ces résultats ont suggére
que I’¢tablissement embryonnaire de la méthylation de I’ADN sur des all¢les métastables est
généralement sensible a 1’apport maternel en donneurs de méthyl avant et pendant la

gestation.

Mais tres peu d’¢tudes ont été menées sur une supplémentation en multiples composés,
permettant ainsi une étude plus complete en maximisant les effets physiologiques et
moléculaires (Keith 2001, Sole 2002). Pourtant une supplémentation en multiples
micronutriments pendant la gestation/grossesse pourrait étre une stratégie trés prometteuse
dans la réduction des effets d’une alimentation inappropriée pendant la gestation (Allen 2005,
Bhutta 2008).

Parmi les quelques rares études épidémiologiques existantes, une étude menée sur une
population de femmes enceintes africaines infectées par le VIH a montré qu’une
supplémentation en plusieurs micronutriments augmentait de maniére significative le poids de
naissance (Allen 2009).

Plus récemment (Ramakrishnan 2012), il a été montré que la supplémentation multiple chez la
femme enceinte était efficace dans la diminution du risque de survenue de petit poids de

naissance et/ou de petit poids par rapport a 1’age gestationnel. Mais il a été¢ également montré
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que si cette supplémentation était recue apres le 1% trimestre elle avait pour conséquence une
augmentation du risque de décés néonatal.

Une étude s’est penchée sur les effets de la supplémentation en multi-micronutriments sur les
geénes soumis a D’empreinte que 1’on connait pour étre régulés via des mécanismes
épigénétiques et qui sont largement impliqués dans le développement feetal (Cooper 2012). I
a eté observé une méthylation différentielle suite a la supplémentation mais de fagon sexe
specifique. En effet, chez les filles, le profil de méthylation variait pour le géne Igf2R alors
que chez les garcons il variait pour le gene Gtl2. Ce profil de méthylation perturbé de maniére
sexe dépendant a été observé auparavant suite a une période de famine (Tobi 2009). Les
mécanismes de réponse a cette supplémentation pourraient se mettre en place durant une
fenétre critique pendant laquelle la méthylation des DMRs survient suite a 1I’effacement (Voir
encadré Evolution de la méthylation de ’ADN au cours du temps). Cependant sur un
prélevement de sang effectué chez ces bébés a 9 mois aucun défaut de méthylation n’a été
retrouve. Ceci peut éventuellement étre expliqué par le faible nombre d’individus dans la
cohorte et par le fait que ces profils sont probablement tissu spécifique.

La derniere étude publiée chez la souris (Carlin 2013), utilisant une supplémentation en
composés de la voie des folates sensiblement identique a celle utilisée dans le cadre de mon
projet de thése a montré que la supplémentation en donneurs de méthyl annulait
I’hypométhylation globale induite par le régime alimentaire gras des meres durant la gestation
et la lactation. Les auteurs ont voulu dans un second temps évaluer I’innocuité de la
supplémentation en donneurs de méthyl indépendamment d’un régime gras. Ils ont montré
une augmentation de 1’activité locomotrice des descendantes femelles nées de meéres
supplémentées et un risque accru de développer une obésité via la promotion d’un gain de
poids. Ce résultat souléve la question des supplémentations diverses en composés de la voie
des folates qu’ils proviennent directement de 1’alimentation ou de la prise de compléments
nutritionnels. En effet cette multiplicité de sources de divers composés peut aboutir a un exces
de donneurs de méthyl et des doses supraphysiologiques peuvent avoir un effet sur le
développement feetal méme si ces effets sont encore peu clairs et qu’une étude physiologique
et épigénétique semble donc nécessaire pour confirmer les mécanismes physiologiques et

moléculaires engagés.

De nombreuses recherches sont nécessaires pour tenter d’expliquer les mécanismes activés
par une supplémentation en multiples micronutriments, pour déterminer les génes ou régions

du génome affectés par ces mécanismes, et les interactions potentielles entre ces nutriments.
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Pour investiguer au mieux ces différentes questions, il semble que le foie soit un organe de
choix. En effet, la moitié de la méthionine apportée par 1’alimentation est utilisée par le foie
pour créer la SAM nécessaire aux réactions de méthylation faisant de celui-ci un organe

extrémement sensible aux variations d’apports de donneurs de méthyl par 1’alimentation

(Mehedint 2013).

ENCADRES
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Le cycle des Folates

Les folates désignent I’ensemble des molécules qui ont pour structure de base 1’acide folique
ou vitamine B9. Sa forme active est sa forme réduite : le tétrahydrofolate (THF) (Schirch
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1989). Leur role physiologique est de fournir des unités monocarbonées nécessaires a des
réactions métaboliques comme la conversion de ’homocystéine en méthionine. Cette réaction
est rendue possible grace a la méthionine synthase (réaction 8) et au THF qui joue un role de
donneur et d’accepteur de groupements méthyl.

THF Méthionine Synthése
des
5-CHy-THF MAT polyamines
@ Diméthyglycine
co, f
Sérine Bétaine
Cycle de la SAM d SAM
@ méthionine carboxyl®
Adénosine
— Accepteur (e.g. ADN, ARN,
7 ~  protéines, lipides)
Cystathione SAH\H‘
SAHcy Accepteur
méthylé

—A/T:&) Y—GIutamyIcystéiue/:LG)-)

Glutamate Glycine

Figure : Le cycle des folates.
SAM, S-adénosylméthionine

MAT, méthionine adénosyltransférase
SAHH, S-adénosylhomocystéine hydrolase ;
SAHcy : S-adénosylhomocystéine
Hcy, homocystéine ; THF, tétrahydrofolate

Cette réaction est irréversible et est impliquée dans la synthése de S-adénosylméthionine
(SAM) a partir de la méthionine permettant d’alimenter les réactions de méthylation. En effet,
la SAM est utilisée comme donneur universel de groupements méthyl. Ces réactions sont
assurées par des methyltransférases qui transferent les groupements méthyl de la SAM sur des
molécules acceptrices comme ’ADN. Au cours de cette réaction, la SAM donnera la S-
adénosylhomocystéine qui sera hydrolysée en homocystéine (Hcy) et en adénosine par la S-
adénosylhomocystéine hydrolase (SAHH) (Figure réaction 3). Cet ensemble de réaction est
appelé la transméthylation. L’Hcy se trouve ensuite a un carrefour de deux voies
métaboliques. Elle peut étre recyclée en méthionine par la méthionine synthase (réaction 8) ou
par la bétaine-homocystéine méthyltransférase (BHMT) (réaction 9) qui utilisent
respectivement comme donneur de méthyl le Methyl Tetra Hydrofolate (MTHF) ou la bétaine.
L’homocystéine peut également étre transformée de maniére irréversible en cystéine (voie de
la trans-sulfuration) pour la production entre autres de glutathion (réaction 4 a 7).

Le cycle des folates est donc trés impliqué dans toutes les réactions de méthylation puisqu’il
fournit les groupements méthyl nécessaires a ces réactions. Les réactions de méthylation de
I’ADN et des histones dépendent de ce cycle, qui joue donc un rdle majeur dans les
mécanismes ¢épigénétiques. D’autre part, étant donné que de nombreux composés impliqués
dans ce cycle sont fournis par I’alimentation, ce cycle apparait comme un carrefour majeur de
I’influence de I’environnement nutritionnel sur la régulation épigénétique du génome.
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La méthylation de P’ADN

Il s’agit d’une marque épigénétique réversible associée a la répression de la transcription
(Klose 2006). La réaction, catalysée par les ADN méthyltransférases (DNMT), consiste en
I’ajout d’un groupement méthyl fourni par la S-adénosylméthionine (SAM) sur une cytosine
d’un dinucléotide CG pour donner une méthylcytosine (Herman 2003). Chez les Mammiféres,
la famille des DNMTs est divisée en 3 classes (Figure 10) : DNMT1, DNMT2 et DNMT3

Figure: R éaction de
méthylation de la cytosine.
(Herman 2003)

VARA

Cytosine 5-méthylcytosine

La fréquence des dinucléotides CpG dans le génome est nettement inférieure a la fréquence
attendue théoriquement sauf dans les Tlots CpG ou ils ont tendance a étre concentrés. Ce
phénoméne serait d0 a une hypermutabilité des cytosines méthylées qui pourraient se
transformer en thymines par désamination (Herman 2003). Ils se retrouvent le plus
fréquemment dans les régions promotrices des génes avec un contenu en G et C d’au moins
55% sur une longueur de plus de 200 paires de bases et d’une fréquence de dinucléotides CpG
supérieure a 0.65. (Costello 2002). Environ la moitié des génes des mammiferes posséde un
flot CpG le plus souvent au niveau de leur promoteur et de leur 1 exon. L’analyse de la
séquence du génome humain a permis de détecter 29000 Tlots CpG (Lander 2001, Venter
2001). De maniere générale, 60 a 80% des dinucléotides CpG sont méthylés et ceux situés
dans les Tlots CpG le sont moins fréquemment.

La méthylation a été proposée comme étant un mécanisme majeur de la régulation de
I’expression des genes. Les mecanismes mis en jeu reposeraient sur la modulation des
interactions entre ADN et protéines. Lun des mécanismes consiste a empécher des protéines
de se fixer a I’ADN via la reconnaissance de séquences contenant des dinucléotides CpG. Par
exemple, la protéine CTCF (CCCTC-binding factor) qui bloque les interactions entre
enhancer et promoteur par sa fixation sur I’ADN est dans 1’incapacité de se fixer sur les sites
CpG méthylés. L’enhancer pourra alors activer le promoteur et donc activer la transcription du
géne. Un autre mécanisme implique la famille des protéines MBD (methyl-binding domain)
comptant 5 membres : MeCP2, MBD1, 2, 3 et 4. Ces protéines peuvent se lier a I’ADN
méthylé et sont impliquées dans la répression transcriptionnelle par leur interaction avec des
complexes co-répresseurs contenant des Histones déacétylases (HDACS) via un remodelage
chromatinien.

Deacetylate
Histone Tails

€&
- Remodelage de
& la chromatine
o e N 1
CHa CH3
Figure : Formation de régions chromatiniennes fonctionnellement inactives via les MBD et
les HDAC:s.
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Evolution de la méthylation au cours du développement

La méthylation du génome est extrémement dynamique et flexible au cours du développement
embryonnaire et foetal. Deux vagues successives et distinctes de déméthylation-reméthylation
ont lieu au cours de la gamétogenese et apres la fécondation.

A O

PGCs

| ==—male
i ==female

DNA methylation

E7.25 E12.5 birth pubérty fertilisation implantation
' wimitotic arresti - proliferation s Wmelosisi
lotic arrest

Figure Evolution de la méthylation au cours du développement. Une lere vague de
déméthylation a lieu dans les PGCs (ligne noire). Par la suite, un nouveau profil de
méthylation se met en place sur les futurs gamétes en fonction de leur origine parentale. Suite
a la fécondation, on observe une déméthylation active du génome paternel (ligne bleue) et une
déméthylation plus lente du génome maternel (ligne marron). Les génes soumis a 1’empreinte
parentale ne sont pas touchés par cette déméthylation (ligne verte). Au stade blastocyste, il y a
mise en place d’un nouveau profil de méthylation (ligne noire). D’aprés Smallwood 2012.

La méthylation de novo a lieu dans des contextes cellulaires différents au sein de la lignée
germinale male et femelle. Ceci est trés important d’un point de vue mécanistique.

En effet, pour les embryons males, la méthylation de I’ADN est initiée au stade
prospermatogonie arrété en phase G1 de la mitose. Cette méthylation sera complete apres la
naissance.

Chez les embryons femelles, dans la lignée germinale femelle, la méthylation de I’ADN de
novo est initiée d’une manicre asynchrone pendant la phase de croissance des ovocytes. Les
ovocytes en croissance sont au stade diploténe de la prophase | de la méiose.

Les empreintes de méthylation maternelle ne deviennent complétement établies qu’au stade
ovocyte mature (Lucifero 2004).

Il'y a donc une différence temporelle dans la mise en place des marques de méthylation entre
gametes male et femelle : chez le male, les marques sont déposées au cours de
I’embryogénese alors que chez la femelle, elles le sont tout au long de la vie adulte.
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Autres modifications epigénétiques

Les histones

Les histones présentent de nombreuses modifications post-traductionnelles qui apposent une
information épigénétique. Ces modifications constituent le « code histone » modifiant
I’affinité des histones a I’ADN et conduisant a des changements de conformation de la
chromatine favorisant ou non 1’acceés des facteurs de transcription et donc 1’expression des
génes. (Borrelli 2008) L’acétylation des histones correspond au transfert d’un groupe acétyl
de I’acétyl-CoA vers un groupement amine d’une lysine située dans la queue N-terminale de
I’histone. Ceci entraine le relachement de I’interaction histone-ADN conduisant a une plus
grande flexibilité de la chromatine et & une accessibilitt de I’ADN aux facteurs de
transcription. Les principaux sites d’acétylation sont les lysines 9, 14, 18 et 23 de I’histone H3
et les lysines 5, 8, 12 et 16 de I’histone H4 (Strahl 2000). La méthylation des histones est
rendue possible grace a des histones méthyltransférases (HMT) transférant un groupement
méthyl a partir de la S-adénosine-méthionine, ajouté sur des résidus arginine, ou lysine
(Bannister 2005, Martin 2005). Elle va modifier 1’architecture de la chromatine, et participe a
de nombreux processus comme la formation d’hétérochromatine, la réparation et la
transcription de I’ADN.

La phosphorylation des histones touche principalement la sérine 10 de I’histone H3.
Phosphorylée, elle joue un rdle dans la condensation des chromosomes au moment de leur
ségrégation durant la mitose et la méiose, 1’activation de la transcription et le processus de
réparation de I’ADN.
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Figure : (A) Structure du nucléosome et (B) principales modifications des queues d’histones. D’aprés
Hamon 2008.

Les ARN non codants
Les différents ARNNc jouent un réle dans la traduction, la maturation de leurs homologues
codants, mais aussi dans 1’épissage des ARNm et dans la maturation des ARNr. Les petits
ARNSs sont impliqués dans la dégradation des ARNm et dans la régulation traductionnelle.

ARN ARNL
transcriptionnels '[ ARNr

RN reuBiEe : Figure : Les ARN non codants sont un regroupement

ARN honcodants |~ Ma¢r0 ARN ———— st Liti, AR ) de plusieurs classes d *ARN en fonction de leur taille,
(ncRNA) H RNA - de leur fonction. Les petits ARNs comme les small
nuclear RNA (snRNA), les small nucleolar RNA
snoRNA (snoRNA) sont indispensables a la maturation des
) ’ : ARN. Les ARN interf érents (SiRNA) régulent
S B 18210t Pexpression g énique  au  niveau post
miRNA  -10-25 nt transcriptionnelle . Les micro ARN ou  miRNA jouent

un role au niveau traductionnel. Les macros ARN

PIRNA -26-31nt eux sont impliqu ésdans| ’inactivation du X.
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Coopération entre les modifications épigénétiques

Il a été clairement démontré I'existence d'une coopération, d'une "discussion” entre les 2
grandes marques épigénétiques que sont les modifications d'histones et la méthylation de
I'ADN. Cette coopération permet d’obtenir un état chromatinien plus ou moins compact et
transcriptionnellement inactif ou actif (Khotasanizadeh 2004).

Des travaux suggerent que les modifications d'histones seraient une condition indispensable a
la méthylation de I'ADN. En effet, la méthylation de I'histone H3 sur la lysine 9 serait un
signal nécessaire pour la méthylation de 'ADN (Fuks 2003, Tamaru 2001, Jackson 2002). L’
ADN méthyltransférase (DNMT3L) se fixerait sur la queue de I’histone H3 et recruterait
DNMT3a et 3b pour méthyler ’ADN (Ooi 2007). Par la suite, la méthylation de I’ADN
exercerait un rétrocontrdle positif sur la méthylation de H3K9, via la fixation sur I’ADN de la
protéine MeCP2 qui recruterait des H3K9 méthyltransférases favorisant ainsi la formation
d’hétérochromatine (Fuks 2003, Fuks 2005).

D’autres études placent la méthylation de 'ADN comme premier évenement de la répression
transcriptionnelle. Les protéines de liaison a 'ADN méthylé joueraient un réle important dans
I’initiation des modifications d’histones. Il a notamment ét¢ montré que la protéine MeCP2
interagissait avec des HDAC et qu'elle pourrait également intervenir dans la méthylation des
histones pour réprimer la transcription (Fuks 2003, 2005).

Transcription factor

Active histone modification
(Hyperacethylation, H3K4 methylation, etc.)

DNMT (DNMT3a,DNMT3b)
Methyl-CpG

Repressive histone modification
(Hypocethylation, H3K9 methylation, etc.

Figure : Coopération entre les différentes modifications épigénétiques dans 1’expression des
génes. La méthylation de I’ADN, I’acétylation et la méthylation des histones... agissent
ensemble pour induire ou réprimer la transcription via le recrutement des DNMTSs, de
protéines MBD et des histones deacétylases (HDAC) D’apres Kubota 2013.

Ces données montrent 1’existence d’un dialogue entre les marques. Il est clairement envisagé
que ces interactions ne se fassent pas que dans un seul sens mais dialoguent afin d'obtenir une
régulation fine de la structure de la chromatine (Fuks 2005).




L’empreinte génomique parentale

L’empreinte génomique parentale chez les mammiféres a ét¢ mise en évidence dans les
années 80 grace a des manipulations sur des embryons de souris (Surani 1983, 1984, McGrath
1983, 1984). Cette empreinte, apposée durant la gamétogénese, régule de fagcon stricte
I’expression de certains génes de facon différente selon leur origine parentale. Ainsi, les
génomes paternel et maternel ne sont pas exprimés de la méme facon, ce qui rend la présence
de chacun d’eux indispensable au développement de I’embryon.

Définition : C’est un mécanisme physiologique de régulation de I’expression de certains
genes qui conduit a I’inactivation de 'un des 2 all¢les parentaux de manicre spécifique
entrainant donc une expression monoallélique.

Caractéristiques de ’empreinte parentale :
L'empreinte parentale ne touche qu’un petit nombre de génes, parfois seulement sur certains
tissus et/ou a certains stades du développement. L’expression des génes soumis a 1I’empreinte
est contrdlée par des régions de controle de I’empreinte ou ICR (Imprinting Control Region)
et est étroitement associée a la méthylation de I’ADN au niveau de régions différentiellement
méthylées ou DMR (Differentially Methylated Regions) (Bartolomei 1993, Ferguson-Smith
1993). La méthylation de ’ADN s’accompagne aussi de changements de la structure de la
chromatine par des modifications post traductionnelles des histones, ce qui influence la
fixation d'éléments répresseurs. Ces GSE (environ 80 genes connus a ce jour) sont regroupés
en grandes régions chromosomiques (clusters) riches en doublets CpG (Paulsen 2000). Les
1°® génes soumis a I’empreinte parentale identifiés ont été 1gf2, 1gf2R et H19 (DeChiara 1991,

Barlow 1991).
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Figure : Organisation et régulation du locus I-g“f2/H19. ”Igf2 est exprimé a partir de I’all¢le
paternel alors que H19 est exprimé a partir de 1’alléle maternel. Ceci est possible grace a la
méthylation des DMRs et au réle des enhancer (E). CTCF : CCCTC-binding protein.

A quoi sert ’empreinte parentale ?

L’existence de ce phénoméne rend « obligatoire » la reproduction sexuée puisque les deux
génomes parentaux sont indispensables au développement. Ce serait donc un moyen de
favoriser la diversité génétique. D’autre part, les GSE sont connus pour jouer un réle essentiel
durant le développement embryonnaire et foetal et la croissance post natale précoce.
Globalement, les geénes a expression paternelle stimulent la croissance fcetale, alors que les
génes a expression maternelle la restreignent. De ce constat est née la théorie du conflit
parental (Moore 1991) selon laquelle les intéréts du pere et de la mere divergeraient en
particulier en ce qui concerne 1’allocation des ressources maternelles au feetus.
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Réseau de genes soumis a ’empreinte parentale

Des analyses de microarrays ont permis de mettre en évidence ’existence d’un réseau de
genes soumis a I’empreinte impliqués dans le contréle de la croissance embryonnaire et
foetale. Les génes de ce réseau seraient co-régulés au cours du développement. L’existence de
ce réseau de genes co-exprimes a été observée lors des expériences de perte et de gain de
fonction de Zacl, un membre clef de ce réseau (Varrault 2006). Cette étude a montré que
Zacl était trés souvent associé a d’autres GSE (H19, Gtl2, Igf2, Grb10...) et que son
expression affectait le niveau d’expression d’un certain nombre d’autres GSE comme DIk1,
Gnas XL, Grb10 ou encore Mest. Son knock-out (KO) a montré qu’il régulait également
I’expression d’1gf2/H19 par sa fixation sur les enhancers qui se trouvent en 3” d’H19.
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Figure : Représentation virtuelle du réseau de génes soumis a I’empreinte et leur
interaction

Une étude récente a suggére que certains de ces GSE (11 au total), comme Igf2, H19, Zacl,
Mest, Peg, DIk1, Gtl2, Grb10, Ndn, Cdknlc et SLC38a4 étaient importants pour la croissance
feetale et post natale et que leur diminution d’expression contribuait au ralentissement de la
croissance afin de limiter la taille de 1’organisme (Lui 2008). Cette étude a renforcé cette
notion de co-régulation des GSE car leur expression décroit de maniére coordonnée et
concomitante avec la décélération de croissance post-natale de plusieurs organes (Lui 2008).
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OBJECTIFS ET MODELE D’ETUDE

66



Objectifs

Comme nous 1’avons vu dans la partie précédente, la communauté scientifique via des études
épidémiologiques mais aussi via de nombreux travaux sur des modéles animaux a mis en
¢évidence le fait que I’environnement périnatal et notamment 1’alimentation maternelle
influencait le développement foetal mais prédisposait et déterminait aussi la susceptibilité a
développer des maladies a 1’age adulte. On parle alors d’empreinte nutritionnelle.

L’existence d’un lien étroit entre la dénutrition protéique précoce qu’elle soit feetale et/ou
pendant 1’allaitement, et le risque de survenue d’obésité, de pathologies cardiovasculaires ou
de maladies métaboliques comme le diabéte de type 2 (Hales 2001) a été largement montré.
Le modele de dénutrition protéique pendant la gestation est 1’'un des modeles les mieux
caractérisés au niveau des conséquences physiologiques et métaboliques. Nous avons donc
fait varier les teneurs en protéines des régimes maternels car une carence en protéines est
connue pour étre responsable de 1’établissement d’une empreinte nutritionnelle délétére ainsi
que de perturbations de la croissance feetale.

Malgre tout, tres peu de choses sont connues au niveau moléculaire, il semble donc primordial
d’identifier les mécanismes moléculaires engagés dans cette physiopathologie. Des études
préliminaires mettent en avant I’impact de mécanismes épigénétiques comme étant en partie
responsables de ce lien. En effet, il est avancé qu’un environnement nutritionnel défavorable
pendant la période péri conceptuelle apposerait une marque sur le génome prédisposant a la
survenue de pathologies a 1’age adulte. L’un des mécanismes épigénétiques les plus étudiés
ces dernieres années est la méthylation de I’ADN. Des investigations menées dans le foie ont
montré que la dénutrition maternelle et en particulier la restriction protéique pendant la
période périnatale modifie le niveau de méthylation du génome entier ou de régions d’ADN
correspondantes a des promoteurs de genes spécifiques. Ces résultats ont conforté 1’hypothese
d’une implication des modifications épigénétiques comme un mécanisme moléculaire majeur

de la programmation nutritionnelle.

De nombreux apports nutritionnels sont connus pour jouer un role dans le développement
feetal. L’acide folique ou les composés de la voie des folates ont été largement étudiés pour
leurs effets bénéfiques bien connus sur la prévention des malformations feetales comme le
défaut de fermeture du tube neural. De nombreux travaux sur des modeles animaux ont mis en

évidence leur impact sur la mise en place et la régulation de mécanismes epigénétiques. Il

67



semble donc nécessaire de mieux connaitre les mecanismes moléculaires par lesquels ces
composés peuvent influencer I’empreinte nutritionnelle. Ce d’autant qu’il ne faut pas oublier
que ces composés sont largement prescrits en préventif chez les femmes voulant avoir un
enfant. Au-dela de cette supplémentation a visée médicale, notre société commence également
et de maniere active a prendre des compléments alimentaires sans contr6le médical étroit, ce

qui incite a vérifier ’innocuité de ces supplémentations.

Le postulat de départ de cette these était que la supplémentation maternelle en composés de la
voie des folates que 1’on connait pour étre des donneurs de méthyl et donc impliqués dans la
méthylation de I’ADN avait un impact sur la mise en place de I’empreinte nutritionnelle

apposée par une dénutrition maternelle périnatale.

Dans ce contexte, les objectifs de cette thése étaient :

1- D’étudier l’influence des composés de la voie des folates dans I’alimentation
maternelle sur la croissance fcetale, le métabolisme énergétique et 1’établissement
d’une empreinte nutritionnelle

2- D’identifier des génes ou des régions du génome dont 1’expression serait sensible
aux variations nutritionnelles

3- De mettre en évidence des variations de la méthylation de I’ADN en réponse au

régime alimentaire maternel

Modeéle d’étude

Afin de remplir ces objectifs nous avons développé un modele animal permettant de tester
I’effet d’une supplémentation maternelle en différents composés du cycle des folates (vit B9,
Vit B12, zinc, choline, méthionine et bétaine). Il est important de préciser que les doses sont
relativement élevées mais connues pour étre non toxiques. Cette supplémentation a été testée
en association avec un régime alimentaire a teneur normale en protéines (20%) ou avec un
régime restreint en protéines (8%), connu pour induire un retard de croissance intra-utérin et

une programmation métabolique chez le feetus.
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Dans les régimes non supplémentés, les taux de vitamines B6, B12, de choline et de zinc
correspondent aux teneurs minimales recommandées pour répondre aux besoins d’un rat de
laboratoire en période de gestation et lactation (Reeves 1993, 1997) et il y a une absence
totale de bétaine dans les régimes non supplémentés. Les quantités choisies dans les régimes
supplémentés ont été définies en accord avec des études publiées dans la littérature
(Waterland 2008, 2006, 2009). En effet, des teneurs identiques ont été utilisées chez la souris
Agouti pour induire une méthylation différentielle du transposon régulant spécifiqguement
I’expression ectopique du gene Agouti (Waterland 2008, 2006) sans observer d’effet toxique
ou delétére.

Le choix de supplémenter en plusieurs composés a été fait afin d’induire des variations
importantes du taux de groupements méthyl disponibles pour les réactions de méthylation de
I’ADN en exacerbant le fonctionnement du cycle des donneurs de méthyl dans le but

d’augmenter I’efficacité de chacune des étapes du cycle.

Nous avons donc élaboré 4 régimes distincts : un régime contréle a 20% de protéines et non
supplémenté en donneurs de méthyl, un régime a 20% de protéines supplémenté en
donneurs de méthyl et 2 régimes a 8% de protéines, supplémentés ou non en donneurs de
méthyl (Tableau 7). Ces régimes ont été donnés aux meres 15 jours avant 1’accouplement et
durant toute la période de gestation et de lactation. Les ratons ont ensuite été placés sous
régime de croissance et d’entretien avant la mise en place d’un régime de type « Western

diet » correspondant a un challenge nutritionnel (Figure 12).
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Tableau 7: Composition de nos régimes alimentaires

Control Restricted
Control (C) Supplemented Restricted (R) Supplemented
(Csup) (Rsup)
Dextrose (%) 10 10 10 10
Sucrose (%) 10 10 10 10
Soybean oil (%) 4.3 4.3 4.3 4.3
Cellulose (%) 5 5 5 5
Corn starch (%) 43.6 37.8 56.6 50.3
Casein (%) 22 22 9 9
Methionine(g/kg) 7.2 12 29 12
Choline (g/kg) 1 15 1 15
Betaine (g/kg) 0 15 0 15
Vit B12 (mg/kg) 25 1000 25 1000
Folic acid (mg/kg) 2 15 2 15
Zinc (mg/kg) 30 180 30 180
Energy (kcal/kg) 3260.8 3064.6 3261.6 3051.4

Régime de croissance (J21-J41) et d’ entretien (J42-J161)

Régime maternel

----

-———r-——===--

Régime de type

(Gestation! Lactation | Pérlode de. - Semaines 7423 "\ e diet
Rsup //
R //
Csup //
C -

15 jours avant
I’ accouplement

Accouplement

JO J21
Equilibrage
des portées a 8
ratons/meére
Sevrage

J42

Age adulte

Figure 12 : Schéma du modele expérimental.
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Article 1

Excess of methyl donor in the perinatal period reduces postnatal leptin
secretion in rat and interacts with the effect of protein content in diet.

Giudicelli F, Brabant AL, Grit I, Parnet P, Amarger V.
PL0S One. 2013 Jul 1;8(7):e68268.

La programmation nutritionnelle est étroitement liée a 1’apparition d’un syndrome
métabolique a 1’age adulte. Cependant, les mécanismes sous-jacents a I’apparition de ces
désordres sont encore trés peu connus. La méthylation de I’ADN serait un des mécanismes
épigénétiques impliqués dans cette programmation.

Les composés du cycle des folates fournissent les groupements méthyl nécessaires aux
réactions de méthylation et une prise optimale pendant la gestation est impérative pour le

développement feetal et pour la programmation métabolique a long terme.

L’objectif de cette étude a été d’étudier les effets d’une interaction entre la restriction
protéique et la supplémentation en donneurs de méthyl pendant la période périconceptuelle
via I’alimentation maternelle et d’identifier les conséquences sur la croissance feetale, post-

natale et a long terme et sur différents paramétres métaboliques.

Cette étude a montré un impact de nos régimes alimentaires au sevrage sur 2 hormones
clés du métabolisme énergétique que sont I’insuline et la leptine. En effet, les taux d’insuline
plasmatique étaient nettement plus faibles dans les groupes restreints en protéines associés au
non a la supplémentation en donneurs de méthyl (-70% dans le groupe Rsup). Cette
diminution du taux d’insuline plasmatique était associée a une glycémie plus faible que la
normale.

La supplémentation maternelle en donneurs de méthyl a entrainé elle une diminution du taux
plasmatique de leptine chez les ratons au sevrage (-40 pour le groupe Csup a -70% pour le
groupe Rsup). Mais cette supplémentation n’a pas entrainé de changement significatif
d’expression du gene de la leptine pouvant expliquer ces variations plasmatiques. L’analyse

par pyrosequencage, correspondant a un séquencage direct permettant d'obtenir un profil de
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méthylation pour tous les doublets CG d'une région donnée, a révélé une grande hétérogénéité
entre les sites CpG. Globalement les profils de méthylation se révélaient identiques entre nos
4 groupes malgré une tendance a I’augmentation de niveau de méthylation dans les groupes
supplémentés en donneurs de méthyl. Pour 4 CpG, les différences du profil de méthylation se
sont révélées significatives entre le groupe C et Csup.

De plus, la supplémentation en DM était associée & un poids de naissance plus faible
(-12% chez les méles et -11% chez les femelles). La restriction protéique (groupe R et Rsup)
a dramatiquement affecté le poids au sevrage (respectivement -45% et -21%). Sur le long
terme, les différences de poids observés chez les femelles ont disparu alors que chez les
males, le groupe Rsup a pris significativement moins de poids pour une consommation

alimentaire identique aux autres groupes (-17%).

Pour conclure, cette étude a montré pour la 1% fois un impact de la supplémentation
maternelle en donneurs de méthyl sur les taux plasmatiques de leptine. Cet effet est majoré
lorsque la supplémentation est associée a la restriction protéique maternelle. Un effet modéré
de la supplémentation a été observé sur le niveau de méthylation du promoteur de la leptine

ne permettant pas a lui seul d’expliquer les fortes variations plasmatiques.
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Article 2

Excess of methyl donors in maternal diet affects postnatal down regulation
of Igf2 and H19 in liver

Fanny Giudicelli, Anthony Pagniez, Patricia Parnet and Valérie Amarger

En préparation

La nutrition maternelle est un facteur environnemental majeur pouvant altérer le génome
foetal et pouvant avoir des conséquences sur le long terme avec 1’apparition de pathologies
métaboliques ou cardio-vasculaires par exemple. Méme si peu de données sur les mécanismes
engagés sont connues, des observations récentes suggerent que les conséquences d’une
restriction protéique maternelle seraient dues & une régulation épigenétique. Un challenge
nutritionnel peut affecter la méthylation de I’ADN en modifiant la disponibilité en

groupements méthyls nécessaires a cette réaction.

L’objectif de cette étude a été d’étudier les effets d’une interaction entre la restriction
protéique et la supplémentation en donneurs de méthyl sur ’expression des génes soumis a

I’empreinte parentale impliqués et leur régulation par la méthylation de I’ADN.

Cette approche a permis de montrer que certains génes soumis a I’empreinte parentale
impliqués dans la croissance foetale et appartenant a un réseau avaient une diminution
coordonnée et concomitante de leur expression aprés la naissance. Cette diminution
d’expression entre la naissance et le sevrage n’a pas eté affectée par nos régimes alimentaires
pour la grande majorité des génes soumis a I’empreinte parentale qui ont €té analysés. Pour le
gene Igf2r, de facon étonnante, alors que I’expression était similaire entre JO et J21 pour le
groupe contrdle, elle était au contraire plus faible a J21 qu’a JO dans les trois autres groupes,
ceci étant probablement lié au fait que le gene était effectivement surexprimé a JO dans ces 3

groupes.
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La nutrition maternelle et particulierement la supplémentation en donneurs de méthyl a
affecté cette diminution d’expression post-natale pour les genes Igf2, H19. En effet, 1gf2 et
H19 étaient exprimés de maniére plus importante dans les groupes supplémentés. La
restriction protéique a également affecté cette expression post-natale mais de maniere moins
importante que la supplémentation en donneurs de methyl pour Igf2.

Cette étude a également montré que tous les promoteurs d’1gf2 étaient affectés de la méme
maniere par les régimes alimentaires au sevrage.

L’analyse par pyroséquencage des DMRs (Differentially Methylated Regions ) d’Igf2 n’a pas
montré de variation du profil de méthylation. L’analyse de I’'ICR d’H19 n’a pas montré de
différence significative sauf pour un CpG pour lequel le taux de méthylation est plus

important dans les groupes C et Csup.

L’analyse de la méthylation de ces régions régulatrices n’a pas permis de montrer un lien avec
I’expression de ces deux génes soumis a I’empreinte parentale. Ceci suggere que les profils de
méthylation de ces génes sont résistants a la supplémentation maternelle en donneurs de
méthyl ou que la période, la durée de la supplémentation en donneurs de méthyl n’est pas

optimum pour avoir un effet sur les marques épigénétiques régulant ces genes.
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Expeéerience complémentaire : MedIP sequencing

L’¢étude de la méthylation par pyroséquencage ne permet pas d’avoir une vision globale

de la méthylation.

Une étude globale sans a priori via MedIP (Methylated DNA Immuno Precipitation)
sequencing (Illumina) nous a donc semblé étre une excellente opportunité pour voir a plus
grande échelle les effets de la programmation nutritionnelle sur la méthylation du génome.
L'utilisation d’un régime alimentaire maternel comportant des concentrations variables de
DM comme nous I’avons fait a en effet déja démontré qu’il pouvait avoir des effets sur la
méthylation globale du génome (Cooney 2002, Dolinoy 2006, Rees 2000, Waterland 2008,
Wolff 1998).

Le MedIP sequencing consiste en un enrichissement en séquences méthylées via une
immunoprécipitation avec un anticorps anti-5-méthylcytosine (5mC) suivi d’un séquengage
haut debit.

Ce séquencage haut débit des fragments d’ADN immuno-précipités génere un tres grand
nombre de séquences lues. Ces séquences sont ensuite alignées sur le génome de référence du
rat. ’analyse des données est en cours et devrait permettre de mettre en évidence des régions
du génome présentant un taux d’immuno-précipitation variable selon les groupes, signe d’un

niveau de méthylation différent.

Cette approche a pour objectif d’identifier si la méthylation globale est influencée par la
RP et/ou par la supplémentation en donneurs de methyl. Elle nous permettra également
d’identifier des régions précises du génome sensibles a la nutrition et elle pourra ouvrir la voie
a d’autres analyses comme par exemple des études de profil d’expression ainsi que

I’identification de grandes fonctions dans lesquelles sont impliqués ceS genes.
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Figure 12: Vue globale du déroulement du MedIP-sequencing

Matériels et méthodes
Animaux

L’expérimentation animale et la composition des régimes ont été présentées dans 1’articlel.
L’analyse par MeDIP seq a été réalisée a partir de I’ADN génomique de foie de 24 animaux
agés de 21 jours (6 animaux par groupe)

Extraction ADN

Une extraction d°ADN a été réalisée avec le kit DNeasy Blood and Tissue, Qiagen en suivant
les recommandations du fournisseur. Brievement, environ 20mg de foie ont été incubés
pendant 4-5h a 56°C en présence de protéinase K suivi d’un traitement a la RNase A

(100mg/ml). Le lysat a ensuite été passé sur colonne et élué avec le tampon recommande.
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Les ADN ont été dosés par la technique du Quant-iT" PicoGreen®, Invitrogen.
Préparation de la librairie et MeDIP (Figure 12)

6g d’ADN ont été fragmentés par sonication pendant 9 cycles (30 sec ON/30 sec OFF) en
position HIGH dans un sonicateur Bioruptor, Diagenode. La fragmentation a été contrélée
par électrophorese sur gel d’agarose 1% afin de vérifier que la majorité des fragments avait
une taille d’environ 500pb. L’ADN a ensuite été purifié grace aux billes AMpure XP Beads,

Agencourt.

La préparation de la librairie a été réalisée grace au kit Next DNA LibraryPrep Master mix set
for Illumina (New England Biolabs), suivant les recommandations du fournisseur comportant
les étapes de End Repair, dA-Tailing et de Quick ligation. Toutes ces étapes ont été suivies
d’une purification par billes AMpure XP Beads. Les ADN ont été dosés au Quant-iT
PicoGreen®, Invitrogen afin de débuter I’immunoprécipitation avec les mémes quantités

d’ADN pour tous les échantillons.

2Ug d’ADN ont été utilisés pour la réaction d’immuno-précipitation. L’ADN a été dénaturé
pendant 10min a 95°C puis immuno-précipité sur la nuit a 4°C avec 1pl d’anticorps anti 5mC
(BI-MECY-500, Eurogenetec) par pug d’ADN. Le mélange ADN-Anticorps a été incubé avec
40ul de billes Dynabeads, Invitrogen pendant 2h a 4°C puis lavées 3 fois avec 700ul de
tampon IP (100 mM Na-Phosphate pH 7.0, 1.4 M NacCl, 0.5 % Triton X-100) puis 1’anticorps
a été éliminé par un traitement a la protéinase K pendant 3h a 50°C. Une extraction phénol-
chloroforme suivie d’une précipitation a I’éthanol ont été réalisées. Une qPCR de contrdle du
MedIP a été faite sur le LighCycler, Roche avec des primers spécifiques d’ADN méthylé
(TSH2B) et d’ADN non méthylé (GAPDH), Diagenode. Les cycles de PCR sont : 95°C
10min, 45*(95°C 15s, 60°C 30s, 72°C 15s).

L’ADN immunoprécipité a été amplifié par PCR d’enrichissement basée sur 1’utilisation des
adaptateurs suivant les recommandations du fournisseur. Les cycles de PCR sont : 94°C 30s,
16*(94°C 30s, 60°C 30s, 72°C 30s), 72°C 1 min. Les produits PCR ont été purifiés par billes
AMpure XP Beads. Un contrble qualité a ete reéalisé par Bioanalyser kit High Sensitivity
DNA, Agilent 2100.

Une migration sur gel d’agarose a été faite afin de sélectionner des fragments d’ADN autour

de 400-500bp. La portion de gel contenant les fragments de taille voulue a été excisée du gel
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et I’ADN purifié a ’aide du kit MinElute gel Extraction kit (Qiagen). Un contréle qualiteé a eté
réalisé par Bioanalyser kit High Sensitivity DNA, Agilent 2100.

Une quantification finale a été réalisée par PCR avec le Kit KAPA Library Quantification,
Clinisciences. Les cycles de PCR sont : 95°C 5min, 45*(95°C 30s, 60°C 45s, 72°C 20s).

Séquencage

Les 24 librairies correspondant aux 24 échantillons ont été poolées et déposées en 8
exemplaires dans 8 lignes différentes d’une « Flow cell » du sequenceur.

Une dénaturation au NaOH a été faite et une solution finale a 10pM avec 10% de Phix
(Librairie controle de séquencage) a été utilisée pour le séquencage grace a 1’appareil Genome
Analyzer High-Seq 1000, Illumina et une lecture « paired-end » de 2x75bp a été faite.

L’une des limites de cette technique est le fait que I’immuno-précipitation ne peut étre
efficace que s’il y a une densité suffisante de sites méthylés sur un méme fragment d’ADN.
Ainsi, une région contenant peu de sites méthylés sera moins représentée dans la fraction
immuno-précipitée qu’une région plus dense en sites méme si ceux-Ci sont moins méthylés.
L’enrichissement en une région donnée dépend donc a la fois du niveau de méthylation de

cette région mais aussi du nombre de sites potentiels de méthylation de la région.

Les analyses du grand nombre de données générées par ce genre d’approche sont actuellement

en cours avec 1’aide d’un bio informaticien.
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DISCUSSION
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Le premier objectif de notre étude a été d’étudier les effets d’une interaction entre la
restriction protéique et la supplémentation en donneurs de méthyl pendant la période
périconceptuelle via I’alimentation maternelle et d’identifier les conséquences sur la
croissance feetale, post-natale et a long terme, sur différents parametres métaboliques. Nous
nous sommes ensuite plus particulicrement intéressés a 1’expression des geénes soumis a
I’empreinte parentale impliqués dans la croissance feetale et post-natale et leur régulation par
la méthylation de I’ADN, notre objectif étant de fagon plus générale d’étudier les

conséquences de I’alimentation maternelle sur les variations du méthylome.

Dans la premiére publication (Article 1, Giudicelli et al, PlosOne 2013) nous montrons que la
supplémentation maternelle en donneurs de méthyl, quelle soit associée ou non a la restriction
protéique entraine une diminution du taux plasmatique de leptine chez les ratons au sevrage et
des évolutions de croissance pondérale différentes. De plus, I’analyse par pyroséquengage a
révélé un taux de méthylation du promoteur de la leptine plus fort dans les groupes

supplémentés en donneurs de méthyl.

Dans la deuxiéme publication (Article 2, en cours de rédaction) en utilisant le méme modeéle
animal et les mémes régimes, nous avons présenté les conséquences sur I’expression des

genes soumis a I’empreinte parentale et leur régulation par la méthylation de I’ ADN.

Enfin dans un troisieme chapitre (Expérience complémentaire) nous avons présenté
I’approche utilisée pour étudier 1’effet de l’interaction entre la restriction protéique et la
supplémentation en donneurs de méthyl sur le méthylome du foie, utilisé comme organe cible

parce que fortement impliqué dans le métabolisme énergétique.

Cette discussion va nous permettre de revenir sur le choix du modele utilisé et de replacer les
conséquences des difféerents regimes fournis aux meres pendant la gestation et la lactation, et
des effets observés sur la croissance, le comportement alimentaire et 1’adaptation a un régime
obesifiant de leurs descendances dans le contexte des connaissances actuelles sur la
programmation nutritionnelle. Nous discuterons également du réseau de genes soumis a
I’empreinte parentale et des éléments nouveaux fournis par notre étude sur leur sensibilité aux
apports nutritionnels. Enfin nous terminerons sur les perspectives dégagees par les différentes
approches expérimentales de 1’é¢tude de I’empreinte parentale et nous discuterons également

de I’intérét des supplémentations nutritionnelles en clinique humaine.
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L’'un des I°" objectifs de ce travail était d’étudier I'influence de la restriction protéique et
d’une supplémentation en composés de la voie des folates sur la croissance feoetale et post-

natale, sur le métabolisme énergétique et sur [’établissement d 'une empreinte nutritionnelle.

Nous avons tout d’abord observé une influence des différents régimes alimentaires sur la
consommation des meéres pendant 1’expérimentation. En effet, les meéres nourries avec les
régimes supplémentés en donneurs de méthyl et plus particulierement celles du groupe Csup
consommaient des quantités plus faibles de nourriture, surtout pendant la période
préconceptuelle et la gestation. Les raisons de cette observation ne sont pas connues, mais il
est possible que les donneurs de méthyl altérent la saveur de 1’aliment ou sa capacité
satiétogéne bien que ceci n’ait pas ¢été reporté dans la littérature. Cette baisse de
consommation a eu pour consequence une légeére différence de poids entre les femelles
supplémentées et les autres au début de la gestation. La prise de poids des femelles pendant la
gestation était également réduite chez les femelles supplémentées ainsi que, de fagon moindre,
chez les femelles restreintes en protéines (groupe R). Ainsi, cette prise de poids était affectée
d’une part par la restriction protéique mais aussi par la présence des donneurs de méthyl, ces

derniers ayant plutdt une action au niveau de la prise alimentaire.

Cette différence de prise de poids des femelles gestantes a bien sur eu des répercussions sur le
poids de naissance des ratons. En effet, les femelles supplémentées ont donné naissance a des
ratons de poids inférieur a ceux du groupe contrble, et cet effet était trées marqué pour le
groupe Rsup (males -12%, femelles -11%, p<0.0001).

Par contre, de facon étonnante, les ratons du groupe R avaient des poids légérement
supérieurs a ceux du groupe controle, bien que la prise de poids des meres pendant la
gestation ait été plus faible. Ceci contraste avec la plupart des études faisant intervenir une
restriction protéique dans le but d’induire un retard de croissance intra-utérin, méme s’il est
vrai que les conséquences de la restriction protéique sur les poids de naissance sont variables
d’une étude a Dlautre (Bellinger 2006, Plagemann 2000, Coupé 2009). Une explication
possible pourrait étre le fait d’avoir soumis les femelles au régime restreint en protéines des la
période préconceptuelle, alors que, dans la plupart des modéles, c’est seulement a partir du

premier jour de gestation que le régime est mis en place. Une initiation précoce pourrait
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entrainer un phénoméne d’adaptation métabolique qui aurait pour conséquence une allocation
preférentielle des ressources aux petits aux dépens de la mere.

Ceci renforce 1’hypothése émise par certains selon laquelle la nutrition et le statut métabolique
de la mére avant la gestation seraient des déterminants importants de la croissance feetale
(Langley-Evans 1998).

En conclusion, le poids de naissance semble donc étre lié et influencé par une combinaison de
plusieurs facteurs dont la prise alimentaire maternelle et la teneur en protéines du régime.
L’effet de la supplémentation en donneurs de méthyl est plus difficile a appréhender dans

notre cas car il est impossible de le distinguer de la prise alimentaire.

Nous avons pu observer que la croissance des ratons durant la lactation était réduite par la
supplémentation maternelle en donneurs de méthyl et la restriction protéique. En effet, les
animaux du groupe Rsup présentaient une réduction de poids de pres de 45% par rapport aux
animaux controles (Figure 12).

La restriction protéique est connue pour réduire la croissance durant la lactation chez le rat
(Coupé 2009, Cherala 2006) mais également chez la souris (Jousse 2011). La supplémentation
en donneurs de meéthyl est également associée a une réduction de la croissance post-natale
mais cet effet pourrait étre d0 soit a la supplémentation en elle-méme soit a la diminution de
la prise alimentaire maternelle. Cette méme observation de la réduction de la croissance post-
natale a également été faite dans un modele de souris soumis au méme niveau de

supplémentation (Waterland 2006).
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Figure 12 : Bilan de D’effet de nos régimes alimentaires maternels sur la prise de poids

des méres et des ratons a la naissance et au sevrage.

Nous avons observé a J21 que les animaux nés de meres restreintes en protéines (groupes R et
Rsup) présentaient des taux d’insuline plasmatique tres inférieurs a ceux des groupes C et
Csup. Cette observation était attendue et est en adéquation avec la littérature. 1l est en effet
connu que la restriction protéique affecte le développement intra-utérin du pancréas,
entrainant un nombre limité de cellules sécrétrices d’insuline (Portha 2011, Garofano 1997,

Snoeck 1990).

Un résultat majeur de cette étude est le fait que les animaux nés de meres supplémentées en
donneurs de méthyl présentaient a J21 des taux de leptine plasmatique largement inférieurs a
ceux des animaux nés de méres non supplémentées. Ces taux n’étaient pas corrélés avec les
taux de leptine plasmatique des meres, comme on aurait pu le penser. En effet, il a été suggére
que la leptine des petits pouvait en partie provenir de la leptine maternelle qui serait transmise

via le lait maternel (Pico 2007).
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Notre projet a donc permis de montrer pour la 1% fois que la supplémentation maternelle en
donneurs de méthyl réduisait largement les taux de leptine plasmatique au sevrage.

La réduction des apports alimentaires ou la RP maternelle ont un impact connu sur la leptine
en affectant son taux plasmatique (Jousse 2011, Zambrano 2006) et en réduisant la croissance
post-natale (Coupé 2010, Tian 2013).

Dans notre étude, la croissance post-natale a été affectée majoritairement pour les groupes
restreints en protéines par rapport au contréle alors que, a contrario, la leptine plasmatique
n’a été affectée que dans les groupes supplémentés en donneurs de méthyls associés ou non a
la restriction protéique. Ceci montre qu’il n’y a pas de lien entre la croissance et la leptine
mais qu’il y a un impact direct de 1’alimentation maternelle sur les taux de leptine
plasmatique. Nous pouvons dire que dans le groupe contréle supplémenté en DM, c’est la
supplémentation qui a un effet sur la sécrétion de leptine et que lorsque cette supplémentation

est couplée a une RP, on a une action synergique des deux sur la sécrétion de leptine.

Dans cette étude, I’objectif primaire n’était pas d’étudier la cinétique de la sécrétion de leptine
donc nous n’avons pas fait de mesure a différents stades. Nous ne pouvons donc rien dire sur
le pic de leptine néonatale qui a été illustré par différentes publications (Bouret 2004, Coupé
2009, Delahaye 2008). Cependant il a été avancé que la réduction du taux de leptine a J21,
comme nous 1’avons dans notre étude, serait I’observation d’un défaut de sécrétion de leptine
durant la période de lactation (Delahaye 2008). Ces résultats suggérent que la
supplémentation en DM entraine un taux de leptine inférieur de la naissance au sevrage et que
ces taux faibles persistent jusqu'a I’age adulte pour le groupe Rsup.

Nous avons émis I’hypothése que I’effet des DM sur la sécrétion de leptine serait dii a un
mécanisme épigénétique comme cela a déja été montré (Davison 2009, Jiang 2012, Tian
2013). En effet, une étude a montré que la réduction du taux de leptine plasmatique due a une
RP maternelle était corrélée a une diminution du taux de méthylation des Tlots CpG présents
au sein du promoteur du géne de la leptine (Jousse 2011). Nous avons fait le choix de nous
concentrer sur les potentiels mécanismes épigénétiques engagés dans la programmation
nutritionnelle.

L’¢étude de la méthylation du promoteur de la leptine dans le tissu adipeux a montré un niveau
de méthylation plus important dans les groupes supplémentés en DM. Mais cette
hyperméthylation reste modérée par rapport aux grandes variations de leptine plasmatique

observées. Il en est de méme pour I’expression du géne chez les ratons a J21. La leptine
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plasmatique n’est donc pas complétement corrélée au taux de méthylation et a I’expression du
géne (Figure 13). Mais la leptine circulante a un instant donné est susceptible de refléter
plutot la quantité d’adipocytes matures plutot que I’expression du géne. En effet, le promoteur
du gene de la leptine est extrémement méthylé au sein des pré-adipocytes indifférenciés et se
démeéthyle durant le processus de différenciation (Melzner 2002) permettant ainsi 1’expression
du géne. Nous sommes peut-étre ici dans un cas de maintien des cellules du tissu adipeux au
stade pré-adipocytaire, expliquant ainsi la méthylation du promoteur du gene de la leptine, et
une production moindre de leptine par le tissu adipeux chez les animaux nés de meres

supplémentées en DM.
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Figure 13 : Bilan de I’effet de nos régimes alimentaires maternels sur P’insuline et la
leptine au sevrage, deux hormones clés du métabolisme énergétique, et sur le niveau de

méthylation du promoteur du géne de la leptine.
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Mais si ce taux de leptine n’est pas corrélé a la différenciation du tissu adipeux des ratons,

alors d’ou vient la leptine?

Actuellement et malgré un nombre trés important d’études, les sources de leptine néonatale
sont encore en débat aussi bien chez les espéces animales de laboratoire que chez I’ Homme.
Aucun pic de leptine plasmatique n’a été retrouvé chez I’enfant alors qu’une forte
concentration a été retrouvée suite a des prélevements de plasma issu du cordon ombilical
pendant les premieres semaines de gestation (Jaquet 1998). Il a été avancé que cette source de
leptine serait d’origine maternelle ou placentaire. Le placenta a en effet ét¢ identifié comme
source de leptine dans plusieurs études chez ’Homme (Linnemann 2000, Sagawa 2002). Mais
dans notre étude, il semble difficile d’imaginer que la leptine plasmatique des ratons dérive de
la sécrétion de leptine placentaire car il est connu que celle-ci passe pour la grande majorité
dans la circulation maternelle (Lewandowski 1999) mais trés peu dans la circulation feetale
(2%) (Linnemann 2000).

Des études chez le rongeur ont proposé des alternatives comme source de leptine comme
I’estomac (Bado 1998), et les glandes mammaires (Smith- Kirwin 1998). Mais il a également
été proposé que le lait maternel était la source principale de leptine si on accepte 1’idée que la
leptine peut passer de 1’estomac du petit vers la circulation sanguine (Casabiell 1997, Smith-
Kirwin 1998).

Il a été montré chez des meres allaitantes une corrélation positive entre le taux de leptine dans
le lait et dans le plasma durant toute la période de lactation (Miralles 2006, Houseknecht
1997).

De plus, il a été publié que le poids des enfants pendant leurs deux premiéres années de vie
pouvait étre corrélé négativement a la concentration de leptine dans le lait au début de la
période de lactation (Miralles 2006).

Il semble donc primordial, compte tenu de ces données, de privilégier 1’allaitement par
rapport au lait industriel. La nutrition par le lait maternel pourrait donc protéger de maniére

modérée les enfants face a une prise de poids excessive (Palou 2009).

Nous avons ensuite voulu tester les conséquences a long terme des différents régimes
maternels testés afin de voir un éventuel effet programmateur sur la croissance, la prise de
poids et le métabolisme, en particulier en présence d’un challenge nutritionnel hypercalorique.

Ainsi, apres sevrage, les animaux ont été nourris avec un régime standard jusqu’a I’age de 150
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jours puis avec un régime de type western diet, hypercalorique, riche en graisses et en sucres
rapides.

Nous avons tout d’abord rapidement observé une différence entre les males et les femelles au
niveau de la prise de poids apres le sevrage. En effet, alors que les différences de poids
observées au sevrage entre les différents groupes (Rsup<R<Csup<C) se sont rapidement
atténuées pour les femelles, elles se sont au contraire maintenues pour les males, ceux du
groupe Rsup prenant significativement moins de poids que ceux du groupe contrdle, avec une
situation intermédiaire pour les groupes Csup et R.

Ce dimorphisme sexuel n’est pas surprenant, il a déja ét¢ montré que la RP pendant la
gestation et la lactation n’avait pas les mémes impacts sur les femelles et sur les males a long
terme (Han 2012). L’exposition a la RP en période périnatale et a un régime hypercalorique a
I’age adulte entraine chez la souris I’apparition d’une obésité et d’une intolérance au glucose
chez les femelles alors que les males en sont protégés (Han 2012).

Il a également été mis en évidence que les rats males avaient une plus grande susceptibilité a
la survenue d’une hypertension a 1’age adulte par rapport aux femelles (Langley-Evans 1996,
Maloney 2011) ; ou encore qu’un régime maternel gras entrainait une élévation de la pression
sanguine uniquement chez les femelles (Khan 2003).

Ce dimorphisme n’a pas été observé uniquement chez le rongeur, une autre étude menée chez
le porc a montré (Gonzalez-Bulnes 2012) que la restriction maternelle entrainait une
diminution du poids des males au sevrage qui n’est pas retrouvé chez les femelles. Seules les
femelles ont en effet montré un rattrapage de croissance neutralisant les effets du retard de
croissance prénatal et ainsi présenté un développement similaire au groupe contrdle.

Outre la restriction protéique, une étude a montré que la supplémentation en acide folique
affectait la prise de poids de maniere plus importante chez les males que chez les femelles
(Chmurzynska 2012).

Suite a la mise en place du régime cafétéria, nous avons observé dans tous les groupes une
augmentation importante de la prise alimentaire au cours de la 1% semaine. Cependant, tous
les animaux ont rapidement régulé leur consommation tout en conservant quand méme des
apports énergétiques supérieurs d’environ 20% a ceux qu’ils avaient sous régime standard.

Nous n’avons pas observé de différence entre les groupes au niveau de la quantité de
nourriture consommeée, que ce soit sous régime standard ou sous régime Western. Il

semblerait donc que I’environnement nutritionnel maternel n’ait pas eu d’effet sur la
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programmation de la prise alimentaire dans notre modéle et sur la capacité des animaux a
rééquilibrer leur consommation en cas de regime hypercalorique.

Il avait été montré dans notre laboratoire que la restriction protéique maternelle pendant la
gestation et la lactation entrainait une perturbation des rythmes alimentaires sans changement
au niveau de la quantite totale ingérée (Coupé 2009, Orozco-Solis 2011).

Nous ne pouvons effectivement pas exclure que les rythmes alimentaires aient été perturbés

dans notre modéle.

Un des résultats marquants de notre étude est le fait que les animaux nés de meéres
supplémentées en donneurs de méthyl présentaient un gain de poids a I’age adulte moins
important que les animaux controles ; ceci suggérant un effet a long terme de 1’environnement
nutritionnel précoce.

Cet effet est d’autant plus marqué pour les animaux du groupe Rsup. Ces animaux ont subi un
retard de croissance intra-utérin suivi d’une croissance postnatale faible. Leur rattrapage de
croissance a été tardif, voire méme incomplet puisqu’ils ont conservé un poids inférieur a
I’age adulte. En présence d’un régime obésifiant ces animaux continuent a prendre moins de
poids. Normalement, la plupart des petits poids de naissance présentent un rattrapage de
croissance rapide au cours du développement précoce. Il a été montré que ce mécanisme de
compensation entrainait une augmentation de la survenue d’une résistance a I’insuline,
d’obésité, de diabéte de type 2 et de maladies cardiovasculaires a 1’age adulte (Cianfarani
1999, Eriksson 1999, Ong 2000, Bieswal 2006).

Chez le rongeur, ce rattrapage de croissance réduit également 1’espérance de vie (Ozanne

2004).

Le fait d’étre exposé a un régime hypercalorique de type Western est un moyen d’exacerber
les effets programmateurs d’une restriction nutritionnelle précoce et de révéler les
conséquences du « thrifty phenotype » acquis en période pré- et post-natale.

Nous avons pu constater que la supplémentation maternelle en donneurs de méthyl semblait
protéger les animaux contre la prise de poids en réponse au régime western. Cependant il faut
garder présent a 1’esprit que nous avons soumis les animaux a un régime hypercalorique
pendant une période limitée (4 semaines), nous ne pouvons donc pas exclure qu’une

exposition prolongée aurait pu avoir des conséquences plus marquées (Figure 14).
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Figure 14 : Bilan de D’effet de nos régimes alimentaires maternels sur la prise de poids

des méles a long terme.

Nous avons donc observé des effets a court et a long terme des régimes maternels sur la
croissance et la prise de poids d’une part et sur certains parametres hormonaux d’autre part.
Nous avons ainsi montré que la supplémentation maternelle en donneurs de méthyl avait pour
conséquence une diminution trés nette des niveaux de leptine plasmatique au moment du
sevrage. Il serait intéressant de savoir si ces taux de leptine sont réduits de fagon continue
pendant toute la période de lactation et en particulier si le pic de leptine qui survient
normalement en période postnatale a été affecté.

Nous avons également montré que cette supplémentation maternelle en donneurs de méthyl
semblait réduire la prise de poids a I’age adulte en régime standard mais aussi en régime
hypercalorique.

Cependant, si I’on considére que les femelles supplémentées en donneurs de méthyl avaient
une prise alimentaire plus faible en période de lactation, nos observations sont alors en accord
avec celles faites par Palou et al (2001) qui a montré qu’une restriction calorique modérée
pendant la lactation protégeait contre une obésité induite par un régime hyper gras. Cette

adaptation passerait par une meilleure sensibilité a I’insuline et a la leptine.
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En perspective a ce travail, il serait intéressant de poursuivre notre étude par des analyses
portant sur I’influence des DM sur la différenciation des pré-adipocytes pour éventuellement
corréler cette augmentation du taux de méthylation du promoteur du gene de la leptine avec
un ralentissement de la differenciation des cellules du tissu adipeux en adipocyte mature. Pour
ce faire nous pourrions envisager de realiser un marquage du seul marqueur spécifique de la
population de pré-adipocyte qu’est le facteur Pref-1. Ce facteur est largement exprimé au
stade pré-adipocytaire et son expression diminue au cours de la différenciation (Villena 2002).
Nous pourrions également faire des coupes de tissu adipeux et réaliser des observations au
microscope afin de quantifier la différenciation des adipocytes en observant I’accumulation de
gouttelettes lipidiques qui engendre des modifications morphologiques avec la perte de
I’allure fibroblastique du pré-adipocyte et signifiant I’apparition d’un adipocyte mature.

Selon les résultats, si le maintien du tissu adipeux au stade pré-adipocytaire n’est pas corrélé a
la leptine plasmatique il serait intéressant d’effectuer des dosages de leptine dans le lait

maternel.

Nous avons donc pu montrer I’influence des régimes maternels utilisés dans notre étude sur
des paramétres hormonaux susceptibles d’avoir un effet programmateur sur le risque de

développer des désordres métaboliques a plus ou moins long terme.

Le deuxieme objectif était d’identifier des genes dont la régulation et [’expression seraient
modifiées par le régime maternel et qui seraient responsables de cette programmation. Par la
suite, nous avons tenté d’élucider les mécanismes moléculaires sous-jacents en nous attachant

plus particulierement a la méthylation de I’ADN.

Nous avons choisi de supplémenter les femelles avec un exces de donneurs de méthyl et
cofacteurs dans le but de perturber et stimuler le cycle des folates et celui de la méthionine,
qui sont intimement liés et influencent la disponibilité en groupements méthyls utilisés pour
les différentes réactions de méthylation, dont en particulier celles impliquées dans la

régulation épigénétique du génome.
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Il était donc important de vérifier si ce cycle était effectivement perturbé. Nous avons pour
cela choisi de doser I’homocystéine maternelle, qui est le produit issu de la déméthylation de
la méthionine. Nous avons fait le choix de prélever le sang des méres uniquement au moment
du sevrage, c'est-a-dire lorsque les ratons atteignaient 1’age de 21 jours, ceci afin de ne pas
infliger de stress aux femelles et a leurs petits pendant les périodes de gestation et lactation.
Nous avons observé que les femelles supplémentées en donneurs de méthyl présentaient une

hyperhomocystéinémie (Figure 15).

Ce résultat n’était pas attendu car nous pensions qu’en fournissant un exces des composes et
cofacteurs principaux du cycle de I’acide folique et de la méthionine, il n’y aurait pas d’étape
limitante et donc pas d’accumulation de 1I’un ou I’autre des composés.

D’autre part, ceci n’avait jamais ét¢ mentionné par les auteurs ayant utilisé les mémes doses
de donneurs de méthyl (Waterland 2006, 2008, Wolff 1998), probablement parce qu’ils
n’avaient pas fait ce dosage. L’hyperhomocystéinémie survient en général dans les cas de
déficience en acide folique du fait de la réduction de la réaction de transméthylation qui re-
méthyle 1’homocystéine en méthionine en utilisant le méthyl-tétra-hydrofolate comme
donneur de méthyl.

Il est peu vraisemblable que ce soit la méme raison dans notre modele du fait des quantités
non limitantes d’acide folique et de vitamine B12, qui sont des cofacteurs de la réaction de
transméthylation.

Il est par contre possible que cette réaction ou celle utilisant la bétaine comme donneur de
méthyl aient été inhibées par un exces de méthionine (Finkelstein 1986, Ingenbleek 2011).
L’hyperhomocystéinémie peut avoir des conséquences délétéres sur la gestation (Nelen 2000),
mais nous n’avons rien observé de tel dans notre modele.

Cependant, nous avons effectivement observé une tendance a la diminution de la fertilité et de
la taille des portées pour les meres du groupe Csup. Mais ceci n’a pas été le cas pour le
groupe Rsup suggérant potentiellement que 1’hyperhomocystéinémie ne serait pas la cause de
cet effet.

I est connu qu’un exces de plusieurs acides aminés ou qu’un déséquilibre du rapport entre la
méthionine et les autres acides aminés puissent affecter les fonctions reproductives (Rees
2006, Matsueda 1982). Ceci pourrait étre le cas dans notre étude mais nous ne pouvons

réellement conclure sur cet effet qui n’était pas trés marqué.
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Figure 15: Homocystéine plasmatique chez les méres en fin de lactation

Pour confirmer cette perturbation du cycle des folates, nous aurions pu également doser
d’autres composés du cycle comme la SAM par exemple qui est le donneur ultime de

groupement méthyl nécessaire pour les réactions de méthylation (Selhub 1999).

Nous avons par la suite cherché a identifier des genes ou des régions sensibles aux variations
nutritionnelles, et, pour ce faire, nous avons fait le choix de nous intéresser & une classe
particuliére de geénes, ceux soumis a I’empreinte génomique parentale, car ces génes sont
soumis a une régulation tres stricte de leur expression placée sous le contrdle de mécanismes

épigénétiques permettant une expression monoallélique selon 1’origine parentale.

Nous nous sommes intéress€s a un groupe de genes soumis a I’empreinte parentale qui sont
exprimés a la fois dans les tissus embryonnaires et extra-embryonnaires. Leur expression
décroit de maniére coordonnée, concomitante et considérable aprés la naissance avec la
décélération de la croissance post-natale (Lui 2008). Mais ils restent tout de méme fortement
exprimés dans les tissus issus du mésoderme comme le muscle, le cartilage et les os
(Charalanbous 2003). Dans notre étude nous avons mis en évidence dans le foie cette
diminution d’expression coordonnée et ceci de maniére indépendante des différents régimes

alimentaires.

Ces genes soumis a I’empreinte parentale font partie d’un réseau virtuel qui a été construit
grace a des méta-analyses. Un acteur principal de ce réseau a été identifié comme assurant la
co-régulation de I’expression de ces génes soumis a I’empreinte parentale. La perturbation de

cet acteur principal constitue une opportunité unique de perturber ce réseau dans sa globalite.
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I1 s’agit du geéne Zacl qui code pour un facteur de transcription et dont I’invalidation entraine
une altération de la croissance embryonnaire (Varrault 2006).

Dans notre étude, la diminution d’expression de Zacl est coordonnée et concomitante aux
autres genes soumis a I’empreinte parentale ce qui pourrait confirmer le rdle pivot de Zacl
dans la diminution d’expression de ces génes soumis a I’empreinte parentale aprés la
naissance.

D’autre part, a JO, nous n’avons pas vu de différence d’expression entre les groupes pour
Grbl10, Gnas L, DIkl et Mest. A J21, les niveaux d’expression de tous ces génes soumis a
I’empreinte parentale du réseau ont considérablement diminué mais aucune différence entre
les groupes n’a également été observée pour Grb10, Ndn, GnasL, Gtl2, DIk1, Mest et 1gf2r.
Mais cette diminution d’expression en période post-natale est perturbée par la
supplémentation en donneurs de méthyl pour les génes Igf2 et H19 dont je reparlerai plus en
détails apres.

Ce ralentissement de la diminution d’expression de ces deux genes n’est pas du tout corrélé a
I’expression de Zacl. Pourtant, il a été montré que Zacl régulait en tant que facteur de
transcription I’expression du locus 1gf2-H19 en se fixant aux enhancers en aval de H19
(Varrault 2006, Arima 2005). Ces résultats contradictoires montrent que les mécanismes
responsables de cette co-régulation restent largement méconnus et n’ont pas forcément de

relation directe aussi simple que cela avait été avancé auparavant.

— Le cas particulier d’1gf2 et H19 : expression et méthylation

Nous avons pu constater une surexpression a la naissance du gene Igf2r dans les groupes
restreints en protéines alors que I’expression de H19 et d’Igf2 était 1égérement diminuée dans
les groupes restreints en protéines.

Malgré tout, apres la naissance, une diminution d’expression de ces 3 genes a été observée
comme pour les autres GSE. Mais cette diminution d’expression a été affectée par les régimes
alimentaires. En effet, Igf2r est sur-exprimé dans les groupes restreints en protéine alors que
H19 T’est pour les 3 groupes expérimentaux et qu’lgf2 I’est dans les deux groupes

supplémentés en donneurs de méthyl.
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Cette sur-expression d’lgf2 n’a pas été observée dans 1’étude sur la restriction protéique chez
la souris d’Ivanova et al (2012). Par contre, une surexpression d’Igf2 et d’H19 a été retrouvée

a la naissance dans le foie de rats soumis a une restriction protéique (Gong 2010).

Par la suite, notre étude de la méthylation par pyroséquencage n’a pas révélé d’effets du
régime alimentaire sur les niveaux de méthylation d’1gf2.

Ces résultats rejoignent ce qui a déja été publi¢ dans le domaine. Chez I’animal, une étude a
montré que la restriction protéique maternelle durant la gestation ou la période postnatale
précoce n’avait pas d’impact substantiel sur le niveau de méthylation des DMR de 5 GSE
dont H19 et 1gf2 (DMR1 et 2) dans le foie des descendants (lvanova 2012). Ce méme travail a
mis en évidence de légeres augmentations de la méthylation au niveau des DMR des genes
Grb10 et Gnasxl chez des animaux agés de 3 semaines issus de meres soumis a une restriction
protéique durant la gestation. Mais ces variations de méthylation n’affectent qu’un nombre
trés limité de CpG et ne sont pas maintenues a 1’age adulte.

Des résultats similaires ont été observés dans une étude épidémiologique étudiant les effets
d’une supplémentation en acide folique (Hoyo 2011). En effet, le profil de méthylation d’1gf2

n’était pas modifié par la supplémentation maternelle en acide folique quelque soit la dose.

Dans notre étude, il est possible que nous n’ayons pas ciblé les bons sites CpG, puisque nous
n’avons analysé qu’une partie des sites potentiels de méthylation présents dans ces régions.
C’est pour cela que nous avons entrepris une étude d’analyse sans a priori de type MeDIP-seq
qui devrait nous permettre d’analyser des régions beaucoup plus larges. Il est également
possible que les effets sur la méthylation soient tissu spécifique pour les DMR d’1gf2 ou alors
que les DMRs ne soient pas sensibles a la nutrition précoce.

Malgré tout, il faut noter que d’autres ¢tudes ont montré des variations de profil de
méthylation d’Igf2 et d’H19 dans un contexte de famine (Tobi 2009, Heijmans 2008) ou de
supplémentation en folate (Haggarty 2013, Hoyo 2011). Mais il est important de préciser que
les effets observés dans ces études ne sont pas majeurs, ce qui pose la question d’une part de

leur mise en évidence expérimentale et d’autre part de leur pertinence physiologique.

Par contre, nous avons pu observer une variation de faible amplitude mais statistiguement
significative pour un seul CpG (CpG n°7) de I'ICR d’H19. En effet, le groupe C et Csup

présentent un taux de méthylation statistiquement supérieur pour ce CpG. (Figurel6).
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Dans d’autres études, la restriction protéique n’a eu aucun impact substantiel sur le niveau de

méthylation d’H19 (lvanova 2012).
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Figure 16 : Bilan de I’effet de nos régimes alimentaires maternels sur ’expression et le

profil de méthylation d’1gf2 et H19 au sevrage.

Nous aurions pu penser que la supplémentation en donneur de méthyl allait augmenter le taux
de méthylation au niveau du site de fixation de la protéine CTCF, qui est tres fortement
associée a I’expression d’Igf2. En effet, quand les CpG du site de fixation de la protéine
CTCEF sont méthylés, le site ne peut plus fixer la protéine « insulatrice » CTCF. Ainsi, I'ICR
faisant office « d’insulateur » est inactivée permettant ainsi aux « enhancers » d’étre libres
d’activer I’expression paternelle d’lgf2. De plus, il a été rapporté que la protéine CTCF
participerait au remodelage de la chromatine pour permettre une expression allele spécifique
des genes H19 et Igf2 mais pas seulement. Il semblerait qu’elle puisse également jouer un role

de régulation sur d’autres génes soumis ou non a I’empreinte (Han 2008) (Figure 17).
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Figure 17: Organisation et régulation du locus 1gf2/H19. 1gf2 est exprimé a partir de

I’allele paternel alors que H19 est exprimé a partir de I’allele maternel. Ceci est possible
grace a la méthylation des DMRs et au réle des enhancer (E). CTCF : CCCTC-binding

protein.

Des resultats comparables ont déja été observés dans un modéle de rat soumis a une
restriction protéique maternelle (Gong 2010). Dans ce modéle, une hyperméthylation au
niveau de I’ICR a été retrouvée. Cette hyperméthylation étant corrigée dans cette étude par
une supplémentation en acide folique. Dans notre modéle de restriction protéique, nous ne

retrouvons pas cette hyperméthylation.

Cependant, nos résultats ne sont pas suffisants pour affirmer que les profils de méthylation ne
sont pas perturbés par I’intervention nutritionnelle que nous avons utilisée dans notre modele
expérimental.

Une approche ciblée sur des génes candidats comme nous ’avons fait ne permet pas d’avoir
une vision globale de la méthylation. Une étude sans a priori via MedIP sequencing nous a
donc semblé étre une excellente opportunité de voir a plus grande échelle les effets de la
programmation nutritionnelle sur la méthylation. Comme écrit précédemment, les analyses du
grand nombre de données générées par ce genre d’approche sont actuellement en cours avec

I’aide d’un bio informaticien.

Ces GSE sont soumis a une régulation trés complexe pouvant impliquer d’autres mécanismes
épigenétiques comme la méthylation des histones et/ou a plus grande échelle, des

modifications de la structure de la chromatine. Il semblerait donc trés intéressant de voir si la
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méthylation des histones est affectée par la supplémentation en DM. Cela a déja été mis en
évidence pour le géne Hnf4a dans les flots pancréatiques de rats adultes. Des variations
d’expression étaient associées a des modifications d’histones avec une réduction de la
méthylation et une augmentation de 1’acétylation de 1’histone H3 (Sandovici 2011).

C’est aussi le cas du gene Pdx1 dont I’expression était diminuée dans un mod¢le de ligature
des artéres utérines et qui était également associée a une diminution d’acétylation des histones
H3 et H4 (Park 2008).

Mais cette régulation pourrait aussi largement impliquer la structure, la conformation
tridimensionnelle de la chromatine (Murrel 2004) permettant ainsi 1’accessibilité ou non aux
facteurs de transcription.

Cette régulation pourrait aussi impliquer une régulation post-transcriptionnelle via des ARN
anti-sens ou des micro-ARN (Ge 2011).

Trés récemment, il a été montré qu’une augmentation d’expression aberrante de mir-141
(micro ARN) dans le placenta entrainait une diminution d’expression de ces genes cibles
comme Zacl et le facteur de transcription E2F3 qui affectent par la suite I’expression du géne
Igf2 puisqu’une corrélation positive a été retrouvée entre les niveaux d’expression de Zacl et
d’lgf2 (Tang 2013). Cette expression aberrante de mir-141 serait une des causes de la
restriction de la croissance feetale dans ce modele, proposant ainsi de nouvelles pistes de
recherche dans le domaine des mécanismes épigénétiques impliqués dans la programmation

nutritionnelle.

Mais il faudrait aussi envisager le fait que la nutrition pourrait ne pas avoir d’effets sur ces
GSE et leur régulation sachant qu’ils sont impliqués dans des fonctions extrémement
importantes comme la croissance et le développement. Nous pouvons aisément envisager
qu’ils soient également extrémement bien protégés face a des variations d’apports

alimentaires.
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CONCLUSION GENERALE
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Le rat est un modele d’étude extrémement utilis€ pour étudier la programmation
nutritionnelle. De nombreuses données, notamment au niveau des mécanismes physiologiques
sont donc a notre disposition. Il présente des avantages non négligeables comme un temps de
gestation court qui est idéal pour optimiser les temps d’expérimentation animale et pour les
études a long terme également. Mais ce modéle a ses limites.

En effet, 'extrapolation a ’'Homme est extrémement difficile car les mécanismes et les
conséquences engendrées peuvent varier d’une espéce a une autre. Mais les études chez
I’Homme sont encore limitées car il semble extrémement difficile au niveau de la déontologie
et de I’éthique d’effectuer des prélévements invasifs chez les meres ou les enfants.

De nombreuses études se tournent donc sur I’étude de la méthylation dans les cellules
sanguines qui sont parmi celles les plus facilement accessibles. Pour 1’heure, elles suggerent
déja que des différences de méthylation de I’ADN peuvent étre détectées dans le sang de
patients atteints de cancer méme pour des tumeurs solides (Al-moundhri 2010, Hsiung 2007,
Pedersen 2011).

Il'y a un nombre croissant de publications comparant les différences de méthylation dans le
sang de patients sains ou atteints de diverses pathologies (Chowdhury 2011, Nadeau 2010,
Toperoff 2011).

L’une d’entre elles montre un profil de méthylation spécifique dans le sang de patients atteints
d’un diabéte de type 2 pouvant servir de biomarqueur prédictif de la maladie (Toperoff 2011).
Cette approche semble aussi ouvrir de nouvelles pistes pour le diagnostic anténatal étant
donné que des différences de méthylation ont été identifiées dans les leucocytes de meres
ayant eu des enfants atteints d’une pathologie cardiaque congénitale (Chowdhury 2011).

Si le développement des études sur le sang humain se poursuit et que 1’on montre que son
profil de méthylation est représentatif de celui d’un organe cible, le sang pourra alors étre

utilisé pour la détection de biomarqueurs épigénétigues.

Pour finir, il me semble important de revenir et de finir cette conclusion en parlant de
I’Homme. En effet, la restriction protéique de cette étude est completement d’actualité dans
les pays en développement ou les apports nutritionnels ne sont pas optimums. Mais ce modéle
convient aussi parfaitement a nos pays industrialisés vu qu’il mime la réduction des échanges

foeto-maternels qui sont assez régulierement diagnostiqués. Quant a la supplémentation en
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micronutriments, elle est maintenant largement accessible sans prescription et suivi medical ;

pouvant alors conduire a des exces ou a de mauvaises utilisations.

— Micronutriment et nutrition

Depuis 2001, les pouvoirs publics frangais menent un Programme National Nutrition Santé
(PNNS) qui a pour objectif d’améliorer 1I’état de santé de la population frangaise en jouant sur
un acteur principal de la vie : la nutrition. Son objectif est de proposer des recommandations
fiables et scientifiguement validées pour aider la population et les professionnels du secteur a
décrypter les informations parfois contradictoires que 1’on entend tous les jours sur la

nutrition.

C’est dans ce cadre qu’une politique nutritionnelle est apparue, au cours des dernicres années,
comme une priorité de santé publique. Le rble joué par la nutrition comme facteur de
protection ou de risque des pathologies les plus répandues en France est de mieux en mieux
compris, qu’il s’agisse du cancer, des maladies cardiovasculaires, de 1’obésité, de
I’ostéoporose ou du diabéte de type 2.
L’amélioration de 1’état nutritionnel de la population constitue, en ce début de 21°™ sigcle, un
enjeu majeur pour les politiques de santé publique menées en France, en Europe et dans le
Monde.
En toute logique, si I’on suivait les recommandations du Programme National Nutrition Santé
(PNNS) et que I’on mangeait 5 portions de fruits et Iégumes et 3 produits laitiers chaque jour,
nous ne devrions pas souffrir de carences. Mais nos modes de consommation diminuent la
quantité de micronutriments ingérés et nous sommes bien souvent en dessous des apports
journaliers recommandés par 1’Agence nationale de sécurité sanitaire de 1’alimentation
(Anses).
En effet, des études nutritionnelles réalisées ces derniéres années montrent que nous sommes
carences:

- En Vit E dans 100% des cas,

- En Vit D dans 90%,

- En Zinc et Vit B6 dans 80%

- En Magnésium et Vit B1 dans 60%

- En Vit B9 et Vit C dans 50%.
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Malgré le lancement du PNNS, nous sommes peu a suivre ces recommandations. La solution
passe donc par une supplémentation alimentaire, dans le respect des Apports Quotidiens
Recommandés (AQR) définis par le Conseil Européen. Les AQR sont fonction de 1’age, du
sexe et de certaines situations particuliéres (grossesse, activité sportive intense...). Mais la
mise en place d’une supplémentation alimentaire systématique engage de mieux comprendre
et de mieux appréhender les mécanismes physiologiques qui auront un impact sur 1’organisme
a court et a moyen terme. La recherche dans ce domaine semble donc nécessaire et

d’actualité.

Plusieurs objectifs du Programme National Nutrition Santé initialement fixés ont été
partiellement atteints, comme la réduction de la prévalence du surpoids et de 1’obésité chez
I’enfant, la réduction de la consommation de sel ou de sucre, ’augmentation de la
consommation de fruits chez les adultes.

Mais il reste encore a améliorer le statut en acide folique des femmes désireuses d’avoir des
enfants. En effet, pres de 3% des femmes en age de procréer ont des apports alimentaires en
acide folique inférieurs aux apports nutritionnels conseillés (Heseker 2011, Afssa 2009).
Pourtant en décembre 2004, une campagne de sensibilisation et d’information a été menée
aupres des professionnels de santé pour les inciter a relayer les informations aupres des

patientes et a assurer une prescription appropriée.

— Micronutriment et grossesse

Sur le site internet du PNNS, accessible a tous, il est inscrit « Sachez également que votre
médecin peut le cas échéant vous prescrire un complément en vitamine B9. Demandez-lui
son avis dés votre désir de grossesse.». Cette phrase pourrait sous-entendre que les
gynécologues ne prescrivent pas ou ne proposent pas spontanément cette supplémentation en
acide folique. Cela sous-entend également qu’une certaine catégorie de la population peut
demander cette supplémentation si elle a conscience de ses bienfaits.

Pourtant ’INPES (Institut National de Prévention et d’Education pour la Santé) incite les
médecins généralistes, les gynécologues et les sages femmes a relayer largement cette
recommandation encore insuffisamment connue.

En effet, en 2010, 53.5% des femmes qui ont eu un enfant n’avaient pas recu d’acide folique.

Pour les 40,3% de celles qui ont recu une supplémentation, dans 64% des cas, la
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supplémentation a été trop tardive par rapport aux recommandations. Seuls 34.2% des
femmes ont regu une supplémentation en période anténatale (Enquéte nationale périnatale

2010 http://www.sante.gouv.fr/perinatalite.html). Et 6.2% des femmes ne savent pas si elles

ont recu de 1’acide folique.

Au-dela de la poursuite des études sur les mécanismes impliqués par ces supplémentations
supervisées ou non par un médecin, il me semble également indispensable de promouvoir
I’information chez les femmes et chez les professionnels de santé. En effet, pendant la
grossesse, la mere et le feetus courent le risque d’avoir des carences en micronutriments, par

conséquent cette période mérite une attention accrue.
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Impact d’une supplémentation périnatale en donneurs de méthyl sur les mécanismes
physiologiques et épigénétiques de la programmation nutritionnelle chez le rat

Des études épidémiologiques et expérimentales montrent que 1’alimentation maternelle pendant la
période périnatale a une influence sur le développement feetal et sur la susceptibilité a développer des
maladies a ’age adulte. Cette théorie, connue sous le nom « d’empreinte nutritionnelle » serait sous
tendue notamment par des mécanismes épigénétiques qui agiraient sur la régulation de I’expression du
génome. Les composés de la voie des folates sont essentiels pour le développement feetal. Ils agissent
entre autres en tant que donneurs de groupements méthyls et sont donc tres impliqués dans les
mécanismes épigénétiques. Afin d’étudier leurs effets sur les mécanismes de 1’empreinte
nutritionnelle, une supplémentation a été réalisée dans un contexte de restriction protéique maternelle.
L’objectif de ce projet €tait d’observer 1’influence de la méthylation de I’ADN sur la croissance fcetale
et le métabolisme énergétique et d’identifier des génes ou régions du génome dont le niveau de
méthylation serait affecté par la nutrition maternelle en période périnatale. Nous avons mis en
évidence un impact de cette supplémentation sur les taux de leptine, une hormone tres impliquée dans
les processus physiologiques de programmation nutritionnelle. Nous avons pu observer une variation
d’expression d’une catégorie de génes spécifiques: les génes soumis a I’empreinte génomique
parentale, et notamment les génes 1gf2 et H19 connus pour étre impliqués dans la croissance feetale.
Nous avons pu mettre en évidence des variations des profils de méthylation de ces génes. Une étude
globale sans a priori de la méthylation de I’ADN a I’échelle du génome entier permettra d’élargir cette
analyse.

Mots clés : Programmation nutritionnelle, donneurs de méthyl, méthylation de I’ADN,
épigénétique, métabolisme.

Impact of perinatal methyl donor supplementation on physiological and epigenetics
mechanisms of the rat nutritional programming

Epidemiological and experimental studies have shown that perinatal nutrition may impact fetal
development and susceptibility to develop metabolic disorders at adulthood. This theory was named
“nutritional imprinting” and may involve gene expression modifications via epigenetic mechanisms.
Nutriments involved in the folic acid metabolic pathway are essential for fetal development. They
serve in particular as methyl group donors and are therefore strongly involved in epigenetic
mechanisms. In order to study their effects on nutritional imprinting mechanisms, we combined a
maternal supplementation in methyl donors with a protein restriction and we studied the consequences
on the offspring. The aim of this project was to assess the influence of DNA methylation on fetal
growth and early programming of energy metabolism and to identify genes or genomic regions where
DNA methylation level will be affected by perinatal maternal diet. We showed evidence of an impact
of this supplementation on leptin levels, a hormone widely involved in physiological processes of
nutritional programming. We observed changes in the expression levels of a special class of genes:
imprinted genes, and particularly Igf2 and H19 genes, which are well known to be involved in fetal
growth. We showed that DNA methylation profiles of these genes were affected by maternal nutrition.
A genome wide DNA methylation study was undergone in order to get a larger view of the maternal
diet impact on epigenetic regulation of the offspring genome.

Key words: nutritional programming, methyl donors, DNA methylation, epigenetic,
metabolism

135



